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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Bacillus cereus ATA179 SUSUNDAN LIPAZ URETIMINI ARTIRMAK ICIN UV
MUTAJENEZIYLE SUS GELISTIRME, BESINSEL OPTIMiZASYON, ENZIMIN
KISMI SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYON VE DETERJAN
ENDUSTRISINDEKI POTANSIYELI

Vichi Sicha IRTANTO

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damisman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu calismada, fiziksel mutajen UV ile muamele edilen Bacillus cereus ATA179
susundan lipaz iireten 445 adet mutant elde edilmistir. Maksimum lipaz {ireten mutant
sus secilmis ve Bacillus cereus EV4 olarak adlandirilmistir. 24. saatte en yliksek enzim
tiretimi 10,6 U/ml ile elde edilmistir. Bu mutant ana sustan %60 oraninda daha fazla
enzim TUretmistir. Besinsel optimizasyon c¢alismalarinda, en iyi karbon ve azot
kaynaklar1 sirasiyla sukroz (10,8 U/mL) ve (NH4)2HPO4 (15,3 U/mL), metal iyonu
olarak CuSOs4 (11 U/mL) saptanmistir. Mutant EV4 besinsel kosullarin optimize ederek
yaratilan modifiye ortamda enzim {retiminde %32 artis gostermistir. Kismen
saflagtirilmis enzimin optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 60°C ve 7.0 olarak
saptamigtir. Termostabilite ¢alismalarinda enzimin termostabil oldugunu tespit
edilmistir. CuSO4, CaClz, LiSO4, KCI1, BaCl2 ve Tween 20 enzim aktivitesi {izerine
aktivator etki yaptigr bulunmustur. Vmax ve Km kinetik degerleri sirasiyla 17,36 U/mL
ve 0,036 mM olarak saptanmistir. Molekiiler agirlik yaklasik 28,2 kDa bulunmustur.
Ham enzimin oda sicakliginda 60 giine, +4°C’de 75 giine, -20°C’de 90 giine kadar
aktivitesinin korudugunu saptanmistir. Enzimin deterjan sanayiinde potansiyel giicii
aragtirtlmis ve enzimin deterjan katki maddelerinden etkilenmedigi ayrica yagh
maddelerle kirletilmis kumaslarda yagin ¢ikarilmasinda etkili oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, Bacillus, UV Mutasyon, Optimizasyon, Kismi Saflagtirma,
Karakterizasyon, Deterjan Uygulamasi

2020, x + 145 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

STRAIN IMPROVEMENT BY UV MUTAGENESIS FOR ENHANCED LIPASE
PRODUCTION FROM Bacillus cereus ATA179 STRAIN, NUTRITIONAL
OPTIMIZATION, PARTIAL PURIFICATION OF ENZYME,
CHARACTERIZATION AND POTENTIAL IN THE DETERGENT INDUSTRY

Vichi Sicha IRTANTO

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, Bacillus cereus ATA179 was exposed to UV and total 445 lipase-
producing mutants were obtained. The best lipase producing mutant showed the highest
enzime activity at 24th hour (10,6 U/ml). The mutant showed a 60% increase in enzyme
production and, named as Bacillus cereus EV4. Sucrose (10,8 U/mL) as the best carbon
source, (NH4)2HPO4 (15,3 U/mL) as the best nitrogen source, CuSOs4 (11 U/mL) as the
best metal ion were obtained. EV4 mutