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ONSOZ

Bu calisma Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim dalinda
Doktora tezi olarak hazirlanmistir.

B.thermocatenulatus ve B.pumilus MBBO03’ den rekombinant olarak lipaz iiretilmis ve
rekombinant olarak elde edilen lipazlarin alginattjelatin jel karigimlarinda tutuklama
yontemi kullanilarak immobilizayonu gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda immobilize
boncuklar i¢in optimum immobilizasyon kosullar1 ve hem serbest enzimin hem de
immobilize enzimlerin optimum pH, optimum sicaklik, protein ve substrat
konsantrasyonu, pH ve 1s1l stabilite gibi ¢esitli biyokimyasal karakterizasyon ¢aligmasi

yapilmuistir.

Tez calismamda en biiyiik emegi gecen, yogun c¢alismalarindan bana zaman ayirarak,
her tiirlii maddi ve manevi destek saglayan, tecriibe ve derin bilgilerinden faydalanma
firsat1 veren, ayrica bana bu calismay1 vererek kendimi gelistirmeye yonelik de birkag
adim ileride olmami saglayan, 6grencisi olmaktan her zaman gurur duydugum, degerli

bilim adami Sayi Prof. Dr. Onur ATAKISI’ ye en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Calisma esnasinda kullananilan Molekiiler Tekniklerin uygulanmasi konusunda degerli
bilgilerinden yararlandigim Dr. Mustafa KOLUKIRIK” a, yine bilgi ve tecriibesiyle
calismalarim esnasinda yardimlarini esirgemeyen Sayim Yrd. Dog. Dr.Ozkan OZDEN’e
Biyokimya Arastirma Laboratuar’inda beraber calistigimiz, c¢aligmalarim esnasinda
yardimlarin1 esirgemeyen Doktora Ogrencisi Canan GULMEZ ve Ogrt Gor. Cagatay
OZBEY’ e, ayrica Kafkas Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii

hocalarima ve degerli arkadaglarima tesekkiir ederim.

Her zaman sabir ve anlayisiyla beni yalmiz birakmayan destegini ve yakin ilgisini
esirgemeyen esim Serhat DALGINLI’ ya, hayatimin her aninda maddi manevi
desteklerini hi¢bir zaman benden esirgemeyerek bugiinlere gelmemde biiyiik emek

harcayan ¢ok degerli aileme tesekkiirlerimi sunarim.

Kars-2017 Kezban YILDIZ DALGINLI
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OZET

Lipazlar (triagilgliserol agilhidrolaz, EC 3.1.1.3), hidroliz ve sentez reaksiyonlarini
katalizleyen ve bir¢cok endiistriyel siirecin yani sira biyoteknolojik uygulamalarda
onemli bir role sahip enzimlerdir. Bu ¢alismada, Bacillus thermocatenulatus (BTL-2)
ve Bacillus pumilus MBBO03’te bulunan lipazin rekombinant olarak {retimi,
karakterizasyonu ve immobilize edilmesi hedeflendi. Bu amagla BTL2 ve B.pumilus
MBBO03’te bulunan lipaz geni ekspresyon vektorlerine klonlandi. Bu vektorler, E.coli
BL21(DE3) kompetan hiicrelerine transforme edilerek Ni-NTA afinite kolonu ile
saflastirildi.  Uretilen enzimlerin alginat+jelatin jel karisiminda immobilizasyonu,
immobilizasyon optimizasyonu ve hem serbest hem de immobilize enzimin
karakterizasyon Ol¢iimleri yapildi. SDS-PAGE analizi ile BTL2 ve B. pumilus MBBO03
lipazlariin molekiil agirligr sirasiyla yaklasik 43 kDa ve 22 kDa saptandi. BTL2’ den
elde edilen serbest ve immobilize enzimin 6zgiil aktivitesi sirasiyla 10.9 U/mg ve 6.9
U/mg B. pumilus MBBO03 serbest ve immobilize enzimin 6zgiil aktivitesi sirasiyla 4.6
U/mg ve 3.3 U/mg olarak tespit edildi. Optimum sicaklik ve pH degerleri BTL2 ve B.
pumilus MBBO03 serbest (60 °C, 50 °C ve pH 9.0, pH 8.0) ve immobilize enzimler igin
(60-70 °C, 55 °C ve pH 9.5, pH 8.5) belirlendi. Km ve Vmaks degerleri, BTL2 ve B.
pumilus MBBO3 sirastyla serbest enzimler igin (0.146 mM, 2.504 U/mL ve 0.055 mM,
0.636 U/mL) ve immobilize enzimler i¢in (0.123 mM, 0,220 U/mL ve 0.128 mM, 0.119
U/mL) saptandi. Isil kararlilik, BTL2 ve B.pumilus MBBO03 serbest ve immobilize
enzimlerin sirasiyla 40 ile 65 °C ve 40 ile 60 °C arasinda, pH Kararlilik ise +4 °C’ de pH
7.0-11.0, +4 °C’ de pH 8.0-10.0 araliginda saptandi.

Elde edilen serbest ve immobilize lipazlarin genis 1s1l ve pH kararliligi, ¢esitli metal
iyonlari, organik ¢oziicii deterjan formiilasyonlar i¢inde stabilitesini korumasi ve diger
onemli oOzelliklerinden dolay1 ¢esitli endustriyel uygulamalarda potansiyel olarak

kullaniminin uygun olabilecegi Sonucuna varildi.
2017, 172 sayfa

Anahtar kelimeler: Bacillus thermocatenulatus, Bacillus pumilus, Rekombinant Lipaz,

Immobilizasyon, Karakterizasyon



ABSTRACT

Lipases (triacylglycerol acylhydrolase, EC 3.1.1.3) are enzymes which act as catalysts
during hydrolysis and synthesis of reactions and have significant roles in biotechnical
applications as well as many industrial processes. This study aims to the recombinant
production, characterization and immobilization of the lipase which exists in the
Bacillus thermocatenulatus (BTL2) and Bacillus pumilus MBBO03. In this respect, the
lipase gene in BTL2 and B.pumilus MBBO03 were cloned into expression vector. These
vectors were transformed into E.coli BL21 (DE3) competent cells and purified by Ni-
NTA affinity column. The produced enzymes were immobilized in the alginate and
gelatin mixture, and the optimization of immobilization process was carried out and
characterization measurements of both free and immobilized enzymes were performed.
The molecular weights of BTL2 and B.pumilus MBBO03 lipases were calculated
approximately 43 kDa and 22 kDa, respectively on SDS-PAGE analysis. The specific
activities of free and immobilized BTL2 enzyme were detected as 10.9 U/mg and 6.9
U/mg Ulg, respectively. The specific activities of free and immobilized B.pumilus
MBBO03 were determined as 4.6 U/mg and 3.3 U/g, respectively. The optimum
temperature and pH values for BTL2 ve B. pumilus MBBO03 were recorded as (60 °C, 50
°C and pH 9.0, pH 8.0) for free enzymes and (60-70 °C, 55 °C ve pH 9.5, pH 8.5) for
immobilized enzymes. Km and Vmax values for free BTL2 were 0.146 mM and 2.504
U/mL, respectively; and these values for B. pumilus MBBO03 were calculated as 0.055
mM and 0.636 U/mL, respectively. Km and Vmax values for immobilized enzymes
were detected as 0.146 mM and 2.504 U/mL for BTL2; and 0.055 mM, 0.636 U/mL for
B. pumilus MBBO03, respectively. Thermal stability for both BTL2 and B. pumilus
MBBO03 for free and immobilized enzymes were recorded between 40-65 °C and 40-60
°C, respectively. pH stability for BTL2 was pH 7.0-11.0 at +4 °C for both free and
immobilized enzymes, and it was pH 8.0-10.0 at +4 °C for B. pumilus MBBO03 for both
free and immobilized enzymes.

In this study, we concluded that wide ranges of thermal and pH stabilities of free and
immobilized lipases, and their abilities to protect their stabilities in various metal ions
and organic solvent detergent formulas and other significant qualities make them
potentially suitable for many industrial applications.

X
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1.GIRIS

Enzimler canli organizmadaki biyokimyasal tepkimelerin 1limli  kosullarda
gerceklesmesini saglayan, belirli kimyasal tepkimeleri hizlandiran protein yapisindaki
bilesikler olarak tanimlanmaktadir [1]. Enzimler canli organizma disinda uygun kosullar
saglandiginda etkilerini gosterebiliyor olmalari, dogal ortamlart disindaki pek c¢ok
alanda enzimlerden yararlanabilme imkani saglamaktadir. Bu amagla enzimler basta
biyokimya ve molekiiler biyoloji olmak iizere fizikokimya, organik kimya, genetik, tip,
miithendislik gibi bilim dallar i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir [2]. Ayrica enzimlerin
spesifik oluslar1 ve ¢ok disiik substrat derisimlerinde bile reaksiyonlar
katalizlemelerinden dolay1 endiistride 6nemli kullanim alanlarina sahiptirler. Enzimler
gida ve kimya endiistrisi basta olmak lizere eczacilik, ziraat gibi alanlarda teshis ve

tedavide kullanilmaktadirlar [3].

Lipazlar sulu ortamlarda triagilgliserollerde bulunan karboksilester baglar ile etkilesime
girerek yag asitleri ve gliserolu olusturan triacilgliserolester hidrolazlar1 olarak ifade
edilirler [4]. Cok az suyun bulundugu ortamlarda ise lipazlar esterifikasyon, alkolizis ve

asidolizis gibi tersinir reaksiyonlari gerceklestirebilmektedir [5].

Lipazlar, hiicre dis1 enzim {iireten mikroorganizmalardan ve diger farkli kaynaklardan
elde edilen enzimlere gore daha ucuz ve kolay elde edilebilmektedir. Bu yiizden
biyokatalizor olarak pek ¢ok endiistriyel siiregte genis kullanim alanina sahiptir.
Endiistriyel enzimlerin % 80’e yakini hidrolitik enzimler olusturmaktadir. Giliniimiizde
lipazlar, olduk¢a genis uygulamalar ile giderek artan bu pazarin yaklasik % 10’luk
kismini olusturmaktadir. Lipazlar; esterlesme, transesterlesme ve hidroliz tepkimelerini
diisiik sicaklikta katalizlemeleri, kimyasal olarak {iretilemeyen 06zel bilesiklerin
iretimini, Stereo ve bolgesel spesifik Ozelikleri ile kolaylastirmalari, ester bagina
spesifik olmalari, yiiksek substrat segicilikleri ve yan iiriin olusumunu engellemeleri

gibi avantajlara sahiptir [6].

Endiistriyel lipaz iiretiminin daha hizli gelismesini engelleyen temel sebep, lipazlarin

diisiik aktivite ve kararlilik gostermesi ya da maliyetleri olmustur. Tiim bu faktorler goz

1



Online alindiginda, endiistriyel uygulamalarda kullanilabilecek immobilize lipaz
sistemlerinin 6nemi daha da artmaktadir. Dolayisiyla bu dezavantajdan kurtulmak igin,
lipazlarin ¢esitli desteklere fiziksel ve kimyasal immobilizasyonlari1 bir ihtiya¢ haline

gelmistir [7].

Immobilize enzim serbest enzim icermemesi nedeniyle daha temiz olmasia ve enzimin
tekrar kullanilabilmesine olanak saglamaktadir. Genel olarak serbest enzime kiyasla
tutuklanmis enzimin, yiiksek sicaklik veya organik ¢Oziiciiler gibi denatiire edici

kosullara kars1 daha dayanikli bir yapiya sahip oldugu bildirilmistir [8, 9].

Mikrobiyal kaynakli enzimlerin endiistrideki 6nemi ve kullanim alanlar: genisledik¢eS

endiistriyel enzim pazarinda bu organizmalardan elde edilen enzimlerin pay: artarak
bliylimeye devam etmektedir. Bu nedenlerden otiirii farkli organizmalardan yeni
Ozelliklere sahip enzimlerin tanimlanmasi, karakterize edilmeleri olduk¢a Onem
tagimaktadir. Son donemlerde lipazlar kullanildig1 bir¢ok enddistriyel siirecin yani sira
biyoteknolojik uygulamalarda 6nemli bir role sahiptir. Bu ¢alismada gida, deterjan, ilag
sanayisi, tarimla ilgili kimyasal madde (insektisit, pestisit), ve oleokimyasal (kati-sivi
yag hidrolizleri, biyolojik yiizey aktif madde sentezleri) endiistrileri gibi c¢esitli
biyoteknolojik alanlarda kullanilan lipaz enzimi B. thermocateulatus (BTL2) ve B.
pumilus MBBO03’ te kodlanan lipaz geni klonlandi, E.coli BL21 (DE3) konak hiicrede
rekombinanat olarak iiretildi ve saflastirildi. Elde edilen enzimin alginat+jelatin jel
karigimlarinda tutuklama teknigiyle immobilizasyonu gerceklestirildi. Bu immobilize
formlarin aktiviteleri denenerek elde edilen basarili immobilize formlarin bazi
biyokimyasal 6zellikleri belirlendi. Bu amagla; BTL2 ve B.pumilus MBBO3 lipazinin
alginat+jelatin jel karisimlarinda immobilizayonu ile elde edilen immobilize boncuklar
icin optimum alginat konsantrasyonu, jelatin konsantrasyonu, CaCl, ylizdesi, enzim
miktar1, boncuk boyutu, boncuk miktar1 gibi kosullar optimize edilerek, immobilize ve
serbest lipazin aktifligine etki eden sicaklik, pH, substrat derisimi, pH ve 1s1l kararlilik,
cesitli metal iyonlari, deterjanlarin ve kimyasal maddeleri gibi ¢esitli parametrelerin

etkisi, depolama stiresi, tekrar kullanilabilirligi incelendi ve sonuglar karsilastirildi.



2. GENEL BILGI
2.1 Enzimler Ozellikleri ve Kullanim Alanlar:

Kimyasal bir reaksiyonu hizlandiran, fakat kendisi reaksiyondan degismeden ¢ikan
maddelere “katalizor” denir. Enzim ise canli hiicreler tarafindan sentezlenen, etki
yapabilmesi i¢in hiicrenin varlifin1 gerektirmeyen, 1stya dayaniksiz, protein yapisinda
organik bir katalizordiir. Enzimler, organizmada sayisiz kimyasal reaksiyonu yoneten
molekiiller olduklar1 i¢in enzim reaksiyonlar1 yasam yoniinden en Onemli

reaksiyonlardir.

Enzimlerin iki c¢arpict Ozelligi bilinmektedir. Bunlardan biri; katalize ettigi
reaksiyonlarin hizlar, katalize edilmeyen aymi reaksiyonun hizindan 10°-10° kat daha
fazladir. Bir digeri ise; enzimler o kadar stereospesifiktirler ki, tek bir metabolitin tek
bir reaksiyonunu katalize ettikleri gibi, sadece enantiyomerleri degil identik atomlar

veya gruplar1 da pargalayabilirler [10].

Enzimler yaklasik 12 bin ile 1 milyon dalton arasinda degisen molekiil agirliga sahiptir.
Enzimler bir veya birden fazla substrati etkilerken aktivite gostermek icin bazen Fe'?,
Mg*?, Mn*? veya Zn*? gibi bir veya daha fazla inorganik iyona yani kofaktore bazen de
koenzim adi verilen kompleks organik ve metalloorganik molekiillere gereksinim
duyarlar. Baz1 enzimler aktivite i¢cin hem koenzime hem de bir ya da daha fazla metal
iyonuna ihtiya¢ duyarlar. Enzim proteinine ¢ok siki hatta kovalent olarak baglanan bir
koenzim veya metal iyonu prostetik grup olarak adlandirilir [11]. Eger enzim kofaktorii
veya koenzimi ile birlikte ve katalitik bakimdan tamamen aktif durumda ise enzimin bu
haline holoenzim ad1 verilmektedir. Kofaktor veya koenzim enzimden ayrilacak olursa
ve enzim inaktif hale gelecek olursa enzimin yalnz proteinden meydana gelmis bu
inaktif haline apoenzim ad1 verilmektedir [12]. Enzimle katalizlenen bir tepkimenin bir
ozelligi de aktif yer olarak adlandirilan enzim iizerindeki sinirlandirilmis bir bolgenin
icinde meydana gelmesidir. Enzimin aktif merkezine baglanan ve enzimin iizerinde

aktivite gosterdigi molekiil substrat olarak adlandirilir. Aktif bélge ylizeyi, yan gruplari



substrata baglanan ve bunun kimyasal transformasyonunu saglayan aminoasitlerden

olusmustur [11].

Onceleri enzimler, kullandiklar1 substratin veya Katalizledikleri reaksiyonlarin tiiriine
gore isim almaktaydi. Enzimin etkiledigi substratin ya da reaksiyon adinin sonuna “-az”
veya “litik” eki getirilerek enzim isimlendirilmekteydi. Yaglar1 parcalayan lipaz
(lipolitik enzim gibi). Bazen enzimin kaynagi da belirtilerek pankreatik lipaz gibi daha
detayli isimlerde verilir. Enzim adlarinin az bir kisminin sonuna “in” eki (pepsin,
kimotiripsin gibi) vardir. Cok sayidaki enzim isminin ise bu kurallarin hi¢ birine

(lizozim gibi) uymadig: belirtilir [10].

Enzimler, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligine (IUBMB) bagl
Enzim Komisyonu (E.C.) tarafindan 4 numarayla tanimlanirlar ve E.C. 1.2.3.4 sekilinde
gosterilir. Bu gosterimde;

1. 1ilk numara enzimin 6 smiftan hangisine ait oldugunu gosterir.

2. Ikinci numara etki ettigi kimyasal yapiy1 ve fonksiyonel grubu belirtir.

3. Ugiincii numara akseptorii belirtir

4. Dordiincii numara ise belli bir siifta enzimin aldig1 sira numarasidir

Enzim Komisyonu, enzim siniflandirilmasini 6 biiyiik grup altinda toplamaktadir.

1- Oksidorediiktazlar: Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini katalize ederler.

2- Transferazlar: Alici ve verici molekiiller arasinda fonksiyonel grup (amino, agil, tek
karbon, fosfat, kiikiirt, glikozil) transferi yapan enzimlerdir.

3-Hidrolazlar: Bir molekiilii iki ya da daha fazla sayida molekiile ayirmak igin gesitli
(C-0O, C-N, C-C ve fosforik anhidrit gibi baginida igeren) bazi baglari sulu ortamda
gerceklesen hidroliz reaksiyonlarini katalizlerler.

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

5-Izomerazlar: Bir molekiil igerisindeki atomlarm yeniden diizenlenme reaksiyonlarmi
katalizlerler.

6-Ligazlar: iki molekiiliin birbirine baglanma reaksiyonlarini katalizlerler [10, 13, 14].



Ornegin lipaz enziminin sistematik tanimlamas1 E.C. 3.1.1.3 (triagilgliserol lipaz) olup,
kullanilan rakamlardan sirastyla “3” alt1 biiyliik gruptan {igiinciisii olan hidrolazlari, “1”
ester bagina etki edenleri, “1” karboksil asit hidrolazlari, “3” ise triagilgliserol lipazi

ifade etmektedir [13].

Enzimler in vivo kosullarda aktivite gosterebildikleri gibi, in vitro sartlar saglandiginda
da aktivite gostermeleri onlarin canli olmayan kosullarda kullanimina olanak saglamistir
[2]. Hiicrelerde ¢ok Onemli metabolik gorevleri olan enzimler giiniimiizde hiicreden
cikmis ¢esitli amaglarla kullanilmak {izere giinliik ve ekonomik hayata girmistir [10,
15]. Boylece enzimlerin bir¢ok alanda kullanimi yayginlasmis, endiistriyel proseslerde
ekonomik olarak rahatlama saglanmistir [2]. Giliniimiizde enzimler; gida, tekstil,
farmasoétik, deterjan, kagit ve deri endiistrisi, kozmetik, biyosensor liretimi gibi ¢ok
cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Ayrica, enzimatik reaksiyonlarin yiiksek 6zgiilligii ve
kullanilan 1limli reaksiyon kosullari enzim kullanilan proseslere olan ilginin artma
nedenleri arasinda sayilmaktadir. Cesitli uygulamalarda giderek daha biiyilk 6nem

kazanan enzimler ticari olarak iiretilmektedir. [16, 17].

Endiistriyel enzim pazarinda en 6nemli yeri, lipaz, proteaz, amilaz ve esteraz gibi
hidrolitik enzimler tutmaktadir [18]. 1995 yilinda endiistriyel enzimler i¢in diinya
capinda satis hacmi 1 milyar dolar oldugu ve 2000 yilinda, enzimlerin endiistriyel
pazardaki degerinin yaklasik 1.5 milyar dolar oldugu ve bu hacmin 2005 yilina kadar iki
katina ¢ikacagi tahmin edilmekteydi [19]. Global Endiistri Aragtirma Kurulusu,
endiistriyel enzimlerin diinya capindaki pazar lizerinde kapsamli bir analiz yapmuistir.
Bu global stratejik is raporunda, enzimlerin diinya pazarindaki biit¢esinin 2012 yilinda
2.9 milyar dolar1 astigi ve ana iirlin parcalarinin lipazlar, karbohidraz ve proteazi
icerecerdigi bildirilmistir [20]. Bu enzimlerin en az % 75 hidrolazlardir ve bunlarin %
90 mikroorganizmalarin fermantasyonu ile tiretilmektedir [19]. Tanimlanan 4000 kadar
enzimin 200 kadari ticari amagh kullanilmaktadir [21]. Ticari olarak kullanilan
enzimlerin %59’unu proteazlar, %28’ini karbohidrazlar, % 3-5’ini lipazlar ve %10 unu

ise diger enzimler olusturmaktadir [15,20]. Diinyada enzim talepleri 12 biiyiik ve 400



kadar kiiciik iiretici firma tarafindan karsilanmaktadir. Toplam tiretimin yaklagik % 60’ 1

Avrupa iilkelerinden saglanmaktadir [21].

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi iriinlerin kullanim alanlarinin c¢esitliligi ve
ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel enzimler
ile ilgili alaninda yapilan gesitli arastirmalar daha da énem kazanmaktadir. Ozellikle son
yillarda stratejik alan olarak degerlendirilen rekombinant DNA teknolojilerinin baska
bir ifade ile genetik ve protein miihendisliginin uygulamalarindan yararlanilarak enzim

tiretimi biiyiik boyutlara ulasmis ve kullanimi giderek yayginlasmustir [22].
2.2 Lipazlar
2.2.1 Lipazlarin Tanimi

Lipazlar (E.C.3.1.1.3), yag-su arayiizeyde triagilgliserolleri serbest yag asitleri ve
gliserole hidrolizini katalizleyen enzimler olarak tanimlanir [23] (Sekil 2.2.1).
Lipidlerin gliserol ve yag asitlerine hidroliz reaksiyonu sulu fazda ve bunun tersine

sentez reaksiyonu suyun sinirli oldugu organik ¢oziiciilerde meydana gelir [24].

CH,OCOR CH,0H
Lipaz
CH;OCOR + 3H,O CH;0OH + 3RCOOH
CH,0COR CH,0H
Triacilgliserol Gliserol Yag Asitleri

Sekil 2.2.1 Lipidlerin gliserol ve yag asitlerine hidroliz reaksiyonu [25].

Lipazlar genel olarak organizmada trigliseridlerin gliserol ve yag asitlerine hidrolizini
katalizler. Buna ilaveten, karboksilli esterlerin hidrolizi disinda karboksilli ester
sentezini, igesterlesme, transesterlesme ve amid sentezi gibi reaksiyonlar
katalizlemektedir. [26]. Ayrica lipazlarin ¢ok yonlii fonksiyonlari, genis bir pH ve

sicaklik araliginda caligabilirligi, ticari olarak bulanabilirligi, diisiik maliyeti, stereo ve
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enantiyo seciciligi biyoteknolojik uygulamalarda lipaz1 en 6nemli biyokatalizorlerden

biri yapmustir [6, 26].

Lipazlar, genis kapsamli kullanimi nedeniyle, yogun bir ¢alisma konusu olmaya devam
etmektedir. Lipaz lizerine arastirmalar, 6zellikle lipaz genini klonlama, Kinetik, eylem
mekanizmasinin  aydinlatilmasi, genel karakterizasyon performanst ve yapisal

karekterizasyonu lizerine odaklanmigtir [21].
2.2.2 Lipazlarimn Tarihgesi

Lipaz ilk olarak Claude Bernard tarafindan 1856’da ¢oziinmeyen yag damlaciklarini
¢Oziiniir hale getirmek icin yaptig1 ¢aligmalar sirasinda karisima bir enzim olarak kattigi
pankreatik sivida kesfedilmis ve daha sonra 1943 yilinda kan plazmasindaki lipoprotein
lipazlar “temizleyici faktor” olarak tanimlanmistir. Anfinsen ve arkadaslar1 temizleyici
faktorii lipolitik enzimlerin varligi olarak yorumlamislardir. Christiaan Eijkman
tarafindan 1901 yilinda bir¢cok bakterinin lipaz iirettigi ve salgiladigi rapor edilmistir
[27, 28]. Sarda ve Desnuelle tarafindan 1958 yilinda, lipazlara dayali ara yiizey
aktivasyonu tanimlanmis. Bu o6zelligin kesfinden sonra, Sarda ve Desnuelle lipaz
aktivitesinin suda ¢oziinmeyen substrat ve su arasindaki arayiizii olusumu ile iligkili
oldugu sonucuna varmiglardir [29]. Pankreatik lipaz i¢in 1981 yilinda, amino asit dizisi
belirleme c¢aligmast yapilmistir [30]. Yapilan ¢alismalari takiben 1990 yilinda
Rhizomucor miehei lipazi ve insan pankreas lipazinin 3 boyutlu yapilar belirlenmistir
[29].

Ticari anlamda ilk lipaz iiretimi, 1994 yilinda Novo Nordisk firmasi tarafindan iretilen
Thermomyces lanuginosus (fungi) orijinli Aspergillus oryzae’de ifade edilmis ilk
rekombinant lipazdir. Hemen ardindan 1995°de Genencor International tarafindan iki
bakteriyel lipaz Pseudomonas mendocina’dan “Lumafast” ve Pseudomonas

alcaligenes’den “Lipomax” tiretilmistir [21].

Daha sonra 1994-1998 yillar1 arasinda c¢ok sayidaki yeni lipazin klonlandigi ve
karakterize edildigi, aym1 donem igerisinde lipaz gen ekspresyonunun ve

reglilasyonunun anlagilmasinda 6nemli mesafelerin katedildigi ve ayrica lipazin
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katlanma ve salgilama mekanizmalar lizerinde ayrintili ¢caligmalar yapilmistir [19, 26,
31].

2.2.3 Lipazlarin Katalizledikleri Reaksiyonlar

Lipazlar, trigliseritler {izerindeki hidrolitik aktivitelerinin yani sira, interesterlesme,
alkoliz, asidoliz, esterlesme ve aminoliz reaksiyonlarini katalizlemektedir [17, 20, 32]
Bu hidroliz reaksiyonlar1 tersine gevrilebilir. Ayrica mikrobiyal lipazlar bolge se¢imli
ve kiral secim 6zelligi gostermektedir [33].

Endiistride ve bilimsel arastirmalarda lipazlar; hidroliz, esterlesme, transesterlesme,
peptit sentezi gibi reaksiyonlar1 ve bdlge secimli, stereose¢imli doniistimleri

katalizlemekte kullanilirlar [21].
Lipazlarin Katalizledigi reaksiyonlar:

1.Hidroliz (Sulu ortam): R;COOR; + H,0O — R;COOH + R,0OH

2. Esterlestirme (Organik ortam): R;COOH + R,OH — R;COOR; + H,0

3. Transesterifikasyon (Organik ortam)

(@) Asidoliz: R;COOR; + R3COOH — R3COOR; + R;COOH

(b) Alkolizz  R;COOR; + R3OH — R;COOR; + R,OH

(c)Ester degisimi veya interesterifikasyon: R;COOR, + R3COOR,;—R;COOR; +
R;COOR;

(d) Aminoliz: R;COOR; + RsNH; —R;CONHR; + R,OH [25].

Lipaz substratlart suda olduk¢a diisiik ¢ozlniirliige sahip triagilgliseroller olup
reaksiyonlar yag-su arayiizeyinde gergeklesir. Lipazlarin katalitik potansiyelleri,
protein miihendisligi, solvent miihendisligi, yonlendirilmis evrim gibi yOntemler

kullanilarak arttirilarak daha segici hale getirilmektedir [31].
2.2.4 Lipazlarin Yapisi

Ilk kez 1990 yilinda iki farkli lipaz (Rhizomucor miehei lipaz1 ve insan pankreatik
lipaz1) yapilar1 X-1s1m1 kristalografisi ile ¢oziilmiis ve enzimin tig-boyutlu yapisindan,

ara yiizey aktivasyonunun enzimin aktif merkezini kapsayan kisa o sarmal yapisinda
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(kapak) olabilecegi one siiriilmiistiir [34]. Lipazlarin ii¢ boyutlu yapisinin belirlenmesi,
enzimin arayiiziine baglanmasi durumunda enzimin bu kapak yapisinin kapali formdan
acik forma dondstiigii, yani su-yag arayiizey substrat varliginda kapagin agildigi ve
enzimin aktif hale geldigi substrat yoklugunda ise kapagin kapali oldugu ve enzim
inaktif oldugu belirtilir [35, 36]. Ancak, yiiksek derecede saflastirilmis lipaz {izerine
yapisal ve biyokimyasal veriler sonucunda arayiizey aktivasyonun tim lipazlarda
goriilmedigi ve bazi lipazlarin aktif merkezine erisimini kontrol eden bir kapak
yapisinin olmadigi goriilmiistiir [34]. Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae
ve Candida antartica lipazlar1 aktif bolgelerini kaplayan kapak yapisina sahip
olmalarina ragmen yiizeysel aktivasyon gostermezler. Bacillus subtilis elde edilen ve
domuz pankreatik lipazi gibi diger lipazlar, yiizeysel aktivasyona sahip olmalarina
ragmen aktif bolgelerini kaplayan bir kapaktan yoksun oldugu kaydedilmistir [31,34].

Lipolitik enzimlerin ger¢ek lipaz olarak tanimlanmasinda iki o6nemli Kriter
bulunmaktadir. Bunlardan biri, yag-su arayiizeyinde aktif olmalaridir. Bu duruma ara
yiizey aktivasyonu denir. Ikincisi ise, bir kapak yapisi igermeleridir. Fakat bu Kriterler
siniflandirma i¢in her zaman uygun olmayabilir. Ciinkii baz1 enzimler kapak yapisina

sahip olmasina ragmen lipolitik aktivite gostermemektedir [31].

Geobacillus thermocatenulatus’ dan elde edilen lipazin, kapak enzimin amino asitlerin
biiylik bir boliimiinli iceren karmasik bir yapiya sahip oldugu ve bir ¢ift kapaktan
olustugu belirtilmistir [37].

Lipazlarin aktif merkezi ile yapilan c¢aligmalar lipazlarin serin hidrolaz smifina ait
oldugunu ortaya koymustur [26] Aktif bolgelerinde serin yer aldigi igin serin
hidrolazlar1 olarak adlandirilmaktadir [6] Yapilan X-Ray c¢alismalari lipazlarin o/
hidrolaz ailesi katlanmasina ait oldugunu gosterilmistir. Bu tiir karakteristik
katlanmanin, ¢ekirdekte amfifilik alt1 a-sarmal (aA-aF) tabakasinin ¢evreledigi sekiz
seritten olusan bir hidrofobik B-tabaka (B1-p8) icerdigi bildirilmistir [38] (Sekil2.2.4a).



Sekil 2.2.4a o/f hidrolaz katlanmasi [31].

Aktif bolge; serin, aspartik asit/glutamik asit ve histidinden olusan ti¢ Katalitik i¢erikten
meydana gelmistir [31]. Niklefilik serin kalintisinin ¢ogunlukla korunmus Gly-Xaa-
Ser-Xaa-Gly bir pentapeptid oldugu ve B5 seritinin C-terminal ucunda yer aldigi
belirtilmistir [39, 40]. Aktif bolgedeki glutamik ya da aspartik asit olan diger iki kalinti
kaynagin yedinci B seritten sonra, glisinin sekizinci B seridinde ve altinct a-heliks
arasinda yer aldig ifade edilmistir [31] . B tabakanin bir sol-el siipersarmal biikiilme
sergiledigi ve ilk ile son seritlerin birbirini yaklagik olarak 90° 'lik bir ag1 ile kestigi

tanimlanmustir [31].

Bu hidrofobik birimlerin ¢ogunun lipazlarin lipid-su arayiizeyine tutunabilmesi i¢in
gorev aldig1 ve boylece lipid yiizeyinin hidrofobik kiSmina enzimin niifuz etmesini
sagladig belirtilir. Bir aktivasyon oldugunda enzimin kapag: kapali formdan agik forma
dontisiir ve boylece aktif bolge substratin etkilesebilecegi bir hale gelir. Bu aktivasyon
islemi sirasinda katalitik serin birimi iizerinde hidrofobik bir yarik olusur. Bu yarik agil
gruplarinin ulasabilmesi i¢in uzanmis bir cep seklindedir. Birgok lipazda kapagin
hareketiyle ayrica bir oksianyon bosluk olusmaktadir. Bu bosluk substrata yapilacak
niikleofilik saldir1 sirasinda olusan negatif yiikleri kararli kilan elektrofilik bir ¢evre
meydana getirir [40].
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Sekil 2.2.4b B. subtilis lipazinin yapisal gosterimi.

Ser77, Hisl56 ve Aspl33 rezidiilerinden olusan aktif bélge sirasiyla S, H, ve D ile

gosterilmistir. N ve C harfleri ise, N ve C terminallerini isaret etmektedir [41].

Lipazlarin boyutu tiplerine gore degismekle birlikte, 19,4 kDa kadar kii¢iik boyutlu
lipazlarin bulundugu ve ayrica her bir alt birimi yaklasik 50 kDa olan 300 kDa’dan daha
biiyiik oligomerik yapiya Sahip lipazlarin bulunabildigi rapor edilmistir [42].

2.2.5 Lipazlarn Substrat Spesifikligi

Lipazlarin substrat spesifikligi, enzimin molekiiler 6zellikleri ve substratin yapisina
bagli olup, enzimin substrata baglanmasina etki eden faktorler tarafindan kontrol edilir.

[6] Lipazlarimn, subtratlarina dogru pozisyon, yiizey ve stereo-spesifiklik sergilerler.

Bolgesel Spesifiklik (Pozisyonel Ozgiilliik): Lipazlar gliseridleri hidrolize etme
kabiliyetlerine gore spesifik olmayan lipazlar, 1,3-baglarina (pozisyon spesifikligi veya
regiospesifiklik gdsteren lipazlar ) spesifik lipazlar ve yag asidi spesifik lipazlar olarak

tic ayr1 grupta incelenmektedir.

Spesifik Olmayan Lipazlar: Bu gruba giren lipazlar, triagilgliserollerin tiim
pozisyonlarindaki acil gruplarin1 koparabilme yetenegine sahip olup; sonucta

triagilgliserolleri, gliserol ve serbest yag asitlerine pargalarlar [6,25]. Reaksiyonda ana
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tirtin olarak mono ve diagilgliseroller olusur. Candida cylindracea, Corynebacterium
acnes, Staphylococcus aureus ve Geotrichum candidum tarafindan iiretilen lipazlar bu

gruba girerler [43].

1,3 Baglarina Spesifiklik Gosteren Lipazlar: Bu gruba giren lipazlar sadece notral
yaglar1 esdeger konuma sahip olan 1 ve 3 pozisyonlarindan 6zgiil olarak hidrolizlerler
[44]. Reaksiyon sonunda triagilgliserollerden yag asitleri, 1,2 (2,3)-diagilgliseroller ve
2-monoagilgliseroller olusur. 1,2 (2,3)-diagilgliseroller ve 2-monoagilgliseroller,
kimyasal olarak kararsiz olup sirasiyla 1,3- diagilgliserollere ve 2-monoagilgliserollere
izomerlesirler. BOylece olusan izomerler enzim tarafindan tekrar substrat olarak
kullanilabilir ve sonugta 1,3-baglarina 6zgiil lipazlar da 6zgiil olmayan lipazlar gibi
triagilgliserolleri gliserol ve serbest yag asitlerine kadar pargalayabilirler. Bacillus
thermocatenulatus, Candida antarctica, Mucor javanicus, Penicillium cyclopeum,
Rhizomucor miehei, Rhizopus delemar, Rhizopus oryzae, Aspergillus niger, Humicola
lanuginosa, Rhizopus tiirlerinden elde edilen lipazlar 1,3-baglarina 6zgiildiir [6].

Yag Asidi Ozgiil Lipazlar: Bu grup lipazlar, yag asidi zincir uzunluguna gore
spesifiklik gosterirler [18]. Triagilgliserollerdeki 9 ve 10. karbonlar arasinda ¢ift bag
iceren bazi yag asitlerine 06zgiil olup sadece bu yag asitlerinin olusturdugu ester
baglarini pargalarlar. Geotrichum candidum’ dan elde edilen lipaz bu grupta yer alir
[25].

2.2.6 Lipazlarin Uygulama Alanlari

Enzimlerin kullanildig1 pek ¢ok alanda lipazlarin 6nemi giderek artmaktadir [6]. Dogal
iirlinlere olan ilginin artmasiyla birlikte gida sanayinde geleneksel kimyasal islemler
yerine enzimlerin kullanimi giindeme gelmistir [45]. Lipazlarin enzim pazarindaki
payimin biiylimesinde, bu enzimlerin enantiyo segicilik, bolge segiciligi ve genis substrat
ozgiilligh gibi ozellikleri etkili olmustur [6]. Lipazlar sicaklik, pH, organik ¢oziiciiler
gibi ekstrem kosullarda kararli yapilarin1 koruyabilmeleri ve kullandiklar1 substratlarin
cesitliligi gibi nedenlerle dénemli biyokatalizorler arasinda kabul edilirler. Ozellikle

endistriyel alanda kullanilan lipazlar, genellikle hiicre dis1t lipaz {ireten
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mikroorganizmalardan tiretilmektedir [18, 21,27]. Lipazlar endiistriyel enzim pazarinin
sadece % 3-5’ini olusturmaktadir ve biyoteknolojide 6nemli enzimler olarak Onem

kazanmaktadir [15,20].

Endiistride ve bilimsel arastirmalarda; hidroliz, esterlesme, transesterlesme, peptit
sentezi gibi reaksiyonlar1 ve stereose¢imli, bolge secimli doniisiimleri katalizlemekte
kullanilirlar [21]. Bir¢ok tepkimeyi katalizleyebilme yetenekleri ile deterjan, gida, kagat,
kozmetik ve farmasotik endistrilerinde, deri

sanayi ve gesitli biyoteknolojik

uygulmalarda genis kullanima sahiptir [17,18, 21, 27] (Cizelge 2.2.6).

Cizelge 2.2.6 Mikrobiyal lipazlarin endiistriyel uygulamalar [ 21].

Endiistri Gorevi Uriin ve Uygulama Alam
Deterjan Yaglarin hidrolizi Kumaglardan yag lekelerinin
uzaklastirilmasi
Siit tirtinleri Sit yagmmin hidrolizi, peynir Siit, peynir ve tereyagindaki
olgunlastirilmasi,  tereyagmin tatlandirict maddelerin

modifikasyonu

gelistirilmesi

Ekmek

Lezzet gelistirilmesi

Raf dmriiniin uzatilmasi

Icecek

Aroma gelistirilmis

Icecekler

Gida soslar

Kalite iyilestirme

Mayonez, sos

Et ve balik Lezzet gelistirme Et ve balik friinlerinde yag
uazklastirilmasi
Kati ve s1v1 yaglar Transesterifikasyon; hidroliz Kakao yagi, margarin, yag

asitleri, gliserol

Kimyasallar Enantiosecicilik, sentez

Mag Transesterifikasyon; hidroliz Sindirimi kolaylastirict
diizenleyiciler

Kozmetik Sentez Nemlendiriciler, emiilsifiye
ediciler

Deri Hidroliz Deri tirlinleri

Kagit Hidroliz Gelistirilmis kalitede kagit

Temizlik Hidroliz Yaglarin uzaklastirilmasi
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Lipaz kullanilarak yeni bilesiklerin sentezi ve uygun teknolojilerin gelistirilmesi bu
enzimin kullanim alanin1 hizla genisletmektedir [21]. Lipaz esasli caligmalarin temel
amaciin gelistirilmis endistriyel uygulamalar igin yiiksek bir performans ile birlikte
belirli bir substrat icin gelistirilmis stabilite ve yiiksek spesifite oldugu ifade
edilmektedir [46].

Hidrolitik lipazlarin baglica ticari kullanim alani deterjanlardir ve toplam lipaz satisinin
% 32’ si deterjan endiistrisinde kullanilmaktadir. 2001 yil1 verilerine gore yaklasik
olarak 13 milyar ton deterjana 1000 ton kadar lipaz eklemesi yapilmaktadir [21].
Deterjanlarda kullanimi yag kaynakli lekelerin kolayca ¢ikarilmasi amaciyla, dericilikte
yalnizca derinin yiizeyindeki degil, igindeki yaglari da temizleyerek, deriyi tabaklama
ve boyama gibi islemler i¢in kullanilmaktadir [22]. Lipazlarin trigliseridler i¢in genis
secicilik gOstermesi atik su aritma uygulama alanlarinda ve c¢amasir deterjan

formiilasyonlarinda avantaj saglamaktadir [46].

Lipazlar, kagit endistrisinde beyazlasmayi artirir, kimyasal kullanimini ve islem
sliresini azaltir. Pseudomonas tiirlerinden (KWI-56) elde edilen 200 iinite lipazin boya
giderme c¢ozeltisine eklenmesi ile atik miirekkep lekelerinin 18 cm’ den 7 cm’ ye
indirdigi ve kagidin beyazlasma oraninin % 56,5’ den % 58’ e ¢iktigini bildirilmistir
[27].

Kozmetik ve parfiim endiistrisinde; kozmetikte parfiimlerde ve sabunlarda ugucu
esterlerin  hazirlanmasinda  lipazlar  yaygin  olarak  kullanilmaktadir  [47].
Transesterifikasyon ile rasemik ara iriinlerin ayristirilmasinda ve Kokularin iiretiminde
lipazlardan yararlanilmaktadir. Pseudomonas cepaci’ dan elde edilen lipaz, sitroneloliin
bromometoksilasyonu ile olusturulan rasemik giil oksitlerinin ayristirilmasinda
kullanilmaktadir [48].

Gida endiistrisinde, kat1 ve sivi yaglar daha yliksek besin degeri elde etmek icin fiziksel
Ozelliklerinin  degistirilmeside ve ekmek ve peynirde iyi tat ve kokunun
gelistirilmesinde kullanilmaktadir [46]. Ekmek sanayinde kullaniminda hamurun

islenebilirliginde kolaylik, hamur stabilitesinde artis, ekmek ici yumusaklik, ekmek
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hacminde artis saglamaktadir [22]. Lipazlar tereyagina aroma kazandirmada, ¢ikolata
endistrisinde, kremalarda, karamellerde kullanim alania sahiptir. Margarinler, firin
tiriinleri ve bitkisel iirlinler gibi {irtinlerde lipazla modifiye edilmis tereyagi iiriinleri
aroma gelistirici olarak kullanilmaktadir [22]. Lipazlar peynir, tereyagi, sos ve gorba
gibi bir¢ok iriiniin iretiminde olduk¢a yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Peynir
tadinin olusturulmasi ve olgunlastirmanin hizlandirilmasi ve islenmis mavi peynirde

tadin iyilestirilmesi islemleri lipaz ile ger¢eklestirilmektedir [45].

Bunlara ek olarak, lipaz enziminin ilag¢ endistrisinde, yiiksek enantio segiciligi ile
onemli bir etken olarak tibbi uygulamalarda kullanilmakatadir. Ornegin, BTL2 1-
feniletil asetat hidroliz ve 1-fenil-etanol ve vinil asetat ile 1-fenilpropanoliin agilasyonu

gergeklestirirken iyi enantio segicilik gostermektedir [46].

Lipazlar tarafindan sentezlen dimetil tereftalat, vinil asetat, biitil akrilatin polimerleri
plastiklerde, kaplamalarda, yapistiricilarda ve laminatlarda kullanilmaktadir. Diizodesil

fitalat ve ditridesil fitalat boyalarda, cilalarda ve kaplamalarda kullanilmaktadir [47].

Kimyasal tarim madde endiistrisinde, pestisitler, insektisitler ve kimyasal tarim
iiriinlerinde yararli diger bilesiklerin {iretimindeki ara iirlinlerin sentezinde lipazlar

kullanilmaktadir [16].

Medikal alanda da lipaz enzimi hyaluronidaz ve thiomukaz enzimleri ile birlikte deri
iltihaplanmasini 6nlemede kullaniimaktadir. Kolesterol seviyesini diisiiren lovastatin
tiretiminde Candida rugosa lipazi kullanilir. S. marcescens lipazi, diltiazem
hydrochloride sentezinde kullanilan ara bilesik olan 3-fenilglisidik asitin ester hidroliz

reaksiyonunu katalizler [27].

Bakteriyel immobilize lipazlar biyosensor olarak kullanilmaktadir. Bu tiir biyosensorler,
klinik 6rnekler ve gidalardaki trigliseridleri belirlemek i¢in, pestisit kontaminasyonu

gibi kirlilik analizlerinde ve ilag¢ endiistrisinde kullanilmaktadir [16,49].
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2.2.7 Lipazlarin Kaynaklari

Lipazlar ¢ok sayida bitki, hayvan ve mikroorganizma gibi kaynaklarda yaygin bir
dagilim gostermekte ve bunlardan ekstrasyon yoluyla elde edilmektedir [27].
Okaryotlarda, lipazlar yag sindirimi, emilimi, sulandirma ve lipoprotein metabolizmas1
dahil olmak {izere lipid metabolizmasmin g¢esitli asamalarina katihir [21].
Mikrorganizma kaynakli lipazlar bakteri, kiif ve mayalardan elde edilmektedir. Bitkisel
kaynakli lipazlar daha ¢ok Ozellikle yagli tohumlarda az miktarda tahillarda ve
fasulyelerde bulunmaktadir [21, 26, 50]. Hayvansal lipazlar arasinda; bazi memeli
pankreatik lipazlari, memeli gastrik ve pregastrik lipazlari, ruminantlarin mide i¢inde
tiretilen dilsel lipazlar, baliklarin ve omurgalilarin sindirim lipazlari, lipoprotein lipazlar,
doku lipazlari ve siit lipazlart bulunmaktadir [50]. Hayvansal kaynakli lipazlar arasinda
lizerinde en ¢ok arastirma yapilan ve en iyi bilinen lipolitik enzim pankreatik lipazdir
[51]. Mikrobiyal enzimler bitki ve hayvanlardan izole edilen enzimlerden daha ¢ok
kullanighidir. Bu durum, mikroorganizmalarin kolay iiretilebilmeleri ve genetik olarak
modifiye edilebilmeleriyle iliskilendirilmektedir. Mikrobiyal lipazlarin yliksek
biyoteknolojik potansiyelleri; organik ¢o6ziiclilerde kararli  olmalari, kofaktore
gereksinim duymamalari, genis substrat spesifitesine sahip olmalar1 ve yiiksek
enantiyoselektivite gostermelerinden kaynaklanmaktadir [40]. Bunlara ek olarak,
mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore
katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, istenmeyen yan {iriin olusturmamalari, daha
stabil ve ucuz olmalar1 gibi sebepler tercih edilebilirligini artirmaktadir [22, 27].
Mikrobiyal kaynakli lipazlardan en ¢ok bakteriyel ve fungal orjinli lipazlar,
biyoteknolojik uygulamalarda ve organik kimyada yaygin olarak kullanilan enzim sinifi
olarak tanimlanmaktadir [18]. Biyoteknolojik alanda kullanilan pek ¢ok lipaz geni
klonlanmig ve ticari olarak kullanilmistir [23]. Giiniimiizde genel lipaz ireticilerinin

faydalandigi 38 farkli bakteriyel kaynak vardir [18].

Bakteriyel lipazlar ilk olarak 1901 yilinda Serratia marescens ve Pseudomonas
auroginosa tiirlerinde goézlemlenmistir [27]. Son yillarda bakteriyel lipazlarin basarili

bir sekilde kullanilmasi ile lipaz kaynakli birgok iiriin pazara girmistir [18].
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2.3 Bacillus Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Bacillus cinsi bakteriler 1 ile 10 mm boyutlar1 arasinda degisen "Gram pozitif"
bakteriler olarak tanimlanirlar [52]. Bu bakteri cinsi diiz, ¢ubuk seklinde, aerobik ve
fakiiltatif anaerob, endospor olusturan mikroorganizmalar olarak ifade edilir [53].
Bacillus’larm genellikle 30- 40 °C’ de ve pH 7 civarinda iiredigi, termofilik, mezofilik
ve psikrofilik tiirleri bulunmaktadir [54]. Bazi1 Bacillus’larin ise ekstrem sartlarda (lire
iceren, u¢ pH degeri olan, asitli veya asir1 tuzluluk, yiiksek sicaklik gibi) biiyliyebilme
kapasitesinde ¢esitli ortamlara uyum saglayan tiirleri bulunmaktadir. Sahip olduklar
metabolik ¢esitlilik Bacillus’ lar1 enzim, antibiyotik, ¢esitli biyokimyasal maddeler ve
insektisitlerin iiretiminde tercih edilen, bakteriler diinyasinda dikkat ¢eken ve lizerinde
genis ¢aligmalarin yapildigi mikroorganizmalar olarak bilinmesine olanak saglamaktadir
[55, 56]. Endiistriyel enzim iiretiminde 6nemli biyolojik kaynaklar olan, Bacillus’ lar
tarafindan tiretilen ve ticari oneme sahip bir¢ok protein endiistriyel alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ticari olarak yararlanilan Bacillus tiirleri, kolay ve yiiksek hizda
ireme, farkli karbon ve nitrojen kaynaklarimi, genis ¢esitlilikte substratlar
kullanabilme, yiiksek verimde iirlin olusturma ve ekonomik iiretim kapasitesine sahip
olma gibi yetenckleri sayesinde bir¢ok alanda tercih edilmektedir. Genetikleri,
biyokimyalar1 ve fermentasyon ozellikleri hakkinda biriken bilgilerden soy gelistirme
caligmalart i¢in yararlanilmaktadir [56]. Buna ilaveten Bacillus tiirlerinin kolay
biiyiimeleri, giivenli olmalar1 ve litre bagma gramlarla ifade edilen miktarda proteini
biiyiidiikleri ortama salgilayabilmeleri onlarin aynt zamanda gen ekspresyon

calismalarinda heterog protein iiretimi i¢in kullanilmalarina olanak saglar [18, 56].

Bacilliis tiirlerinden lipaz iiretebilen bazi mikroorganizmalar sunlardir; B. subtilis,
Bacillus sp, Bacillus sp. IHI-91, B. alcalophilus, B.megaterium, B.laterosporus,
B.cereus, B. pumilus, B. thermocatenulatus, B. brevis B.stearothermophilus, B.
atrophaeus, B.sphaericus, B. thaiminolyticus, Bacillus sp. RS-12, B.thermoleovorans
ID-I, B.strain WAI28A5, B.coagulans [16, 18, 21].
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2.4 Bacillus thermocatenulatus Lipaz1 2 (BTL2 Lipaz)

Termofil G.thermocatenulatus (Bacillus thermocatenulatus) organizmasi tarafindan
farkli boyutlarda iretilen iki lipaz (BTL1 ve BTL2) bulunmaktadir [57, 58]. Bacillus
thermocatenulatus ve Bacillus stearothermophilus P1(BPS)’ nin 16S rRNA sekanslari
sonucunda % 98-99 benzerlikle Bacillus soylarinin  5.grubu igerisinde
smiflandirilmaktadir [59]. Her iki bakterinin yaklasik 43 kDa molekiiler agirliga sahip
lipaz drettigi ve amino asit dizileri arasinda % 95 benzerlik vardir [60]. B.
thermocatenulatus (BTL2) lipaz1 ilk olarak 1996 yilinda, Escherichia coli sentezleme
sistemi kullanilarak karakterize edilmistir [61]. Aynm1 zamanda BTL2 Eschericia coli’
nin yani sira Pichia pastoris’ de de islevsel olarak ifade edilmistir [62]. BTL2 lipaz
yapist ilk olarak Carrasco-Lopez ve ark. (2009) tarafindan rapor edilmistir Burada, aktif
bolgesine Triton deterjanin iki molekiilii ile acik bir konformasyonda BTL2 nin kristal

yapisi sunulmustur [37] (Sekil 2.4a).

Sekil 2.4a BTL2’ nin renklendirilmis etiketli acik konformasyon yapisi.

(o/3) hidrolaz ¢ekirdek yesil, 169-239 rezidiiden olusan kapak alant mor, ¢inko iyonu
alani sari, kalsiyum iyonu koyu kirmizi ve aktif bélgede Triton X-100 iki deterjan

molekiilii cubuk seklinde gosterilmigtir [37].
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BTL2’ nin ii¢ boyutlu yapisinin 389 rezidiiden olustugu ve a-heliksler (al ve al3 bir
tarafta a2, diger tarafta a4 ve al0) ile cevrili, yedi beta-tabaka (B3-f9) iceren bir
merkezden olusan o/f hidrolaz katlama 6zelligi gosterdigi belirtilmistir [37]. Ayrica
daha 6nce baska bir ¢alismada belirtildigi gibi b1 ile b2 seritleri ve a3 ile a5 helikslerini
iceren lipazlarda var olan Zn*? koordinasyonda ekstra bir yapi ihtiva etmektedir [63].
Zn*? koordinasyon baglari (o/) hidrolaz gekirdek alanindan His-82 ve ekstra etki His-
88 (swrastyla 2.29 A ve 2.21 A) ve Asp-62 (2.11 A ve 2.96 A) ve Asp-239 (2.13 A ve
2.71 A) ile olusturulmaktadir. Ayrica b4 ile a1l ve B9 ile al3 arasinda olusan bolgeler
hidrojen bagi olusturmak i¢in bulundugu ifade edilmistir (Sekil 2.4.a). Koordinasyon
Gly-287 (2.61 A) ve Pro-367 (2.58 A)’ nin iki ana zincir karbonil oksijen atomlari ile
Glu-361 (2.96 A) ve Asp-366 (2.89 A)’ in karboksil oksijen atomlar ile etkilesimleri
bulunmaktadir. BTL2 aktif bolgesine yerlestirilmis olan iki Triton X-100 deterjan
molekiilleri ile agik konformasyon yapisi ¢oziilmiistiir [63]. Kristal yapisinda her bir
iyonu dort kalintidan olusan iki farkli iyon olan ¢inko ve kalsiyum (Ca2+ iyon i¢in Glu-
361, Asp-366, Gly-287, Pro-367 iken Zn®" iyonu i¢in His-82, His-88, Asp-65, Asp-239)
bulunmaktadir [37] .

Thermoalkalofilik lipazlarin karakteristik 6zelligi, katalitik aktivitesini katalitik Giglii ve
bir oksianyon oyuktan olusmasidir. Bu katalitik ti¢lii genllikle Ser-His-Asp’ tir. Bu ti¢li
aminoasit grubunun BTL2 i¢in Ser-114, His-359, Asp-318 olarak tespit edilmistir.
BTL2 nin katalitik mekanizmasinin Phe-17 ve GIn-115" in azot atomu omurgasi ile
olusturulan bir oksianyon oyuk ile tamamlandigi ve oksianyon oyugun o/f hidrolaz

katlanma i¢inde ¢ok iyi korundugu ifade edilmistir [37].
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Sekil 2.4b BTL2’ nin aktif bolgesi.

Katalitik ¢atlak stereo goriiniimii Triton X-100 iki zincir beyaz sopa ile, katalitik iiglii
(Ser-114, His-359, ve Asp-318) mavi renkle, hidrofobik oluk astar artikiar: sart ¢ubuk
seklinde ¢izilmistir [37].

Katalitik serin substrat baglanmasi i¢in 6nemli bir aminoasittir ve lipazlarin ¢ogunda
Gly-X-Ser-X-Giy motifine sahip olmasina ragmen, thermoalkalofilik lipazlar ve BTL2
katalitik serin etrafinda Ala-X-SerX-Giy motif o6zelliligi gosterir [64]. BTL2’ ye
benzerlik gosteren L1 lipazinin kristal yapisi, kapali durumda iken belirlenmis ve
katalitik serinin, lipaz termokararliligina katki saglayan ve serin lobunun stabilizasyonu
ile sonuglanan aktif bolgenin (His-113, Phe-17, 1le-320, Thr-270 ve Met-326 gibi) bazi
aminoasit yan gruplariyla siki yan zincir paketleme iginde gosterilmistir. Bu konumda,
katalitik serin doludur ve ¢oziiciiye maruz degildir [63]. Ayrica BTL2’ nin kristal yapisi
acik durumda tespit edilmistir ve Sekil 2.4c’de gosterildigi gibi katalitik serin, Phe-17
harig¢ sik1 bir ambalaj yap1 gosterdigi belirtilmistir. Bu aminoasitin subtrata Oy grubunu
yonlendiren seklini degistiren, Katalitik serine subtratin erisimini saglayan seklini
degistirdigi belirtilir. Phe-17 nin hareketi kapali durumdan agik duruma x1 yan zincCir
torsiyon agisinda (Ax 1= 100°) bir degisiklik i¢erdigi ifade edilir. Ayn1 zamanda katalitik

serinin kapali formdan agik forma konformer degisikligi hidrojen baglayict modelinin
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degisikliklerini igerir. Kapali durumda, serin yan zinciri Oy atomu noktalar1 katalitik
histidin atomdan ve His-113 atom (2.89 A) ve 3.36A’dir. Ancak, aktif durumda, serin
yan zincir Oy atom His-113 N§1 atomundan katalitik histidine Ne2 atom ve 5.08 A’ den
2.96 A dir. Katalitik kalintilar1 His-359 (N§11 atom) ve Asp-318 (0&82) arasindaki
hidrojen baglarinda kapali ve agik durumlarda (sirasiyla 2.68 ve 2.81 A)’ da herhangi
bir degisiklik gézlenmez (Sekil 2.4c).

Asp318 J‘ | \

Sekil 2.4¢ BTL2’ nin aktif bolgesini gosteren gubuk yapisi.

Katalitik bolge ve oksianyon stabilizasyona katilan BTL2 kalintilart turuncu renkle;
Kapali yapisi (B. stearothermophilus L1 lipaz) ile temel farklar mavi renkle; zZn*?
katyon koordine rezidiileri de sart (sari kiire) renkl; kesik cizgiler ise ana etkilegimleri

gosterilmektedir [37] .

Phe-17" nin OY grubu (x1 yan zinciri i¢in 100° agisin1 burma) dondiiriilebilir ve
substrat baglanmasi i¢in katalitik serin alani lipaz kapak ara yiizey aktivasyonu ile
acildiginda katalitik serinin ¢oziiciiye maruz kalarak ve substrat baglama i¢in uygun

hale geldigi gosterilmistir [37] (Sekil 2.4d).
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Sekil 2.4d BTL2’ nin acik ve kapal1 lid yapisi.

Kwrmizi ¢ubukla Phel’ nin OY grubunun 100 derece donebildigi ve mavi yiizeyde
katalitik serin bolgesi gosterilmistir [37].

Oksianyon delik tarafindan stabilize edilen tetrahedral ara bag olusumu ile lipit
pargalanma reaksiyonu siirdiiriiliir. Bakteriyel lipazlarin 1.1 ve 1.2 ailesinde tetrahedral
arada olusan oksianyon, ayni pozisyona sahip aminoasit (1.1 ailesinde Met-16 ve His-
83 iken, 1.2 ailesinde Leu-17 ve GIn-88) ana zincir amid gruplan ile stabilize edilir.
BTL2 de ise, esdeger atomlari hemen hemen ayni konumlari iggal eden Phe-17 ve Gln-
115 bulunmaktadir. Phe-17 ve GIn-115 omurgasi azot atomlart o/ hidrolaz kati
enzimler i¢inde ¢ok iyi muhafaza edilen bir pozisyonda oksianyon-baglama cebine
lokalize olmustur. BTL2’ de, Phel7 ve GInl15 omurgasi azot atomu oksianyon deligini
olustururlar. Phel7, 1.5 bakteriyel lipazlar ailesi i¢inde korunmus B3 iplikleri ile ve o4
sarmal arasinda bulunan Gly-Phe/Leu / lle-X-Gly tetrapeptidinde ikinci bir motif olarak
yer almaktadir. Ayrica bakteriyel lipazlarm 1.1 ve 1.2 ailesinde, korunmus ve gomiilii
Arg-63 kalint1 oksianyon deligi kararliligin1 artiran ve acilis sirasinda kapagin istikrari
destekleyen B3 iplik¢ik ve a2 sarmal arasindaki dongii oksianyon delik baglandig
belirtilmistir [65]. Ayn1 zamanda bir arginin artigi, His-15" i Gly-55’ ¢ baglayan BTL2
(Arg-63)’ nin esdeger pozisyonlarda bulundugu gosterilmistir (Sekil 2.4¢). Bu baglanti
His-15 igin; karbonil, oksijen atomu ve Arg-63 NH2 atomu arasinda bir hidrojen bagi
yoluyla, Gly-55 igin; karbonil oksijen atomu ve Arg-63 NH1 atomu yoluyla
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gerceklestigi ifade edilmistir. L1 lipazinin kapali formu ile karsilastirildiginda BTL2’ de
bulunan 6nceden olusturulmus oksianyon oyugu ile uyum iginde, bu Arg yan zincirinin
hidrojen baglayict modelinde farkliliklarin olmadigi ortaya koymaktadir. Arg-63
dogrudan Zn*? koordinasyon katilir sonra Asp-62 yerlestirilir. Bu nedenle, bakteriyel
lipazlarm L5 ailesinde, Arg-63 oksianyon baglayici cebinde dengeleyici bir rol
oynayabilir. Lipazlarm bu ailenin karakteristik 6zelligi olan Zn**-baglayic1 etki ile

takviye edilmesi gereken bir gérevi oldugu belirtilir [37] .
2.5 Bacillus pumilus Lipaz

Bacillus pumilus lipazlar1 % 74-77 sekans dizi benzerligi gosteren 1.4 alt familya tiyesi
olarak smiflandirilmigtir [31, 66]. 1.4 alt familyas1 iginde yaklasik % 80 amimo asit
sekans benzerligi gosteren Bacillus pumilus dahil, Bacillus circulans, Bacillus
licheniformis ve en iyi karakterize edilen lipoltik enzim olan lipaz A’ y1 lireten B.

suptilis yer alir [67, 68].

1.4 Alt familya lipazlar en az o/f hidrolaz katlanmasi ihtiva eden ve aktif bolgesinde
kapak yapisinin olmamasi nedeniyle ¢oziiciiye maruz kalan substrat baglanma bolgesine
sahip bilinen en kiigiik lipazlar oldugu bildirilmistir [41]. Alt familya 1.4 lipazlar 181
aminoasit kalintilarina sahip ve tiim lipazlar arasinda yaklasik 19 kDa molekiiler agirlig
ile en kii¢iik proteinlerin oldugu belirtilmistir. Ayrica alkali pH ve subtrat olarak kisa
zincirli trigliseritlere ilgi gosterirler. Yiiksek sekans kimligi biitiin alt familyasi igin
ortak bir katlanma ifade eder. Bu nedenle bu iiyelerden birinde yeniden iiretilebilen alt
ailesinin bir iiyesinde mutasyon etkileri gozlenebildigi ifade edilir [67].

Bacillus pumilus ve Bacillus subtilis suslar1 (GRAS) genel olarak giivenli kabul edilen
mikroorganizmalardir. Bu nedenle, gida ve hammadde sanayi gibi ¢esitli sektorlerde, bu

mikroorganizma lipazlarinin kullanimu ile ilgili herhangi bir kisitlama yoktur [69].
2.6 immobilizasyon

Endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde gerceklestiginden katalizor olarak
kullanilan serbest enzimin aktivitesini yitirmeden geri kazanilmasi miimkiin degildir.

Serbest enzim reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilamadigindan reaksiyonun
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kontrolii giictiir. Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi ig¢in inhibitér katilmasi
diistintilebilir. Ancak bununla da serbest enzimin yaninda yeni bir kirlilik unsuru
olusacaktir. Uriinlerin kirlilik unsurlarindan aritilmasi maliyeti cok artirmaktadir.
Ayrica serbest enzimin aktivitesini yitirmeden ortamdan alabilmek olanaksiz
oldugundan enzimin yeniden kullanilabilmesi de s6z konusu degildir. Bu ise enzimlerin
cok spesifik ama o Olgiide pahali katalizorler olmalarina neden olmakta, endiistriyel

tiretimde de maliyeti yiikselten en 6nemli etken olmaktadir [2].

Immobilizasyon, enzimin suda ¢oziinebilir hareketli fazdan, suda ¢dziinmeyen faza
doniistiiriilmesi  olarak tanimlanir [70]. Immobilizasyon kelime anlami olarak,
“tutuklanmis, hareketi sinirlandirilmis, kimildatmamak” anlamina gelen ¢oziinmez bir

hale gelmesi demektir [2, 71].

Enzim immobilizasyonu terimi, enzimlerin kinetik 6zelliklerini kaybetmeden fiziksel
olarak belirli bir yere yerlestirilmesi veya hapsedilmesinin yaninda katalatik
aktivitelerinin de korunmasi ile birlikte tekrarlanabilir ve stirekli uygulanabilir olmasin
saglamak anlamina gelir [72, 73]. Enzimler, suda ¢6ziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel ya
da kimyasal olarak baglanarak, suda ¢dziinmeyen iirlin veren bir kopolimerizasyona
enzim molekiiliinlin monomer olarak katilmasiyla veya suda ¢dzlinmeyen bir matriks
veya suda ¢Oziinmeyen mikrokapsiillere tutuklamayla immobilize edilirler [2].
Immobilizasyon teriminin sadece enzimlere degil biyolojik olarak aktif maddeler olan
hiicresel organeller, mikrobiyal hiicreler, bitki ve hayvan hiicreleri gibi tiim

biyokatalizor tiplerine de uygun oldugu kaydedilmistir [74].

Enzim immobilizasyonunun ardindaki temel prensip, enzim proteinin ve enzimin
gecisini engelleyecek, fakat substrat {irtin ve kofaktorlerin gegmesine izin verecek bir

yar1 gegirgen destek materyaline enzimin hapsedilmesidir [75].

Immobilize enzimler genel olarak endiistriyel uygulamalarda katalatik &zelliklerinin
yaninda, ekonomik olarak da gelistirilmis olmasinin son derece 6nemi bir hayli fazladir

[76] Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel kullanimi 1967 yilinda Chibata ve
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arkadaglar1 tarafindan sentetik rasemik DL aminoasitlerin ¢oziimii i¢in Aspergillus

oryzae’ den elde edilen aminoasilaz immobilizasyonudur [77].

Immobilize enzimlerin 6nemli uygulama alani sekerler, amino asitler ve ilaglarm
endiistriyel tretilmesidir [78]. Endiistriyel olarak uygulamalarindan baska, biyoafinite
kromatografisi, biyosensorler ve tipta kullanilan ilaglardaki pek ¢ok biyoteknolojik
tirlinlere enzim immobilizasyonunun temel teskil ettigi goriilmektedir [79]. Son yillarda
immobilizasyon teknolojisi hizla gelismekte ve giderek rasyonel tasarim konusu haline

gelmekte ve daha da gelistirilmesi i¢in ihtiya¢ oldugu goriilmektedir [80].
2.6.1 immobilize Enzimin Ozellikleri

Immobilize enzimler serbest enzimlerin dezavantajlarim ortadan kaldirarak daha kararl
olmalarma olanak saglar [81]. Saflastirilan enzimlerden en yiiksek oranda faydalanmak
icin immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir [2]. Enzimlerin kararliligin1 gelistirme ve
kullanim O6mriinii artirmak, siirekli kullanmimini saglamaktadir [82]. Immobilizasyon
prosesinin en Onemli avantaji, enzimin katalizledigi reaksiyon iiriinlerinden kolayca
ayrilabilmesinin yani sira enzim preparatlarinin rahat kulanmmudir [81]. Uriinden
enzimin Kkolay ayrilmasi enzim uygulamalar1 kolaylagtirarak giivenilir ve verimli bir
reaksiyon teknolojisini destekler. Enzimler genellikle ¢6ziiniir yapiya sahiptir. Bu
nedenle, pahali ayirma igslemi olmadiginda enzimler sadece bir kez kullanilabilir. Buna
ilaveten, ilk etapta enzim katalizli bir islem olusturulmasi i¢in yeniden enzimin iiretilme

ihtiyacini ortadan kaldirarak maliyet avantaji saglamaktadir [83].

Gelistirilen farkli immobilizasyon yontemlerinin uygulanmasi sayesinde enzimlerin
kararliliklar1 ve tekrar kullanilabilirliklerinin artirilmasi, siirekli sistem calismalarina
uygulanabilir olmasi, islemin kisa siiresiyle isletim maliyetinin azaltilmis olmasi ve
iiriinlerin saflik derecesi artirilabilmesi miimkiin hale gelmektedir [84]. Immobilize
enzimlerin tekrar kullanim ve elde edilen {irlinlin ortamdan kolayca uzaklastirilma
avantaji sayesinde, gelistirilen kullanima uygun ve ucuz immobilizasyon teknikleri ile
enzimlerin endiistriyel kullanimma biiyiik fayda saglamaktadir. Immobilize enzimler,

saf Urlin eldesi, kullanim kararliligi ve termal stabilite gibi Ustiinliikleri sayesinde
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biyokimya, biyoteknoloji, biyotip ve gida endiistrisi gibi alanlarda serbest enzimlere

tercih edilmektedir.

Immobilize enzimlerin serbest enzimlere olan diger baz1 6zellikler asagida siralanmustr.

Sicaklik, pH vb. ¢evre sartlarina kars1 dayaniklidirlar,
Serbest enzimlere kiyasla daha kararlidirlar,
Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir,
Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir,
Birbirini takip eden ¢ok basamakli reaksiyonlar i¢in kullanilabilir,
Enzimin kendi kendini pargalayabilme olasig1 azalir,
Stizme, santrifiijleme vb. islemlerle reaksiyon sonunda ortamdan kolayca
uzaklastirilmast sayesinde tiriinlerin enzim tarafindan Kirletilme problemi
ortadan kalkar,
Immobilize enzimler substrat ve iiriin inhibisyonuna kars1 koyarak enzim
aktivitesinin uzun siire korumasini saglarlar,
Reaksiyon kontroliiniin miimkiin olmast,
Siirekli ve kesikli sistemlere uygulanabilir olmasi,
Ekonomik olmast,
Yiksek saflik,
Endiistriyel boyutta 6nemli bir ekonomi saglar; liretim kaybinin azalmasi,
Otomatik islemlere imkan vermesi,
Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gdstermesi,

Reaktor segimi, tasarim kolayligi saglamasi seklinde ifade edilir [2, 72,
85,86].

Imomobilize enzimlerin bu avantajlarinin yan1 sira asagida belirtildigi gibi bazi

dezavantajlarida bulunmaktadir.

e Immobilizasyon enzim yapisinda ve aktif bdlgesinde degisimlere neden olabilir

ve boylece enzim aktivitesinde azalmalar meydana gelebilir.

e (Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararliligi sinirhidir.
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e Enzim desteklerinin maliyeti yiiksektir.
e Immobilize enzimin optimum pH’ s1 degisebilir.
e Enzimin Km degeri immobilizasyondan etkilenebilir

e Enzimin optimum sicakliginda artislar olabilir [87, 88].

Enzim saflastirilmas1 &zel teknikler gerektirdiginden maliyeti oldukca yiiksektir. Ote
yandan, serbest enzimin aktifligini kaybetmeden istenildigi anda reaksiyon ortamindan
uzaklagtirllmasi ¢ok zordur. Bu durum pahali olan enzimlerin tekrar tekrar
kullanilmasma engel olur. Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi i¢in inhibitor
katilmas1 ise zaten enzim tarafindan kirletilmis olan reaksiyon {iriinlerine yeni bir
kirlilik unsuru eklenmis olacaktir. Uriinlerin bu kirlilikten aritilmasi igin kompleks
ayirma islemlerine ihtiya¢ olur, bu da maliyeti bir kat daha artirir. Yukarida sayilan
teknik ve ekonomik problemler den dolayr serbest enzim yerine immobilize enzim
kullanilmasmin daha uygun olabilecegi diistiniilmiis ve bu amagla immobilize enzim
sistemlerinin hazirlanmas1 ve pek cok teknolojide kullanimi son zamanlarda biiyiik

O6nem kazanmistir [89].
2.6.2 Immobilizasyon Yontemleri ve Secimi

Enzimin immobilizasyonu i¢in degisik yontemler kullanilabilir. Bunlarin ig¢inde
enzimatik aktivitenin en yiiksek diizeyde korundugu yontemin se¢ilmesi onemlidir [87].
Immobilizasyon islemi sirasinda veya immobilizasyondan sonra enzim aktif merkezinin
zarar gormeyecegi bir yontem olmasina dikkat edilmelidir. Enzim ile tasiyici arasinda
herhangi bir baglanma meydana gelirse baglanmanin aktif merkez {izerinden
gergeklesmeyecegi tastyicilar secgilmeli ya da immobilizasyon islemi sirasinda aktif
merkez korunmasi gerekmektedir [90,91]. Bu koruma gorevi bazen substrat bazen de
yarismali inhibitdr tarafindan saglanir. Immobilizasyon yonteminin segiminde
giivenilirlik, maliyet, enzim aktivitenin korunmasi1 ve Kararlilik gibi 6zelliklere sahip
olmasi dikkate alinir. Enzimin immobilizasyonu i¢in degisik yontemler kullanilabilir.
Bunlarin i¢inde enzimatik aktivitenin en yiiksek diizeyde korundugu yontemin segilmesi

onemlidir. [87]. Immobilizasyonda kullanilan yontemler immobilize enzimin kinetik
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parametrelerinin etkileyebilmektedir. Bunlara ek olarak immobilizasyon yontemi
secerken, destek materyalinin gozenek yapisi, par¢acik boyutu, tasidigi fonksiyonel

grup ve morfolojisi gibi fiziksel ve kimyasal 6zellikler dikkate alinmasi gerekir [92].

Enzim immobilizasyon yontemleri fiziksel ve kimyasal olmak iizere iki ana baglik
altinda toplanabilir. Kimyasal yontemler, enzim destek materyali iizerinde bulunan
fonksiyonel gruplar arasinda kovalent baglarin olusmasini sagladigi ifade edilir. Fiziksel
yontemlerde ise enzimle kovalent baglanma ger¢eklesmezken, enzimin destege daha
zay1f baglanmasi veya hapsedilmesi s6z konusudur [2,92]. Enzim immobilizasyonunda
kullanilan yontemler ve bunlarin siniflandirilmasi ig¢in birgok sema hazirlanmistir.
Genel olarak enzim immobilizasyonunda kullanilan yontemler Sekil 2.6.2° de

gosterilmistir.
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ENZIM IMMOBILIZASYON YONTEMLERI

Ciziinmez Formda immobilizasyon Céziinen Formda immobilizasyon
|__|Ultrafiltrasyvon
Membran
|__ [Cariinen
Coziinmeyen
Enzitmler
[ Baglama Tutuldama ~— Hallow Fiber
Mhembran
— |Jelde Tutuklama
| | Mikrokapsiilleme
| [Lipozom Teknigi

| |[MMembran Yontemler

|
k:uim Kopolime rizasyonu | i:sn‘um Eai’hul

| Capraz Bagh Enzim Kristalleri — Kovalent Baglama
(Cross-Lidked Enzyme Crystal, CLEC)

b Ivonik Baglama
Capraz Bagh Enzim Agregatlan
— (Cross-Linked Aggregate Enryme, CLEA) | Metal veya Selat
Eaglama
Capraz Bagh Piskiirtiilerek Kurutulmug Enzim
= (Cross-Lidked Spray Dried Enzyme, CSDE) — Biyosipesifik
Baglama Fizksel
Capraz Bagh Cézinmiis Enzim ; . Adsorbsivon
L (Cross-Linked Dissolved Enzyme, CLE) —-Adsorbsiyo tyonik
| Affinite Adsorbsivon

Sekil 2.6.2 Enzim immobilizasyon yontemleri [2].
2.6.2.1 Tutuklama

Tutklama yonteminde, enzim molekiilii belirli bir ortamda durmaya zorlanmaktadir. Bu
islem polimer matriks i¢indeki kafeslerde gerceklestigi gibi yar1 gecirgen membranlar

icinde mikrokapsiilleme ve miseller ile de gergeklestirilebilmektedir [2] (Sekil 2.6.2a).
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Tutuklama yontemi; Kafes (polimer martikste tutuklama), mikrokapsiil, lipozom,

membran ve ters misel teknigi olarak bese ayrilmaktadir.

Sekil 2.6.2a Tutuklama yontemi ile enzim immobilizasyonu [93].
2.6.2.1.1 Polimer Matrikse Tutuklama Yontemi

Bu yontemde enzim ¢ozeltisi iginde yiliksek derecede capraz bagli bir polimerin
olusturulmasi ve polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢apraz bag aglari arasinda
(kafes, odaciklarda) tutuklanmakta ve bdylece ana ¢ozeltiye gecmeleri engellenmektedir
[94]. Bu sekilde enzimler, organeller, hiicreler ve antikorlar gibi biyomolekiiller
polimerin oOrgii yapisit iginde fiziksel olarak tutuklanmakta ve disart ¢ikmasi
engellenmektedir. Bu metotta enzim molekiiliiniin jel matriksine veya membrana
fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmayigi diger fiziksel
tutuklama yontemelerinde oldugu gibi herhangi bir kimyasal degisme meydana
gelmediginden aktivite kayb1 olmamasi yontemin en biiylik avantajidir. Ancak substrat
ve Uriiniin serbest olarak ge¢mesi i¢in yalnizca diisiik molekiil agirlikli substratlarin
kullanilmast ve capraz bagli polimer Orglisii arasindan enzimin sizma ihtimali ve
substratin polimer kilifi gecerek polimerin bosluklarina yerlesmis enzim molekiiliine
ulagsmasindaki giiclik yontemin dezavantajidir. Buna ilaveten yontemde substrat ve
irlinlin  difiizyonuna izin verilirken protein diflizyonu engellendigi icin polimer

matriksin sik1 yapida olmasi gerekir [2,71].

Bu amacla en ¢ok kullanilan polimerler N,Nmetilenbisakrilamit ile ¢apraz baglanmis

poliakrilamit ve Ca-aljinat, agar gibi polimerler matriks olarak kullanilir. Ayrica
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polivinilalkol gibi bazi sentetik polimerler ve nisasta gibi dogal polimerler, bu teknikle
enzim hapsetme islemi i¢in immobilize enzim hazirlanmasinda yaygin olarak

kullanilmaktadirlar [95].
2.6.2.1.2 Mikrokapsiilleme (Membranda Tutuklama)

Bu yontem enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membran i¢inde tutuklanmasi esasina
dayanmaktadir. Yar1 gecirgen membranin gozenek caplari, substrat molekiillerinin
kapsiil igine girisine ve Uriin molekiillerinin disar1 ¢ikisina olanak verecek ancak
hapsedilmis enzimin giris ¢ikisina izin vermeyecek biiyiikliikte olmasi gerektmektedir.
Bu yontem ile enzim immobilizasyonu siirekli ve siirekli olmayan yar1 gecirgen
mikrokapsiillerde tutuklama olmak {izere iki grupta incelenebilir. Siirekli
mikrokapsiillerde ¢er¢eve membran kati, siireksiz mikrokapsiillerde ise bir sivi tabaka
oldugu belirtilir. immobilizasyonda kullanilan cerceve maddesinin (membran) yari
gecirgen olmasi gerekir [2, 96] (Sekil 2.6.2b). Bu yontemin oldukga kiiglik bir hacimde
enzim ile substratin etkilesme alaninin yiiksek olmasi, az miktarda enzim kullanilmasi
en biiyiikk avantaji iken, yontemin uygulanmasi sirasinda enzim inaktive olabilmesi,
mekanik dayanikliliginin az olmasi ve enzimin zarin i¢inden kagma olasiliginin fazla

olmasi1 yontemim dezavantajlarindan oldugu belirtilir [2].

Sekil 2.6.2b Mikrokapsiilleme ile enzim immobilizasyonu [93].

Enzimlerin mikrokapsiillenmesi ic¢in iki yontem kullanilir. Bunlar faz ayrimi ve ara

yilizey polimerizasyonudur. Faz ayrimi yonteminde, enzim ve mikrokapsiilii olusturan
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¢ozelti damlalar seklinde ¢oktiiriiciiye ilave edilir. Ara yiizey polimerizasyonun da ise
enzimin sudaki ¢ozeltisi, suyla karigsmayan organik ¢6zelti icerisinde emiilsiye edilir.
Ortama eklenen polimer ¢06zeltisi, enzim mikro damlalarinin etrafinda membran
olusturur. Boylece enzim polimerik membran tarafindan sarilarak mikrokapsiillenmis

olur [97].

Mikrokapsiilasyon ile enzim immobilizasyonu, siirekli ve siirekli olmayan yar1 gegirgen
membran mikro kapsiillerde tutuklama olarak iki grupta incelenebilir. Siirekli mikro
kapstillerde ¢ergeve membran kati, siirekli olmayan mikro kapsiillerde ise (lipozom) sivi

bir tabakadir [96].

Lipozom tipi: Lipitlerden amfipatik siv1 yiizey aktif madde membrani i¢ine tutuklama
yapilir. Capt 1-100 pm arasinda degisen enzim ¢ozeltisi damlaciklarini igeren
hidrokarbon ¢6ziiciiniin; ¢esitli katki maddeleri ve ylizey yapicilarla enzim ¢ozeltisi
damlaciklar1 ¢evresinde olusturdugu suda c¢oziinmeyen faza sivi ylizey yapict

membranlar adi verilmektedir [74, 98] (Sekil 2.6.2c).

Sekil 2.6.2c Lipozom teknigi ile enzim immobilizasyonu [98].

Membran tipinde: Enzimin membran igerisinde immobilizasyonunda ise enzimin gok
yar1 gecirgen bir zarla ¢evrelendigi ve enzime genis bir hareket alaninin saglandig: bir

teknik olarak nitelendirilmistir. Yontemde biyokatalizor, reaksiyon c¢ozeltisinden
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ultrafiltrasyon membrani, mikrofiltrasyon membrani veya hollow-fiber ile ayrilmistir.
Yar gecirgen Ozellik gosteren hollow-fiber (oyuk elyaf) membranlari ve ultrafiltrasyon
membranlarin kullanimi enzimlerin ¢oziinlir formda immobilizasyon yontemlerinden
biri oldugu belirtilmistir. Oyuk elyaf membranlar ile ultrafiltrasyon membranlari enzimi
gecirmezken substrat ve lirlinlin gegisine izin vermektedir [74, 99].

Ters misel tipinde: Biyokatalizor, yiizey aktif madde ile bir organik ¢6zgenin karigimi

ile olusturulan ters miseller i¢inde tutuklanmistir [74].
2.6.3 Immobilize Enzimlerin Kullanim Alanlar:

Immobilize enzim sistemleri son yillarda biyomedikal alanda hastaliklarin tani ve
teshisi icin, tedavi amaciyla yapay hiicre ve organ yapiminda kullanilmaya baglanmistir
[100,101] . Ayrica tip ve eczacilik gibi saglik alanlarinin yani sira immobilize enzim
sistemleri gida, ¢evre ve kimya endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle
enzim elektrotlarinin yapimi ile analitik amagli kullanimi yayginlagnustir. immobilize
enzimler organik sentezler gibi ¢ok daha spesifik alanlarda da kullanilmaktadir [101].
Gida sanayinde, saflastirilmis enzimler kullanilir, ancak saflastirma sirasinda enzimler
denatiire olmas1 nedeniyle, immobilizasyon teknigi enzimleri kararli hale getirdigi icin
immobilize enzim kullanimi tercih edilmektedir. Biyodizel iiretiminde adsorbsiyon,
capraz baglama, tutuklama gibi immobilizasyon teknigiyle elde edilen immobilize lipaz
enzimleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Immobilize enzimler, kagit, tekstil, deri
gibi endiistriyel {liriinlerin liretim sonucunda su kirliligine neden olan, atik sularin aritma
yontemlerinde de siklikla kullanilmaktadir. Tesktil endiistrisinde temizleme, biyo
parlatma, tabaklama gibi islemler ve deterjan endiistrisinde yaygin bir sekilde

immobilize enzimler kullanilmaktadir [100].
2.6.4 Immobilizasyon Destek Materyalleri

Enzim immobilizasyonunda dogal ve sentetik bircok organik ve inorganik materyal
kullanilmaktadir. Destek metaryel bir membran, suda ¢6ziiniir bir kat1 ya da polimer bir

matriks olabilir [102]. Enzim immobilizasyonunda farkli teknikler, birgok farkli destek
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materyali tilirleri (boncuklar, lifler, membranlar, filmler ve kapsiiller) kullanilarak

yapilabilmektedir [103] (Sekil 2.6.4).

%‘l}},&‘i s ‘ —
@ © @ ©

Sekil 2.6.4 Immobilizasyonda kullanilan farkli destek materyal tiirleri.
a) Boncuk (kiire), b) Lif, ¢) Kapsiil, d) Film, €) Membran [103].

Organik destekler dogal polimerler, proteinler, aktif karbon ve sentetik polimerler
olarak simniflandirilir. Dogal polimerler olan ve enzim immobilizasyonunda kullanilan
polisakkarit tiirevlerinin en biiyiik avantaji hidroksil gruplarina sahip olmalaridir.
Destek materyaldeki bu hidroksil gruplari enzimlerin elektrofilik gruplari ile etkileserek
enzim immobilizasyonunu saglarlar. Buna ilaveten polisakkarit desteklerinin zayif
niiklefilik 6zellikleri ile aktivasyonu alifatik veya aromatik, karboksil veya tiyol gruplari
kullanilarak gerceklestirilebilir [104,105]. Sentetik polimerler fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri nedeniyle enzim immobilizasyonunda destek materyali olarak ¢ok
kullanilirlar. Sentetik polimerler mikroorganizmalarin saldirilarina karsi direnglidirler
ve safliklarmi Korurlar [104]. Kullanilan destek materyalleri Cizelge 2.6.4° de

listelenmistir.
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Cizelge 2.6.4 Enzim immobilizasyonunda kullanilan destekler [105].

Organik
Destekler

Inorganik

Destekler

Dogal Polimerler

Polisakkaritler: Seliiloz, Nisasta, Dekstranlar
Agar, Agaroz(Sefaroz), Aljinat, Kitin, pektin
Protein: Kollojen, Albiimin

Diger destekler: Jelatin, Kitosan, Karagenan
Ipek

Sentetik Polimerler

Polisteren Tiirevleri:

Diger Polimerler: Poliakrilat, Polimetakrilatlar,
Poliakrilamaid, Poliamidler, Naylon,

Vinil ve alil polimerler, Oksiranlar,

Iyon degistirici regineler,

Maleik- anhidrit polimerleri,

Dogal Minareller:
Bentonit, Silika
Kil, selit, zeolitler,
Aktif karbon,
Komiir

Islenmis
Malzemeler: Cam
boncuk (gozenekli
ve gozeneksiz),
Metal oksitler
(Zr0O,,TiO,,AlL03),
Hidroksiapatit,
Titandioksit,
Zirkonyumdioksit,
Nikel Oksit,

Ponza tas,

Metaller,

Enzimin immobilize edilecegi destek materyalin secilmesi ©nem tasimaktadir.
Kullanilmasi planlanan malzemenin pargacik biiyiikliigii, yilizey alani, destegin kimyasal
bilesimi ve igerdigi fonksiyonel gruplar goz Oniinde bulundurulur [106]. Enzim
immobilizasyonunda kullanilacak olan iyi bir destek materyalinin; hidrofilik karakter,
suda ¢oziinmeme, gozenekli yapi, mekanik stabilite ve uygun gozenek biiyiikliig,
kimyasal ve termal kararlilik, mikroorganizmalara kars1 direnglilik, rejenere olabilme,
zehirsizlik, ucuzluk, genis yiizeysel alan, yiiksek tutuculuk, uygun parga biiytkligi gibi
Ozelliklere sahip olmalidir [2, 102]. Bunlara ek olarak enzim destek segiminde
immobilizasyon yontemi, substratin reaktdr tipi, immobilizasyon iyonik veya kovalent

baglama ile gerceklestirilecekse tastyicinin fonksiyonel guruplar icermesi gibi 6zellikler
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dikkate aliir. Yikli tastyicinin kullanilmasi, enzim optimum pH’sinin 1-2 birim, Km

degerinin ise 10 kata kadar degismesine sebep olabilirler [91].
2.6.4.1 Alginat

Alginat dogada yaygin olarak kahverengi deniz alglerinde (Phaeophyceae) bulundugu
ve kuru maddesinin %40’ 11 olusturdugu belirtilir. Ayrica Azobacter vinelandil gibi
toprak bakterileri ve bazi Pseudomonas tiirlerinde de alginata benzeyen hiicre disi
polimerik maddelerin tespit edildigi belirtilir. Ticari alginatlar genellikle en fazla
Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum ve Macrocystis Pyrifera alg tiirlerinden
elde edilir. Ayrica Laminaria japonica, Eclonia maxima, Lesonia negrescens ve
Sargassum tiirleride algiat treten tirlerdir. Alginat, kahverengi deniz alginin
intraselliiler matrikste alginik asitin Na*?, Ca*, Sr*?, Mg *2 ve Brt? iyonlarini igeren bir
jel halinde bulunur. Cogunlukla dogal alginat ¢oziinmeyen ¢apraz bagh Ca*? jel
seklinde bulunur ve alg dokularindaki temel islevi dayaniklilik ve elastikiyettir [107,
108]. Aljinik asit 1881 yilinda, Stanford tarafindan kahverengi su yosunlarindan
(Irlanda yosunu) ekstraksiyonla elde edilmistir ve 1930’ larda ilk ticari kullanimi
saglanmigtir [109]. Alginat (1-4) bagli f-D-mannuronik (M) ve a-L-guluronik asidin
(G) tinitelerinin farkli miktarlarindan olusur. Molekiil olarak diiz zincir yapida dallanma

gostermeyen lineer bir polisakkarit yapida oldugu bildirilmistir [110] (Sekil 2.6.4.1).
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B-D-mannuronik asit (W) a-L-guluronik asit (G)
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COO- HO
H.\ H
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Sekil 2.6.4.1 Alginatin kimyasal yapis1 [109].
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Alginat yapisinda D-mannuronik, L-guluronik asid monomerlerinin glikozidik bag ile
baglanarak polimerik yapt olusturur. Jel olusturma o&zellikleri aljinat molekiiliiniin
kompozisyon ve sirasina baglidir. G bloklarinin uzunlugu jel formasyonunun baslica
yapisal durumunu belirlemektedir. Aljinat yapisini olusturan G ve M oranlarindaki
degisiklik alginatin fiziksel 6zelliklerini de etkilemektedir. Ornegin, M igerigi fazla olan
aljinatlar daha yumusak ve elastik bir jel yapisi olustururken, G igerigi yiiksek olan
aljinatlar ise daha sert ve kirilgan bir jel yapisina sahip olmaktadir. G, M miktarlar
alginatin elde edildigi kaynaga gore degisiklik gosterir. Heteropolimerik (MM bloklari
ve GG bloklar1) bolgelerinden olusmus blok kaliplarinda diizenlenir. Iki degerli
katyonlarin baglanmasi ve jel olusumu artik bloklarin kompozisyonlarina ve
diizenlenmelerine baghdir. Ozellikle jel dayamiklihgi G igerigi ile ilgilidir. Deniz
yosunu kaynagina gore (G formu) % 20-75 arasinda degisir. GG bloklar1 arasinda Ca?*
gibi divalent katyonlar i¢in se¢imli baglanma bolgeleri vardir ve baglanmis iyonlar jel
olusumuna neden olan baglanmalar1 olusturmak iizere diger GG bloklart etkilesir

[111,112].

Alginik asitin en onemli Ozelligi diisiik konsantrasyonlarda bile sodyum gibi +1
degerlikli katyonlarin varliginda viskoz bir ¢ozelti olustururken, basta kalsiyum olmak
lizere baryum, aluminyum ve stronsiyum gibi +2 degerlikli katyonlarin varliginda ise
suda ¢oziinmeyen bir jel olusturmasidir [113]. Jel olusumunun, polimer zincirindeki
karboksil gruplarimin kalsiyum iyonlar: ile iyonik koprii olusturmas: seklinde veya
kalsiyum iyonlarinin her polimer ¢iftindeki hidtoksil ve karboksil gruplar ile selat
olusturmasi ile elde edilmektedir [111].

Alginat jelinin dayamikliligindaki temel faktor yapisindaki gluronik asit {initelerinin
orani ve uzunlugu ve mannuronik asit igerigi Ayrica Na-alginat konsantrasyonu ve
CaCl, c¢ozeltisinin konsantrasyonudur [108, 114]. Enzimlerin ve/veya hiicrelerin

alginatta tutuklanmasi1 immobilizasyonun en basit metodlarindan biridir [112].

Alginat ile immobilizasyon yonteminde, sodyum alginat ¢ozeltisi ile karistirilan enzim
ya da hiicreler CaCl, ¢ozeltisine damlatilir ve olugan Ca-Alginat jel boncuklar igerinde

hiicrelerin hapsedilmeleri saglanir. Jel olusumu sirasinda sodyum iyonlart kalsiyum
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iyonlart ile yer degistirerek suda erimeyen Ca- alginat boncuklart olusturur [114]. Ca-
alginat jelinin immobilizasyon materyali olarak kullanilmasinda en 6nemli problem,
laktik asit ve sitik asit gibi organik asitlerin, EDTA gibi selat yapici bilesiklerin ve
Mg*?, K* katyonlarin Ca-alginatta bulunan Ca*? iyonlari ile yer degistirmesi sonucunda
Ca-alginat kararliliginin bozulmasina ve jelin parcalanip dagilmasina neden olmasidir

[115].

Alginat tanecikleri uzun yillar boyunca yavas salinim 6zelliginden dolay1 bocek ilaci ve
giibre gibi suda ¢6ziinen kimyasallar i¢ceren maddelerde kullanilmaktadirlar. Alginatlar,
suda ¢ozlinlir sodyum alginatlar olarak ticari formda biyoteknolojik uygulamalarda
kullanimimin yani1 sira gida, tekstil sektorlerinde ve farmosotik endiistrilerinde
kivamlastirici, emiilsiye edici, film olusturucu ve jellesme ajani olarak uzun zamandan
beri kullanilmaktadir. Gida sanayinde, dondurma {iiretiminde yillardan beri kullanilan
alginat bazli stabilitorler kristal olusumunu saglayarak piiriizsiiz bir yap1 elde edilmesini
saglamaktadir. Bunlara ilaveten eritme peyniri, siit ve siit iiriinlerinde, pastacilikta
krema ve soslarin stabilizasyonu i¢in alginat bazli stabilizatorler kivam arttirict olarak
kulanilmaktadir. Coziinmeyen kalsiyum alginat jelde tutuklama, enzimlerin ve
hiicrelerin immobilizasyonu i¢in hizli, toksik ve pahali olmayan c¢ok yonli bir

yontemdir [112].
2.6.4.2 Jelatin

Jelatin, s18ir ve domuz gibi hayvanlarin bag dokularindan ekstrakte edilen kollajenin
kontrollii sartlarda kismi hidrolizi ile iretilen bir hidrokoloid protein olarak tanimlanir
[116]. Eski ¢aglarda “biyolojik bir yapigkan” olarak kullanilirken, zamanla endiistriyel
Olgekte tiretilmeye ve ¢ok cesitli alanlarda da kullanilmaya baslanmistir [117].

Jelatin yapisinda glisin, prolin ve hidroksiprolin gibi amino asit i¢erigine sahip olan bir
proteindir [118]. Jelatin yapisinda bulunan bu aminoasitler, ti¢lii heliks yap1 ve jellesme

ozelligi olusumuna sagladigi katkidan dolayr 6nemlidir [119].
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Kolajen iceren dokular genellikle seyreltik alkali veya asit ile muamale edildikten sonra
suda 40 °Ciizerindeki sicakliklarda hidrolize edilir. Boylece kolajenin fibril yapisi geri
dontissiiz olarak parcalanir. Bu islemle molekiiller arasindaki H baglar1 ve diger ¢apraz
baglar zayifladig1 gibi bazi amino asitler arasindaki kovalent baglar da kopar ve daha

kiiciik molekiillii yapilar ortaya ¢ikar [116] (Sekil 2.6.4.2).

WIQNTNTTA. ot

TN\ T e
/m “— Hidrolizats
”\,M

Sekil 2.6.4.2 Jelatin ve kollajenin sematik goriiniimii [116].

Jelatin, iiretim kosullarma ve fretildigi hammaddeye bagli olarak, farkli molekiil

agirligina ve aminoasit kompozisyonuna sahip olarak elde edilebilmektedir [116].

Jelatin, gida katki maddesi, kozmetik, tarim ilaglari, fotograf ve boya gibi ¢esitli
tirtinlerin iiretiminde yaygin olarak kullanilan énemli bir endiistriyel tiriindiir. Bununla
birlikte jelatin, suda kolay ¢dziiniir olmasi, tatsiz ve kokusuz olmasi, birka¢ fonksiyonel
ozelligi birlikte gosterebilmesi ve ¢esitli uygulamalar igin farkli 6zelliklere sahip olarak
tiretilebilmesi nedeniyle tercih edilmektedir [120, 121]. Jelatinden gesitli tipte ve farkli
amaclara yonelik olarak bir takim jelatin tiirevleri veya alt tirlinleri iiretilmektedir.
Bunlar; suda c¢oziiniir Ozellikteki jelatinler, jelatin hidrolizatlar1 kimyasal olarak

modifiye edilmis jelatinler olmak tizere {ige ayrilir [116].

Enzim immobilizasyonunda jelatin kullanimmin en dikkat ¢ekici sebebi uzun bir raf
omriine sahip olmasi 6zelligindendir [118]. Ayrica ucuz ve kolay elde edilebilmesi, jel
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olusumu i¢in herhangi bir iyon, molekiil, tuz pH ayarlamasina ihtiya¢ kalmadan enzim,
hiicre ve doku immobilizasyonu i¢in genellikle jelatinin tercih edilmesini saglamaktadir
[122].
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3. MATERYAL METOT
3.1 Materyal
3.1.1 Kullanilan Kimyasal

Asetonitril  (Sigma-Aldrich,34851), 2-propanol (Merk M109634.2511), Etanol,
Metanol, Aseton, HCI, Asetik asit (Merk M100063.2500), Gliserol, Agaroz
(AppliChem, A8963), Agar (AppliChem,A0949), %30 Akrilamid/Bisakrilamid (Bio-
Rad), Glisin (AppliChem), B-Merkaptoetanol (Sigma-Aldrich,M3148), Commassie
Brillant Blue G-250 (C.I. 42655), EDTA, IPTG (GeneON 46-010), Amfisilin
(Applichem A0839), Kanamisin, X-Gal (406-501), Luria-Bertani (LB) brot (AppliChem
A0954,0500G), Sodyum Dodesil Silfat (SDS), TEMED, 1,4- dithiothreitol (DTT
Sigma-Aldrich), CAPS (AppliChem), NaOH, CaCl,.2H,0, NaCl,, CuCl,2H,0, KClI,
BaCL,.2H,0, ZnS0O47H,0, HgCL,, FeS047H,0, CuS04.5H,0, NiCl,.6H20,
CuCl,.2H,0, MgCl,.6H,0, MgS0,.7H,0, C0S04.7H,0, MnCl,.2H,0, EDTA, Tris
Bazi, Fenil Metil Silfonil Florit (PMSF, Sigma-Aldrich,), Sodyum Deoksikolat,
Sodyum Taurokolat (Sigma Aldrich 86339), Tween 80, Tween 20, TritonX-100,
DMSO, Ksilen, n-Biitanol, Dimetilformamid (DMF), Jelatin (Sigma-Aldrich), Sodyum
Alginat (Sigma-Aldrich), p-nitrofenil-asetat (0NPA, C2) (Sigma-Aldrich), p-nitrofenil -
biitirat (pNPB, C4), p-nitrofenil- oktaonat (pNPO, Kaprilat C8) (Sigma-Aldrich), p-
nitrofenil dekonat (pNPD-C10) (Sigma-Aldrich), p-nitrofenil laurat (pNPL, C12), p-
nitrofenil meristat (ONPM, C14) (Sigma-Aldrich), p-nitrofenil palmitat (pNPP, C16)
(Sigma-Aldrich),

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Sogutucu (+4 °C) Profilo, Tiirkiye

Derin Dondurucu (-20 °C) Profilo, Tiirkiye

Derin Dondurucu (-45 °C) Ugur, Tiirkiye

Dikey Elektroforez Sistemi Bio-Rad, Mini Protean Tetra Cell, Cin
Gli¢ Kaynagi nanoPAC-300

Masa Ustii Santrifiij Mikrosantrifiij Hettich Mikro 200

Masa Ustii Santrifiij Hettich Rotina 35R
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Otoklav NewClave Autohouse AD7, Tayvan

pH Metre Adwa AD800, Romanya

Etiiv Labart

Termal Dongii Cihazi Inovia, Small Cycler 1600,
Calkalamal1 Inkiibator Inovia, INO THZ-100B,
Calkalamali Su Banyosu Jeio Tech BS-06, Kore

UV Goriintiileme Cihazi Liuyi WD 940 3D

UV Goriintiileme Cihazi Gel Company, Illumimator, Tayvan
Mikrodalga Firin Vestel, Tiirkiye

Mikroplate Okuyucu Bio-Tek Eon, USA

Jel dokiimantasyon sistemi Alpha EL1100,UK

Manyetik Isiticili Karistirict WiseStir MSH-20A, DAIHAN, Kore
Hassas terazi Denver TP-214,

Vorteks Yellow line TTS 2, IKA, USA
Mini Shaker Biosan PSU-2T, EU

Saf Su Cihazi GFL 2004, Almanya

3.1.3 Kullanilan Niikleotidler

e dNTP-Mix (40mM) (Cat No: 110-002, GeneOn GmbH, Almanya),

e BTL2-F (10 uM) (5- AAGGTCGACATGATGAAAGGCTGCCGGGT-3)
(GTCGAC: Sall kesim bolgesi) (Macrogen Ltd. Co., Hollanda),

e BTL2-R (10 uM) (5'-CCTAAGCTTAGG CCGCAAACTCGCCAACT-3)
(AAGCTT: Hindlll kesim bolgesi) (Macrogen Ltd. Co., Hollanda),

e B.pumilus MBBO03-F (10uM) (GCTGAAGCTCTTCT'ATGAAAGT
GATGTTTG) (GCTCTTC: Sapl kesim bolgesi), (Macrogen Ltd. Co.,
Hollanda),

e B.pumilus MBBO03-R (10uM)
(TGACGGCTCTTCTACCTTAATTCGTATTCTG) (GCTCTTC: Tip Ils kesim
bolgesi) (Macrogen Ltd. Co., Hollanda).
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3.1.4 Kullamlan Enzimler ve Tamponlari

e Maximo Taqg DNA Polymerase (5 u/pL, cat N0:S102, GeneOn GmbH,
Almanya),

e 10X Reaksiyon Tamponu (500mM KCI, 100mM Tris-HCI, pH 9.0, % 1Triton
X-100, 15mM MgCl,),

e Sal I (20 U/uL, cat no: RO138S, New England Biolabs, Amerika),

e HindIII (20 U/ul, cat no: R0O104S, New England Biolabs, Amerika),

e Sapl (20 U/uL), Tip s (20 U/uL) (NEBuffer 3.1 Tamponu (1M NaCl, 0,5M
Tris-HCI, 200mM MgCl,, 100ug/mL BSA, pH 7.9),

e T4 DNA Ligaz (400 U/uL, cat no: M0202S, New England Biolabs, Amerika),

e 10x T4 DNA Ligaz Tamponu (0,5 M Tris-HCI,0,1 M MgCl,, 10 mM ATP, 0,1
M DTT, pH 7.5).

3.1.5 Kullanilan Kitler

e Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti ( GF-1, GeneON GmbH)
e Protein saflastirma Kiti (His60 Ni Buffer Set, Clontech 635665)

3.1.6 Kullanilan Molekiiler Belirtecler

e Molekiiler DNA belirteci (1 kb Plus Blue DNA ladder-S304-105 GeneON,
Lambda DNA/EcoRI+HindIll Marker Fermentas),

e Molekiiler Protein belirteci (BlueRAY Prestained Protein Ladder- PMO006-
0500S GeneDirex, Precision Plus Protein Standarts-All Blue-161-0373 BioRad)
(Sekil 3.1.6).
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Tris-Glycine Bis-Tris 12% Bis-Tris 10%
4-20% MOPS buffer MES butter
A B

Sekil 3.1.6 Molekiiler belirtegler.

A) 1 kb ve 10kb Molekiiler DNA Belirtegleri B) 10-250 ve 8-165 kDa Protein
Belirtegleri

3.1.7 Kullamlan Plazmit Vektorler
Bu tez ¢alismasinda pEcoli-Cterm-6XxHN vektor sistemi (Cat. No. 631418, Clontech
Laboratories, Inc, Japonya) B. thermocatenulatus’tan ve pD451-SR:219414 vektor

sistemi ise B. pumilus MBBO03’ dan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile elde edilen

lipaz genini klonlamak i¢in kullanilmistir (Sekil 3.1.7a, 3.1.7b).
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lacl

RBS Ncol

Swal
(1081)

pEcoli-Cterm 6xHN
5769 bp

Stul Sall

Bglll HindIII

5317 AGA AGG AGA TAT ACC ATG GGT AAG GCC TCT GTC GAC CAG ATC TCT AAG CTT

Met

EcoRI Notl

Gly

Thrombin cleavage site

Lys Ala Ser Val Asp

GIn lle Ser Lys Leu

Pstl

5368 GCG AAT TCT GGC GGC CGC CTG GTT CCG CGT GGC TCT CCG GGC GCT GCA GGT

Ala Asn Ser Gly Gly Arg

Leu Val Pro Arg Gly Ser

6xHN tag

Pro Gly Ala Ala  Gly

Pacl
Pacl Xbal

5419 CAT AAT CAT AAT CAT AAT CAT AAT CAT AAT CAC AAT TAA TTA ATT AAT CTA GAG

His Asn His Asn His Asn

His Asn His Asn His Asn

Sekil 3.1.7a pEcoli-Cterm-6xHN vektor haritast.

Stop
codon

Coklu klonlama bélgesi ve vektoriin genel ozelliklerini gosteren sekli.
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Sekil 3.1.7b pD451-SR:219414 vektor haritasi.
Coklu klonlama bélgesi ve vektoriin genel ozelliklerini gosteren sekli.

3.1.8 Kullanmilan Bakteri Soylar:

Tez calismasinda kullanilan Bacillus thermocatenulatus ve Bacillus pumilus suslari
MBBO03 genomik DNA’ s1 DSMZ, Almanya (The Leibniz Institute DSMZ-German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH)’ dan temin edilmistir.
Sirasiyla pEcoli-Cterm-6xHN’ ya ve pD451-SR:219414 e klonlanan lipaz geninin
ekspresyonu i¢in E.coli BL21-CodonPlus (DE3) (Stratagene) kompetan hiicreleri
kullanilmistir. BL21-CodonPlus (DE3) hiicreleri T7 promotoru tasiyan plazmitlerin
uyarilmast sonucu yiikksek miktarda protein ekspresyonu sagladigindan ve bu
ozelliginden dolay1 protein ekspresyon calismalarinda kullanilmak i¢in ideal bir tiir

olarak kabul edilir.
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3.1.9 Kullamlan Cozeltiler ve Besiyerleri
Agaroz Jel Elektroforezi Icin Gerekli Soliisyonlar

50X TAE Tamponu (1L)
o Tris:242¢
o Glasiyal Asetik Asit: 57.1 mL
e 0.5MEDTA (pH 8.0): 100 mL

% 0.1’ lik Agaroz Jel (50 mL)
e Agaroz: 19
e 1X TAE Tamponu: 50 mL

6X yiikleme boyasim
e Gliserol v/v: %30
e Bromofenol mavisi w/v: %0.25

e Ksilen siyanol FF w/v : % 0.25
SybrGreen boyasi (1 pL)
DNA Marker (2 pL)

Ampisillin Stok Cozeltisi (5 ml, 100 mg/mL)
0.5 g Ampicillin (Cat No: A0839,0010, Applichem, Almanya) distile su ile 5 mL'ye

tamamlandi ve filtre ile sterilizasyon yapildi. 1 mL alikotlar halinde -20 °C’ de saklandi.

Kanamisin Stok Cozeltisi (10 mL, 50 mg/mL)
0.5 g Kanamisin distile su ile 10 mL’ ye tamamlandi ve filtre ile sterilizasyon yapildi. 1
mL alikotlar halinde -20 °C’ de saklandi.

izopropiltiogalaktozid (IPTG) Stok Cézeltisi (100 mM, 10 mL)
238 mg IPTG (Cat No 406-501, GeneOn GmbH, Almanya) 10 mL distile su ile
¢ozildu. Filtre ile sterilizasyon yapildi. 1 mL alikotlar halinde -20 °C’ de sakland.
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X-Gal Stok Cozeltisi (10 mL, 40 mg/mL)
400 mg X-Gal (Cat No 406-010, GeneOn GmbH, Almanya) 10 mL dimetilformamid
(DMF) igerisinde ¢6ziildii. Isiktan korunarak -20 °C’ de saklandi.

Luria Broth (1 L, pH 7.5, AppliChem, A0854,0500G)

e NaCl:10¢g

e Tripton: 109

e Maya Oziitii: 5 ¢
25 gr LB-Broth’ u 1 L distile su ile tamamlanarak ve ¢ozildii. Boylelikle LB s1v1 besi
yerini elde ede edildi. LB siv1 besi yeri 30 mL, 400 mL, 400 mL ve 170 mL olacak
sekilde 4 pargaya ayirildi ve asagidaki islemler yapildi.

1.LB: 30 mL LB siv1 besi yerini otoklavlandi.

2.A. LB-Agar-Amp: 400 mL LB siv1 besi yerine 6 g Agar eklendi ve otoklavla (121

°C, 15 dk). Otoklavdan sonra besi yeri sicakligi 55 °C olan bir su banyosuna
yerlestirildi ve 10 dk bekletildi. 400 pL ampisilin (100 mg/mL) eklendi ve iyice
karigtirildi. LB-Agar-Amp petrilere dokiildii.

2.B. LB-Agar-Kanamisin: 400 mL LB siv1 besi yerine 6 g Agar eklendi ve otoklavla

(121 °C, 15 dk). Otoklavdan sonra besi yeri sicakligi 55 °C olan bir su banyosuna
yerlestirildi ve 10 dk bekletildi. 400 pL kanamisin (50 mg/mL) eklendi ve iyice
karistirildi. LB-Agar- Kanamisin petrilere dokiildii.

3.A. LB-Amp: 400 mL LB siv1 besi yerini otoklavlandi. Otoklavdan sonra besi yeri
sicakligr 55 °C olan bir su banyosuna yerlestirildi ve 10 dk bekletildi. 400 pL
ampisilin (100 mg/mL), eklendi ve iyice karistirildi.

3.B. LB-Kanamisin: 400 mL LB siv1 besi yerini otoklavlandi. Otoklavdan sonra besi

yeri sicakligl 55 °C olan bir su banyosuna yerlestirildi ve 10 dk bekletildi. 400 pL

kanamisin (50 mg/mL) eklendi ve iyice karistirildi.

4. LB-Agar: 170 mL LB siv1 besi yerine 2.55 gr Agar eklendi ve otoklavlandi. LB-
Agar petrilere dokiildii.

Hazirlanan besiyerleri 121 °C’ de 20 dakika siire ile otoklavlanarak steril edildi.
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Protein Ekstraksiyonu ve Saflastirma Icin Kullanilan Cézeltiler

His60 Ni xTractor Tamponu

His60 Ni Dengeleme Tamponu (pH 7.4)
e NaHyPO4: 50 mM
e NaCl: 300 mM
e Imidazol: 20 mM

His60 Ni Yikama Tamponu
e His60 Ni Ayirma Tamponu: 710 pL
His60 Ni Dengeleme Tamponu: 9.29 mL

Ayirma Tamponu (pH 7.4)
e NaHyPO4: 50 mM
e NaCl: 300 mM
e Imidazol: 300 mM

Bradford icin Kullamlan Cozeltiler
Coomassie Blue G-250 Ayira¢ Hazirlanisi
e Coomassie Brillant Blue G-250: 10 mg
e 9% 95’ lik Etanol: 5mL
e 9% 85’ lik Fosforik Asit: 10mL

Distile su ile 100 mL’ ye tamamlandi.

Sigir Serum Albuminin (BSA) Hazirlanmasi

e BSA: 10 mg distile su ile 10 mL’ ye tamamlandi.

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Gel Elektroforezi (SDS-PAGE) icin
Kullanilan Cozeltiler

Ayirma Jeli Tamponu (pH 8.8)
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e Tris-HCI: 1.5 M 5.4225 g Tris baz1 200 mL distile suda ¢oziilerek, pH’ s1 8.8”
ayarlanip hacmi 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Cozelti +4 °C’ de

saklandi.

Yigma Jeli Tamponu (pH 6.8):
e Tris-HCI: 1 M 0.2850 g Tris baz1 200 mL distile suda ¢oziilerek, pH’ s1 6.8” ¢
ayarlanip hacmi 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Cozelti +4 °C’° de

saklandi.

SDS Cozeltisi (% 10):
e SDS: 10 g distile suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlandi.

Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (% 10):
e APS:1 g distile suda ¢oziilip hacmi 10 mL’ ye tamamlanarak hazirlandi ve
¢ozelti -20 °C’ de saklandi.

N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanildu.
AKkrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (% 30):

e Akrilamid: 29.20 g

e N,N’-metilenbisakrilamid: 0.80 g

distile suda ¢oziliip hacmi 100 mL’ ye tamamland1 ve ¢ozelti +4 °C’ de saklandi.

Gliserol Cozeltisi (% 80):

e Gliserol: 80 mL hacminin distile suyla 100 mL’ ye tamamlanmas ile hazirlandk.

Bromofenol Mavisi (0.1):
e Bromofenol mavisi: 10 mg distile suda ¢oziilip hacminin 10 mL’ ye

tamamlanmasiyla hazirlandu.

SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi:
e Tris-HCI: 1 M, 150 pL (pH 6.8),
e SDS: % 10, 400 puL

e Bromofenol mavisi: % 0.1, 100 uL
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e Gliserol: % 80,250 uL
e 2-merkaptoetanol’ iin: 60 uL

karistirilmasiyla hazirlandi ve kii¢iik kisimlara ayrilarak, -20 °C’ de saklanda.

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (pH 8.3):
e Tris:7.20¢g
e Glisin: 1.50 ¢
yaklasik 480 mL distile suda ¢6ziildiikten sonra
e SDS (%10): 10 mL

¢ozeltisi ilave edildi. pH 8.3’ e ayarlandi ve ¢ozelti hacmi 500 mL’ ye tamamlandi.

Jel Boyama Cozeltisi:
e Coomassie Brillant Blue-R250: 1 g
e Glasiyel asetik asit: 62.5 mL
e Metanol: 93.5 mL

icinde ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Boya Uzaklastirma Cozeltisi:
o Glasiyel asetik asit: 100 mL
e Metanol: 400 mL
e Saf su: 600 mL

karistirilarak hazirlandi.
Tampon Cozeltiler ve Hazirlamislan

Asetat Tamponu (50 mM, pH 4.0): 0.205 g sodyum asetat yaklasik 45 mL distile suda
coziildiikten sonra pH’ s1 1 N asetik asit ile ile 4.0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye

tamamlandi.

Asetat Tamponu (50 mM, pH 5.0): 0.205 g sodyum asetat yaklasik 45 mL distile suda
coziildiikten sonra pH’ s1 1 N asetik asit ile ile 5.0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye

tamamlandi.
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KH2PO4 Tamponu (50 mM, pH 6.0): 0.3402 g potasyum fosfat yaklagik 45 mL
distile suda ¢o6ziildiikten sonra pH” s1 1 N NaOH ile 6.0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye

tamamlandi.

KH2PO4 Tamponu (50 mM, pH 7.0): 0.3402 g potasyum fosfat yaklasik 45 mL
distile suda ¢oziildiikten sonra pH” s1 1 N NaOH ile 7.0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye

tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8.0): 0.3028 g Tris yaklasik 45 mL distile suda

¢oOziildiikten sonra pH’ s1 1 N HCl ile 8.0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlandh.

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 9.0): 0.3028 g Tris yaklagik 45 mL distile suda

¢oziildiikten sonra pH’ s1 1 N HCl ile 9.0’ a ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye tamamlandi.

Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 10.0): 0.187 g Glisin yaklasik 45 mL distile suda

¢oziildiikten sonra pH’ s1 1 N NaOH ile 10’ a ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye tamamland.

Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 11.0): 0.187 g Glisin yaklasik 45 mL distile suda

coziildiikten sonra pH’ s1 1 N NaOH ile 11’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye tamamlandi.

Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 12.0): 0.187 g Glisin yaklasik 45 mL distile suda

c¢oziildiikten sonra pH’ s1 1 N NaOH ile 12’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ ye tamamland.

Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi icin Gerekli Substrat Cozeltileri

pNPA: p-nitrofenil asetat (C2)

PNPB: p-nitrofenil biitirat (C4)

pNPO: p-nitrofenil oktaonat (Kaprilat, C8)

pPNPD: p-nitrofenil dekonat (C10)

pNPL: p-nitrofenil laurat (C12)

pNPM: p-nitrofenil meristat (C14)

PNPP: p-nitrofenil palmitat (C16)

asetonitril i¢inde ¢oziilerek, 10mM konsantrasyonda stok soliisyonu olacak sekilde

hazirlandi.
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3.2 Metot

3.2.1 BTL2 ve B. pumilus MBBO Lipaz Geninin Restriksiyon Enzim Haritalarimin

Cikartilmasi

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 genomundaki (NCBI BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) lipaz geninin (sirastyla GenBank’ta 1321705:106-1374),
(GenBank’ta 215414329:121-768) restriksiyon enzim haritast NCBI BLAST programi1

ile hazirlandi. Gen dizilerindeki rekstriksiyon enzim kesim bolgeleri belirlendikten
sonra klonlama ve ekspresyon calismalari icin pEcoli-Cterm-6xHN ve pD451-
SR:219414 vektor segilmis ve klonlanacak gen igin bu vektorlerin Sal | ile Hindlll ve
Sapl ile Tip Ils klonlama bolgelerine eklenmesini saglayacak ileri ve geri primerler

tasarland.
3.2.2 BTL2 ve B. pumilus MBBO03 Lipaz Geninin PCR ile Cogaltilmasi

Klonlama ve ekpresyon ¢alismalarinda kullanilicak lipaz genine ait DNA fragmant,
B.thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03’ un kromozomal DNA’nin kalip olarak
kullanildig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi. Geni ¢ogaltmak igin
B.thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 genom dizisi dikkate alinarak sirasiyla
(NCBI GenBank’te bulunan 1321705:106-1374, GenBank’te bulunan 215414329:121-
768) igeren bolgeyi ¢ogaltmak iizere ileri ve geri primerler tasarlandi. Tez calismasi
kapsaminda yapilan biitiin molekiiler ¢aligmalar “Molekiiler Cloning: A Laboratory
Manual” kitab1 temel alinarak olusturulan protokol kullanilarak gergeklestirildi [123].

Olusacak PCR f{irliniiniin vektor ile ligasyonu saglamasi i¢in ileri ve geri primerlerin 5’
ucuna, kullanilan ekspresyon vektoriiniin ¢oklu klonlama bélgesine uygun sekilde
yerlestirimesini saglayacak Sal I ve HindIIl endoniikleazina ait tanmima dizileri (Sall
kesim bolgesi:5’- GTCGAC-3’, HindIII kesim bolgesi- 5°-AAGCTT-3") ve Sapl ve Tip
IIs endoniikleazina ait tanima dizileri (Sapl, kesim bdlgesi:5’-GCTCTTC-3’, Tip lls
kesim bolgesi-5’-GCTCTTC-3") eklenmistir. B. thermocatenulatus ve B. pumilus
MBBO03 genomundan lipaz genini ¢ogaltmak amaciyla kullanilacak olan primer dizileri

Cizelge 3.2.2a’ da gosterilmistir.
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Cizelge 3.2.2a BTL2 ve B. pumilus MBBO03 aday lipaz geninin PCR amplifikasyonunda

kullanilan primer DNA dizileri.

Primer . . Restriksiyon Bg.
Gen Ads Primer DNA dizisi Enzimi Uzunlugu
~  AAGGICGACATGATGAAA oall .
GGCTGCCGGGT
BTL2 CCTAAGCTTAGGCCGCAA .
R AcTCGCCAACT Hindlll 29
GCTGAAGCTCTTCTAT
F GAAAGTGATGTTTG Sap! 30
B. pumilus
MBBO03 ~  TGACGGCICTICTACCTTAA _— a1
TTCGTATTCTG P

*Alt1 ¢izili gosterilen kisimlar restriksiyon tanima bolgelerini gostermektedir.

PCR reaksiyonunu hazirlamak igin gerekli olan steril sartlar saglandiktan sonra,
kullanilacak bilesenlerin oranlar1 ve miktarlar1 dikkatlice hesaplanarak DSMZ-Almanya
(Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures)’ dan
temin edilen DNA kalip olarak kullanilan B. thermocatenulatus (BTL2)’nin ve
B.pumilus MBBO03’ un triagilgliserol lipaz geni ¢ogaltilmas1 asagida belirtildigi sekilde
gerceklestirildi.

1. PCR cihazi, kullandigimiz yonteme gore asagidaki sekilde programlandi.
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Cizelge 3.2.2b PCR reaksiyon kurulumu.

Program Ismi Dongii Sayis1
On-Inkiibasyon 1
Cogalma 40
Son Uzama 1
Soguma 1
Sicaklik Hedefleri
Hedef (°C) Bekletme
(hh:mm:ss)
On Inkiibasyon
98 00:10:00
Cogalma
95 00:00:30
55 00:00:30
72 00:01:00
Son Uzama
72 00:10:00
Soguma
40 00:00:10

2. PCR igin 4 adet reksiyonu (Bacillus PCR, Negatif Kontrol), 200 uL’ lik PCR
tiipleri igerisinde Cizelge 3.22¢” deki sekilde kuruldu.
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Cizelge 3.2.2.c BTL2 ve B. pumilus MBBO03 ve negatif kontrol PCR reaksiyon

kurulumu.
) Negatif
Bilesen Bacillus PCR
Kontrol
10X Reaksiyon Tamponu (500mM KCI, 100mM Tris-HClI, 10 uL 5ul
pH 9.0, 1% Triton X-100, 15mM MgCl,)
dNTP-Mix (40mM) 2 uL 1uL

BTL2-F (10 uM) (5’- AAGGTC GACATGATGAAA GGC

TGCCGGGT -3’) (GTCGAC: Sall kesim bolgesi) 2 uL 1uL
B. pumilus MBBO03-F(10 uM) (5’- GCTGAAGCTCTT C

T’ATGAAAGTGATGTTTG -3’) (GCTCTTC: Sapl kesim

bolgesi)

BTL2-R (10 uM) (5'- CCTAAG CTTAGGCCGCAA ACT

CGC CAACT -3") (AAGCTT: HindIII kesim bolgesi) 2 uL 1uL
B. pumilusMBBO03-R (10 uM) (5'- TGA CGGCTCTTC

TAC CTTAATTCG TATTCTG -3') (Tip lls kesim bolgesi)

Maximo Taq DNA Polymerase (5 u/pL) 2 uL 1ulL

B. thermocatenulatus genomik DNA’s1 (100 ng/uL) 2 uL -
B. pumilus genomik DNA’s1 (100 ng/uL)

Su (Deiyonize Su) 80 uL 41 uL
Toplam Hacim 100 pul 50 uL

3. Bacillus PCR reaksiyonunu 50 pL’ lik iki esit pargaya boliindi. Hazirlanan tiipler
PCR cihazinin reaksiyon modiiliine yerlestirildi ve programi baslatildi.

4. PCR programi tamamlandiktan sonra olusan PCR reaksiyon iiriinii % 1’ lik agaroz
jelde 100V’ da 30 dakika yiiriitilerek gozlenmistir. Jel fotograflari, Jel dokiimantasyon

sistemi kullanilarak goriintiilendi.
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3.2.3 PCR Uriiniiniin Saflastiriimas

PCR iiriinlerini temizlemek i¢in PCR {irlinii saflagtirma Kiti (GF-1,GeneON) kullanildi.
100 pL PCR firtini 500 pL “Tampon PCR” ile birlestirildi. Karigim silika DNA
saflagtirma kolonuna yiiklendi ve 1 dk inkiibe edilerek 10,000x g’ de 1 dk santrifiij
edildi. Santrifiij yapildiktan sonra kolon alt kisminda biriken atik uzaklastirildi ve kolon
tekrar tiipe yerlestirildi. Kolon iist kismma 750 plL yikama tamponunu yiiklendi,
10,000x g’de 1 dk santrifiij edilerek altta kalan sizint1 uzaklastirildi. Kolon tekrar tiipe
yerlestirildi ve bu islem tekrar gergeklestirildi. Kolonda yikama tamponu kalmadigindan
emin olmak i¢in kolona higbir sey eklemeden bos olarak 10,000x g’ de 1 dk tekrar
santrifiij edildi ve kolon steril yeni bir mikro santrifiij tiipe yerlestirildi. Kolona son
olarak tampon eliisyon tamponu eklenerek 14,000 rpm’ de 1 dk santrifiij edilerek
istenilen PCR iiriinii saflastirildi. Saflastirilan DNA -20 °C’ de saklandi.

3.2.4 BTL2 ve B. pumilus MBBO03 Lipaz Geninin Klonlanmasi

BTL2 ve B. pumilus MBBO3 lipaz geninin klonlanmas: i¢in sirasiyla pEcoli-Cterm-
6XHN ve pD451-SR:219414 klonlama vektorleri kullanildi. Bu vektorler, klonlama
bolgesinin 5’ ucunda His-Tag bolgesini igermesinden dolayr sec¢ilmistir. His-Tag
bolgesi igeren proteinler, Ni-NTA kullanilarak saflastirilabilmektedir. Bu 6zelliginden
dolay1 pEcoli-Cterm-6xHN ve pD451-SR:219414 klonlama vektori kullanilarak olusan
lipaz proteini Ni-NTA kullanilarak saflastirildi. pEcoli-Cterm-6xHN ve pD451-
SR:219414 vektoriini tagtyan E. coli BL21 hiicreleri sirasiyla 100 mg/mL ampisilin ve
50 mg/mL kanamisin igeren 10 mL LB besiyerine ekildi ve 37 °C’ de 200 rpm’ de
calkalanarak gece boyu inkiibasyona birakildi. Elde edilen kiiltir 14,000 rpm’ de 5
dakika ¢oOktiiriildiikten sonra mini plazmit DNA izolasyon kiti (iNtRON,17091)

kullanilarak izole edildi.

3.2.5 Plazmit DNA’s1 ve PCR Uriinlerinin Restriksiyon Enzim Kesimi ve

Saflastiriimasi

B. thermocatenulatus BTL2 ve B. pumilus MBBO3 lipaz genlerinin, sirasiyla vektor
pEcoli-Cterm-6xHN ve pD451-SR:219414 ile ligasyon olusturmasi i¢in PCR iiriinleri
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uygun restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonuna alinarak saflagtirildi. Primerlerde
bulunan kesim bolgeleri sayesinde olusturulan kesimlerde yapiskan uglar olusturuldu.
Saflagtirilan iirtin ayn1 restririksiyon enzimleri ile kesilmis olan pEcoli-Cterm-6xHN ve
pD451-SR:219414 vektoriine aktarilarak 6X-His kuyrugu eklenmis oldu. Olusturulan
rekombinant plazmitler E. coli BL21(DE3) irkina 1s1 soku kullanilarak aktarilda.

PCR iiriinlerinin ve pEcoli-Cterm-6xHN, pD451-SR:219414 plazmit DNA’ s1 Sall ile
Hindlll ve Sapl ile Tip lls endoniikleazlar1 ile kesim reaksiyonun kurulma sekli ve

bilesenleri Cizelge 3.2.5° de gosterilmistir.

Cizelge 3.2.5. PCR iiriinlerinin ve plazmit DNA’lar1 kesim reaksiyon kurulumu.

BTL2 ve B. pumilus

Bilesen Vektor Kesim Lipaz Kesim
pEcoli-Cterm-6xHN Vektor (500 ng/uL) 2 uL
pD451-SR:219414 Vektdr (500 ng/pL)
Saflastirilmis BTL2 lipaz geni 25 uL
Saflagtirilmig B. pumilus MBBO3 lipaz geni
HindIII (20 U/uL), Sapl (20 U/uL) 2 uL 4 uL
Sal I (20 U/uL), Tip 11s (20 U/uL) 1uL 2L
NETampon 3.1 Tamponu (1M NaCl, 0,5M 5uL 10 uL
Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 100 pg/mL
BSA, pH 7.9)
Deiyonize Su 40 uL 59 uL
Toplam Hacim 50 ulL 100 uL

Kurulan reaksiyon 37 °C’ de 2 saat inkiibe edildi ve sonlandirildi. Vektor kesim
reaksiyonuna 50 plL, BTL2 ve B.pumilus lipaz kesim reaksiyonuna 100 puL baglama
tamponu eklendi. Vektor kesim reaksiyonuna 50 plL, BTL2 ve B. pumilus MBBO03
kesim reaksiyonuna 100 pL 2-propanol eklendi ve karistirildi. Karigimi silika DNA
kolonuna yiiklendi, 1 dk inkiibe edildikten sonra 10,000x g’ de 1 dk santrifiij edilerek
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olusan atik atildi ve kolon tekrar tiipe yerlestirildi. iki defa yikama tamponu ile yikandi:
500 pL yikama tamponunu kolona yiiklen, 10,000x g’ de 1 dk santrifiij edilerek altta
biriken atik atildi, kolon tekrar tiipe yerlestirildi. Kolon higbir sey eklemeden bos olarak
10,000x g’ de 1 dk santrifiij edildi ve kolon steril yeni bir mikro santrifiij tiipe
yerlestirildi. Kolona 50 uL steril deiyonize su eklendi 1 dk 55 °C’ de inkiibe edilerek
14000 rpm’ de 1 dk santrifiij edilirek istenilen vektor ve ayr ayri BTL2 ve B. pumilus
MBBO03 kesimleri saflastirildi.

3.2.6 BTL2 ve B. pumilus MBBO03 Lipaz Geninin pEcoli-Cterm-6xHN ve pD451-
SR:219414 Vektoriine Aktarim

Sal | ve HindIII restriksiyon endoniikleazlari ile kesilen B. thermocatenulatus BTL2
lipaz geni ve Sapl veTip lls restriksiyon endoniikleazlar ile kesilen B. pumilus MBB03
lipaz geni ile ayn1 restriksiyon enzimleri ile kesilen pEcoli-Cterm-6xHN ve ve pD451-
SR:219414 ekspresyon vektoriine ligasyon ile baglandi. Bu amagla hazirlanan ligasyon

icin gerekli olan bilesenler Cizelge 3.2.6” da gosterilmistir.

Cizelge 3.2.6 Kesilmis lipaz (BTL2 ve B. pumilus) ve vektor (pEcoli-Cterm-6xHN ve
pD451-SR:219414 ) ligasyonu reaksiyon kurulumu.

Bilesen 1 reaksiyon icin Hacim

10x T4 DNA Ligaz Tamponu (0,5 M Tris-HCI,0,1 M

MgCl,, 10 MM ATP, 0,1 M DTT, pH 7.5) 2uL
Kesilmis vector SuL
Kesilmis BTL2 ve B. pumilus MBBO3 lipaz geni 5uL
T4 DNA Ligaz (400 U/uL) 2 uL
Deiyonize Su 6 pL
Toplam Hacim 20 uL

Cizelge 3.2.6° da verilen sekilde reaksiyon kuruldu, hafifce pipetajlandi ve
mikrosantrifiijde kisa siire c¢evirerek bilesenleri tiiplin dibine alinmasi saglandi. Oda
sicakliginda 60 dk inkiibe edilerek sonrasinda 65 °C’ de 10 dk inkiibe edildi ve daha

sonra buz iizerinde sogutuldu.
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3.2.7 pEcoli-Cterm-6xHN-BTL2-lipaz’ in ve pD451-SR:219414-B. pumilus MBBO03-
lipaz’ n E. coli BL21 (DE3) Hiicrelerine Transforme Edilmesi

Klonlama ¢alismalarinda konakg¢i olarak kullanilan BL21 (DE3) kompetan hiicreler
80°C’ den alind1 ve buzda eritildi. Bu sekilde buz iizerinde eriyen 50 uL. kompetent
hiicrelerden biri olan Ligasyon Transformasyonuna (LT) ligasyon mixinden 5 pL
eklenerek dikkatlice (pipetaj yapilmadan, c¢alkalanmadan)  karigtirildi. Kontrol
Transformasyonu (KT) icin eriyen kompetent hiicrelerden birine 1/10 seyreltilmis
plazmit DNA’sindan 1 pL eklenerek dikkatlice karistirildi. Tiipler, 30 dk buzda inkiibe
edildikten sonra 42 °C’ de 30 saniye inkiibe edilerek 1s1 soku uygulanmis, 1s1 sokundan
sonra buzda 2 dakika bekletilen her bir tiip iizerine 250 uL LB eklendi ve ardindan
37°C’ de 150 rpm’ de galkalamali inkiibatorde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sliresinin sonunda LB-Agar-Amp’ a ve LB-Agar-Kanamisin’ e 40 uL X-Gal (40 mg/ml)
ve 40 uL IPTG (100 mM) yayildiktan daha sonra LT olan tiiplerden 100 pL ekim
yapildi. LB-Agar-Amp’ a ve LB-Agar-Kanamisin’e 40 pl IPTG (100 mM) yayildiktan
daha sonra KT olan tiiplerden 100 pl ekim yapildi ve Gece boyu 37 °C’ de inkiibe

edildi. Rekombinant vektorleri igeren beyaz kolonileri toplandi.
3.2.8 Lipaz Gen Ekspresyonu ve Hiicre Oziitlerinin Hazirlanmas

Lipaz genini igeren rekombinant E. coli BL21 (DE3) kolonilerinden LT ve KT igin ayr1
ayn yirttilecek sekilde rekombinant kolonilerden bir tanesini alindi ve ImL LB-Amp
stv1 besi yerinde 37°C’de ¢alkalayarak gece asir1 inkiibe edildi. Gece asir1 kiiltiir 20 mL
LB-Amp sivi besi yerine transfer edildi. Ikincil kiiltiirler, 37 °C’ de, ODgp=0.6
oluncaya kadar inkiibasyona birakildi. ODgp=0.6" a ulastiginda 200 pL (100 mM)
izopropiltiogalaktozid (IPTG) eklenerek uyarildi. Uyarilan hiicreler 5 saat boyunca 37
°C’ de calkalayarak inkiibasyona birakildu.

BTL2-lipaz ve B. pumilus MBBO03-lipaz enzimlerinin yiiksek derecede eksprese oldugu
BL21 (DE3) hiicreler, 3,000x g’de +4 °C’ de 15 dakika siire ile santrifiij ile
¢oktiiriilmiistiir. Ust kisim atildi ve ¢oktiiriilen 100 mg ¢okelti basina 2 mL His60 Ni

XTractor Tampon eklendi ve siispanse edildi. Buz tizerinde 15 dk, arada bir ¢alkalayarak
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inkiibe edilmesinden sonra 20 dk +4 °C’ de 10,000x g’ de santrifiij edilerek hiicre
kalintilarindan uzaklastirilmis ve iist fazi (protein ekstrakti) temiz bir tiipe alinarak
saflastirma isleminde kullanilmak iizere -80 °C’ de saklanmustir. BTL2-lipaz ve
B.pumilus MBBO03-lipaz proteinlerini i¢eren hiicre oziitleri % 12.5° lik SDS-PAGE’ de

goriintlilendi.
3.2.9 Rekombinant BTL2-lipaz ve B. pumilus-lipaz Proteinlerinin Saflastirilmasi

BTL2-lipaz ve B. pumilus MBBO03-lipaz proteinini bulunduran hiicre oziitleri 5 mL
hacimli His60 Ni Gravity kolonu (Clontech Laboratories, Inc., Japonya) ile tek
basamakta saflagtirma yapildi. His60 Ni Gravity Kolon matriksinin siispanse
edilmesinin ardindan kolon 5 mL His60 Ni Dengeleme Tamponu (Cat No: 635665,
Clontech Laboratories, Inc., Japonya) (50 mM sodyum fosfat, 300 mM sodyum Kkloriir,
20 mM imidazol; pH 7.4) ile yikandi. Kolonun altin1 kapatilarak 5 mL protein ekstrakti
kolona yiiklendikten sonra kolonun dstiinii kapatildi. Ni-NTA (Ni2+-Nitrilotriasetik
asit) ile 6xHis-BTL2-lipaz ve 6xHis-B. pumilus MBBO03-lipaz baglanmasi igin +4 °C’de
kolonu yavasga ¢evirerek 1 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda kolon dik bir sekilde
yerlestirildi ve rezinin kolonun altinda birikmesi beklendi. Kolonun altina temiz bir tiip
yerlestirildi ve siiziilen kolona baglanmayan fraksiyon (F1) toplandiktan sonra kolon 10
mL His60 Ni Dengeleme Tamponu ile yikandi. Kolonu 10 mL His60 Ni Yikama
Tamponu (Cat No: 635665, Clontech Laboratories, Inc., Japonya) (710 uL His60 Ni
Ayirma Tamponu + 9.29 mL His60 Ni Dengeleme Tamponu) ile yikandi. > 300 aa ve
tizeri proteinlerde High Cut off, 300 aa > proteinler icin Low Cut off tuz ayarlayici
tamponundan 1mL’ yi 10 mL Ayirma Tamponuna (50 mM sodyum fosfat, 300 mM
sodyum kloriir, 300 mM imidazol; pH 7.4) eklendi ve iyice karistirildi. 11 mL ayirma
tamponu kolondan gecirildi ve protein fraksiyonlar1 (F2, saflagtirillmis protein)
toplanmistir. Toplanan fraksiyonlar % 12.5’ lik SDS-PAGE ile goriintiilendi.

3.2.10 Bradford Yontemi ile Protein Miktar1 Tayini

Lipaz enziminin saflastirilmasinda; ham ekstrakttan kolondan ¢ikan 6rneklere kadar tiim

basamaklarda protein miktar tayini Bradford yontemine gore yapilmistir. “Coomassie
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Brilliant Blue” boyar maddesinin proteinleri baglamasi temeline dayanan bu yontemde,
standart olarak BSA kullanilmistir. 0.2 mg/mL stok ¢ozeltisi hazirlanan BSA
¢ozeltisinden; 5, 10, 20, 30 ve 40 uL hacimler alinarak, saf su ve Coomassie reaktifi ile
toplam hacim 1 mL’ ye tamamlandi. Oda sicakliginda 2-10 dakika beklendikten sonra,
595 nm’ de absorbans degerleri Olgiilerek BSA standart grafigi ¢izildi (Sekil 3.2.10).
Protein miktar1 tayin edilecek enzim 6rnegi, Cizelge 3.2.10° da gosterilen hacimlerde
saf su ve Coomassie reaktifi ile hazirlanarak ayni sekilde 595 nm’ de absorbans degeri
olgiildic  [124]. Kalibrasyon grafigi ¢izilerek orneklerdeki protein konsantrasyonu

hesaplandi.

Cizelge 3.2.10 BSA Standartlar1 ve Protein Orneginin Hazirlanisi

0.2 mg/mL Coomassie
Test Ornegi BSA Stok Cozeltisi Su Hacmi, pL Reaktifi Hacmi, pL

Kor 0 800 200

BSA Standart-1 pg/mL 5 795 200
BSA Standart-2 pg/mL 10 790 200
BSA Standart-4 pg/mL 20 780 200
BSA Standart-6 pg/mL 30 770 200
BSA Standart-8 pg/mL 40 760 200
Protein Ornegi 50 750 200
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3.2.11 SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi

Saflagtirilan enzimlerin molekiil agirhigimi belirlemek icin SDS-PAGE Laemmli
yontemine gore % 5’ lik yigma jeli ve % 12’ lik ayirma jeli kullanilarak gergeklestirildi

(% 12’ lik yiiriitme jeli Cizelge 3.2.11” daki gibi hazirlandi) [125].

Hazirlanan jel karisimi plakalar arasina yiiklendikten sonra tanka yerlestirildi ve tank
SDS yiiriitme tamponu ile dolduruldu. 10 pL enzim o6rnekleri SDS-PAGE yiikleme
boyasi ile karistirildi ve kaynar su banyosunda 5 dakika kaynatildi daha sonra protein
ornekleri protein belirteci (Molekiiler Protein belirteci (GeneDirex-BlueRAY Prestained
Protein Ladder-PM006-0500S ve BioRad-Precision Plus Protein Standarts-All Blue-
161-0373)) ile birlikte jele yiiklendi.
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Cizelge 3.2.11 SDS-PAGE hazirlamak i¢in gerekli bilesenler ve oranlari [125].

%5’lik Y1gma Jeli %12’ luk Ayirma Jeli
Reaksiyon Bilesenleri

Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)

Saf su 2.7 4.0
%30 Akrilamid/bisakrilamid 0.67 3.3
1.0 M Tris (pH 6.8) 0.5
1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5
%10 SDS 0.04 0.1
% 10 APS 0.04 0.1

TEMED 0.004 0.004

Elektroforez iinitesi buz dolu bir kabin igine yerlestirilerek, proteinler, yigma jelinden
cikana kadar 20 mA’de, daha sonra da boya ayirma jelinin alt kismina gelene kadar
yaklagik olarak 1-1.5 saat 25 mA’ de yiiriitiildii. Elektroforezde yliriitiilen tanktan
cikarilan jel ilizerine jel boyama c¢ozeltisi (Coomassie Brillant Blue-R250 ile 3 saat
boyamaya birakildi. Boyanan jel, boyanin fazlasini uzaklastirmak ve protein bantlarini
goriiniir hale getirmek amaciyla boyadan aritma ¢ozeltisi ile birka¢ kez yikanarak
boyadan arindirilmistir. Proteinlerin olusturdugu bantlar molekiiler agirlik belirtecindeki

agirhigr bilinen protein bantlari ile karsilagtirilmis ve proteinlerin agirliklar: belirlendi.

3.2.12 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Lipaz aktivitesi p-nitrofenil palmitat (pNPP, C16) subsrati varliginda spektrofometrik
olarak belirlendi [126]. Substratlarin asetonitril igerisinde 10 mM konsantrasyonunda
hazirlanmis ¢ozeltisi, etil alkol ve 50 mM fosfat tamponu ile (pH 7.5) 1:4:95 (v/v/v)
oraninda karistirilarak substrat karisimi hazirlandi. Bu karisimdan 980 pL alindi ve
igersine 20 pL serbsest enzim ¢ozeltisi, immobilize enzim i¢in 0.0200 g boncuk ilave
edildikten sonra oda sicakliginda absorbans degisimleri 405 nm dalga boyunda 6l¢iildii.
Aktivite dakikada oda sicakliginda 1 umol p-nitrofenol acia c¢ikarmak icin gerekli
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enzim miktar1 olarak belirlendi ve 6zgiil aktivite mg protein basina diigen aktivite olarak
hesaplandi.

Aktivite hesaplanmasi

Aktivite [(U)veya (umol dak™ )] = SA—At
Aktivite

Spesifik Aktivite [(U/mg prt) veya (umol dak™ mg prt')]= ————
VEnzim- CEnzim

AA: Ason — Ak

t (stire): dakika
€:14.8 umol'lcm2
VEnzim: ML

Cenzim: (mg/mL) protein cinsinden
3.2.13 Alginat +Jelatin Jelde Tutuklama

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin jelatin ve alginat jel
karisiminda immobilizasyonu Norouzian’in metoduna gore yapildi [127]. Bu amagla 0.5
g jelatin tartildi, 10 mL destile suda 40 °C’de 30 dakika boyunca karistirilarak iyice
¢Oziinmesi sagland, iizerine 0.2 g sodyum alginat eklendi ve karistirildi. Jel karisiminin
lizerine 2 mL lipaz enzim ¢Ozeltisi yavas yavas karistirilarak eklendi. Enjektor
yardimiyla, buz igerisine oturtulmus 50 mL 250 mM’lik CaCl, ¢6zeltisine damlatilarak
jel boncuklar elde edildi. Boncuklar 90 dk boyunca manyetik karistirict tizerinde
karistirilarak bekletildi ve sonra siiziilerek destile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama
sular1 atilmayip protein tayini i¢in saklandi. Lipazinin enzimlerinin immobilize edildigi
boncuklar iizerini 6rtecek kadar 0.05 M Tris-HCI tamponunda (pH 7.2) kullanilincaya
kadar buzdolabinda (+4 °C) saklandi. Bu amagla, immobilizasyon kosullarinin

optimizasyonu gerceklestirildi.

immobilizasyon Veriml (%) = (aimm / aserbest) XlOO
Burada
aimm: Immobilize Enzimin Spesifik Aktivitesi (mmol / (mg protein).

afee. Serbest Enzimin Spesifik Aktivitesi (mmol / (mg protein).
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Yiikleme Verimi (%) = [(C;iVi-CsV5) / CiVi] X100
Burada;

Ci: Baslangigtaki protein konsantrasyonu,

Vi: Enzim ¢6zeltisinin baslangi¢c hacmi,

Ct: Toplam siiziintiideki protein konsantrasyonu ile,

Vs: Filtrenin toplam hacmi.
3.2.14 Immobilizasyon Kosullarimin Optimizasyonu
3.2.14.1 Jelatin Konsantrasyonunun Optimizasyonu

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO3 lipaz1 immobilizasyonunda kullanilacak
optimum jelatin miktarin1 belirlemek tizere; % 10, 15, 20, 25, 30 (w/v) olacak sekilde 1,
1.5, 2, 2.5, 3 g jelatin tartildi ve 10 mL destile suda ¢oziildi. 0.2 g sodyum alginat
eklendi ve bagetle karistirarak homojen hale getirildi. Bu karigimin iizerine 2 mL
B.thermocatenulatus ve B.pumilus MBBO3 lipaz enzim ¢ozeltisi sirasiyla (0.48 mg/mL,
0.44 mg/mL), eklenerek yavasgca karistirildi. Bir enjektor yardimiyla, manyetik
karistirici lizerinde bulunan buz banyosu i¢indeki 250 mM’ lik CaCl, c¢dzeltisine
damlatildi ve boncuklar elde edildi. Boncuklar 90 dk boyunca manyetik karistirici
tizerinde karistirilarak bekletildi ve siiziilerek distile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama
sular1 atilmayip protein tayini i¢in saklandi. Ayrica boncuklarin ve yikama sularmin

lipaz aktiviteleri spektrofotometrik yontemle belirlendi.
3.2.14.2 Alginat Konsantrasyonu Optimizasyonu

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO3 lipaz1 immobilizasyonunda kullanilacak
optimum sodyum alginat miktarini belirlemek iizere; % 1.5, % 2, % 2.5, % 3 (w/v)
olacak sekilde 0.15, 0.2, 0.25, 0.3 g sodyum alginat tartildi ve belirlenmis olan optimum
jelatin miktar1 olan B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazi i¢in sirasiyla 2 ¢
ve 2.5 g jelatin tartilarak hazirlanan 10 mL destile sudaki ¢ozeltisi iizerine eklendi. Bu
karisimin iizerine 2 mL B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipaz enzim

cozeltisi sirastyla (0.48 mg/mL, 0.44 mg/mL), eklenerek yavasga karistirildi. Bir
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enjektor yardimiyla, manyetik karistirici iizerinde bulunan buz banyosu igindeki 250
mM’ lik CaCl, ¢ozeltisine damlatildi ve boncuklar elde edildi. Boncuklar 90 dk
boyunca manyetik karistirici lizerinde karistirilarak bekletildi ve siiziilerek destile suyla
yikandi. Siizlintii ve yikama sular1 atilmayip protein tayini i¢in saklandi. Ayrica

boncuklarin ve yikama sularinin lipaz aktiviteleri spektrofotometrik yontemle belirlendi.
3.2.14.3 Kalsiyum Kloriir Konsantrasyonu Optimizasyonu

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipaz1 immobilizasyonunda kullanilacak
damlatma ¢06zeltisi olan kalsiyum Kkloriir ¢6zeltisinin optimum konsantrasyonunu
belirlemek iizere; 100, 150, 200, 250, 300 mM konsantrasyonlarda CaCl, ¢ozeltileri
hazirlandi. Optimum jelatin ve sodyum alginat konsantrasyonlar1 olarak belirlenen
B.thermocatenulatus lipazi i¢in % 20 jelatin ve % 2.5 sodyum alginat B. pumilus
MBBO03 lipazi i¢in % 25 jelatin ve % 2.5 sodyum alginat jel karisiminda immobilize
edilmis 2 mL B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO3 lipaz enzim ¢ozeltisi sirasiyla
(0.48 mg/mL, 0.44 mg/mL), eklenerek hazirlanan jel karisimi bir enjektor yardimiyla,
manyetik karistirici lizerinde bulunan buz banyosu i¢indeki 5 farkli konsantrasyondaki
CaCl, c¢ozeltilerine damlatildi ve boncuklar elde edildi. Boncuklar 90 dk boyunca
manyetik karistiric tizerinde karistirilarak bekletildi ve siiziilerek destile suyla yikandi.
Stiziintii ve yikama sular1 atilmayip protein tayini i¢in saklandi. Ayrica boncuklarin ve

yikama sularinin lipaz aktiviteleri spektrofotometrik yontemle belirlendi.
3.2.14.4 Enzim Miktar1 Optimizasyonu

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipaz1 immobilizasyonunda kullanilacak
B.thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO3 lipazi miktarini belirlemek iizere; sirasiyla
(0.48 mg/mL, 0.44 mg/mL) olacak sekilde enzim ¢ozeltisinden 1, 2, 3, 4, 5> er mL
alinarak her biri i¢in ayr1 (B. thermocatenulatus lipazi i¢in % 20 jelatin ve % 2.5
sodyum alginat, B. pumilus MBBO03 lipaz1 i¢in % 25 jelatin ve % 2.5 sodyum alginat
olacak) sekilde hazirlanan alginat-jelatin karisgimlarina eklendi. Immobilize edilen
enzimler bir enjektdr yardimiyla, manyetik karistirict lizerinde, buz banyosu ig¢inde

bulunan optimum kalsiyum kloriir konsantrasyonu olarak B. thermocatenulatus ve
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B.pumilus MBBO3 her ikisi igin belirlenen 250 mM CaCl, ¢ozeltisine damlatildi. 90 dk
oda sicakliginda bekletildikten sonra siiziilerek distile suyla yikandi. Siiziintii ve yikama
sular1 atilmayip protein tayini i¢in saklandi. Ayn1 zamanda boncuklarin lipaz aktiviteleri

olgiildi.
3.2.14.5 Boncuk Boyutu Optimizasyonu

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazin1 immobilizasyonunda elde edilecek
boncuklarin boyutunu optimize etmek i¢in; farkli igne ¢aplaria sahip enjektor ucglari
kullanildi. Bu amagla insiilin enjektor, mavi enjektor, siyah enjektor, yesil enjektor
kullanildi. B. thermocatenulatus i¢in % 20 jelatin ve % 2.5 sodyum alginat, B. pumilus
MBBO03 i¢in % 25 jelatin ve % 2.5 sodyum alginattan olusan jel karisimlarina eklenen
B. thermocatenulatus 2 mL ve B. pumilus 3 mL enzim ¢ozeltisiyle elde edilmis olan
immobilize enzim sirasiyla farkli caplara sahip igne uglar1 0.45x13 mm (insiilin
enjektor), 0,60x32 mm (mavi enjektor), 0.70x32 mm (siyah enjektor) ve 0.80x38 mm
(yesil enjektor) yardimiyla manyetik karistirict iizerinde, buz banyosu i¢inde bulunan
250 mM’ lik CaCl; ¢ozeltisine damlatildi. 90 dk oda sicakliginda bekletildi. Son olarak
stiziilerek distile suyla yikandi. Elde edilen boncuklarin ¢aplari bir kumpas yardimiyla

olgiildii.
3.2.14.6 Boncuk Miktar1 Optimizasyonu

Lipaz aktivite tayini yapilirken kullanilacak olan optimum boncuk miktarini belirlemek
icin; B. thermocatenulatus i¢in % 20 jelatin ve % 2.5 sodyum alginat, B. pumilus
MBBO03 i¢in % 25 jelatin ve % 2.5 sodyum alginattan olusan jel karigimlarina 2 mL
B.thermocatenulatus ve 3 mL B. pumilus MBBO03 enzim ¢ozeltisi eklendi. Elde edilen
immobilize enzimler B. thermocatenulatus ig¢in 0.70x32 mm (siyah uglu enjektor)
yardimiyla, B. pumilus MBBO03 i¢in 0.80x38 mm (yesil uglu enjektdr) yardimiyla
manyetik karistirict iizerinde, buz banyosu i¢inde bulunan 250 mM’ lik CaCl,
cozeltisine damlatildi. 90 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra siiziilerek destile
suyla yikandi. Siiziintli ve yikama sular1 atilmayip protein tayini i¢in saklandi. Aktivite

tayinleri 0.01- 0.1 g arasinda boncuk kullanilarak gerceklestirildi.
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3.2.15 B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBB03 Lipazinin Biyokimyasal
Karekterizasyonu

Serbest ve alginat-jelatin karisiminda immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus
MBBO03 lipazinin kinetik 6zelliklerinin arastirmak icin, belirlenen en iyi substrat
kullanilarak optimum pH, sicaklik, termal kararlilik, substrat spesifitesi, depo
kararliligr, Km ve Vmax kinetik sabitleri gibi baz1 biyokimyasal 6zellikleri belirlendi,

ayrica immobilize enzimin yeniden kullanilabilirligi arastirildi.
3.2.15.1 pH’1n Lipaz Aktivitesine Etkisi

Serbest ve immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin
aktivitesi iizerine pH’ 1 etkilerini belirlemek amaciyla substrat olarak B.
thermocatenulatus lipaz1 i¢in p-nitrofenil dekonat ve B. pumilus MBBO03 lipaz1 p-
nitrofenil oktanat varliginda farkli pH’ larda hazirlanan tampon ¢ozeltiler kullanilarak
oda 1sisinda belirlendi. Bunun i¢in, 50 mM konsantrasyonda hazirlanan; pH 4.0-5.0
arasinda asetat tamponu, pH 6,0-7,0 arasinda KH,PO, tamponu, pH 8.0-9.0 arasinda
Tris-HCI tamponu ve pH 10.0-12.0 arasinda Glisin-NaOH tamponlari kullanildi. Tespit
edilen optimum pH degerinden faydalanilarak substrat konsantrasyonunun, protein

miktarinin ve diger parametrelerin enzim aktivitesi lizerine etkisi incelendi.
3.2.15.2 Sicakhigin Lipaz Aktivitesine Etkisi

Serbest ve immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin
aktivitesi i¢in optimum sicaklik, substrat olarak B. thermocatenulatus lipaz1 igin p-
nitrofenil dekonat ve B. pumilus MBBO03 lipaz1 p-nitrofenil oktanat kullanilarak
optimum pH degerlerinde belirlendi. Enzim aktivitesi {izerine sicakligin etkisini
belirleyebilmek amaciyla, 10 °C’ lik artiglarla 10-100 °C araliginda sicaklik
degerlerinde Olgiimler yapildi. Tampon ve substrat ¢ozeltisi karigimlari, belirlenen
optimum pH degerinde ve belirtilen sicaklik araliginda 10 dakika inkiibe edildi. Elde
edilen sonuglar sicakligin fonksiyonu olarak grafige aktarildi. Grafikte gozlenen tek pik

optimum sicaklik degeri olarak alindi.
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3.2.15.3 Protein Konsantrasyonunun Lipaz Aktivitesine Etkisinin incelenmesi

Serbest ve immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin
lipazlariin en iyi aktivite gdsterdigi protein konsantrasyonunu belirlemek {iizere, lipaz
aktivitesi B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO3 i¢in sirasiyla p-nitrofenil dekonat
ve p-nitrofenil oktanat substrati varliginda, enzimlerin 0.5-100 pg/mL konsantrasyon
araliginda oOlgiildii. Lipaz konsantrasyonunun degistirilmesiyle enzim aktivitesinin
degisimini incelemek ve aktivenin en yiiksek oldugu optimum protein miktarini
belirlemek amaciyla, 6nceden belirlenen optimum pH ve sicaklikta ve sabit substrat
konsantrasyonunda proteinin degisen miktarlarina karsilik aktivite degisimi 6l¢iildii ve
elde edilen verilere gore lipaz aktivitesi iizerine protein konsantrasyonu etkisi

arastirilarak grafige ge¢irildi.
3.2.15.4 Substrat Konsantrasyonunun Lipaz Aktivitesine Etkisinin Incelenmesi

Serbest ve immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipaz enzimleri
lizerine substrat konsantrasyonunun etkisini incelemek {izere, enzimlerin aktivite
gosterdigi en uygun substrat konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, daha onceden
belirlenen optimum pH, sicaklik ve protein konsantrasyonunda enzim aktivitesi B.
thermocatenulatus igin p-nitrofenil dekonat ve B. pumilus MBBO03 i¢in p-nitrofenil
oktaonat substratlarinin 0.01-1 mM araliginda degisen miktarlarina karsi belirlendi.
Enzim konsantrasyonu ise protein miktari reaksiyon karisimlarinda nihai konsantrasyon
30 pg/mL olacak sekilde ayarlandi. Diger parametrelerin belirlenmesinde dlgiilen en
yiiksek hiz degerindeki substrat konsantrasyonu kullanildi. Elde edilen veriler grafige
gegirilerek Lineweaver-Burk egrisi kullanilarak her bir substrat i¢in Km (Michaelis
sabiti) ve Vmaks (maksimum hiz) degerleri hesaplandi [128].

3.2.15.5 Substrat Spesifitesinin Incelenmesi

Serbest ve immobilize lipazlarin substrat segiciligini belirlemek icin paranitrofenol
tirevleri olan sentetik substratlar; pNPA (p-nitrofenil asetat, C2), pNPB (p-nitrofenil
butirat, C4), pNPO (p-nitrofenil oktaonat, C8), pNPD (p-nitrofenil dekonat, C10), pNPL
(p-nitrofenil laurat, C12) pNPM (p-nitrofenil meristat, C14), pNPP (p-nitrofenil
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palmitat, C16) kullanildi. Substratlarin asetonitril igerisinde 10 mM konsantrasyonunda
hazirlanmis ¢ozeltisi, etil alkol ve 50 mM fosfat tamponu ile (pH 7.5) 1:4:95 (v/viv)
oraninda karistirilarak substrat karigimi hazirlandi. Bu karisimdan 980 puL alindi ve
igersine 20 pL serbsest enzim ¢ozeltisi, immobilize enzim igin 0,0200 g boncuk ilave
edildikten sonra oda sicakliginda absorbans degisimleri 405 nm dalga boyunda 6lgiildii.
Aktivite dakikada oda sicakliginda 1 pmol p-nitrofenol agiga ¢ikarmak icin gerekli
enzim miktar1 olarak belirlendi ve 6zgiil aktivite mg protein basina diisen aktivite olarak

hesaplanda.
3.2.15.6 pH Kararlihgmin incelenmesi

Serbest ve immobilize B. thermocatenus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin pH
kararligin1 belirlemek igin enzim 50 mMM konsantrasyonunda farkli pH 4-12
araliklarinda olan tamponlar i¢inde enzim-tampon karigimlar1 +4 °C’ de 15 giin boyunca
inkiibe edildikten sonra kalan enzim aktivitesi daha once belirtilen standart reaksiyon
kosullarinda spektrofotometrik olarak aktivite tayinleri gerceklestirildi. Ayni sekilde
hazirlanan ancak inkiibasyona birakilmamis enzim-tampon karisimlarinin optimum

sartlar altinda aktiviteleri bulunarak yiizde kalan aktiviteler hesaplandi.
3.2.15.7 Isil Kararlihgin incelenmesi

Serbest ve immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO3 lipazlarinin sicaklik
kararliligin1 belirlemek i¢in enzim oda sicakliginda 30 giin, 40, 60, 70, 80 ve 90 °C
sicakliklarda 15 ve 30 dakika inkiibe edildi. Bu siirelerin bitiminde kalan enzim
aktivitesi daha once belirtilen standart reaksiyon kosullarinda spektrofotometrik olarak
aktivite tayinleri yapildi. B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin kalan

yiizde aktivitesi inkiibe edilmemis enzimle yapilan 6lgiimle kiyaslanarak hesapland.
3.2.15.8 Baz1 Metal Iyonlarinin Lipaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Serbest ve immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipaz enzimleri
lizerine bazi metal iyonlarmin etkisini incelemek iizere, reaksiyon ortamina nihai

konsantrasyonlari 0.1-1 mM arasinda olacak sekilde bazi1 CaCl,, NaCl,, CuCl,, KClIy,
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BaCl,, MgCl,, MnCl,, HgCl,, NiCl,, ZnSO4, CuSO4, CoSO4, FeSO4, MgSO4, metal
iyonlariin 100 mM” lik stok ¢ozeltilerinden 0.1, 0.5, 1.0 mM’ lik konsantrasyonlarda
ilave edildi ve optimum sartlar altinda lipaz aktivitesi Olgiildii. Higbir metal iyonu
icermeyen deney ortami kontrol olarak ve kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul
edildi. Metal iyonu iceren deney ortaminin kontrole gore aktivite degisimleri % deger

olarak belirlendi ve % bagil aktiviteler hesaplandi.
3.2.15.9 Bazi Deterjanlarin Lipaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Serbest ve immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipaz enzimleri
tizerine bazi deterjanlarin etkisini incelemek {izere, iyonik deterjen olarak sodyum
deoksikolat, sodyum taukolat ve sodyum dodesil siilfat, non-iyonik deterjan olarak
Tween 80, Tween 20, Triton X-100, ziwitteriyonik deterjan olarak CHAPS kullanildi.
Bu deterjanlarin %10’ luk stok ¢ozeltileri hazirlanarak reaksiyon karisimlarinda nihai
konsantrasyonlart1 % 0.01-1 arasinda olacak sekilde ilave edilerek, optimum sartlar
altinda aktivite tayinleri yapildi. Higbir deterjan igermeyen deney ortami kontrol olarak
kabul edildi ve kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edildi. Deterjan igeren
deney ortaminin kontrole gore aktivite degisimleri belirlendi ve % bagil aktiviteler

hesaplanda.
3.2.15.10 Baz1 Organik Céziiciilerin Lipaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Serbest ve immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipaz enzimleri
lizerine bazi organik ¢oziicii etkisini incelemek tizere etanol, metanol, isopropanol, n-
biitanol, aseton, dimetilsiilfoksit (DMSO), ksilen, dimetilformamid (DMF), gliserol
kullanildi. Bu organik c¢oziiciilerin % 10’ luk stok c¢ozeltileri hazirlanarak reaksiyon
karisimlarinda nihai konsantrasyonlar1 % 0.01-1 arasinda olacak sekilde ilave edilerek,
optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Higbir organik ¢oziicli igermeyen
deney ortam1 kontrol olarak kabul edildi ve kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak
kabul edildi. Organik ¢6ziicii igeren deney ortaminin kontrole gore aktivite degisimleri

degisimleri belirlendi ve % bagil aktiviteler hesaplandi.
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3.2.15.11 Bazi Kimyasal ve Inhibitér Maddelerin Lipaz Aktivitesi Uzerine

Etkisinin Incelenmesi

Serbest ve immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipaz enzimleri
tizerine bazi1 kimyasal ve inhibitorin etkisini incelemek iizere, fenil metil siilfonil floriir
(PMSF), B-merkaptoetanol, 1,4-dithiothreitol (DTT), EDTA 10 mM stok ¢ozeltileri
hazirlanarak reaksiyon karisimlarinda nihai konsantrasyonlart 0.01-1mM arasinda
olacak sekilde ilave edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Higbir
kimyasal ve inhibitor madde igermeyen deney ortami kontrol olarak kabul edildi ve
kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edildi. Metal iyonu i¢eren deney ortaminin
kontrole gore aktivite degisimleri degisimleri belirlendi ve % bagil aktiviteler

hesaplandi.
3.2.15.12 immobilize Lipazin Tekrar Kullanilabilirligi

Alginat+jelatin jel karisimimda immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03
lipazlarinin yeniden kullanilabilirligini belirlemek i¢in sirastyla 0.003 ve 0.004 g
boncuk tartildi. 0.5 M Tris-HCI tamponunda (pH 7.2) hazirlanan substrat ¢ozeltisi
yardimiyla reaksiyon aseton-etanol karisimiyla durdurulmaksizin immobilize enzim
reaksiyon ortamindan siiziilerek aktivite tayini yapildi. Boncuklarin lipaz aktivitesi

kayboluncaya kadar aktivite tayinleri tekrarlandi.
3.2.15.13 immobilize Lipazin Depo Kararlihg

Immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO3 lipazlarinin depo kararliligini
belirlemek amaciyla; immobilize enzimin aktivite tayinleri iki giin araliklarla toplamda

30 giin stireyle gerceklestirildi.
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4. BULGULAR
4.1 BTL2 ve B. pumilus MBBO03 Lipaz Geninin PCR ile Cogaltilmasi

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipaz geni NCBI BLAST programina gére
hazirlanan ileri ve geri primerler kullanilarak PCR ile 6zgiil amplikon verecek sekilde
cogaltilmigtir. PCR ile olugan DNA fragmani biiytikliik tayini i¢in 1 kb molekiiler DNA
belirteci varliginda % 1’ lik agaroz jele yiiklenmistir. Cizelge 3.2.2b” de gozlendigi gibi
55 °C tutunma sicakliginda ve 100 ng kalip DNA kullanilarak yapilan PCR calismasi
sonucu sirasiyla yaklasik sirasiyla 1251 b¢ ve 648 bg uzunlugunda 6zgil lipaz
fragmanlar1 gozlenmistir (Sekil 4.1). Molekiiller DNA belirtegleri ile karsilastirilarak
boyutlart dogrulanan DNA fragmani, daha sonraki klonlama c¢alismalarinda

kullanilmuastir.

(50)) =
BTL2-Lipaz
1251 bg
B.pumilus-Lipaz
648 bg

100) —

;:.:| —

SN —
(A8

Sekil 4.1 PCR ile ¢ogaltilan BTL2 ve B. pumilus MBBO3 lipaz geninin %1’ lik agaroz

jel elektroforez goriintiisii.

M) DNA belirteci 1) BTL2-lipaz geni, 2) B. pumilus MBBO03 lipaz geni.

4.2 PCR Uriiniiniin Saflastiriimasi

Agaroz jel goriintiisii sonucu PCR ile ¢ogaltilan genin dogru yerde oldugu ve
istenmeyen bantlar olmadig1 belirlendikten sonra PCR iiriinii PCR iiriinii saflastirma Kiti

(GF-1,GeneON) kullanilarak saflagtiriimistir.
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4.3. pEcoli-Cterm-6xHN ve pD451-SR:219414 Klonlama Vektorlerinin Ligasyona

Hazirlanmasi

Bu vektorler, klonlama, ekspresyon ve saflastirma basamaklarinda sagladigi
kolayliklardan dolay1 ve klonlama bolgesinin 5° ucunda His-Tag bolgesini igermesinden
dolay1 secilmistir. B. thermocatenulatus-lipaz geninin klonlanmasi i¢in pEcoli-Cterm-
6xHN, Sal | ve Hindlll enzimleri ile B. pumilus MBBO03-lipaz geninin klonlanmast i¢in
pD451-SR:219414, Sapl ve Tip lls enzimleri ile kesilerek yapiskan uglar igeren lineer
DNA haline getirilmistir. Restriksiyon enzimleri ile yapilan kesimlerden elde edilen
yapiskan uglara sahip dogrusal pEcoli-Cterm-6XxHN DNA’s1 ve pD451-SR:219414
DNA’s1 saflastirma kiti (GF-1,GeneON) kullanilarak saflagtirilmistir ve daha sonra

ligasyon caligsmalarinda kullanilmistir.

4.4 Lipaz Genlerinin pEcoli-Cterm-6xHN ve pD451-SR:219414 Vektoriine

Ligasyonu

PCR ile ¢ogaltilan, 5° ve 3’ uglarinda sirastyla Sal 1 ve HindlII igin kesim bolgeleri
iceren ~1251 b¢ uzunlugundaki lipaz gen fragmani, ayn1 kesim bolgelerinden kesilmis
yaklagik 5769 b¢ uzunlugundaki klonlama vektorii pEcoli-Cterm-6xHN ve yine ayni
sekilde 5 ve 3’ uglarinda sirasiyla Sapl ve Tip lls igin kesim bolgeleri igeren ~648 bg
uzunlugundaki lipaz gen fragmani, ayn1 kesim bolgelerinden kesilmis yaklagik 4653 bg
uzunlugundaki klonlama vektoérii pD451-SR:219414 vektorlerine ligasyon ile
baglanmistir (Sekil 4.4). Elde edilen rekombinant vektorler E. coli BL21 (DE3)

hiicrelerine aktarilmistir.
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Sekil 4.4. pEcoli-Cterm-6xHN -BTL2-lipaz plazmit DNA’ s: ve pD451-SR:219414- B.
pumilus MBBO03-lipaz DNA’s1 %1’ lik agaroz jel goriintiisii.

M) DNA belirteci 1) pD451-SR:219414-B. pumilus MBBO3- /ipaz plazmit DNA’ s1 2)
pEcoli-Cterm-6xXxHN-BTL2-lipaz plazmit DNA st

4.5 Transformasyon ve Transformanlarin Se¢imi

Ligasyon iiriinii, daha 6nceden hazirlanan ve -80 °C’ de saklanan E. coli BL21 (DE3)
kompetan hiicrelerine steril ortamda ve buz lizerinde yapilan 1s1 sok calisma ile
aktarilmigtir. Transformasyonun kontrol transformasyonu (KT) i¢in pEcoli-Cterm-
6XHN ve pD451-SR:219414, ligasyon transformasyonu (LT) i¢in ise halkasal formda
bulunan pEcoli-Cterm-6xHN/Sal I-Hindlll ve pD451-SR:219414/ Sapl-Tip lls plazmiti
kullanilmistir. Transformasyon i¢in buz iizerinde eriyen 50 pL. kompetent hiicresinden
Ligasyon Transformasyonuna (LT) ligasyon karisimindan 5 pL eklenerek dikkatlice
kanistirildr ve tiip 30 dk buz iginde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda daha &nceden
hazirlanan 42 °C’ de 1sitic1 blokta 30 saniye inkiibe edilerek 1s1 soku uygulanmis ve
plazmidin kompeten hiicre i¢ine ge¢mesi saglanmistir. Bu islem sonunda tiip iizerine
250 pL LB eklendi ve ardindan 37 °C’ de 150 rpm’ de ¢alkalamali inkiibatorde 1 saat
inkiibe edildikten sonra daha 6nceden hazirlanmig LB petrilerine (100 mg/mL ampisilin
ve 50 mg/mL kanamisin igeren) X-gal ve IPTG ile yayilarak 37 °C* de 1 gece inkiibe
edildi. pEcoli-Cterm-6xHN ve pD451-SR:219414 ekspresyon vektor sisteminde lac
operon sistemi bulundugundan X-gal ve IPTG kullanarak mavi-beyaz koloni olusturma

imkani saglandi. Bu sekilde ampisilin ve kanamisin igeren LB besiyerinde biiyiiyebilen
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E. coli BL21 (DE3) hiicre kolonilerinin recombinant plazmit igerip igermediklerinin

saptanmasi i¢in mavi-beyaz koloni se¢imi yontemi uygulanmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Mavi-Beyaz koloni se¢imi.

Mavi renk; recombinant plazmit icermeyen koloniler, beyaz renk; recombinant plazmit
iceren koloniler.

Bu koloniden elde edilen rekombinant pEcoli-Cterm-6xHN-lipaz plazmit varligi Sall ile
Hindlll restriksiyon ve pD451-SR:219414-lipaz plazmid varligi Sapl ile Tip lls
restriksiyon endoniikleaz kesimleri ile de dogrulanmistir. Buna gore Sekil 4.4 de
goriildiigii gibi pEcoli-Cterm-6xHN-lipaz DNA’s1, yaklasik 5769 b¢ pEcoli-Cterm-
6XHN ve 1251 b¢ BTL2-lipaz toplam uzunlugunda yaklasik 7020 b¢ uzunlugunda tek
bant ve pD451-SR:219414-lipaz DNA s1 yaklasik 4653 bg ve 648 bg¢ B. pumilus
MBBO03-lipaz toplam yaklasik 5201 b¢ uzunlugunda tek bant goriintiilenmistir.

Koloni BTL2-lipaz ve B. pumilus MBBO03-lipaz genini igerdigi belirlenen rekombinant
pEcoli-Cterm-6xHN-BTL2-lipaz ve pD451-SR:219414-B. pumilus MBBO03-lipaz
plazmiti sonraki ekspresyon calismalarinda kullanilmak tizere E. coli BL21 (DE3)
hiicreleri transforme olmustur. Ayrica bu kolonilerden enzim izolasyonu yapilarak lipaz

aktivitesi kontrol edildi. Aktivitesi gézlemlendikten sonra enzim c¢aligmalarina baslandi.
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4.6 Klonlanan Lipaz DNA’simin Niikleotit Dizilerinin Karsilastirilmasi

Lipaz DNA’ s igeren pEcoli-Cterm-6xHN-BTL2-lipaz ve pD451-SR:219414-
B.pumilus MBBO03-lipaz plazmiti, genlerine ait ileri ve geri primerler ile elde edilen
diziler BLAST yapilarak NCBI’daki DNA dizileri ile karsilastirilmistir. pEcoli-Cterm-
6XHN-BTL2-lipaz ve pD451-SR:219414-B. pumilus MBBO03-lipaz i¢in DNA dizisi
Sekil 4.6a ve 4.6b’ de goriilmektedir.

ATGATGAAAGGCTGCCGGGTGATGGTTGTGTTGCTTGGATTATGGTTTGTGTTCGGC
CTGTCGGTCCCGGGAGGGCGGACGGAAGCGGCATCCCCACGCGCCAATGATGCAC
CCATCGTGCTTCTCCATGGGTTTACAGGATGGGGGCGAGAGGAAATGCTTGGATTC
AAATATTGGGGCGGCGTGCGTGGCGATATCGAACAATGGCTGAACGACAACGGAT
ATCGTACGTATACGCTGGCGGTCGGACCGCTCTCGAGCAACTGGGACCGGGCGTGT
GAAGCGTACGCCCAGCTTGTCGGCGGAACGGTCGATTATGGCGCGGCCCATGCGGC
GAAGCACGGTCATGCGCGGTTTGGCCGCACGTATCCGGGCTTGCTGCCGGAATTGA
AAAGAGGCGGCCGCGTCCATATCATCGCTCATAGCCAAGGAGGACAGACGGCCCG
CATGCTTGTGTCTCTCCTAGAGAACGGAAGCCAAGAAGAGCGGGAGTACGCCAAG
GCGCATAACGTGTCGTTGTCGCCGTTGTTTGAAGGCGGACATCATTTTGTGTTGAGT
GTGACAACCATTGCCACTCCTCATGACGGGACGACACTTGTCAATATGGTCGATTTC
ACTGATCGCTTCTTTGACCTGCAAAAAGCGGTGTTGAAAGCGGCGGCTGTCGCCAG
CAATGTGCCGTACACGAGTCAAGTATACGATTTTAAGCTCGACCAATGGGGGCTGC
GCCGCCAGCCGGGTGAATCGTTCGACCATTATTTTGAACGGCTCAAACGATCCCCT
GTTTGGACGTCGACGGATACTGCCCGCTACGATTTATCCATTCCCGGAGCTGAGAA
GTTGAATCAATGGGTGCAAGCCAGCCCGAATACGTATTATTTGAGCTTTTCCACCG
AACGGACGCACCGCGGAGCGCTCACCGGCAACTATTATCCCGAACTCGGAATGAAT
GCATTCAGCGCGGTCGTATGCGCCCCGTTTCTCGGCTCGTACCGCAATGAGGCGCTC
GGCATTGACGACCGCTGGCTGGAGAACGATGGCATCGTCAACACGGTTTCGATGAA
CGGTCCAAAGCGTGGATCAAGCGATCGGATCGTGCCGTATGACGGGACGTTGAAA
AAAGGAGTTTGGAATGATATGGGGACGTGCAACGTCGACCATTTGGAAGTGATCGG
CGTTGACCCGAATCCGTCATTTGATATCCGCGCCTTTTATTTGCGACTTGCCGAGCA
GTTGGCGAGTTTGCGGCCT

Sekil 4.6a BTL2-lipaz genine ait anlamli DNA zinciri.
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ATGAAAGTGATGTTTGTTAAGAAAAGGAGTTTGCAAATTCTCATTGCGCTTGCATTG
GTGATTGGTTCAATGGCTTTTATCCAGCCGAAAGAGGTGAAGGCGGCTGAGCATAA
TCCGGTTGTGATGGTACACGGCATTGGCGGTGCCTCTTATAACTTTTTTTCTATTAA
AAGTTATTTGGCCACACAAGGCTGGGATCGAAACCAATTGTATGCTATCGATTTCA
TAGACAAAACAGGAAATAACCGCAACAATGGTCCGCGTCTATCCAGATTCGTCAAA
GATGTGTTAGACAAAACGGGTGCCAAAAAAGTAGATATTGTGGCTCATAGTATGGG
CGGAGCGAACACATTATACTATATTAAGAATCTAGATGGCGGCGATAAAATTGAAA
ACGTTGTCACAATTGGTGGAGCAAACGGACTCGTTTCAAGCAGAGCATTACCAGGC
ACAGATCCAAATCAAAAAATTCTTTACACATCTGTCTACAGCTCAGCTGATCTCATC
GTCGTCAACAGCCTCTCTCGTTTAATTGGCGCAAGAAACGTTCTGATCCATGGCGTT
GGCCATATCGGTCTATTAACCTCAAGCCAAGTGAAAGGCTACATTAAAGAAGGACT
GAACGGCGGA GGACAGAATACGAATTAA

Sekil 4.6b B. pumilus MBBO03-lipaz genine ait anlamlit DNA zinciri.

Analizler sonucu klonlanan BTL2 lipaz genine ait DNA’nin daha once Schmidt-
Dannert ve arkadaslar1 [61] tarafindan rapor edilen B. thermocatenulatus genomundaki
(NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) lipaz (Gen 1D:1321705:106-1374) nolu

B. thermocatenulatus triagilglicerol lipase geni dizisine benzerlik gosterdigi agiga

cikarilmistir. Saflastirllan PCR {riinleri Sanger dizileme yontemiyle c¢ift yonli
dizilenmistir. Dizi analizleri ABI prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit kullanilarak, ABI Prism 377 DNA Sequencer’da (Applied Biosystems,
ABD) gerceklestirilmistir. Elde edilen  dizilerin  kalitesi 4 peaks
yazilimi  (http://nucleobytes.com/index.php/4peaks) ile kontrol edilmistir. Dizilerin
DNA Data bankasinda en ¢ok benzer oldugu diziler NCBI BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) programi kullanilarak  belirlenmistir. Bu  dizi,

GenBank’te bulunan 1321705:106-1374 nolu B. thermocatenulatus triagilgliserol lipase

geni dizisine % 100 benzerlik gostermektedir.

B. pumilus MBBO3- lipaz genine ait DNA’nin daha 6nce Kim ve arkadaslari tarafindan
[129] rapor edilen B.pumilus genomundaki (NCBI BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) lipaz (Gen 1D:215414329:121-768) nolu Bacillus

pumilus triagilgliserol lipaz geni dizisine benzerlik gosterdigi agiga c¢ikarilmistir. Dizi
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analizleri ABI prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
kullanilarak, ABI Prism 377 DNA Sequencer’da (Applied Biosystems, ABD)
gerceklestirilmistir. Elde edilen dizilerin kalitesi 4peaks
yazilimi  (http://nucleobytes.com/index.php/4peaks) ile kontrol edilmistir. Dizilerin
DNA Data bankasinda en ¢ok benzer oldugu diziler NCBI BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) programi kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢alismada elde
edilen DNA dizisi yukarida verilmistir. Bu dizi, GenBank’te bulunan 215414329:121-

768 nolu Bacillus pumilus triacylglycerol lipase geni dizisine % 100 benzerlik

gostermektedir.
4.7 Lipaz Gen Ekspresyonu

Protein ekspresyonu i¢in lipaz genini tasiyan pEcoli-Cterm-6xHN-BTL2-lipaz ve
pD451-SR:219414-B. pumilus MBBO03-lipaz ekspresyon vektorii E. coli BL21 (DE3)
konakgr1 hiicresine transforme edilmistir. Lipaz genini igeren rekombinant E. coli BL21
(DE3) kolonilerinden LT ve KT i¢in ayrt ayn yiritilecek sekilde rekombinant
kolonilerden bir tanesini alindi ve 1mL LB-Amp ve LB-kanamisin sivi besi yerinde 37
°C’ de calkalayarak gece asir1 inkiibe edildi. Gece asin kiiltiir 20 mL LB-Amp ve 20
mL LB-kanamisin s1v1 besi yerine transfer edildi. Ikincil kiiltiirler, 37 °C’ de, ODgpo=0.6
oluncaya kadar inkiibasyona birakildi. Protein ekspresyonunun en yiiksek oldugu
zamani belirlemek amaciyla hiicreler IPTG ile uyarildiktan sonra farkli zamanlarda
ornekler alindi. ODgp=0.6" a ulagtiginda 200 puL (100 mM) IPTG eklenerek uyarildi.
Uyarilan hiicreler 5 saat boyunca 37 °C’ de calkalayarak inkiibasyona birakildu.

4.8 Lipaz Saflagtirilmasi

E. coli BL21 (DE3) konakg1 hiicresinde eksprese edilen BTL2-lipaz ve B. pumilus
MBBO03-lipaz proteinini bulunduran hiicre 6ziitleri 5 mL hacimli His60 Ni Gravity
kolonunda 5 mL hacimli Ni-NTA kolonu kullanilarak tek basamakta hiicre 6ziitiinden
saflagtirnlmistir. Lipaz proteini i¢eren 10 mL hiicre 6ziitii kolona yiiklendikten sonra
kolona baglanmayan proteinler kolondan uzaklastirilmistir. Daha sonra kolon yikama

tamponu ile yikanmis ve kolona bagli 6xHis-lipaz proteinleri 20-200 mM imidazol
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iceren tampon yardimi ile Ni-NTA kolonundan toplanmistir. Saflastirma islemlerinde

toplanan fraksiyonlar % 12.5” lik SDS-PAGE’de yiiriitiilmiistiir. Saf olarak elde edilen

proteinler aktivite deneylerinde kullanilmak iizere -80 °C’ de saklanmustir.

4.9. Bradford Yontemi ile Protein Miktar1 Tayini

Elde edilen proteinlerin miktarlar1 Bradford yontemi ile Bolim 3.2.10” da anlatildigi

sekilde yapilmistir. Protein miktar tayininde BTL2-lipaz protein konsantrasyonu 0.240

mg/mL, 6zgil aktivitesi 10.9 U/mg ve B. pumilus MBBO03-lipaz protein konsantrasyonu

ise 0.224 mg/mL 6zgiil aktivitesi 4.6 U/mg olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9 B. thermocatenulatus BTL2 ve B. pumilus MBBO03’ ten saflastirilan lipaz

enzimine ait saflastirma tablosu.

Hacim  Protein Toplam  Aktivite  Toplam Ozgiil Saflasirma  Verim
(mL) (mg/mL) Protein (U/mL)  Aktivite Aktivite katsay1st (%)
(mg) L) (Uimg
protein)
Ham Enzim
) 300 8.23 2468.4 1.61 483 0.196 1 100
Oziiti
NI-NTA
n 126 0.240 30.24 2.619 329.9 10,91 55.67 68
Afinite Kolon
B Ham Enzim
. 300 7.54 2262.6 0,57 171 0.076 1 100
Oziiti
Ni-NTA
N 118 0,224 26.432 1.023 120.753 4,57 60,43 70,6
Afinite Kolon

A: B. thermocatenulatus BTL2, B: B.pumilus MBBO

4.10 Elektroforez

Saflastirma islemlerinde toplanan fraksiyonlar Laemmli [125] yontemine gore % 5’

yigma jeli ve % 12’ lik ayirma jeli kullanilarak SDS-PAGE’ de yiritiilmistiir (Cizelge

3.2.11). Kullanilan standart markerlar referans alinarak BTL2 lipazinin molekiil agirlig:

81



~43 kDa B. pumilus MBBO3 lipazinin molekiil agirligi ~22 kDa olarak belirlendi (Sekil
4.10).

43 KDA

Lipaz
22 kDA
Lipaz

Sekil 4.10 BTL2 ve B. pumilus MBBO3 lipaz SDS-PAGE elektroforezi.

M) Protein belirteci 1) BTL2-lipazin Ni-NTA kolon saflastirma oncesi 2) saflastirma
Sonrasindaki SDS-PAGE gériintiisii. 3) B. pumilus MBBO03-/ipazin Ni-NTA kolon

saflastirma oncesi 4) saflastirma sonrasindaki SDS-PAGE goriintiisii.
4.11 Alginat+Jelatin Jelde Tutuklanma

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin alginattjelatin jelde
tutuklanma Bolim 3.2.13° de belirtildigi sekilde gergeklestirildi. Sekil 4.11° de
B.thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin alginat+jelatin  jel

karigimlarinda tutuklanmasi ile elde edilen boncuklar goriilmektedir.
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Sekil 4.11 B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin alginat+jelatin jel

karisimlarinda tutuklanmasi ile elde edilen boncuklar.
4.12 immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu
4.12.1 Jelatin Konsantrasyonunun Optimizasyonu

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin immobilizasyonunda
kullanilacak optimum jelatin konsantrasyonun belirlenmesi i¢in % 10, 15, 20, 25, 30
(w/v) konsantrasyonlarda hazirlanan jelatin jellerde immobilizasyonlar Bolim 3.2.14.1°
de belirtildigi sekilde gergeklestirildi. Elde edilen boncuklarla yapilan aktivite
tayinlerinden elde edilen sonuglar Sekil 4.12.1° de verilmistir.

Yapilan protein tayini ve immobilize lipazin aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde; en
yiiksek enzim aktivitesi B. thermocatenulatus % 20 (2 g) jelatin ve B. pumilus MBBO03
icin % 25 (25 ¢g) jelatin konsantrasyonunda go6zlendi. Bundan sonraki
immobilizasyonlarda jelatin konsantrasyonunun % 20 ve % 25 olarak calisilmasina

karar verildi.
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—&— B.thermocatenulatus

[any
o
)

. —— B.pumilus MMBO03

Spesifik Aktivite (U/mg)

o = N w H wuvi ()} ~ 0o ©
1 1

1 1,5 2 2,5 3
Jelatin Konsantrasyonu (g)

Sekil 4.12.1 B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin alginat+jelatin jel

karisimlarinda immobilizasyonuna jelatin konsantrasyonun etkisi.
4.12.2 Alginat Konsantrasyonu Optimizasyonu

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipaz1 immobilizasyonunda kullanilacak
optimum sodyum alginat miktari1 belirlemek i¢in % 1.5, % 2, % 2.5, % 3 (w/v)
konsantrasyonlarda hazirlanan alginat jellerde immobilizasyonlar Boliim 3.2.14.2° de
belirtildigi sekilde gerceklestirildi. FElde edilen boncuklarla yapilan aktivite
tayinlerinden elde edilen sonuclar Sekil 4.12.2° de verilmistir.

Yapilan protein tayini ve immobilize lipazin aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde; en
yiiksek enzim aktivitesi B. thermocatenulatus i¢in % 2 (0.2 g) ve B. pumilus MBB03
icin % 25 (0.25 g) alginat konsantrasyonunda gozlendi. Bundan sonraki
immobilizasyonlarda alginat konsantrasyonunun % 2 ve % 2.5 olarak ¢alisiimasina

karar verildi.
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12 1 —e— B.thermocatenulatus

10 - —— B.pumilus MBB03

Spesifik Aktivite (U/mg)
[e)]

- ././.\.

2 .

0,15 0,2 0,25 0,3
Alginat Konsantrasyonu (g)

Sekil 4.12.2 B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin alginat+jelatin jel

karisimlarinda immobilizasyonuna alginat konsantrasyonun etkisi.
4.12.3 Kalsiyum Kloriir Konsantrasyonu Optimizasyonu

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO3 lipazlarinin alginat+jelatin jel karigimlari
immobilizasyonunda kullanilacak optimum kalsiyum Kloriir ~konsantrasyonun
belirlenmesi i¢in 100, 150, 200, 250, 300 mM konsantrasyonlarda hazirlanan CaCl,
damlatma ¢ozeltileri ile olusturulan jelatin jellerde immobilizasyonlar Boliim 3.2.14.3°
de belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Elde edilen boncuklarla yapilan aktivite
tayinlerinden elde edilen sonuglar Sekil 4.12.3 de verilmistir.

Yapilan protein tayini ve immobilize lipazin aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde;
B.thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlar1 igin en yiiksek enzim aktivitesi 250
mM  kalsiyum  klorlir ~ konsantrasyonunda  gbzlendi. = Bundan  sonraki
immobilizasyonlarda kalsiyum kloriir konsantrasyonunun 250 mM olarak ¢alisiimasina

karar verildi.
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Spesifik Aktivite (U/mg)
(o)}

—&— B.thermocatenulatus

—— B.pumilus MBB03

100 150 200 250 300
Kalsiyum Kloriir Konsantrasyonu (mM)

Sekil.4.12.3 B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin alginat+jelatin jel

karisimlarinda immobilizasyonuna CaCl, konsantrasyonun etkisi.

4.12.4 Enzim Miktar1 Optimizasyonu

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03
karisimlarinda immobilizasyonunda optimum enzim konsantrasyonun belirlenmesi i¢in
sirasiyla (0.48 mg/mL, 0.44 mg/mL) olacak sekilde enzim ¢6zeltisinden 1, 2, 3, 4, 5 er
mL alinarak immobilizasyonlar Boliim 3.2.14.4° de belirtildigi gibi gerceklestirildi.

Elde edilen boncuklarin aktivitelerini gosteren grafikler ¢izildiginde en yiiksek aktivite

B. thermocatenulatus 2 mL ve B. pumilus MBB03 3 mL enzim kullanilarak yapilan

immobilizasyonda gozlendi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.12.4° de verilmistir.
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o
)

—&— B.thermocatenulatus

—8— B.pumilus

Spesifik Aktivite (UImg)
o [l N w H w [e)} ~N o] Vo]

0,22 0,48 0,66 0,96 11
Yiiklenen Enzim Miktar1 (mg/mL)

Sekil 4.12.4 B.thermocatenulatus ve B.pumilus MBBO3 lipazlarinin alginat+jelatin jel

karisimlarinda immobilizasyonuna enzim konsantrasyonun etkisi.
4.12.5 Boncuk Boyutu Optimizasyonu

B.thermocatenulatus ve B.pumilus MBBO3 lipazlarinin alginat+jelatin jel karigimlari
immobilizasyonunda boncuk boyutu optimizasyonu i¢in; farkli igne ¢aplarina sahip
0.45x13 mm (insiilin enjektor), 0,60x32 mm (mavi enjektor), 0.70x32 mm (siyah
enjektor) ve 0.80x38 mm (yesil enjektor) igne ucu kullanilarak Bolim 3.2.14.5” de
belirtildigi gibi gergeklestirildi.

Elde edilen boncuklarin kumpasla yapilan Ol¢limlerde 10 adet boncuk ¢apinin
ortalamasi alinarak boncuklarin ¢aplar1 B.thermocatenulatus igin sirasiyla 0.11 mm,
0.15 mm, 0.19 mm ve 0.25 mm olarak, B. pumilus MBBO3 i¢in sirastyla 0.15 mm, 0.2
mm, 0.21 mm ve 0.29 mm olarak berilendi. En yiiksek enzim aktiviteleri
B.thermocatenulatus i¢in 0.70x32 mm (siyah uclu enjektor), B. pumilus MBB03
0.80x38 mm (yesil uglu enjektor) kullanilarak elde edilen boncuklarla elde edildi. Elde

edilen sonuclar Sekil 4.12.5 de verilmistir.
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Sekil 4.12.5 B.thermocatenulatus ve B.pumilus MBBO3 lipazlarinin alginat+jelatin jel

karisimlarinda immobilizasyonuna boncuk boyutunun etkisi.
5.12.6 Boncuk Miktar1 Optimizasyonu

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO3 lipazlarinin alginat+jelatin jel karigimlar
immobilizasyonunda elde edilen boncuklarin lipaz aktivite tayinleri yapilirken
kullanilacak olan optimum boncuk miktarini belirlemek igin; 0.01-0.1 g arasinda

boncuk kullanilarak Boliim 3.2.14.6’ da belirtildigi gibi gergeklestirildi.

Elde edilen sonuglarda optimum boncuk miktar1 B. thermocatenulatus 0.03 g, B.pumilus

MBBO03 0.04 g olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.12.6’da verilmistir.
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Sekil 4.12.6 B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO3 lipazlarinin alginat+jelatin jel

karisimlarinda immobilizasyonuna boncuk miktar1 etkisi.

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazlarinin alginat+jelatin jel
karisgimlarinda immobilizasyon kosullar1 Cizelge 4.12° de gosterildigi gibi optimize
edilmistir.

Cizelge 4.12. B.thermocatenulatus ve B.pumilus MBBO3 lipazlarinin alginat+jelatin jel

karigimlarinda tutuklanmasinin optimizasyon sonuglari

Optimize Edilen B.thermocatenulatus B.pumilus MBB03
Immobilizasyon Kosulu Optimum Sonug Optimum Sonug
Jelatin Konsantrasyonu % 20 % 25
Alginat Konsantrasyonu % 2 % 2.5
CaCl, Konsantrasyonu 250 mM 250 mM

Enzim Miktar1 2mL (0.48 mg/mL) 3 mL (0.66 mg/mL)

Boncuk Boyutu 0.19 mm 0.29 mm

Boncuk Miktari 0.03g 0.04qg
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Alginat+jelatin jelde B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO3 lipazlari immobilize
edilirken de boncuklar yukaridaki optimizasyon kosullarinda hazirlandi. Calismanin
devaminda bu optimum kosularda elde edilen elde edilen immobilize boncuklarin
optimum pH, optimum sicaklik, termal ve depo kararliligi, substrat konsantrasyonu,
yeniden kullanilabilirlik gibi baz1 biyokimyasal 6zellikleri ¢alisild1 ve serbest enziminki

ile karsilagtirildu.

4.13 Serbest ve Alginat+jelatin jelde Tutuklu B. thermocatenulatus (BTL2) ve
B.pumilus MBBO03 Lipazimin Biyokimyasal Karekterizasyonu

Serbest ve alginat-jelatin karisiminda immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus
lipazinin optimum pH, sicaklik, termal kararlilik, substrat spesifitesi, depo kararliligi,
Km ve Vmax kinetik sabitleri gibi bazi biyokimyasal ozellikleri belirlendi, ayrica

immobilize enzimin yeniden kullanilabilirligi arastirildi.
4.13.1 pH’ n Lipaz Aktivitesine Etkisinin Incelenmesi

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO3 serbest ve immobilize lipazinin optimum
pH degerini belirlemek tizere farkli pH’ larda hazirlanan tampon ¢o6zeltilerle ve substrat
olarak B. thermocatenulatus lipazi igin p-nitrofenil dekonat ve B.pumilus MBBO03 lipazi
icin p-nitrofenil oktaonat kullanilarak Boliim 3.2.15.1” de belirtildigi sekilde belirlendi.
Elde edilen aktivite sonuglar1 dogrultusunda serbest ve immobilize enzim i¢in aktivite-
pH grafigi olusturuldu (Sekil 4.13.1a-Sekil 4.13.1b). B. thermocatenulatus lipazinin
serbest enzim igin optimum pH 9.0 immobilize enzim igin optimum pH 9.5 olarak
belirlendi. B. pumilus MBBO3 lipazinin serbest enzim igin optimum pH 8.0 immobilize

enzim i¢in optimum pH 8.5 olarak belirlendi.
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Sekil 4.13.1a B. thermocatenulatus serbest ve immobilize lipaz enzim aktiviteleri

tizerine pH’ 1n etkisi.
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Sekil 4.13.1b. B.pumilus MBBO03 serbest ve immobilize lipaz enzim aktiviteleri iizerine
pH’ 1n etkisi.
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4.13.2 Sicakhgin Lipaz Aktivitesine Etkisinin Incelenmesi

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 serbest ve immobilize lipaz enzim
aktivitesi tizerine sicakligin etkisini belirleyebilmek amaciyla belirlenen optimum pH
degerlerinde substrat olarak B. thermocatenulatus lipazi i¢in p-nitrofenil dekonat ve
B.pumilus MBBO3 lipazi i¢in p-nitrofenil oktaonat kullanilarak Boliim 3.2.15.2° de
belirtildigi sekilde dl¢timler yapildi ve yapilan 10 dakika inkiibasyon sonucunda elde
edilen veriler sicakligin fonksiyonu olarak grafige aktarilarak optimum sicaklik degeri
belirlendi. Optimum ¢alisma sicakligi B. thermocatenulatus lipazinin serbest enzim igin
60 °C immobilize enzim i¢in 60-70 °C olarak belirlendi. B. pumilus MBBO03 lipazinin
serbest enzim i¢in optimum sicaklik 50 °C immobilize enzim i¢in optimum optimum

sicaklik 55 °C olarak belirlendi (Sekil 4.13.2a-Sekil4.13.2b).
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Sekil 4.13.2a. B. thermocatenulatus serbest ve immobilize lipaz enzim aktiviteleri

izerine sicakligin etkisi.
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Sekil 4.13.2b B. pumilus MBBO03 serbest ve immobilize lipaz enzim aktiviteleri lizerine

sicakligin etkisi.
4.13.3 Protein Konsantrasyonunun Lipaz Aktivitesine Etkisinin incelenmesi

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBB03 serbest lipazinin protein
konsantrasyonunun degistirilmesiyle enzim aktivitesinin degisimini incelemek ve
aktivenin en yiiksek oldugu optimum protein miktarini belirlemek amaciyla, Bolim
3.2.15.3’ de belirtildigi sekilde Slgiimler yapildi ve aktivite degisimi grafige gecirildi
(Sekil 4.13.3a-Sekil 4.13.3b). B. thermocatenulatus lipazinin serbest enzim igin en iyi
aktivite gosterdigi protein miktar1 65ug/mL olarak belirlendi. B. pumilus MBBO03
lipazinin serbest enzim i¢in en iyi aktivite gosterdigi protein miktar1 75ug/mL, olarak

belirlendi.
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Sekil 4.13.3a B. thermocatenulatus serbest lipaz enzim aktivitesi iizerine protein

konsantrasyonunun etkisi.
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Sekil 4.13.3b B. pumilus MBBO03 serbest lipaz enzim aktiviteleri {izerine protein
konsantrasyonunun etkisi.
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4.13.4 Substrat Konsantrasyonunun Lipaz Aktivitesine Etkisinin Incelenmesi

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO3 serbest ve immobilize lipaz enziminin
aktivite gosterdigi en uygun substrat konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, Boliim
3.2.15.4> de belirtildigi sekilde belirlendi. Enzim konsantrasyonu ise reaksiyon
karisimlarinda serbest enzim i¢in nihai konsantrasyon 30 pg/mL, immobilize enzim igin
0.003g olacak sekilde ayarlandi. Lineweaver-Burk (1934) egrisi yardimiyla her bir
substratin Km (Michaelis sabiti) ve Vmaks (maksimum hiz) degerleri hesapland1 [128]
(Sekil 4.13.4a-Sekil 4.13.4b). B. thermocatenulatus serbest ve immobilize lipaz Km
degerleri p-nitrofenil dekonat igin sirasiyla 0.146 mM, 0.123 mM olarak belirlendi. B.
pumilus MBBO03 serbest ve immobilize lipaz Km p-nitrofenil oktaonat igin sirasiyla
0,055 mM, 0,128 mM olarak bulundu. Vmaks degerleri ise sirasiyla 2.504 U/mL, 0.220
U/mL, 0.636 U/mL ve 0.119 U/mL olarak belirlendi.
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Sekil 4.13.4a B. thermocatenulatus serbest ve immobilize lipaz1 Lineweaver-Burk

egrisi.
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Sekil 4.13.4b B. pumilus MBBO3 serbest ve immobilize lipaz1 Lineweaver-Burk egrisi.
4.13.5 Serbest ve Immobilize Lipazin Farkh Substratlar Uzerine Etkisi

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03’ e ait serbest ve immobilize lipaz
enziminin substrat 6zgillliigii farkli karbon uzunlugundaki paranitrofenol tiirevleri

substrat olarak kullanilarak Boliim 3.2.15.5° de belirtildigi sekilde incelenmistir.

B. thermocatenulatus serbest ve immobilize lipaz enzimi en yiiksek aktiviteyi 10C” lu
pNP-dekonata sirasiyla % 100 (10.9 U/mL), % 100 (8.0 U/mL) kars1 gostermistir. B.
thermocatenulatus serbest ve immobilize lipaz 2C’ lu pNP-asetata sirasiyla % 0.45
(0.05 U/mL) ve % 0.37 (0.03 U/mL), 4C’ lu pNP-biitirata sirasiyla % 4.5 (0.5 U/mL) ve
% 2.5 (0.2U/mL) spesifite gosterdigi belirlendi. B. thermocatenulatus serbest enzim
8C’lu pNP-oktanata % 28 (3.05 U/mL), immobilize lipaz enzimi % 25 (2.01 U/mL)
spesifite gosterdigi gozlendi. 12C° lu pNP-laurata serbet enzim % 69 (7.6 U/mL),
immobilize enzim % 63 (5.04 U/mL) spesifite gosterdigi belirlendi. 14 C* lu pNP-
meristat’a serbest enzim % 65 (7.1 U/mL), immobilize enzim % 57 (4.61 U/mL), 16 C’
lu pNP-palmitata serbest enzim % 58 (6.4 U/mL), immobilize lipaz % 38.5 (3.08 U/mL)
olarak spesifite gosterdigi gozlendi (Sekil 4.13.5a).
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Sekil 4.13.5a B. thermocatenulatus serbest ve immobilize lipazi substrat spesifite
aktivite grafigi.

B. pumilus serbest ve immobilize lipaz enzimi en yiiksek aktiviteyi 8C” lu pNP-oktanata
sirastyla % 100 (0.582 U/mL) ve % 100 (0.517 U/mL) kars1 gdstermistir. B. pumilus
MBBO03 serbest ve immobilize lipaz 2C’ lu pNP-asetata sirasiyla % 30 (0.176 U/mL) ve
% 0.19 (0.102 U/mL), 4C’ lu pNP-biitirata sirasiyla % 39 (0.230 U/mL) ve % 40 (0.208
U/ml) spesifite gosterdigi belirlendi. B. pumilus MBBO03 serbest enzim 10C’ lu pNP-
dekonata % 83 (0.487 U/mL), immobilize lipaz enzimi % 60 (0.312 U/mL) spesifite
gosterdigi gozlendi. 12C” lu pNP-laurata serbet enzim % 28 (0.167 U/mL), immobilize
enzim % 24 ( 0.126U/mL) spesifite gosterdigi belirlendi. 14 C* lu pNP-meristata serbest
enzim % 24 (0.142 U/mL), immobilize enzim % 19 (0.102 U/mL), 16 C’ lu pNP-
palmitata serbest enzim % 10 (0.062 U/mL), immobilize lipaz % 7.9 (0.041 U/mL)
olarak spesifite gosterdigi gozlendi (Sekil 4.13.5b).
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Sekil 4.13.5b. B. pumilus MBBO03 serbest ve immobilize lipazi substrat spesifite aktivite
grafigi.

4.13.6 pH Kararlhiigin incelenmesi

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03’ e ait serbest ve immobilize lipaz
enziminin pH kararliligini incelemek amaciyla, B6lim 3.2.15.6° da belirtildigi sekilde
inkiibe edildikten sonra optimum sartlar altinda ve p-nitrofenil dekonat ve p-nitrofenil
oktanat substratlar1 varliginda aktivite tayinleri yapildi. B. thermocatenulatus hem
serbest hemde immobilize lipazinin genis bir pH araliginda yiiksek kararlilik gosterdigi
gozlendi. B. thermocatenulatus serbest enzimin 1 giiniin sonunda pH 4.0 de enzimin
baslangigtaki aktivitesinin % 76” sin1 korundugu, pH 7.0 ve 8.0’ da % 86’ sin1 ve pH
9.0’ da ise hemen hemen tamaminin korundugu gézlendi. 5 giiniin sonunda pH 4.0, 4.5,
5.0 ve 6.0’ da enzimin baslangi¢ aktivitesinin yaklasik % 60’ n1, pH 7.0 ve 8.0’ de %
70’ ini, pH 9.0 % 80’ i, pH 10.0, 11.0’ de % 60’ 1, pH 12.0’ de % 57’ unu korundugu
belirlendi. 10 giiniin sonunda pH 8.0” de % 80’ 1, korundugu goézlendi. 15. giin sonunda
pH 4.0, 5.0, 6.0,11.0, 12.0’ da enzimin baslangi¢ aktivitesinin yaklagik % 50, pH 7.0,
8.0 ve 10.0’ da % 60’ 1, pH 9.0’ da ise % 80’ i korundugu gozlendi (Sekil 4.13.6a).
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Sekil 4.13.6 a B. thermocatenulatus serbest lipazinin +4 °C’ deki pH 4.0, 5.0,6.0, 7.0,
8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0’ de pH kararliliginin zamana gore degisim grafigi.

B. thermocatenulatus immobilize enzimin ise 1 giiniin sonunda pH 4.0, 5.0, 6.0’ da
baslangictaki aktivitesinin % 70’ sin1 korundugu, pH 7.0, 8.0 ve 9.0’ da hemen hemen
tamamina yakininin korundugu, pH 10.0 ve 11.0° de % 70 korundugu gdzlendi. 5 gliniin
sonunda pH 7.0 8.0 ve 9.0’ da hemen hemen tamamina yakininin korundugu belirlendi.
10 giiniin sonunda pH 4.0’ de enzimin baslangi¢ aktivitesinin % 60’ 1, pH 5.0 ve 6.0’ da
% 70’ 1, pH 7.0 ve 8.0’ de % 80’ 1, pH 9.0’ da % 90’ 1, 10.0, ve 11.0’ de baslangigtaki
aktivitenin yaklasik % 60’ 1 korundugu gozlendi. 15. giin sonunda pH 7.0, 8.0, 9.0, 10.0
ve 11.0° de ise enzimin baglangi¢ aktivitesinin yaklasik % 80’ i1 korundugu gozlendi.

Sekil 4.13.6 b).
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Sekil 4.13.6 b B. thermocatenulatus immobilize lipazinin +4 °C’ deki pH 4.0, 5.0,6.0,
7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0’ de pH kararliliginin zamana gore degisim grafigi.

B. pumilus MBBO03 serbest enzimin 1 giiniin sonunda pH 4.0 de enzimin baslangictaki
aktivitesinin %75’ sin1 korundugu, pH 7.0 ve 9.0’ da % 73’ sin1, pH 8.0’da ise hemen
hemen tamaminin korundugu goézlendi. 5. giiniin sonunda pH 4.0 ve 5.0 da enzimin
baslangi¢ aktivitesinin yaklasik % 50’ n1, pH 6.0 ve 7.0’ de % 60’ 1, pH 8.0° de % 85’ i,
pH 9.0, pH 10.0 ve 11.0° de ise % 60’1 korundugu belirlendi. 10. giiniin sonunda pH
4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 9.0, 10.0, ve 11.0° de baslangictaki aktivitenin yaklasik % 50’ i, pH
8.0’ de % 80’ i, korundugu gozlendi. 15. giin sonunda pH 9.0’ da ise % 80’ i korundugu
gozlendi (Sekil 4.13.6 ¢ ).
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Sekil 4.13.6 ¢ B. pumilus MBBO03 serbest lipazinin +4 °C” deki pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0,
8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0’ de pH kararliliginin zamana gore degisim grafigi.

B. pumilus MBB03 immobilize enzimin 1 giiniin sonunda pH 4.0 pH 5.0 ve 6.0’ da
enzimin baslangigtaki aktivitesinin % 70’ ini korudugu, pH 7.0, 8.0 ve 9.0’ da
neredeyse tamaminin korundugu gozlendi. 5 giiniin sonunda pH 4.0, 5.0 ve 6.0° da
enzimin baslangi¢ aktivitesinin yaklasik %70’ i, pH 7.0 ve 8’ de % 90’ 1, pH 9.0’ de %
79’ u korundugu belirlendi. 10 giiniin sonunda pH 7.0 ve 8.0° de % 80’ i korundugu
gozlendi. 15. giin sonunda pH 4.0, 5.0, 6.0, 9.0 ve 10.0’ de enzimin baslangi¢
aktivitesinin yaklagik % 50, pH 7.0, % 76’ 1 pH 8.0 80’ i korundugu gozlendi (Sekil
413.6d).
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Sekil 4.13.6 d B. pumilus MBBO03 immobilize lipazinin +4 °C’ de pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0,
8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0’ de pH kararliliginin zamana gore degisim grafigi.

4.13.7. Isil Kararhhgin incelenmesi

B. thermocatenulatus ve B. pumilus’ a ait serbest ve immobilize lipaz enziminin 1sil
kararliligin1 incelemek amaciyla Bolim 3.2.15.7 de belirtildigi sekilde enzim; oda
sicakligi, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90 °C sicakliklarda enzimin aktivitesine bagli olarak 15
ve 30 dakikadan 30 giine kadar degisen siirelerde inkiibe edildi. Bu siirelerin bitiminde
optimum sartlar altinda aktivite tayini yapildi. B. thermocatenulatus ve B. pumilus
MBBO03’ e ait serbest ve immobilize lipazinin kalan yiizde aktivitesi inkiibe edilmemis
enzimle yapilan 6l¢iimle kiyaslanarak hesaplanda.

B. thermocatenulatus serbest enzimin 40 °C’ de 15 dakika sonunda aktivitesinin
yaklagik % 80’ ini, 30 dakika sonunda % 78’ ini korudugu belirlendi. 50 ve 60 °C’ lerde
15 dakika sonunda yaklasik % 75’ ini korudugu gézlendi. 70 °C’ de ise 15 ve 30 dakika
sonunda sirasiyla yaklasik % 42 ve % 28’ ini korudugu belirlendi. 90 °C’ de 30 dakika
inkiibasyon sonucunda enzimin aktivitesinin % 91’ ini kaybettigi belirlendi (Sekil

4.13.7 a).
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Seki 4.13.7 a. B. thermocatenulatus serbest lipazinin 40,50, 60, 70, 80, 90 °C’ deki 1s1l
kararlilik egrisi.

B. thermocatenulatus immobilize enzimin 40 °C’ de, 15 ve 30 dakika sonunda
aktivitesinin sirasiyla yaklagik % 89 ve % 80’ ini korudugu belirlendi. 50 °C’ de 15 ve
30 dakika inkiibasyon sonunda sirastyla yaklasik % 83 ve % 71’ini korudugu gézlendi.
60 °C’ de 15 ve 30 dakika inkiibasyon sonunda yaklasik sirasiyla % 79 ve % 68 ini
korudugu belirlendi. 80 °C’ de 15 ve 30 dakika sonunda sirasiyla yaklasik % 47 ve %
37’ sini korudugu gozlendi. 90 °C’ 15 inkiibasyon sonucunda enzimin aktivitesinin
sirastyla yaklasik % 47’ ini korudugu belirlendi (Sekil 4.13.7b).
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Sekil 4.13.7 b B. thermocatenulatus immobilize lipazinin 40,50, 60, 70, 80, 90 °C’ deki

1s1l kararlilik egrisi.

B. thermocetenulatus serbest ve immobilize enzim oda sicakliginda ise; 1giiniin
sonunda serbest enzim yaklasitk % 84’ ini, immobilize enzim ise hemen hemen
tamamina yakinini korudugu belirlendi. 5. giinlin sonunda serbest enzim % 79,
immobilize enzim % 90’ 1n1 korudugu gozlendi. 10 ve 15. giiniin sonunda serbest enzim
% 75 ve 71’ini, immobilize enzim sirasiyla % 80 ve % 77’sini korudugu belirlendi. 20
ve 25. giinlin sonunda serbest enzim yaklasik % 64 ve % 50’ in1 korudugu, immobilize
enzim yaklagik %70 ve 59’unu, 30. giiniin sonunda serbest enzim % 39’ unu,

immobilize enzim % 45’ini korudugu gozlendi (Sekil 4.13.7¢).
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Sekil 4.13.7 ¢ B. thermocatenulatus serbest ve immobilize lipazinin oda 1sisinda 1s1l

kararlilik egrisi.

B. pumilus MBBO03 serbest enzimin 40 °C’ de 15 dakika sonunda aktivitesinin yaklasik
% 77’ ini, 30 dakika sonunda % 54’ ini korudugu belirlendi. 50 ve 60 °C’lerde 15
dakika sonunda yaklasik % 61 ve % 50’sini korudugu, 30 dakika sonunda ise sirayla %
58 ve % 71’ini kaybettigi gozlendi. 70 °C’ de ise 15 ve 30 dakika sonunda sirasiyla
yaklagik % 76 ve % 90’ ini kaybettigi belirlendi. 90 °C” 15 inkiibasyon sonucunda
enzimin aktivitesinin % 95 ve ve 30 dakika inkiibasyona sonunda hemen hemen
tamimini kaybettigi belirlendi (Sekil 4.13.7d).
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Sekil 4.13.7 d B. pumilus MBBO03 serbest lipazinin 40, 50, 60, 70, 80, 90 °C’ deki 1s1l
kararlilik egrisi.

B. pumilus MBB03 immobilize enzimin 40 °C’ de 15 dakika sonunda aktivitesinin
yaklasik % 84’lni, 30 dakika sonunda % 69’ ini korudugu belirlendi. 50 ve 60 °C’
lerde 15 dakika sonunda yaklasik % 74 ve % 61’ ini korudugu, 30 dakika sonunda ise
sirayla % 46 ve % 65’ ini kaybettigi gozlendi. 70 °C’ de ise 15 ve 30 dakika sonunda
sirastyla yaklagik % 61 ve % 81’ ini kaybettigi belirlendi. 80 °C” de 15 ve 30 dakika
sonunda sirastyla yaklasik % 80 ve % 92 kaybettigi gozlendi. 90 °C’ 15 inkiibasyon
sonucunda enzimin aktivitesinin % 91 ve ve 30 dakika inkiibasyona sonunda %98’ ini
kaybettigi belirlendi (Sekil 4.13.7 e).
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Sekil 4.13.7e B. pumilus MBB03 immobilize lipazinin 40, 50, 60, 70, 80, 90 °C’ deki

11l kararlilik egrisi

B. pumilus MBBO3 serbest ve immobilize enzim oda sicakliginda ise; 1. giiniin sonunda
serbest enzim yaklagik % 80’ ini, immobilize enzim ise % 92’ sini korudugu belirlendi.
5. gilinlin sonunda serbest enzim % 71, immobilize enzim % 86’ 1 korudugu goézlendi.
10 ve 15. gliniin sonunda serbest enzim sirasiyla % 64 ve 61’ ini, immobilize enzim
sirastyla % 70 ve % 67’ sini korudugu belirlendi. 20 ve 25 giiniin sonunda serbest enzim
yaklasik % 60 ve % 49’ unu korudugu, immobilize enzim yaklasik % 64 ve % 60’ ini,
30 giiniin sonunda serbest enzim % 28’ unu, immobilize enzim % 34’ ini korudugu

gozlendi (Sekil 4.13.7f).
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Sekil 4.13.7 f B. pumilus MBBO03 serbest ve immobilize lipazinin oda 1sisinda 1s1l

kararlilik egrisi.
4.13.8 Baz1 Metal iyonlarinin Lipaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

B. thermocatenulatus ve B. pumilus’ a ait serbest ve immobilize lipazinin aktivitesi
lizerine bazi metal iyonlarmin etkisini incelemek amaciyla, Bolim 3.2.15.8° de
belirtildigi sekilde metal iyonlar1 0.1, 0.5 ve 1.0 mM’ lik konsantrasyonlarinda ¢alisildi.
B. thermocatenulatus serbest enzim iizerine, metal iyonlar i¢inde etkili bir sekilde
enzim aktivitesini CuCl,, ZnSO,, HgCl,, NiCl, ve CuSOy iyonlari hari¢ diger metal
iyonlarinin enzim aktivitesini farkli miktarlarda artirdigi ya da biiylik miktarda
etkilemedigi gozlendi. CuCl,, ZnSO,4 HgCl,, NiCl, iyonlarmin 1 mM’ lik
konsantrasyonunda sirasiyla % 12, % 11, % 22 ve % 13 oraninda, CuSO,4 iyonunun 0.1
mM konsantrasyonunda % 14 oraninda enzim aktivitesini kontrole oranla azalttig
belirlendi. KCI;, iyonun 0.5 ve 1 mM’ lik konsantrasyonunda aktiviteyi sirasiyla % 40
ve 25 oraninda, BaCl, ve FeSO, iyonun 1 mM’ lik konsantrasyonunda aktiviteyi sirayla
% 29 ve % 25 oraninda kontrole oranla artirtigi tespit edildi (Cizelge 4.13.8a). B.
thermocatenulatus immobilize enzim aktivitesini BaCl,, CoSO,4, NiCl, ve MgSQ,,
CuSO,4 metal iyonlarmin farkli miktarlarda etkiledigi gozlendi. BaCl,, CoSO,4, metal

iyonlarinin 0.1 mM’ lik konsantrasyonunda sirasiyla % 19, % 13 oraninda, NiCl, metal
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iyonunun 0.1 mM’ lik konsantrasyonunda %19 ve ImM’ lik konsantrasyonunda % 15
oraninda, MgSO, metal iyonunun ImM’ Ik konsantrasyonunda aktiviteyi % 25
oraninda kontrole oranla azalttig1 belirlendi. CuCl, ve ZnSO,4 metal iyonlarin1 1 mM’ lik
konsantrasyonunda aktiviteyi sirasiyla % 63, % 32 oraninda, HgCl, metal iyonun 0.5
mM’ lik konsantrasyonunda aktiviteyi % 18 ve 1mM’ lik konsantrasyonunda aktiviteyi
% 61 oraninda kontrole oranla artirtigi tespit edildi. FeSO4, MnCl,, MgCl, metal
iyonlarinin ise immobilize enzim aktivitesini kontrole oranla genel olarak artirdig1 tespit

edildi (Cizelge 4.13.8a).

Cizelge 4.13.8a Bazi metal iyonlarinin B. thermocatenulatus serbest ve immobilize

lipaz aktivitesi lizerine etKisi.

Metal Bagil Aktivite (%) Bagil Aktivite (%)
) (B.thermocatenulatus (B.thermocatenulatus
Iyonlar ) .
Serbest enzim) Immobilize enzim)

0.1 mM 0.5mM ImM | 0.1 mM 0.5 mM 1Mm
Kontrol 100 100 100 100 100 100
CaCl, 92 92 95 99 109 102
NaCl, 92 91 91 105 104 100
CuCl, 91 90 88 97 94 163
KCl, 97 140 125 100 108 106
BaCl, 94 92 129 81 104 100
ZnS0O, 89 91 89 101 109 132
HgCl, 96 92 78 102 118 161
FeSO, 93 102 125 125 147 165
CuSO, 86 100 100 104 94 80
CoSO, 92 96 99 87 105 103
NiCl, 93 92 87 81 113 85
MgCl, 92 93 95 106 126 107
MnCl, 93 94 96 130 178 191
MgSO, 96 98 96 108 111 75

B. pumilus MBBO03 serebest ve immobilize enzim {izerine, metal iyonlarinin enzim
aktivitesini farkli miktarlarda genel olarak azalttig1 gozlendi. Serbest enzim aktivitesini

ZnSO4 ve HgCl, metal iyonunun 0.5 mM’ lik konsantrasyonunda sirasiyla % 40 ve %

109



30 oraninda, 1 mM’ lik konsantrasyonunda sirasiyla % 26 ve % 37 oraninda kontrole
oranla azalttigi belirlendi. FeSO; ve NiCl, metal iyonlarinin 0.5 mM’ Uik
konsantrasyonlarinin sirasiyla % 18 ve % 47 oraninda azalttig1 tespit edildi. CoSO4
metal iyonunun 0.1mM, 0.5mM ve ImM’ lik konsantrsayonunu sirasiyla % 28, % 27 ve
% 25 oraninda azalttigi belirlendi. MnCl, metal iyonunun 0.1 mM ve ImM’ lik
konsantrsayonunun sirasiyla % 20 ve % 28 oraninda, MgSO, metal iyonunun 0.1mM,
0.5mM ve ImM’ lik konsantrsayonunu sirasiyla % 21, % 33 ve % 38 oraninda kontrole
oranla azalttigi gozlendi (Cizelge 4.13.8b). B. pumilus MBBO03 immobilize enzim
aktivitesini HgCl,, NiCl, metal iyonlarmin 1 mM’ lik konsantrasyonlarinin sirasiyla
kontrole oranla % 90 ve % 66 oraninda énemli miktarda azalttig: belirlendi. Ancak B.
pumilus MBBO03 immobilize enzim aktivitesini CoSO4, FeSO4 metal iyonlar1 kontrole

oranla etkili bir sekilde artirdig1 gozlendi. (Cizelge 4.13.8b).
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Cizelge 4.13.8b Bazi metal iyonlarinin B. pumilus MBBO03 serbest ve immobilize lipaz

aktivitesi lizerine etkisi.

Metal Bagil Aktivite (%) Bagil Aktivite (%)
fyonlart (B. pumilus Serbest enzim) (B. pumilus Immobilize enzim)
0.1 mM 0.5mM 1mM 0.1 mM 0.5mM 1ImM
Kontrol 100 100 100 100 100 100
CaCl, 99 105 114 61 51 65
NaCl, 122 106 105 102 73 67
CuCl, 108 111 90 89 69 81
KCl, 94 97 103 75 71 62
BaCl, 102 92 94 69 59 75
ZnSO, 122 60 74 75 100 95
HgCl, 102 70 63 114 67 30
FeSO, 82 113 98 83 161 348
CuS0O, 72 73 75 89 55 110
CoSOq4 58 63 59 153 202 289
NiCl, 53 122 98 106 116 44
MgCl, 102 103 95 91 85 79
MnCl, 80 91 72 104 81 95
MgSO, 79 67 62 102 102 114

4.13.9 Baz1 Deterjanlarin Lipaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03’ e ait serbest ve immobilize lipazinin
aktivitesi tizerine bazi deterjanlar etkisini incelemek ic¢in yapilan deneysel ¢aligma
Bolim 3.2.15.9°da belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Kimyasal ve deterjan igermeyen
reaksiyon karisim aktivitesi ile kiyaslanarak % bagil aktiviteler hasaplandi (Cizelge
4.13.9a, Cizelge 4.13.9b).

B. thermocatenulatus serbest enzim {izerine, bazi deterjanlar iginde enzim aktivitesini %
0.1(w/v) oraninda sodyum deoksikolat ve sodyum taurokolat enzim aktivitesini kontrole
oranla % 20 artirdig1 gozlendi. B. thermocatenulatus immobilize enzim aktivitesini bazi
deterjan ve kimyasallarin genelikle etkili bir sekilde kontrole ve serbest enzime kiyasla

artirdig1 saptandi.
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Cizelge 4.13.9a Baz1 deterjan, yiizey aktif maddeler ve kimyasallarin B.

thermocatenulatus serbest ve immobilize lipaz aktivitesi lizerine etkisi.

Bazi Deterjan, Yiizey Bagil Aktivite (%) Bagil Aktivite (%)
. Konsantrasyon
Aktif Maddeler ve ) B. thermocatenulatus B. thermocatenulatus
0 .
Kimyasallar Serbest Enzim Immobilize Enzim
Kontrol - 100 100
0.1 100 164
Triton X-100 0.5 100 136
1.0 97 130
0.1 98 143
Tween 80 0.5 98 148
1.0 97 143
0.1 102 147
Tween 20 0.5 100 144
1.0 99 121
0.1 101 135
CHAPS 0.5 98 133
1.0 97 130
0.1 120 128
Sodyum deoksikolat 0.5 119 123
1.0 114 123
0.1 120 125
Sodyum taurokolat 0.5 117 118
1.0 115 111
0.1 106 183
SDS 0.5 101 136
1.0 100 135

B. pumilus MBBO03 serbest enzim iizerine, bazi deterjanlar i¢inde etkili bir sekilde
enzim aktivitesini CHAPS, sodyum deoksikolat, sodyum taurokolat deterjanlari harig
diger deterjan ya da kimyasallarin enzim aktivitesini farkli miktarlarda azalttig
gozlendi. Triton X-100 deterjaninin % 0.1 (w/v) konsantrasyonda % 37 oraninda, % 0.5
(w/v) konsantrasyonda % 46 oraninda, % 1 (w/v) konsantrasyonda enzim aktivitesini %
64 oraninda kontrole kiyasla azalttigi belirlendi. Tween 80, Tween 20 ve SDS
deterjanlarinin % 0.1 (w/v), % 0.5 (w/v) ve % 1 (w/v) konsantrasyonda enzim

aktivitesini Tween 80 sirasiyla % 55, % 70 ve % 75 oraninda, Tween 20 sirasiyla % 78,
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% 81 ve % 86 oraninda, SDS sirastyla % 43,% 44 ve % 57 oraninda kontrole kiyasla
etkili bir sekilde inhibe ettigi tespit edildi (Cizelge 4.13.9b). B. pumilus MBBO03
immobilize enzim aktivitesini baz1 deterjan ve yiizey aktif maddelerin genelikle
kontrolle kiyaslandiginda artirdigi belirlendi. Ancak Tween 20 deterjaninin % 0.1
(w/iv), % 0.5 (w/v) ve % 1.0 (w/v) konsantrasyonda enzim aktivitesini sirastyla % 55, %
75 ve % 78 oraninda, sodyum taurokolat deterjaninin % 1.0 (w/v) konsantrasyonda
enzim aktivitesini kontrole oranla % 13 oraninda azalttigi tespit edildi (Cizelge
4.13.9b).

Cizelge 4.13.9b Baz1 deterjan, yiizey aktif maddeler ve kimyasallarin B. pumilus

MBBO03 serbest ve immobilize lipaz aktivitesi lizerine etkisi.

Bazi Deterjan, Yiizey Bagil Aktivite (%) Bagil Aktivite (%)
) Konsantrasyon ) o
Aktif Maddeler ve %) B. pumilus Serbest B. pumilus Immobilize
0
Kimyasallar Enzim Enzim
Kontrol - 100 100
0.1 63 210
Triton X-100 0.5 54 210
1.0 36 150
0.1 45 255
Tween 80 0.5 30 115
1.0 25 112
0.1 22 45
Tween 20 0.5 19 25
1.0 14 22
0.1 127 227
CHAPS 0.5 105 187
1.0 84 160
0.1 109 127
Sodyum deoksikolat 0.5 103 120
1.0 94 115
0.1 105 110
Sodyum taurokolat 0.5 96 90
1.0 92 87
SDS 0.1 57 160
0.5 56 147
1.0 43 135
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4.13.10 Baz1 Organik Céziiciilerin Lipaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 serbest ve immobilize lipaz enzimleri
lizerine bazi organik ¢oOziicii etkisini incelemek i¢in yapilan deneysel ¢alisma Boliim
3.2.15.10° da belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Organik ¢oziicii ve kimyasal igermeyen
reaksiyon karisim aktivitesi ile kiyaslanarak % bagil aktiviteler hasaplandi (Cizelge

4.13.10a, Cizelge 4.13.10b).

B. thermocatenulatus serbest enzim tizerine, organik ¢oziiciilerin etkili bir sekilde enzim
aktivitesini farkli miktarlarda etkidigi, ancak anlamli artis ya da azalislarin olmadigi
gozlendi. Organik ¢oziiciilerden % 1.0 mM konsantrasyonda DMSO enzim aktivitesini
% 12 oraninda kontrole kiyasla azalttigi belirlendi. Fakat % 0.1 ve 0.5 mM
konsantrasyonda asetonun sirasiyla % 17 ve % 12 oraninda enzim aktivitesini artirdigi
tespit edildi (Cizelge 4.13.10a). B. thermocatenulatus immobilize enzim iizerine,
organik ¢oziciilerin biitiin konsantrasyonlarda % 1.0 mM konsantrasyonda gliserol
harig¢ etkili bir sekilde enzim aktivitesini farkli miktarlarda artirdigi belirlendi. % 1.0
mM konsantrasyonda gliseroliin enzim aktivitesini kontrolle kiyaslandiginda % 24

oraninda azalttigi belirlendi (Cizelge 4.13.10a).
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Cizelge 4.13.10a Bazi organik ¢oziicii ve kimyasallarin B. thermocatenulatus serbest ve

immobilize lipaz aktivitesi lizerine etkisi.

Bazi Organik Coziicii ve Bagil Aktivite (%) Bagil Aktivite (%)
) Konsantrasyon
Kimyasallar ) B.thermocatenulatus B.thermocatenulatus
0 .
Serbest enzim Immobilize enzim
Kontrol - 100 100
0.1 103 144
Etanol 0.5 101 138
1.0 98 116
Metanol 0.1 98 143
0.5 97 140
1.0 95 136
Izopropanol 0.1 98 152
0.5 97 130
1.0 96 123
n- Biitanol 0.1 94 149
0.5 93 113
1.0 93 113
Aseton 0.1 117 124
0.5 112 124
1.0 92 118
DMSO 0.1 98 156
0.5 98 156
1.0 86 143
Ksilen 0.1 100 163
0.5 92 161
1.0 91 152
DMF 0.1 99 155
0.5 95 130
1.0 93 129
Gliserol 0.1 105 138
0.5 99 133
1.0 95 76

B. pumilus MBBO3 serbest enzim iizerine, organik ¢oziiciilerin enzim aktivitesini farkli
miktarlarda etkidigi, biitiin organik c¢oziiciilerin konrolle kiyaslandiginda enzim
aktivitesini ksilen ve gliserol hari¢ azalttigi gozlendi. % 0.1mM konsantrasyonda
gliseroliin % 25 oraninda kontrole karsilastirildiginda enzim aktivitesini artirdigi
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belirlendi. % 1.0 mM konsantrasyonda etanol % 24, metanol % 28, isopropanol ve
gliserol % 30, n-biitanol % 20, aseton % 11, DMSO % 25, ksilen % 23, DMF % 34
oraninda enzim aktivitesini azalttig1 belirlendi (Cizelge 5.13.10b). B. pumilus MBBO03
immobilize enzim aktivitesini biitiin organik ¢o6ziiclilerin kontrolle kiyaslandiginda
iIsopropanol, n-biitanol, aseton, DMSO, ksilen ve gliserol hari¢ anlamli derecede
artirdigr tespit edildi. Etanoliin % 0.1, 0.5 mM ve % 1.0 mM konsantrasyonda sirasiyla
% 87, % 55, % 22 oraninda enzim aktivitesini kontrole kiyasla artirdig1 gézlendi. % 0.1
mM konsantrasyonda metanol enzim aktivitesini % 35, % 0.5 mM konsantrasyonda %
15 oraninda artirdigi saptandi. % 0.1 mM konsantrasyonda isopropanol enzim
aktivitesini % 57, % 0.5 mM konsantrsayonda % 45 oraninda artirdig1 belirlendi. % 0.1
mM konsantrasyonda DMF enzim aktivitesini % 57, % 0.5 mM konsantrasyonda % 55
oraninda kontrole kiyasla artirdigi gozlendi. Ancak % 0.1 mM konsantrasyonda
izopropanol, n-biitanol, aseton sirasiyla % 23% 38, % 25 oraninda, DMSO ve gliserol

%15 oraninda enzim aktivitesini azalttig1 belirlendi (Cizelge 4.13.10b).
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Cizelge 4.13.10b Bazi organik ¢oziicii ve kimyasallarin B. pumilus MBBO3 serbest ve

immobilize lipaz aktivitesi lizerine etkisi.

Bagil Aktivite (%)
Bazi1 Organik Coziicii ve Konsantrasyon Bagil Aktivite (%) o .
] ] ) B.pumilus Immmbilize
Kimyasallar (%) B.pumilus Serbest enzim )
Enzim

Kontrol - 100 100
0.1 89 187
Etanol 0.5 82 155
1.0 76 122
0.1 80 135
Metanol 0.5 77 115
1.0 72 102
0.1 82 157
Isopropanol 0.5 81 145
1.0 70 77
0.1 88 135
n- Biitanol 0.5 87 80
1.0 80 62
0.1 92 102
Aseton 0.5 89 85
1.0 89 75
0.1 79 142
DMSO 0.5 76 97
1.0 75 85
0.1 107 177
Ksilen 0.5 89 122
1.0 77 95
0.1 96 157
DMF 0.5 80 155
1.0 66 115
0.1 125 127
Gliserol 0.5 108 90
1.0 70 85
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4.13.11 Baz1 Kimyasal ve Inhibitér Maddelerin Lipaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Incelenmesi

Serbest ve immobilize B.thermocatenulatus ve B. pumilus lipaz enzimleri iizerine bazi
kimyasal ve inhibitér madde etkisini incelemek i¢in yapilan deneysel ¢alisma Bolim
3.2.15.11°de belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Inhibitor ve kimyasal icermeyen
reaksiyon karigim aktivitesi ile kiyaslanarak % bagil aktiviteler hasaplandi (Cizelge

4.13.11a, Cizelge 4.13.11h).

B. thermocatenulatus serbest enzim iizerine, inhibitoér ve kimyasal maddelerin 6nemli
oranda enzim aktivitesini ekilemedigi, ancak B. thermocatenulatus immobilize enzim

aktivitesini kontrole oranla 6nemli miktarda artirdig: saptandi. (Cizelge 4.13.11a).

Cizelge 4.13.11a Baz1 kimyasal ve inhibitér maddelerin B.thermocatenulatus serbest ve

immobilize lipaz aktivitesi iizerine etkisi

Bagil Aktivite (%) Bagil Aktivite (%)
Bazi Kimyasal ve Konsantrasyon
. B.thermocatenulatus B.thermocatenulatus
Inhibitér Maddeler (mM) ,
Serbest Enzim Immobilize Enzim
Kontrol - 100 100
0.1 101 123
0.5 97 116
PMFS 1.0 95 106
0.1 105 240
[-merkaptoetanol 0.5 103 200
1.0 100 140
0.1 105 310
DTT 0.5 102 209
1.0 101 140
0.1 102 120
EDTA 0.5 100 113
1.0 97 110

B. pumilus MBBO03 serbest ve immobilize enzim iizerine, inhibitér ve kimyasal

maddelerin enzim aktivitesini farkli miktarlarda genelikle azalttici etki gosterdigi

belirlendi. PMFS 0.1 mM konsantrasyonda serbest enzim aktivitesini % 15, 0.5 mM
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konsantrasyonda % 14, 1.0 mM konsantrasyonda % 36 oraninda kontrole kiyasla
azaltigr belirlendi. B-merkaptoetanol 0.1 mM konsantrasyonda serbest enzim
aktivitesini % 30, 0.5 mM kosantrasyonda % 38, 1.0 mM kosantrasyonda % 30 azalttig
saptandi. DTT 0.1 mM konsantrasyonda serbest enzim aktivitesini % 32, 0.5 ve 1.0 mM
kosantrasyonda % 43 azalttig1 saptandi. B. pumilus MBBO03 immobilize enzim {izerine,
PMSF ve B-merkaptoetanol hari¢ enzim aktivitesini kontrole oranla azalttig1 saptansi.
PMSF’ nin immobilize enzim aktivitesi iizerine 0.1 mM konsantrasyonda % 10 arttirici,
1.0 mM konsantrasyonda % 33 azaltic1 etki gosterdigi belirlendi. Benzer sekilde f-
merkaptoetanol’ iin 0.1 mM konsantrasyonda enzim aktivitesini % 25 oraninda artirdig1
1.0 mM konsantrasyonda % 20 oraninda azalttii saptansi. DTT’ mnin farkhi
konsantrasyonlarinin enzim aktivitesini azalttigi, EDTA’ nin 1.0 mM konsantrasyonda

enzim aktivitesi % 33 azalttig1 belirlendi. (Cizelge 4.13.11b)
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Cizelge 4.13.11b Bazi kimyasal ve inhibitér maddelerin B. pumilus MBBO03 serbest ve

immobilize lipaz aktivitesi lizerine etkisi.

Bagil Aktivite (%)
Bazi1 Kimyasal ve Konsantrasyon Bagil Aktivite (%) o
. B.pumilus Immobilize
Inhibitér Maddeler (mM) B.pumilus Serbest Enzim )
Enzim

Kontrol - 100 100

0.1 85 110
PMSF 0.5 84 92

1.0 64 67
B-merkaptoetanol 0.1 70 125

0.5 62 90

1.0 60 80
DTT 0.1 67 92

0.5 57 92

1.0 57 80
EDTA 0.1 106 93

0.5 102 77

1.0 100 67

4.13.12 immobilize Enzimlerin Tekrar Kullanilabilirligi

Alginat-jelatin jel karisiminda immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus
lipazlarinin yeniden kullanilabilirligini belirlemek icin sirasiyla; 0.003 ve 0.004 g
boncuk kullanilarak boncuklarin lipaz aktivitesi kayboluncaya ayni boncuklarla 15

dongii olarak gerceklestirildi.

Alginat+jelatin  boncuklara immobilize B. thermocatenulatus lipazi, 1. dongiide
tamamen, 2. dongiide % 96’ sini1, 5. dongiide aktivitenin yaklasik % 80’1nin korundugu
daha sonraki dongiilerde aktivitenin azaldig: goriildii. 15. Dongii sonunda yaklasik %

13oraninda aktivitenin korunabildigi belirlendi (Sekil 4.13.12a).
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Sekil 4.13.12a B.thermocatenulatus immobilize lipazinin yeniden kullanilabilirligi

Alginat+jelatin boncuklara immobilize B. pumilus MBBO3 lipazi, 1. dongiide tamamen,
2. dongiide % 92’ smi, 3. dongiide aktivitenin yaklasik % 80’ min korundugu, 6.
dongiliye kadar yaklasik % 70 ini, daha sonraki dongiilerde aktivitenin azaldig
goriildii. 15. dongii sonunda yaklasik % 20’ i oraninda aktivitenin koruyabildigi
belirlendi (Sekil 4.13.12b).
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Sekil 5.13.12b B. pumilus MBBO03 immobilize lipazinin yeniden kullanilabilirligi
4.13.13 immobilize Enzimlerin Depo Kararlihg

Alginat+jelatin boncuklara immobilize BTL2 ve B. pumilus lipazinin depo kararliligini
belirlemek amaciyla; serbest ve immobilize enzimin aktivite tayinleri 2 giin araliklarla

gerceklestirildi.

B.thermocatenulatus ve B.pumilus MBBO03 immobilize lipazin 1. giiniin sonunda
aktivitesinin hemen hemen tamamini korudugu, 8. giinde sirasiyla aktivitenin % 80 ve
% 73’ tinli korudugu, ancak daha sonraki giinler aktivite de azalmalar oldugu ve 30. giin

sonunda sirasiyla aktivitenin yaklasik % 40 ve % 36’ sinin korundugu belirlendi (Sekil
4.13.13).
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Sekil 4.13.13 Alginat+jelatin boncuklara immobilize B.thermocatenulatus ve B.
pumilus MBBO3 lipazinin depo kararliligi grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi iriinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve
ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojik endiistriyel enzimler
ile ilgili yapilan cesitli aragtirmalar dnem kazanmaktadir. Ozellikle son yillarda stratejik
alan seklinde degerlendirilen rekombinant DNA teknolojilerinin bagka bir ifade ile
genetik ve protein miihendisliginin uygulamalarindan yararlanilarak enzim tiretimi
biiyiilk boyutlara ulasmis ve kullanimi giderek yayginlasmistir [22]. Enzimlerin
kullanildig1 pek c¢ok alanda lipazlarin 6nemi giderek artmaktadir. Endiistriyel enzim
pazarinda 6nemli yeri olan, Bacillus soylarindan elde edilen lipazlar kullanildigi bir¢ok
endiistriyel siirecin yan1 sira biyoteknolojik uygulamalarda énemli bir role sahiptir [6].
Lipazlar, genis kapsamli énemi nedeniyle, yogun bir ¢alisma konusu olmaya devam
etmektedir. Lipaz iizerine aragtirmalar, Ozellikle lipaz genini klonlama ve siralama,
kinetik, eylem mekanizmasinin aydinlatilmasi, genel karakterizasyon performansi ve

yapisal karakterizasyonu {izerine odaklanmistir [21].

Endiistriyel uygulamalarda enzim tarafindan katalizlenmis reaksiyonlarda hem teknik
hem de ekonomik nedenlerden dolay1 kullanilan biyokatalizoriin yeniden veya siirekli
olarak kullanimi gerekmektedir. Enzim immobilizasyonu ¢6ziinmiis durumdaki bir
enzimin tekrar ve siirekli kullanimint miimkiin kilmak, kararliligini artirmak igin
endiistriyel uygulamalarda kullanilabilirliginin artmasina olanak saglamaktadir [72, 80].
Immobilizasyon tekniklerinden biri olan tutuklama teknigi, bir bosluga veya ag igine

enzimin fiziksel olarak hapsedilmesi olarak tanimlanabilir. [130].

Bacillus thermocatenulatus-BTL2 ve Bacillus pumilus MBBO03 tarafindan iiretilen
termofilik lipazlar alginat+jelatin jel karisiminda tutuklama yontemi ile immobilize
edilmis ve bazi biyokimyasal Ozellikleri serbest enzimle karsilagtirilmistir. Sodyum
alginat jelde immobilizasyon, hizli1 ve kolay uygulanabilir bir metot olmas1 nedeniyle
immobilizasyon ¢alismalarinda biyiik kolaylik saglamaktadir. Alginat jel, enzim
kagisint onleyecek fakat substratin enzime erisimini engellemeyecek gézenek yapisina

sahiptir. Jelatin jeller ise 1limli immobilizasyon kosullar1 saglar. Her iki polimer
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maddenin karisimi  kullanilarak ideal bir tutuklama materyali olusturulmaya

calisilmigtir.

Yapilan ¢aligmada, bir¢ok endiistriyel ve ¢esitli biyoteknolojik alanlarda kullanilan lipaz
enziminin B.thermocatenulatus ve B.pumilus MBBO03 lipazi rekombinanat olarak
tiretilmis ve elde edilen rekombinanat lipazlar alginat+jelatin jel karisimlarinda
tutuklama yontemi kullanilarak immobilizayonu gergeklestirilmistir. Elde edilen
immobilize boncuklar i¢in optimum alginat konsantrasyonu, jelatin konsantrasyonu,
CaCl, yiizdesi, enzim miktari, boncuk boyutu, boncuk miktart gibi immobilizasyon
kosullart optimize edilmistir. Ayrica serbest ve immobilize lipazin bazi biyokimyasal

karakterizasyon parametreleri incellenmistir.

BTL2 lipaz1 natif promoter kontrolii altinda E. coli i¢ginde Shmidt-Dannert tarafindan
ifade edilmistir [58, 61]. B. pumilus 1.4 altfamilyasina ait lipaz tretir. Bu lipazlar
rasemik substrat seciciliklerinden dolay1 dikkate deger bir biyoteknolojik potansiyel
sergiledigi gosterilmistir. Su ana kadar, bazi B. pumilus lipazi topraktan izole edilerek
karakterize edilmistir. Ancak, bunlarin kiiltiir ortami i¢inde hiicre dis1 lipaz etkinlikleri
cok diisiik oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle, bazi arastirma gruplar1 rekombinant B.
pumilus lipazini ifade etmeye ve ayn1 zamanda katalitik aktivitelerini gelistirmek igin

caligmalar yapilmistir [69, 129, 131, 132, 133, 134].

Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03
DNA’sindan klonlama c¢aligmalarinda kullanilan restriksiyon endoniikleaz kesim
bolgelerini de tasiyan ileri ve geri primerlerin kullanildigi PCR ile elde edilen sirasiyla
~1251 bg ve ~648 b¢ uzunlugundaki her bir lipaz geni dogrudan sirasiyla pEcoli-Cterm-
6XHN ve pD451-SR:219414’ ekspresyon vektoriine klonlanmistir. Uygun restriksiyon
endoniikleaz kesim bdlgeleri, ilgili genlerin NCBI veri tabanindaki DNA dizisinden

yola ¢ikilarak elde edilen restriksiyon kesim haritasina gore secilmistir.

pEcoli-Cterm-6xHN/lipaz plazmitindeki B. thermocatenulatus lipaz’a ait gen dizisi ve
pD451-SR:219414/lipaz plazmitindeki B.pumilus MBBO03 lipaz’ a ait gen dizisi,
GenBank’te bulunan 1321705:106-1374 nolu B.thermocatenulatus triagilgliserol lipaz
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geni ve 215414329:121-768 nolu Bacillus pumilus triagilgliserol lipaz geni dizisine

dizisine %100 benzerlik gdstermektedir.

pEcoli-Cterm-6xHN/lipaz ve pD451-SR:219414/lipaz plazmitini igeren E.coli
BL21(DE3) hiicreleri IPTG ile uyarilmasiyla yiiksek derecede eksprese edilmistir.

Lipaz enzimini saflastirmak igin g¢alismada, Ni-NTA afinite kolonu kullanilmistir.
Mikrobiyal kaynakli lipazlar1 saflagtirilmas: sirasinda farkli teknikler kullanilmaktadir.
Lipaz saflastirilmasinda kullanilan 6nemli tekniklerden biri Ni-NTA afinite kolonu ile
tek basamakta saflagtirma teknigidir. Schlieben ve ark. (2004) B.thermocatenulatus’ a
ait lipaz1 saflastirmak igin bu yontemi kullanmistir [135]. Bununla birlikte lipaz
enzimini saflastirmak i¢in iyon degisim kromotografisi [57], jel filtrasyon
kromotografisi [129], DEAE-seliiloz, Sephadex G200, amonyum Persiilfat [136],
HiTrap SP FF kolonu ve Siiperoz 12 kolon kromotografisi [69] gibi farkli yontemler de

kullanilmastir.

B.thermocatenulatus BTL2 ve B.pumilus MBBO03 susundan 300 ml ham enzim kaynagi
3.000xg, +4° de 15 dk santrifiij islemi uygulandi. Santrifiij sonrasinda elden edilen
herbir protein peletine His60 NixTractor Tamponu eklenerek Ni-NTA afinite kolonuna
tatbik edildi ve lipaz enzimi saflastirildi. Ham enzim ektratinda B.thermocatenulatus
enzimin 6zgiil aktivitesi 0.196 U/mg protein ve B.pumilus enziminin 6zgiil aktivitesi
0.076 U/mg protein olarak belirlendi. Ni-NTA afinite kolonu sonrasi,
B.thermocatenulatus 10.9 U/mg protein, B.pumilus 4.6 U/mg protein olarak bulundu
(Cizelge 4.9). Bu sonuglara gore B.thermocatenulatus lipazi % 68.3 verimle 55.67 Kat,
B.pumilus lipaz1 % 70.6 verimle 60.43 kat saflastirildi. Bacillus pumilus B26’ dan lipaz
enzimi Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, CM Sefaroz, Jel filtrasyon kullanilarak % 34
verimle 4.3 kat saflastirilmistir [129]. Baska bir ¢alismada B.pumilus BPL1’ den
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, HiTrap SP FF ve Seperose 12 asamalar1 kullanilarak %
18.2 verimle 3.87 kat saflastirilmistir [69]. Bunlardan farkli olarak, Bacillus pumilus
RK31’ den lipaz enzimini santrifiij isleminden sonra % 60’ lik amonyum siilfat
¢oktiirmesi, jel filtrasyonu (Sephadex G-200), iyon degisimi (DEAE seliiloz)
kromotografisi kullanilarak 186 kat saflastirilmistir [136]. B. thermocatenulatus’ dan
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lipaz enzimi hiicre pargalama isleminden sonra Biitil sefaroz, ultrafiltrasyon ve gel
filtrasyonu kullanilarak % 32 verimle 125 kat [137], B. thermocatenulatus’ dan lipaz
enzimi kalsiyum sabunu, Hekzan-ekstraksiyonu, metanol ¢oOktiirmesi ve Q-Sefaroz
kullanilarak % 11 verimle 67.4 kat [57] saflastirilmistir. Ayrica bizim ¢alismamizda
kullandigimiz gibi B. thermocatenulatus’ dan lipaz enzimi Ni-NTA afinite kolonu
kullanilarak % 60 verimle 6.7 kat saflagtirtlmistir [135]. Bu veriler 1s18inda, Ni-NTA
affinite kolonu kullanilarak yapilan saflastirma lipaz saflastirmasi i¢in uygun bir yontem
oldugu ve diger arastirmacilarin [57, 62, 69, 129,136, 137] elde ettikleri verimden daha

yiiksek bir verime sahip oldugu sdylenebilir.

Uygulanan saflastirma isleminden sonra elde edilen enzim eliiatlar1 elektroforetik olarak
analiz edildi. Hazirlanan %12.5° lik sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezine enzim eliiatlarinin uygulanmasi ve ardindan Commassie Brillant Blue
R-250 ile boyanmasi sonucu mevcut protein bantlarinin tek bant halinde goriilmesi

enzimin saflagtirildigini desteklemektedir (Sekil 4.10).

pEcoli-Cterm-6xHN/lipaz ve pD451-SR:219414/lipaz plazmitini igeren E.coli
BL21(DE3) hiicrelerinde IPTG ile uyarilmasiyla yiiksek derecede eksprese edilen
orneklerin SDS-PAGE jeli sonucunda B.thermocatenulatus-BTL2-lipaz molekiiler
agirlig yaklasik olarak 43 kDa ve B.pumilus MBBO03-lipazin molekiiler agirligr yaklasik
olarak 22 kDa olarak tespit edilmistir.

Bacillus pumilus BPL1 soyundan izole edilen lipaz enziminin molekiil kiitlesi yaklasik
23 kDa olarak saptanmistir. Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz molekiil kiitlesi ile
benzer sonug gostermektedir [134]. Daha 6nce yapilan galigsmalarla, bu tez ¢alismasinda
bulunan B.pumilus lipaz proteinin boyutlari uyumlu olsa da farkli boyutlardaki lipazlar
da ifade edilmistir. Kim ve ark. (2002) nin Bacillus pumilus B26” da yaptig1 ¢alismada
yaklagik 19,225 kDa boyutunda lipaz varlig1 tespit etmistir [129] Litantra ve ark. (2013)
yaptiklart ¢aligmalarinda Bacillus pumilus (BPL1 ve BPL3) lipazlarinin sirasiyla 23
kDa ve 19 kDa oldugunu rapor etmislerdir [69]. Bununla birlikte, Kumar ve ark.(2012)’
nin B.pumilus RK31 ile yaptiklar1 ¢alisjmada DEAE-seliiloz kolon kromatografisi ile
saflagtirdiklar1 lipaz boyutunun 62.2 kDa oldugunu belirlemislerdir [136]. Baska bir
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caligmada, Bacillus sp strain 398 den elde edilen lipazin molekiiler agirliginin 50 kDa
oldugu belirtilmistir [138]. Bunlara ek olarak yapilan baska calismalarda ise Bacillus
strain A30-1 (ATCC 53841)’a ait 65 kDa boyutunda [138], Bacillus sp. THLO27’¢ ait
69 kDa [140] lipaz varlig1 rapor edilmistir.

Schmidt-Dannert ve arkadasglariin 1994 yilinda B.thermocatenulatus (DSM 730)
yaptiklar1 calismalarinda, iyon degisim kromotografisi kullanarak saflastirilan lipaz
molekiiler kiitlesini 16 kDa olarak belirlemislerdir [57]. Bu g¢alismadan sonra yine
Schmidt-Dannert ve arkadaslarinin 1996 yilinda B. thermocatenulatus lipazini E.coli
DH5a’ da ekpresse ettikleri ¢caligmalarinda 43 kDa molekiiler kiitlesinde lipaz varligini
rapor etmislerdir [61]. Rua ve arkadaslarinin 1997 yilinda B. thermocatenulatus’da
yaptig1 ¢calismada, E. coli BL321’ de zayif bir sekilde ekspresse ettikleri BTL2 lipazinin
32 kDa, asir1 ekspresse ettikleri lipazin 40 kDa molekiil kiitlesine sahip oldugunu rapor
etmiglerdir  [137]. Bununla birlikte, Quyen ve arkadaslarmin 2003 de
B.thermocatenulatus ile yaptiklar1 ¢alismada Pichia pastoris’ de ifade ettikleri BTL2-
lipazinin pH 7,5-8,5” de en yiiksek tribiitirin C4 karbon iceren substrata afinite gosteren
60 °C’da kararli olan lipaz boyutunun yaklasik 43 kDa oldugu rapor edilmistir [62].
Baska bir ¢aligmada ise Karkhane ve arkadaslarinin 2009 yilinda B.thermocatenulatus
lipaz1 aktif bolge substrat spesifite ve stabilizesi lizerine yaptiklar1 ¢alismada yaklasik
43 kDa molekiil kiitlesinde lipaz rapor edilmistir [141]. Bu g¢aligmalara ek olarak
Schlieben ve ark. (2004)’ nin bizim c¢alismamiza benzer His-tag saflastirma teknigi
kullanarak B. thermocatenulatus ile yaptigi ¢alismada 44.020 kDa molekiiler kiitleya
sahip lipaz varligini1 saptamiglardir [135]. Bu veriler dogrultusunda elde edilen lipazlarin
molekiil agirliklart bakteri tiirline veya alt tiirlerin 6zelliklerine gore degisiklik
gostermektedir. Yapilan bu g¢alismada B. thermocatenulatus BTL2 ve B. pumilus
MBBO03 suslarindan saflastirilan lipaz enzimlerinin molekiil kiitlesi bu sonuglarla

uyumludur.

Numunelerdeki protein diizeyleri Bradford metodu ile yapilmistir. Bradford yonteminde
standart protein olarak 0.2 mg/ml sigir serum albiimini (BSA) kullanilmis, standart

grafik ¢izilmistir (Sekil 3.2.10). Calismada lipaz ¢Ozeltisinin ve immobilize enzimin
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damlatildigi CaCl, ¢ozeltilerinin ve yikama sularinin protein miktarlar1 bu standart
grafiklerden yararlanilarak belirlenmistir. Bulunan protein miktarlarindan, tutunmayan
protein ve tutunan protein miktarlar1 hesaplanarak immobilizasyon yiizdesi tayin
edilmistir. B. thermocatenulatus i¢in immobilizasyon yiizdesi % 73 immobilizasyon
verimi % 63 B.pumilus MBBO3 i¢in immobilizasyon yiizdesi % 82 verimi % 74 olarak
belirlenmistir. Immobilize B.thermocatenulatus lipaz enzimi spesifik aktivitesi 6.9
U/mg protein olarak belirlenmistir. B. pumilus MBBO3 lipaz enzimin spesifik aktivitesi
ise 3.4 U/mg proteindir. Elde edilen bu souglardan B.pumilus MBBO03 lipazi
immobilizasyon yiizdesinin ve % veriminin daha iyi oldugu goriilmektedir. Bu durum
B. pumilus MBBO03 lipazinin immobilize formda aktif bdlge yapisinin daha iyi

korunmasiyla agiklanabilir.

Tutuklama materyali olarak kullanilan polimerin yani jelin konsantrasyonu ve
tutuklama ¢ozeltisinin konsantrasyonu enzimin tutuklamasinda énemli parametrelerdir.
Bu nedenle o6ncelikle lipazin aktivitesi iizerine alginat ve jelatin konsantrasyonunun
etkisi, CaCl, konsantrasyonu ayrica enzim miktari, boncuk boyutu ve boncuk miktarinin
etkileri de arastirilmis ve optimum degerleri belirlenmistir. Sirasiyla; % 10, 15, 20, 25,
30 (w/v) olacak sekilde jelatin jellere immobilize enzimin spesifik aktivite tayinleri
yapilarak, jelatin konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisi arastirilmistir.
Yapilan aktivite tayini sonucunda optimum jelatin konsantrasyonu B. thermocatenulatus
lipaz1 ve B. pumilus MBBO3 lipaz1 i¢in sirasiyla % 20, % 25 olarak belirlendi (Sekil
4.12.1). Alginat+jelatin jel boncuklara tutuklu lipaz enzim immobilizasyon
caligmasinda, artan jelatin konsantrasyonu immobilizasyon verimini artirmigtir. Ancak
B. thermocatenulatus lipazt % 20 (w/v) ve B. pumilus lipazt % 25 (w/v) jelatin
konsantrasyonu ve daha yiiksek konsantrasyonlarda boncuk yapimimin zorlastig
gozlemlendi. Bu nedenle optimum jelatin kosantrasyonlari olan % 20, % 25 (w/v)
jelatin kullanilmasma karar verildi. % 1.5, % 2, % 2.5, %3 (w/v) olacak alginat
konsantrasyonlarinda immobilizasyonlar gergeklestirilmis ve aktivite tayinleri
yapilarak, alginat konsantrasyonunun enzim aktivitesi ilizerine etkisi arastirilmistir.
Optimum alginat konsantrasyonu B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipaz igin
sirasiyla % 2 ve % 2.5 olarak bulunmustur (Sekil 4.12.2).
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Sodyum alginat+ jelatin karisimi ile gergeklestirilen tutuklamalarinda jel indiikleyici
sistem olarak CaCl, katyonik ¢ozeltisi kullanilmaktadir. Won ve arkadaslarinin 2005
yilinda yaptiklar1 ¢alismada belirtildigi gibi alginattjelatin jeller i¢in CaCl, damlatma
¢ozeltisi kullanmuslardir [142]. Bizde yapilan g¢alismada CaCl, damlatma ¢ozeltisi
kullandik ve optimum kalsiyum kloriir konsantrasyonu B. thermocatenulatus lipazi ve
B. pumilus MBBO03 lipazi i¢in 250 mM olarak belirlendi (Sekil 4.12.3).Yapilan
calismada CaCl;, konsantrasyonu arttikca immobilizasyon veriminin arttigi, fakat 250
mM CaCl, konsatrasyonundan sonra immobilizasyon veriminin degismedigi
goriilmistiir. Bu verilerde dogrultusunda elde edilen immobilize jel formlarinin en
uygun jel yapisinin 250 mM konsantrasyonda kazandigi sdylenebilir. CaCl,’ iin diisiik
konsantrasyonlarinda elde edilen jelin gézenek yapisinin biiyiikk olmasindan dolay:
enzim kagislarinin olabildigi, CaCl,’ iin yiiksek konsantrasyonlarinda ise siki bir jel
yapisinin olusmasindan dolayr substratin jel i¢ine niifus etmesinin zorlastigi
diisiniilebilir. Litaratiir arastirmalart sonucunda elde edilen bu bilgiler yapilan bu
caligmay1 destekler niteliktedir. Ca-alginat jel boncuklara tutuklu lipaz enzimi
immobilizasyonu ¢alismasinda, yapilan ¢alismaya benzer % 1-2 (w/v) konsantrasyonda
kullandiklar alginat konsantrasyonu arttikca immobilizasyon veriminin arttigi fakat 50-
300 mM konsantrasyonda kullanilan CaCl, konsantrasyonu arttikga immobilizasyon
veriminin degismedigi goriilmiistiir. [142]. Ozyilmaz ve Gezer 2010 yilinda yaptiklari
caligmada kalsiyum-alginat jel ilizerine immobilize ettikleri Candida rugosa ve domuz
pancreatic lipazi en iyi sonuglar1 Candida rugosa i¢in % 2.5 Na-Alg ve 2.5 M CaCl,
iken domuz pancreatik lipazi i¢in % 2.5 Na-Alg ve 2.0 M CaCl; olarak belirlemislerdir
[143]. Yapilan ¢alismaya benzer sekilde Pseudomonas sp lipazinin alginat boncuklara
immobilize edilen ¢alismada, % 1.5-2.5 (w/v) arasinda alginat konsantrasyonu ve 50-
200 mM arasinda CaCl, konsantrasyonu kullanilmistir. Calismada alginat
konsantrasyonu arttik¢a enzim aktivitesinin arttiginm1 ve CaCl, konsantrasyonu arttikga
enzim aktivitesinin azaldigini rapor etmislerdir [144]. Rakmai ve ark. (2015), % 1-3
(w/v) sodyum alginat ve % 1-3 (w/v) jelatin konsantrasyonu ve 100-300 mM CaCl,
konsantrasyonu kullanmislardir [145]. Mondal ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklari
Pseudomonas cepacia lipazi immobilizasyon c¢alismalarinda % 20 w/v alginat
konsantrasyonu ve 60 mM CaCl2 konsantrasyonu belirlemislerdir [146]. Bunlara
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ilaveten yapilan ¢alismalarda, Trabelsi ve ark.(2014) alginat konsantrasyonunu %1, 2 ve
3 konsantrasyonlarda, Vujciv ve ark.(2011) gelatin konsantrasyonunu % 20 (w/v)
olarak, kullanmiglardir [147, 148].

Alginat+jelatin boncuklara yiiklenen enzim miktarinin katalitik aktivite lizerine etkisi
bes farkli enzim konsantrasyonu calisilarak incelenmistir. Enzim miktariyla orantili
olarak aktivitenin de arttigt ancak belli bir miktardan sonra azaldigi gozlenmistir.
Boncuklara yiiklenecek enzim miktarinin optimizasyon caligmasinda
B.thermocatenulatus lipaz 2 mL (0.048 mg/mL), B.pumilus 3 mL (0.066 mg/mL)
enzim konsantrasyonun optimum enzim miktar1 oldugu gozlenmistir (Sekil 4.12.4).
Cheirsilp ve ark. (2009) yiiklenen enzim konsantrasyonu arttik¢a, lipaz aktivitesinin
arttigin1  gozlemlemislerdir [144]. Ayrica Vaidya ve arkadaslari (2008) yaptiklari
caligmalarinda benzer sekilde yiiklenen enzim miktar1 arttikga, lipaz aktivitesinin
arttigin1 gézlemlemislerdir [149]. Bu c¢alismada ise belli bir orandan sonra yiiklenen

enzim miktart arttik¢a lipaz aktivitesinin azaldig1 gézlemlenmistir.

Boncuk boyutunun aktivite lizerine etkisi calisildiginda; en yiiksek aktivite B.
thermocatenulatus lipazi igin 0.70x32 mm ¢apinda (siyah u¢lu enjektorle), B.pumilus
MBBO03 lipaz1 i¢in 0.80x38 mm c¢apinda (yesil uglu enjektorle) hazirladigimiz
boncuklarda belirlenmistir. Siyah ve yesil uglu enjektor kullanilarak elde edilen 10 adet
boncuk ortalamasi alinarak 0.19 mm ve 0.29 mm’lik boncuklarin ¢ap1 optimum boncuk
boyutu olarak belirlenmistir (Sekil 4.12.5). Won ve ark. (2005) Ca-alginat jel
boncuklara tutuklu lipaz enzimi immobilizasyonu c¢alismasinda, farkli igne c¢ap1
kullanilarak elde edilen boncuk boyutu optik mikroskopla 6lgiilmiis ve boncuk boyutu
arttikga spesifik aktivitenin azaldigi goriilmiistir [142]. Pseudomonas sp. lipazinin
sodyum alginat ile immobilizasyon ¢alismasinda elde 2.03, 2.53, ve 3.02 mm c¢apinda
boncuk elde edilmis ve boncuk boyutu arttikca immobilize lipaz aktivitesinde azalma
oldugu belirtilmistir [144]. Yapilan baska calismalarda kiitle transfer direnci nedeniyle
boncuk boyutu arttikca immobilize enzim aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir
[150,151]. Bu ¢alismada ise siyah ve yesil uglu enjektor kullanildiginda maksimum

aktivite gozlemlenmistir.
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Kullanilacak optimum boncuk miktarini belirlemek i¢in gergeklestirilen ¢alismada 0.01-
0.1g araliginda olmak iizere farkli boncuk miktari ile ¢alisilmig; B. thermocatenulatus
immobilize lipaz i¢in 0.003 g boncuk miktarinin, B. pumilus immobilize lipaz i¢in 0.004
g boncuk miktarinin en yiiksek enzimatik aktiviteyi gosterdigi gorilmistiir (Sekil
4.12.6). Yapilan ¢alismada boncuk miktari arttikga enzim aktivitesinde azalma oldugu
goriilmistiir. Elde edilen bu sonuglardan ortmada bulunan subtrati katalizleyen enzim
miktarinin boncuk yapisinda tutuklanabildigi ve boncuk agirlinin artmasiyla ortamda
fazla miktarda enzim bulunmasindan dolay1 kirlilik unsurunun olustugu sonucuna

varilmistir.

Bu tez c¢aligmasinin ikinci kisminda; alginatt+jelatin jellerde tutuklanan B.
thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazina ait optimum pH ve sicaklik, substrat
spesifitesi, Km ve Vmaks degerleri, termal ve pH kararlilik, yeniden kullanilabilirlik,
depo kararliligi, metal iyon etkisi organik ¢oziicii etkisi gibi bazi biyokimyasal
ozellikleri arastirilmistir. Optimum pH degeri enzim aktivitesinin ifade edilmesinde
onemli bir faktordiir. Enzimin endiistriyel olarak kulanildigi bir¢ok alan mevcuttur.
Enzimin pH’ ya duyarli olmasi ve optimum pH degeri endiistride kullanim alanin
genislemesi ve kullanim potansiyelinin artmasma saglar. Immobilizasyon islemi
enzimin calisma kosullarin1 daha 1limli hale getiren bir metottur ve enzimin pH caligsma

araligini degistirebilir veya genisletebilir.

B. thermocatenulatus BTL2 ve B. pumilus MBBO03’ den saflastirilan lipaz igin
aktivitenin pH’ya olan baglilig1 serbest ve immobilize lipaz i¢in optimum pH ¢alismasi
pH 4.0-12.0 araliginda p-nitrofenil tiirevleri kullanilarak gergeklestirildi. Lipazlarin
genellikle alkali pH’larda aktivite gosterdikleri bilinmektedir [152]. B.
thermocatenulatus lipaz1 p-nitrofenil dekonat kullanilarak yapilan aktivite tayiniyle
incelendi ve inceleme sonucunda serbest enzimin en iyi aktiviteyi pH 9.0’ da,
immobilize enzimin en iyi aktiviteyi pH 9.5’de gosterdigi gozlendi (Sekil 4.13.1a). B.
pumilus MBBO03 lipazi p-nitrofenil oktanat kullanilarak yapilan aktivite tayiniyle
incelendi ve inceleme sonucunda serbest enzimin en 1iyi aktiviteyi pH 8.5’ da

immobilize enzimin en iyi aktiviteyi pH 9.0’da gosterdigi gozlendi (Sekil 4.13.1Db).
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pH’nin enzim aktivitesi lizerine etkisini gosteren bu grafiklere gére enzimin asidik pH’
larda ¢ok diisiik aktivite gosterdigi ve hafif alkali pH’larda p-nitrofenil ester
substratlarini1 hidroliz etme yeteneginin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte literatiire gore B. termocatenulatus’ dan saflastiritlan BTL2- lipazinin pH-stat
yontemiyle optimum pH degeri 9.0 olarak belirlenmis ve enzimin pH 9.0 ile 11.0
arasinda aktivitesinin stabil oldugu tespit edilmistir [58]. Quyen ve ark. (2003) B.
thermocatenulatus’ dan elde ettikleri lipazin pH-stat metoduyla substrat olarak tribiitirin
ve triolein kullandiklar1 ¢aligmada maksimum aktiviteyi pH 7.5 ve pH 9.0 gosterdigi
rapor edilmistir [62]. Bacillus pumilus B26 soyundan elde edilen lipaz i¢in optimum
dengesinin 8,5 oldugu [129], Bacillus pumilus BPL1 ve BPL3 soylarindan elde edilen
lipazlar igin sirasiyla pH 8.5 ve pH 8.0 oldugu ve aktivitelerini % 60 ve % 50 sinden
fazlasini korudugu rapor edilmistir [69]. Farkli bakteri soylarindan B. pumilus [134], B.
thermocatenulatus [61] Bacillus sp susu 398 [138], B. thermocatenulatus [137] elde
edilen lipazlarin optimum pH degerleri bakimindan benzerlik gostermektedir. Bu veriler
dogrultusunda B. termocatenulatus ve B. pumilus lipaz1 optimum pH bakimindan
literatiirle uyumlu oldugu soylenilebilir. Ayrica yapilan ¢alismada B.thermocatenulatus
lipaz1 ve alginattjelatin jellerde tutuklanan lipazinin optimum pH degeri 9.5 olarak
bulunmustur (Sekil 4.13.1a). B.pumilus MBBO03 lipaz1 ve alginattjelatin jellerde
tutuklanan lipazinin optimum pH degeri 8.5 olarak bulunmustur (Sekil 4.13.1b). Bu
durum gergeklestirilen immobilizasyon uygulamasinin her iki lipaz’in optimum pH’1
degerini artirdign ancak iizerinde onemli bir degisiklik yapmadigini gostermektedir.
Serbest enzimlere oranla immobilize enzimlerin pH degerinde meydana gelen bu artisin
olusturulan boncuk yapisindan dolayr enzimin bocuk i¢inde tutuklanmasiyla daha
yiiksek pH degerlerinde optimum aktivite gdztermesiyle agiklanabilir. Chiou ve Wu,
(2004) Candida rugosa enzimi immobilizasyonu c¢alismasinda, optimum pH’1
belirlemek i¢in pH 3 ile 11 arasinda calismiglar ve serbest enzim i¢in de, immobilize
enzim i¢in de optimum pH’in1 7 olarak belirlemislerdir [153]. Candida rugosa lipazi
kitosan Ttizerine immobilize edildiginde serbest lipaz i¢in optimum pH 8.0 iken
immobilize lipaz i¢in optimum pH 9.0 bulunmustur [154]. Lipaz enzimi PVC, kitosan,

kitin, agaroz, sefaroz, ve trisakril iizerine immobilize edildiginde serbest lipaz i¢in
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optimum pH 7.5 iken immobilize lipaz i¢in optimum pH 8.5 bulunmustur [155]. Elde

edilen litaratiir bilgileriyle ¢alismanin verileri birbirini destekler niteliktedir.

Bakteriyal lipazlarin genellikle optimum aktivite gosterdigi sicaklik 30-60 °C
araligindadir.  Serbest ve alginat+jelatin  jellere tutuklanmis immobilize B.
thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazi iizerine aktivitesinin sicaklikla degisimi
p-nitrofenil dekonat ve p-nitrofenil oktanat substratlart kullanilarak 10-90 °C
araligindaki sicaklik degerlerinde incelendi. B.thermocatenulatus serbest enzimin
optimum sicakligt 60 °C, tutuklanmis enzimin optimum sicakligit 65-70 °C olarak
belirlendi (Sekil 4.13.2a). B.pumilus serbest enzimin optimum sicakligi 50 °C,
immobilize enzimin optimum sicakligt 55°C olarak belirlenmistir (Sekil 4.13.2Db).
B.thermocatenulatus lipaz aktivitesinin biiyiik bir kisminin olduk¢a genis bir sicaklik
araliginda korunmus olmasi, bu enzimin 40°dan 70 °C’ ye kadar herhangi bir sicaklikta
kolaylikla kullanilabilecegini ve g¢esitli endistriyel uygulamalar agisindan biiyiik
avantajlara sahip oldugunu gostermektedir. Yapilan litaratiir arastirmalarinda, Bacillus
stearothermophilus P1 ve Bacillus licheniformis lipazinin optimum sicakligi 55 °C
[156, 157], Bacillus stearothermophilus L1, Bacillus thermoleovorans ID-1, Bacillus
thermoleovorans CCR11, Bacillus thermocatenulatus ve Bacillus thermocatenulatus
Aa-BTL-2 lipazlarinin optimum sicakliginin 60 °C oldugu kaydedilmistir [61, 64,158,
159, 160]. Bunlarin disinda Bacillus licheniformis RSP 09 ve Bacillus pumilus B26
lipazinin  optimum sicakliginin  40°C ve Bacillus subtilis lipazinin optimum
sicaklikginin 45 °C oldugu rapor edilmistir [129, 161, 162]. Ca-alginatla immobilize
edilen lipaz i¢in optimum sicaklik 50°C, kitosan iizerine immobilize edilen Candida
rugosa serbest lipazin 30°C’ nin ustiinde yiiksek aktiflik gosterdigi, immobilize lipazin
ise 40°C’ nin Ustiinde yiiksek aktiflik gosterdigi bildirilmistir. 60 °C’ de serbest lipazin
% 12 imobilize lipazin ise % 23 aktifligini korudugu goézlenmistir [154, 163]. Lipaz
enzimi PVC, kitosan, kitin, agaroz, sefaroz, ve trisakril {izerine immobilize edildiginde
serbest lipaz i¢in optimum sicaklik 35°C iken immobilize lipaz i¢in optimum sicaklik
45 °C bulunmustur [155]. Yapilan bu c¢alismada immobilize enzimlerin serbest
enzimlere kiyasla daha yiiksek sicakliklarda aktivite gostermeleri elde edilen alginat

jelatin jel yapist i¢inde enzimin artan sicakliklardan etkilenmedigi ve enzim yapisinin
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korundugu kanaatindeyiz. Elde edilen enzimlerin serbest ve immobilize formlarinin
optimum pH ve sicaklik 6zellikleri dikkate alindiginda optimum sicakliklarin 40 °C’ nin
tizerinde ve alkali pH sahip olmalar1 enzimlerin organik sentez c¢alismalarinda ve

deterjan katki maddesi olarak kullanilabilme 6zelligi olacag: diisiintilebilir.

B. thermocatenulatus ve B. pumilus lipaz1 i¢in aktivitenin protein konsantrasyonuna
baglilig1 incelendiginde sirasiyla 60 pg/mL’ ve 75 pg/mL’ lik konsantrasyona kadar
reaksiyon karisimindaki enzim miktarinin aktiviteyi arttirdign goriildi (Sekil 4.13.3a,
Sekil 4.13.3b). Daha yiiksek konsantrasyon degerlerinde ise lipaz aktivitesinin enzim
miktarindan bagimsiz oldugu ve maksimum enzim miktarma ulasildiktan sonra
aktivitenin enzim miktarindan etkilenmedigi belirlendi. Geobacillus stearothermophilus
AH22 lipaz1 i¢in aktivitenin protein konsantrasyonuna bagliligi incelendiginde 75
pg/mL’lik konsantrasyona kadar reaksiyon karigimindaki enzim miktariin artmasi

aktiviteyi arttirmaktadir [164].

Serbest ve alginat + jelatin jellerde tutuklanan B. thermocatenulatus ve B. pumilus lipazi
icin en uygun substrat konsantrasyonunu belirlemek amaciyla Vmaks reaksiyon hizi ve
Km Michaelis-Menten sabiti Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilarak bulunmustur.
Km enzimin substrata olan ilgisiyle ters orantili bir parametredir [165]. Serbest ve
alginat + jelatin jellerde tutuklanan B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 lipazi
icin en uygun substrat konsantrasyonunu belirlemek amaciyla protein konsantrasyonu
sabit tutularak degisen konsantrasyonlarda substrat i¢eren bir dizi reaksiyon karigiminda
aktivite olgtimleri yapildi. Substrat olarak p-nitrofenil dekonat ve p-nitrofenil oktaonat
kullanildi. Bu substratlar i¢in elde edilen verilerle Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi
(Sekil 4.13.4a, Sekil 4.13.4b). Km ve Vmaks degerleri hesaplandi. B. thermocatenulatus
serbest enzim p-nitrofenil dekonat substrati1 igin Km ve Vmaks kinetik sabitleri sirasiyla
0.146 mM ile 2504 U/mL iken alginat+jelatin boncuklarda tutuklanan enzim
aktivitesine ait Km ve Vmaks kinetik sabitleri sirasiyla 0.123 mM ile 0.220 U/mL olarak
bulundu. B. pumilus MBBO03 serbest enzim p-nitrofenil oktanat substrat icin Km ve
Vmaks kinetik sabitleri sirasiyla 0.055 mM ile 0.636 U/mL iken alginat+jelatin

boncuklarda tutuklanan enzim aktivitesine ait Km ve Vmaks kinetik sabitleri sirasiyla
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0.128 U/mL ile 0.119 U/mL olarak hesaplandi. Km degeri enzimin substrata olan
ilgisinin bir dl¢listidiir ve ne kadar kii¢iik olursa enzimim substrata olan ilgisinin o kadar
biiyiik oldugunu gosterir. Yapilan litaratiir ¢alismalar1 sonucunda Bacillus sp.” den elde
edilen lipazin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 0.5 mM ve 0.139 uM/min/mL [166], diger
bir Bacillus sp. lipazinin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 0.19 mM ve 0.032
uM/min/mL [167], Bacillus stearothermophilus MC 7 lipazi igin Km, Vmax degerleri,
0.33 mM ve 188 uM dak™ mg™ [168], Candida rugosa lipaz: substrat olarak pNPP
kullanildiginda serbest enzimin 0.9 mM ve 2.43 U/mg iken immobilize lipazinin Km ve
Vmax degerleri sirasiyla 1.6 mM ve 1.93 U/mg [169], Pseudomanas sp alginata
immobilize lipazinin substrat olarak palmiye yagi kullanildiginda, Km ve Vmaks
degerleri sirastyla 0.385 M ve 0.567 m/h [144], Candida rugosa enzimini kitosan
lizerine immobilizasyonu yaptiklar1 ¢calismalarinda reaksiyon hizi ve Michaelis-Menten
sabiti degerlerini serbest enzim ve immobilize enzim ig¢in sirastyla Km 0.013-1.669 g

Vmaks 3.98-117.23 U/mg protein olarak hesaplanmistir [153].

Isil kararlilhik immobilize enzim uygulamalarinda 6nemli karakteristik bilgilerinden
biridir. Serbest ve alginat gelatin jelde immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus
MBBO03 lipazlarinin 1s1l kararliligin1 incelemek amaciyla enzim; 40,50, 60, 70, 80 ve 90
°C sicakliklarda 15 ve 30 dk gibi degisen siirelerde ve oda 1sisinda toplam 30 giine
kadar inkiibe edildi. Bu siirelerin bitiminde optimum sartlar altinda aktivite tayini
yapildi. Kalan yiizde serbest ve alginat gelatin jelde immobilize B.thermocatenulatus ve
B.pumilus MBBO03 lipazlarinin aktivitesi inkiibe edilmemis enzimle yapilan Slgtimle
kiyaslanarak hesaplandi. B. thermocatenulatus serbest enzimin 40 °C’ de 30 dakika
sonunda % 78’ ini korudugu belirlendi. 50 ve 60 °C’ lerde 30 dakika sonunda ise sirayla
% 63 ve % 56’ simi korudugu gozlendi. (Seki 4.13.7a). B. pumilus MBBO3 serbest
enzimin 30 dakika sonunda % 54’ ini korudugu belirlendi. 50 ve 60 °C’lerde 30 dakika
sonunda ise sirayla % 58 ve % 71’ ini kaybettigi gozlendi. (Sekil 4.13.7d). Konuyla
ilgili galismalar incelendiginde, Rua ve ark (1997), Bacillus thermocatenulatus serbest
lipazinin 50 °C’ de 30 dk sonunda satabilitesini korugunu, zayif ekpresse edilen BTL-2
lipazinin 40 °C’ nin altinda daha az stabilitesini korudugunu rapor etmislerdir [137].

Quyen ve ark (2003) Pichia pastoris’ de ekspresse edilen rekombinanat BTL-2
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lipazinin, substrat olarak tribiitirin kullanilarak 65 °C’* de % 100 korudugu ve 75 °C’ de
% 48 azalma oldugunu 50 °C’ de pH 8.0 da 0.1M Tris tamponunda 30 dk inkiibasyon
sonunda stabilitesini korudugu kaydetmislerdir [62]. Substrat olarak PNPP ve yag
kullanilan ¢alismada, 40 °C’ da lipaz stabilitesinde aktivite kayb1 olmadigi, bununla
birlikte 40 °C’nin iizerindeki sicakliklarda bir fosfat tamponu (pH 7.5) icinde 30 dakika
inkiibasyon sonucunda lipaz stabilitesinin azaldigi, 60 °C’ de aktivitenin % 50 sini
korudugu goézlenmistir [57]. Goodarzi ve ark (2014) B. thermocatenulatus dogal ve
Aa5-BTL2 lipazi iizerine yapilan bir diger ¢alismada, delesyon Aa5-BTL2 lipazin 65
°C’ de 30 dk sonunda stabilitesini korudugu, ancak dogal lipazin termal stabilitesinde
azalma oldugu rapor edilmistir. Bu durumun oksianyon delik olusumu kolaylastiran
aktif merkezin geometrik yapisindaki degisik ile lipaz aktivitesinde artisa neden
olabililecegi belirtilmistir [160]. Bacillus RK31 lipazinin 30 °C ile 60 °C arasinda
sicaklik sabitesini korudugu belirtilmistir [136]. Bu ¢alismalar disinda B. pumilus BPL1
lipazinin 30 dakika 25 °C’ de inkiibasyon sonunda Stabilitesini korudugu ancak 30 °C’
de agamali olarak lipaz aktivite kayb1 oldugu, B. pumilus BPL3 lipazinin 30 °C’ ye
kadar stabilitesini korudugu ancak 30 °C’ nin {stiinde stabilitesini kaybettigi
saptanmistir [69]. Genelde immobilize enzimin aktivitesi, dzellikle kovalent, sicakliga
ve denatiirasyon ajanlarina karsi serbest enzimden daha direnglidir. B.thermocatenulatus
immobilize enzimin 40 °C’ de, 15 ve 30 dakika sonunda aktivitesinin sirasiyla yaklasik
% 89 ve % 80 ini korudugu belirlendi. 50 °C’ lerde 15 ve 30 dakika inkiibasyon
sonunda sirasiyla yaklasik % 83 ve % 71’ ini korudugu gozlendi. 60 °C’ de 15 ve 30
dakika inkiibasyon sonunda yaklasik sirasiyla % 79 ve % 68’ ini korudugu belirlendi.
70 °C’ de ise 15 ve 30 dakika sonunda yaklasik % 57’ ini korudugu belirlendi. 80°C’
de 15 ve 30 dakika sonunda sirasiyla yaklasik % 47 ve % 37’ sini korudugu gozlendi.
(Sekil 4.13.7b). B.pumilus MBB03 immobilize enzimin 40 °C’ de 30 dakika sonunda %
69’ ini korudugu belirlendi. 50 ve 60 °C’ lerde 30 dakika sonunda ise sirayla % 46 ve
% 65’ ini kaybettigi gézlendi. 90 °C’ de 15 inkiibasyon sonucunda enzimin aktivitesinin
% 91 ve ve 30 dakika inkiibasyona sonunda % 98’ ini kaybettigi belirlendi (Sekil 4.13.7
e). Vaidya ve arkadaslari [149], 50 °C’ de serbest enzimin aktivitesinin sadece % 62.11°
ini korudugunu immobilize enzimin ise % 94.76’ sin1 koruyabildigini, 70 °C’ de serbest
enzimin aktivitesinin % 9.33° {inli koruyabildigini, immobilize enzimin ise aymn
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sicaklikta % 39.10’unu koruyabildigini saptamiglardir. Kitosan {izerine immobilize
edilen Candida rugosa serbest lipazin 60 °C’ de serbest lipazin % 12 imobilize lipazin
ise % 23 aktifligini korudugu gozlenmistir [154]. Chiou ve Wu [153], Candida rugosa
enzimini hidroksil gruplar1 aktivasyonuyla kitosan tizerine immobilizasyonu yaptiklar
calismalarinda, termal kararlilik igin 25- 60 °C’ ye degisen sicakliklarda 1 saat boyunca
yaptiklar1 ¢alismada, 30 °C’ den sonra serbest enzimin aktivitesini kaybetmeye
basladigin1 gérmiislerdir. 60 °C’ de ise immobilize enzimin aktivitesinin % 60’ 1ni,
serbest enzimin ise sadece % 20’ sini koruyabildigini belirlemislerdir. Isil kararliligin
serbest enzim ile ilgili aktivitelerde optimum yada optimuma en yakin olan sicaklik
degerinde daha kararlig1 oldugu ve optimum sicaklik araliklarinin diginda serbest enzim
tic boyutlu yapisinin denatiire olmast nedeniyle genel olarak aktivitesini
kaybedebilecegi diistiniiliir. Enzim immobilizasyon uygulamalari, immobilize
enzimlere 1s1l kararlilik kazandiran bir uygulamadir. Bu veriler dogrultusunda bu
caligmada da B. pumilus ve B. thermocatenulatus serbest ve immobilize lipazinin diger
mikroorganizmalardan elde edilen lipazlara gore benzer 1sil kararliliga sahip oldugu
sOylenilebilir. Ayrica immobilize enzimler incelendiginde 50- 70 °C gibi yiiksek
sicakliklarda genel olarak aktivitelerini serbest enzimden daha iyi koruduklar
gozlenmistir. Bu durum immobilize enzimlerin organik ¢dziiciili ortamlarda
gerceklestirilen  esterifikasyon ~ ve  transesterifikasyon  reaksiyonlari  i¢in

kullanilabilmesine imkén saglamaktadir.

B. thermocetenulatus serbest ve immobilize enzim oda sicakliginda ise; 30 giiniin
sonunda serbest enzim % 59’ unu, immobilize enzim % 65’ ini korudugu goézlendi
(Sekil 4.13.7c). B. pumilus MBBO3 serbest ve immobilize enzim Oda sicakliginda ise;
30 giiniin sonunda serbest enzim % 48’ unu, immobilize enzim % 54’ ini korudugu
gozlendi (Sekil 4.13.7f). Yapilan ¢alismada hem B. thermocatenulatus ve B. pumilus
MBBO03 immobilize enzimlerin 5. glin den sonra jel boncuk yapisindan enzim
kagiglarinin oldugu goézlendi. 5. giin sonunda enzim aktivitelerinde meydana gelen
azalmalarin enzim sizintisindan kaynaklandigi kanisina varilmistir.  Bu  veriler

dogruldutusunda B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 serbest ve immobilize
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enzimlerin oda 1sis1 1si1l kararlilik Ozellikleri enzimin endistriyel uygulamalarda

kullanilabilecegini gostermektedir.

Serbest ve alginat gelatin jelde immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBB03
lipazlarinin pH kararliligin1 incelemek amaciyla, serbest ve immobilize enzimler 50 mM
konsantrasyonunda pH 4.0-12.0 arasinda enzim-tampon karigimlar1 +4 °C’ de 15 giin
boyunca inkiibe edilerek farkli zaman araliklarinda aktivite olgilimleri yapildi. B.
thermocatenulatus hem serbest hemde immobilize lipazinin genis bir pH araliginda
yiiksek kararlilik gosterdigi gozlendi. B. thermocatenulatus serbest enzimin 15. giin
sonunda pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 11.0° de enzimin baslangi¢ aktivitesinin yaklasik % 50, pH
7.0, 8.0 ve 10.0° da % 60’ 1, pH 9.0°da ise % 80’ i korundugu gozlendi (Sekil 5.13.6a).
Yapilan litaratiir taramas1 sonucunda, B. thermocatenulatus DSM 730’ dan elde edilen
lipazin zeytin yaginin substrat olarak kullanildigi c¢alismada 0,1M fosfat pH 7.0
tamponunda 30 ° C’ de 16.5 saat boyunca % 95 aktivitesini korudugu kaydedilmistir
[57]. p-nitrofenil palmitat kullanildigi 0.1 M farkli pH degerleri olan tamponlarda
(glisin / HCI, pH 4.0-6.0, Tris / HCI, pH 7,0-9,0 veya glisin / NaOH, pH 9,0-12,0)
30°C'de 14 saat inkiibasyondan sonra BTL2 lipaz stabilitesi pH 4,0 ile 6,0 (% 30- 80) ve
pH 12.0 (% 55) pH araliginda azalma oldugu, pH 7.0’ den pH 11.0” e nispeten yiiksek
bir kararlilik gosterdigi rapor edilmistir [62]. Baska bir ¢aligma triolein substrat ile pH
9.0-11.0 araliginda aktivitesini % 90-100 korudugu, trikaprilin ile 60 dakika pH 9.0-
10.0 araliginda oda 1sisinda inkiibe edilen lipazin % 81 ve 84 korudugu bildirilmistir
[61].

B. pumilus MBBO03 serbest enzimin 15. giin sonunda pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 11.0° de
enzimin baglangi¢ aktivitesinin yaklasik % 50, pH 7.0, 8.0 ve 10.0’da % 60’ 1, pH
9.0’da ise % 80’ i korundugu gozlendi (Sekil 4.13.6¢). Ekinci ve ark (2015)
Geobacillus stearothermophilus AH22’ dan elde etikleri lipazinin pH kararliligim
incelemek amaciyla, enzim 50 mM konsantrasyonunda pH 4.0-10.0 arasinda enzim-
tampon karisimlar1 +4 °C’ de 30 giin boyunca inkiibe edilerek farkli zaman araliklarinda
aktivite 6l¢iimleri sonucunda 1 giiniin sonunda pH 5.0 ve 7.0’ de enzimin baslangigtaki

aktivitesinin %90’nin korundugu, diger biitliin pH degerlerinde ise hemen hemen

139



tamaminin korundugu goézlendi. 5 giinlin sonunda pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0’ de enzimin
baslangi¢ aktivitesinin yaklasik % 80’ inin, pH 8.0, 9.0 ve 10.0’ da ise tamamina
yakininin korundugu belirlendi. 10 giiniin sonunda pH 4.0, 5.0 ve 6.0’ da baslangigtaki
aktivitenin yaklasik % 65’ 1, pH 7.0’ de % 80’ 1, pH 8.0, 9.0 ve 10.0° da ise tamamina

yakininin korundugunu rapor etmiglerdir [164].

Buna ek olarak Vaidya ve ark (2008) Candida rugosa enzimi immobilizasyonu
calismasinda, pH 9.0 ve pH 10.0° da serbest enzim aktivitesinin % 47.96 ve % 13.28
korudugu ayn1 pH’ larda immobilize enzimin ise % 86.19 ve % 42.64’ iinii korudugunu
belirlemiglerdir [149]. Yaptigimiz ¢alismada, B. pumilus MBBO03 immobilize enzimin
15. giin sonunda pH 4.0, 5.0, 6.0,9.0 ve 10.0’ de enzimin baslangi¢ aktivitesinin
yaklasik % 50, pH 7.0’de % 76’ 1 pH 8.0 de 80’ i korundugu gozlendi (Sekil 4.13.6d).
Ayrica, B. thermocatenulatus immobilize enzimin 15. giin sonunda pH 4.0, 5.0° de %
60’ 1pH 6.0’ da % 70’ i, pH 7.0, 8.0 ve 9.0°da % 80’ i, pH 10.0 ve 11.0’ de ise enzimin
baglangic aktivitesinin yaklastk % 80’ i korundugu go6zlendi (Sekil 4.13.6b).
Calismamizda, B.thermocatenulatus ve B.pumilus MBBO03 immobilize boncuklarin
fosfat tamponunda pH 6.0-7.5 araliginda boncuk jel yapisinin bozuldugu gozlenmistir.
Bu durum boncuk i¢inde tutuklu enzimin sizmasina neden olmustur. Boncuk yapisinda
meydana gelen bu bozulmanin fosfat iyonundan kaynaklandigi kanaatindeyiz. Ciinkii
kalsiyum alginat boncuklarinin en biiyiik dezavantaji, sodyum veya magnezyum gibi
katyonlar, fosfat, laktat gibi kalsiyum selatlama maddelerine kars1 hassatir ve bu selator
maddelerin Ca-alginatta bulunan Ca iyonlari ile yer degistirmesi sonucunda Ca-alginat
kararliliginin bozulmasina ve jelin parcalanip dagilmasina neden olmasidir [115, 150].
Bununla birlikte, kalsiyum aljinat+ jelatin boncuklarinin aslinda Tris / HCI tamponunda
dengeli oldugu, lipaz aktivitesini arttirdigi bulunmustur. Ayrica, elde edilen her iki
enzimin genis pH aralifinda karali olmasi ve ozellikle optimum pH ve alkali pH
araliklarinda kararlilklarin1 korumus olmalar1 deterjan endiistrisinde ve atik su aritma

caligmalarinda kullanim olanagina sahip oldugu soylenelebilir.

Serbest ve immobilize B. thermocatenulatus ve B. pumilus lipazinin aktivitesi {izerine

bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek amaciyla, CaCl,, NaCl,, CuCl,, KCl,, BaCls,
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MgCl,, MnCl,, HgCl,, NiCl,, ZnSO,4, CuSO4, CoSO,4, FeSO,4, MgSO,, iyonlarmin 0.1,
0.5 ve 1.0 mM’ Ik konsantrasyonlarinda reaksiyon karisimlarinda nihai
konsantrasyonlar1 0.1-1 mM arasinda olacak sekilde ilave edilerek, optimum sartlar
altinda aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu i¢ermeyen karisimin aktivitesine gore elde
edilen sonuglar kiyaslanarak yiizde kalan aktiviteler hesaplandi. B. thermocatenulatus
serebest enzim lizerine, metal iyonlari iginde etkili bir sekilde enzim aktivitesini en fazla
kontrole oranla 1.0 mM konsantrasyonda HgCl,’ {in azalttigi belirlendi. (Cizelge
4.13.8a). B. thermocatenulatus immobilize enzim iizerine, metal iyonlar1 iginde enzim
aktivitesini 1.0 mmM konsantrasyonda MgSO, kontrole oranla azalttigi belirlendi.
(Cizelge 4.13.8b). B. pumilus MBBO03 serebest ve immobilize enzim iizerine, metal
iyonlart ig¢inde etkili bir sekilde enzim aktivitesini ZnSO4, HQCl,, FeSO4 CuSOQy,
CoSO4, NiCl;, MgCl,;, MnCl,, MgSO4 metal iyonlarinin enzim aktivitesini farkli
miktarlarda genel olarak azalttigi gozlendi. Fakat HgCl,, NiCl, metal iyonlarmin 1
mM’ lik konsantrasyonlarinin sirastyla immobilize enzim aktivitesini kontrole oranla %
90 ve % 66 oraninda Onemli anlamda azalttigi belirlendi (Cizelge 4.13.8b).
Calismamizda hem serbest hem de immobilize enzim aktivitesi lizerine bazi metal
iyonlarinin siilfath ve kloriirlii bilesiklerinin farkli etki gosterdigi belirlenmistir. Ayni
metal iyonlarin farkli bilesiklerinin enzim aktivitesini degisen miktarlarda etkilemesi
bu bilesiklerin ¢oziiniirliiklerinin farkli olmasindan kaynaklandig: ileri siiriilebilir. B.
stearothermophilus MC 7 lipazi Cu®* ve Zn**, Co?* ve Hg?" iyonlar: tarafindan sirasiyla
yaklasik % 90, 100, 85, 60 ve 50 oraninda inhibe edilirken Ca? iyonlarinin varliginda
aktivitenin %10 oraminda arttig1 bildirilmistir [168]. Diger ¢alismalarda da lipazin Hg*?
tarafindan inhibisyona ugradigi bildirilmistir [166, 170, 171]. B.thermocatenulatus
dogal ve mutasyona ugramis lipazin Ca'? K, Na*, Mg*? ve Mn*? iyonlarinin 1 mM’hik
varliginda oda 1s1sinda aktivitesinin Ca'? varliginda nativ ve mutasyona ugramis lipazlar
sirasiyla, maksimum aktivitesini % 76 ve % 77 korudugu, % 78.1 ve 41.5’ ini, 10 mM’
lik varliginda ise % 23.7 ve 5.9° unu korudugu, aksine Na** un her iki lipaz aktivitesini
inhibe ettigi bulunmustur [160]. Benzer sonuglar Karkhane ve ark (2009) tarafindan da
rapor edilmistir [141]. Baska bir ¢alismada, 10 mM CaCl; ve MgCl,;, 1 mM NaN3’ iin
lipaz enzimi iizerine 30° C’ de 0.5 saat inkiibasyon sonucunda lipaz ile ilgili herhangi
bir etki olmadigi, ancak 1 mM AgNOs’iin % 28 ve 10 mM MnCI;’ nin % 31 lipaz
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aktivitesini diiglirdiigii belirtilir [61]. Diger baska ¢alismada 1 mM vel0) mM CaCl »,
NaN3, MnCl, ve MgCly’nin lipaz iizerine etki etmedigi, yalnizca MgCl,” nin 1mM
konsantrasyonunun 30 dakika sonunda enzim aktivitesini % 18, 10mM
konsantrasyonda ise enzim aktivitesini % 24 azalttigi fakat AgNOs3’tin 30 dakika
sonunda lipazi inaktive ettigi bildirilmistir [57]. Bu ¢aligmalardan farkli olarak Bacillus
coagulans BTS-3 [172] ve Bacillus coagulans MTCC-6375 [173] lipazlarimin Hg™? ve
Fe*® tarafindan aktivite edildigi bildirilmistir. Kambourova ve arkadaslarinin
bildirdigine gore metaller tarafindan inhibisyonla ilgili olarak metal iyonlarinin etki
mekanizmasi i¢in, ya katalitik bolgenin direk olarak inhibisyona ugradigi ya da metal
iyonlarinin agiga ¢ikan yag asitleri ile kompleks olusturarak onlarin ¢ézliniirliiklerini ve
ara ylizeydeki davranislarini degistirerek bu inhibisyona yol actig1 olabililecegini ileri

stirmiistiir [168].

Bazi deterjanlarin B. thermocatenulatus ve B. pumilus MBBO03 serbest ve immobilize
lipazinin aktivitesi iizerine etkisini belirlemek amaciyla deterjan olarak; c¢esitli iyonik
(sodyum deoksikolat, sodyum taurokolat ve sodyum dodesil siilfat), non-iyonik (Triton
X-100, Tween 20, Tween 80) ve zwitteriyonik (CHAPS) deterjanlar kullanildi.
Kimyasal ve deterjan icermeyen reaksiyon karisimin aktivitesi % 100 kabul edilerek
kimyasal ve deterjan varligindaki aktiviteler ile kiyaslanarak % bagil aktiviteler
hesapland1 (Cizelge 4.13.9a, Cizelge 4.13.9b). Deterjanlar i¢inde B. thermocatenulatus
serbest enzim aktivitesinin etkilenmedigi ancak immobilize enzim aktivitesinin kontrole
kiyasla genelikle arttidig belirlendi (Cizelge 4.13.9a). B. pumilus MBBO3 serbest enzim
tizerine, Triton X-100, Tween 80, Tween 20 ve SDS deterjaninin % 1.0 (w/v)
konsantrasyonda enzim aktivitesini sirasiyla % 64, % 75, % 86 ve % 57 oraninda
azalttigil, immobilize enzim aktivitesini ise sadece % 1.0 (w/v) konsantrasyonda Tween
20’ nin etkili bir sekilde azalttig: tespit edildi (Cizelge 4.13.9b). Calismizdan elde edilen
sonuglara gore B. pumilus MBBO03 serbest enziminin B. thermocatenulatus serbest
enzimine oranla iyonik ve non-iyonik deterjan varliginda enzim aktivitesinin azaldigi
gozlenmistir. Bu durum B. pumilus MBBO3 serbest enziminin aktif bolge yapisinin bu
deterjanlar varliginda etkilenmesiyle agiklanabilir. Ayrica B. thermocatenulatus ve B.

pumilus MBBO03 serbest enzimlerine kiyasla immobilize enzim aktivitesini bu
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deterjanlarin ~ varhiginda arttigi  saptanmistir. Bu  bilgiler dogrultusunda B.
thermocatenulatus ve B. pumilus MBB03 immobilize enzim formlarinin jel yapisi
icinde enzimin tutuklu bulunmasiyla bu deterjanlarin enzim aktif bolgesini biiyiik

oranda etkilemedigi sdylenebilir.

Bacillus sp. RSJ-1 lipazinin non-iyonik deterjanlara karst oldukga stabil oldugu
belirlenmis ve Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 ile orijinal aktivitenin sirasiyla %
100, 92 ve 82’sinin ,aksine enzimin anyonik deterjanlara kars1 daha az stabil oldugu ve
deoksikolat ile aktivitenin % 54’ iniin korundugu bildirilmistir [174]. B.
thermocatenulatus lipazinin % 0,1 (w/v) eklenen CHAPS ve taurokolik asit enzim
aktivitesini hemen arttirdigi, ancak % 0,1 (w/v) eklenen Tween 20, Tween 80’nin enzim
aktivitesini distirdiigii ve % 0,1 (w/v) eklenen Triton X-100’lin enzimi ¢ok az inaktive
ettigi gozlenmistir [57]. Bacillus thermocatenulatus lipaz1 da Tween 20, Tween 80 ve
SDS tarafindan inaktive edilmis, bununla beraber, Triton X-100 aktiviteyi % 80,
CHAPS ise % 40 oraninda artirmistir [137]. Bacillus sp. GK8 lipaziyla yapilan
caligmada Triton X-100 ile enzimin aktivitesini tamamen kaybettigi, % 1° lik SDS’nin
ise aktiviteyi artirdig bildirilmistir [175]. Bir baska ¢aligmada % 0,1 varliginda Triton
X-100 ve Tween 80 ’ nin lipaz aktivitesini tamamen inaktive oldugu, % 0.1 CHAPS ve
tarokolik asit varliginda % 63-84, Tween 20 varliginda % 6-9 oraninda aktivitesi
arttirdigr  gozlenmistir [61]. Bacillus sp. J 33 lipaziyla yapilan g¢alismada enzim
aktivitesinin, % 0,1’ lik Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 varliginda sirasiyla % 40,
20 ve 60 oraninda arttigi, SDS’nin ise enzimi tamamen inaktive ettigi bildirilmistir
[176]. Bu iyonik deterjanlarin enzimin ii¢ boyutlu yapisimi koruyan kuvvetlerle
etkilesime girerek enzimi denatiire ettigi ve bu nedenle enzimin stabilitesini
koruyamadigi diisliniilmektedir. Diger yandan bu deterjanlarin daha yliksek
konsantrasyonlari karsisinda geri kalan aktivite daha yiiksektir. Bu durumun lipazin ara
yiizey aktivasyonu ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu deterjanlarin yiiksek
konsantrasyonlar1 lipazin ara yiizey alanini genisleterek substratiyla daha rahat
bulusmasini sagliyor olabilir. Bu deterjanin diisiik konsantrasyonda enzimin stabilitesini
azaltacak sekilde konformasyonunu degistirdigi buna karsin yiiksek konsantrasyonda bu

konformasyonel degisikligin stabiliteyi artiric1 yonde oldugu diisiintilmektedir.
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Serbest ve immobilize BTL2 ve B. pumilus lipaz enzimleri iizerine bazi organik ¢oziicii
etkisini incelemek iizere, etanol, metanol, isopropanol, n-biitanol, aseton,
dimetilsiilfoksit (DMSO), ksilen, dimetilformamid (DMF), gliserol kullanilmistir. Bu
organik c¢oziiclilerin % 10’ luk stok ¢ozeltileri hazirlanarak reaksiyon karigimlarinda
nihai konsantrasyonlart % 0.01-1 arasinda olacak sekilde ilave edilerek, optimum
sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Higbir organik ¢oziicii igermeyen deney ortami
kontrol olarak kabul edildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edilmis ve
metal iyonu igeren deney ortaminin kontrole gore aktivite degisimleri degisimleri
belirlendi ve % bagil aktiviteler hesaplanmistir. B. thermocatenulatus serbest enzim
lizerine, organik c¢oziciilerin etkili bir sekilde enzim aktivitesini farkli miktarlarda
etkidigi, ancak anlaml artis ya da azalislarin olmadigi gozlendi. B. thermocatenulatus
immobilize enzim {izerine, organik ¢oziiciilerin biitiin konsantrasyonlarda % 1.0 mM
konsantrasyonda gliserol hari¢ etkili bir sekilde enzim aktivitesini farkli miktarlarda
artirdigi belirlendi. % 1.0 mM konsantrasyonda gliseroliin enzim aktivitesini kontrolle
kiyaslandiginda % 24 oraninda inhibe ettigi belirlendi. B. pumilus MBBO03 serbest
enzim {izerine, organik c¢oziiciilerin enzim aktivitesini az miktarlarda etkiledigi,
genellikle biitiin organik c¢oziiciilerin konrolle kiyaslandiginda enzim aktivitesini en
fazla % 0.1 mM konsantrasyonda DMEF’ nin % 34 inhibe ettigi gozlendi. B. pumilus
MBBO03 immobilize enzim iizerine, organik ¢dziiciilerin enzim aktivitesini farkl
miktarlarda etkidigi, genellikle biitliin organik c¢oziiciilerin konrolle kiyaslandiginda
enzim aktivitesini izopropanol, n-biitanol, aseton, DMSO, ksilen ve gliserol harig
anlamli derecede artirdig1 tespit edildi. Ancak % 0.1 mM konsantrasyonda izopropanol
% 23, n-biitanol % 38, aseton % 25, DMSO ve gliserol %15, ksilen % 5 oraninda
enzim aktivitesini azalttig1 belirlendi (Cizelge 4.13.10a, Cizelge 4.13.10b).

Lipazlarin organik ¢oziiciiler kargisindaki hassasiyetleri farklilik gostermektedir [177].
Bacillus sp. Lipazi iizerinde etanol ve metanoliin yaklasik % 40 inaktivasyona yol agtig1
bildirilmistir [167]. B. thermocatenulatus lipaz tizerine % 30 (v/v) metanol, 2-propanol
ve aseton eklenmesi BTL2 aktivitesini bir miktar onledigi belirtilmistir [61, 137].
Benzer bir diger calismada Quyen ve ark (2003), % 30 (v / v) ilave metanol veya aseton,

% 16 oraninda, 2-propanol’ un ise % 47 oraninda BTL2 lipaz aktivitesi azalttig
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bildirilmistir [62]. Bu g¢alismalar disinda Bacillus thermoleovorans CCR11’den elde
edilen lipazin biitanol karsisinda aktivitesini tamamen kaybettigi bildirilmigtir [159].
Hun ve ark (2003), Bacillus sphaericus 205y susundan elde ettikleri lipaz aktivitesinin
DMSO varliginda % 80 kayboldugunu saptamislardir [178].

Serbest ve immobilize BTL2 ve B. pumilus lipaz enzimleri iizerine bazi kimyasal ve
inhibitorin etkisini incelemek lizere, serin inhibitorii olan PMSF, SH-grubu inhibitorii
olan B- merkaptoetanol, SH-grubu ve disiilfit grubu (-S-S-) inhibitorii olan DTT ve
EDTA 10 mM stok ¢ozeltileri hazirlanarak reaksiyon karisimlarinda nihai
konsantrasyonlart 0.01-1mM arasinda olacak sekilde ilave edilerek, optimum sartlar
altinda aktivite tayinleri yapildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edilmis
ve metal iyonu iceren deney ortaminin kontrole gore aktivite degisimleri degisimleri
belirlenmis ve % bagil aktiviteler hesaplanmistir (Cizelge 4.13.11a, Cizelge 4.13.11b).
B. pumilus MBBO03 serbest ve immobilize enzim {izerine, inhibitor ve kimyasal
maddelerin enzim aktivitesini farkli miktarlarda genelikle azalttict etki gosterdigi
belirlendi. B-merkaptoetanol 0.5 mM kosantrasyonda % 38 azalttig1 saptandi, DTT 0.5
ve 1.0 mM kosantrasyonda % 43 azalttigi saptandi. B. pumilus MBBO03 immobilize
enzim tizerine, PMSF ve B-merkaptoetanol hari¢ enzim aktivitesini kontrole oranla
azalttigi saptanst. PMSF’ nin immobilize enzim aktivitesi iizerine 0.1 mM
konsantrasyonda % 10 arttirici, 1.0 mM konsantrasyonda % 33 azaltic1 etki gosterdigi
belirlendi. Benzer sekilde B-merkaptoetanol’ iin 0.1 mM konsantrasyonda enzim
aktivitesini % 25 oraninda artirdigr 1.0 mM konsantrasyonda % 20 oraninda azalttig1
saptansi. DTT’ nin farkli konsantrasyonlarinin enzim aktivitesini azalttigi, EDTA’ nin
1.0 mM konsantrasyonda enzim aktivitesi % 33 azalttig1 belirlendi (Cizelge 4.13.11b).
Bu veriler dogrultusunda inhibitér maddelerin serbest ve immobilize enzim aktivitesini
farkli miktarlarda etkiledigi goriilmistiir. Ser-His-Asp/Glu Katalitik triada sahip olan
lipazlar serin hidrolaz sinifindadirlar. Serin inhibitorii olan fenilmetilsiilfonil floriir
(PMSF) lipazlarin aktif bolgesinde bulunan serin aminoasidine baglanarak aktiviteyi
geridoniisiimsiiz olarak inhibe etmektedir [140]. Bu yiizden PMSF varliginda diger
lipazlara benzer olarak B.pumilus MBBO03 serbest ve immobilize enzim aktivitesi 1.0

mM konsantrasyonda % 36 ve % 33 oraninda azalma gostermistir. Leow ve ark. [179],
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Geobacillus sp.” nin termoalkalifilik T1 lipazinin 5 mM EDTA ile % 22’ den daha az
oranda inhibe oldugunu, bunun aksine 5 mM PMSF ve 1 mM pepstain ile 50 °C’ de 30
dakika muamele edildiginde % 11 ve % 14’ likk kalan aktiviteleri ile yiliksek oranda
inhibe oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde Bacillus thermoleovorans ID-1
lipazinin [180] ve Bacillus thermoleovorans CCRI11 lipazinin da PMSF tarafindan
inhibe edildigi bildirilmistir [159]. B. stearothermophilus L1 ve B.thermoleoverans ID1
lipazlarmin B- merkaptoetanol ve DTT’ nin lipaz aktivitesini yaklasik % 15 azalttigi
[64, 180] ve Bacillus licheniformis lipazint PMFS’ nin % 60 oraninda inhibe ettigi,
aksine 1 mM EDTA varliginda % 125 aktive oldugu belirtilmistir [157]. Bacillus sp.
lipaz1 ise B-merkaptoetanol ve DTT ile neredeyse tamamen inhibe olmustur [166]. Bu
calismalarin disinda Schmidt-Danert ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismada B.
thermocatenulatu’ dan elde edilen lipazin ImM ve 10mM PMFS ve EDTA’ dan
etkilenmedigi belirtilmistir [57]. Bu sonuglar bizim ¢alismamizi desterler niteliktedir.
B.pumilus MBBO03-lipaz enzimi proteinlerde bulunan disiilfit baglarini inhibe etme
ozelligi olan 0.1 mM konsantrasyonda DTT ile muamele edildiginde serbest enzim
aktivitesini % 43 oraninda, immobilize enzim % 20 oraninda kaybettigi belirlendi
(Cizelge 4.13.11b). Immobilize enzimin jel yapisindan dolay: serbest enzimine oranla
DTT’ den daha az miktarda etkilensigi sonucuna varilabilir. Aksine 2001 yilinda
Nthangeni ve arkadaslarinin Bacillus licheniformis lipazinda yaptiklari ¢alismada 0.5
mM konasantrasyonda DTT varliginda test edilmis ve lipaz enzim aktivitesi % 142

oraninda artirdig1 géstermislerdir [157].

Serbest ve immobilize BTL2 ve B. pumilus lipaz enzimlerin substrat 6zgiillik
caligmalar1 oncelikle farkli karbon uzunlugundaki paranitrofenol tiirevleri (pNP-asetat
(C»), pNP-biitirat, pNP-kaprilat, pNP-dekonat, pNP-laurat, pNP-meristat, pNP-palmitat
substrat olarak kullanilarak incelenmistir. BTL2-serbest ve immobilize lipazi en iyi
pNP-dekonat (C10), pNP-kaprilata (C8) aktivete gosterdigi belirlendi. BTL2 hem
serbest hem de immobilize lipaz en diisiik aktivitreyi pNP-asetat ve daha sonra pNP-
biitirat’ a gosterdigi belirlenmistir. B.thermocatenulatus serbest ve immobilize lipaz
enzimi orta zincir uzunluktaki substratlara yiliksek aktivite gosterdigi belirlendi (Sekil

4.13.5a). Elde edilen sonuglara benzer Rua ve ark(1997) [137], Schmidt-Dannert ve
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ark.(1996) [61] ve Quyen ve ark(2003) [62] tarafindan da belirlenmistir. Bununla
birlikte, Goodarzi ve ark.(2014) tarfindan nativ ve a5 Helix delesyonu olan
B.thermocatenulas’ da rapor edilmistir [160]. B.pumilus MBBO3 serbest ve immobilize
lipaz1 en yiiksek aktiviteyi 8C’lu pNP-oktanata karsi gostermistir. B.pumilus MBBO03
hem serbest hem de immobilize lipaz en diisiik aktivitreyi pNP-asetat, pNP-meristat’a
ve pNP-palmitat’ a gosterdigi belirlendi (Sekil 4.13.5b). Elde edilen sonuglara benzer
Kim ve ark (2002) [129], Arild Ranlym ve ark.(2013) [134] ve Litantra ve ark.(2013)
[69] tarafindan da rapor edilmistir.

Immobilize edilen lipazin tekrar kullanim sayisin1 6lgmek amaciyla Boliim 3.2.12. de
belirtilen metod kullanilarak aktivite tayin edildi. Biyokatalizor serbest enzim formunda
kullanildiginda biyokatalizériin yeniden kullanilabilirliginden s6z edilemez. Bu nedenle
endiistriyel agidan 6nemli enzimler i¢cin immobilizasyon formlar1 tasarlanmakta ve bu
formlar ile liretim ¢alismalar1 planlanmaktadir. Serbest enzime gére immobilize enzim
birgok kez ve uzun siire kullanilabilir. Immobilize enzimin bu 6zelligi endiistriyel
uygulamalarda ¢ok Onemlidir. Ciinkii iiretim maliyeti siirekli kullanima bagli olarak
diger. Sirekli kullanim ile enzim aktifliginde bir degisim goézlenmistir [181].
Alginat+jelatin boncuklara immobilize lipazin yeniden kullanilabilirlik ¢alismasinda
immobilize B. thermocatenulatus lipazi, 1. dongiide tamamen, 2. dongiide % 96’ sin, 5.
dongiide aktivitenin yaklasik % 80’ min korundugu daha sonraki dongiilerde aktivitenin
azaldig1 goriildii. 15. Dongii sonunda yaklasik % 13 oraninda aktivitenin korunabildigi
belirlendi (Sekil 4.13.12a). Alginat+jelatin boncuklara immobilize B. pumilus MBB03
lipazi, 1. dongiide tamamen, 2. donglide % 92’ sin1, 3. dongiide aktivitenin yaklasik %
80’ min korundugu, 6. dongiiye kadar yaklasik % 70’ ini, daha sonraki dongiilerde
aktivitenin azaldig1 goriildii. 15. dongii sonunda yaklasik % 20’ i oraninda aktivitenin
korunabildigi belirlendi (Sekil 4.13.12b).

Won ve arkadaslar1 (2005), Ca-alginat jel boncuklara tutukladiklar1 lipaz enzimi
immobilizasyonu caligmalarinda, alginat boncuklarin 3. kullanimda aktivitesinin %
72’sini korudugunu goézlemlemislerdir [142]. Candida rugosa lipazi hidrofobik polimer

destek iizerine adsorpsiyon yolu ile immobilize edildiginde 15 kez kullanim sonunda
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enzim aktifliginin % 90’ min korundugu bildirilmistir [182]. Candida rugosa lipazi
kitosan tizerine immobilize edildiginde 10 kez kullanim sonunda % 74 aktiflik
gosterdigi bildirilmistir [154]. Chiou ve Wu (2004), hidroksil gruplar1 aktivasyonuyla
kitosan {izerine Candida rugosa enzimi immobilizasyonu yaptiklar1 ¢alismalarinda, 6.
kullanim sonunda immobilize enzimin aktivitesinin tamamini, 30 giinlin sonunda
enzimin % 54 aktifligini korudugu, serbest enzimin ise 5. giin sonunda aktivitesini %

70’ ini kaybettigi belirlenmistir [153].

B. thermocatenulatus B. pumilus MBB03 immnobilize lipazin 1. giiniin sonunda
aktivitesinin hemen hemen tamamini korudugu, 8. giinde sirasiyla aktivitenin % 80 ve
% 73’ iinii korudugu, ancak daha sonraki giinler aktivite de azalmalar oldugu ve 30. giin

sonunda sirastyla aktivitenin yaklasik % 40 ve % 36’ sinin korundugu belirlendi (Sekil

4.13.13).

Sonu¢ olarak, bu tez kapsaminda B.thermocatenulatus ve B.pumilus MBB03’den
rekombinant lipazlar elde edildi ve tutuklama yontemiyle alginattjelatin jellere
basariyla immobilize edildi. Elde edilen serbest ve immobilize enzim formlari
karakterize edilerek optimum ¢alisma kosullar1 belirlendi. Buna gore;

v’ B.thermocatenulatus ve B.pumilus MBB03’den elde edilen lipazin, serbest
enzimlere gore immobilize enzimlerin optimum pH ve sicaklik degerlerinin
yiksek oldugu, immobilizasyonun 1sil ve pH kararliligr artirdigi, BTL2
immobilize enzimin serbest enzime gore cesitli metal iyonlari, organik ¢oziicii
deterjan formulasyonlari i¢inde stabilitesini korudugu,

v' BTL2’den elde edilen serbest ve immobilize enzimin B.pumilus MBB03’den
elde edilen serbest ve immobilize enzime gore optimum c¢alisma kosullarinin
daha elverisli oldugu,

v' BTL2 immobilize enzimin B.pumilus MBB03 immobilize enzime gore bazi
inhibitér maddeler i¢inde aktivitesini daha iyi korudugu,

v' B.pumilus MBBO03 lipazinin immobilizasyon veriminin BTL2 lipazina gore

daha yiiksek oldugu saptandi.
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v" Immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore spesifik aktivitelerinin daha diisiik

oldugu,

Bu veriler dogrultusunda, elde edilen serbest ve immobilize lipazlarin genis 1s1l ve pH
kararlilig1, ¢esitli metal iyonlari, organik ¢oOziicii deterjan formulasyonlar1 iginde
stabilitesini korumasi ve diger Onemli Ozelliklerinden dolay1 c¢esitli endiistriyel
uygulamalarda (gida ve deterjan endiistrisi, organik ¢oziiciilii ortamlarda
gerceklestirilen esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlar1) potansiyel olarak

kullaniminin uygun olabilecegi Sonucuna varildi.
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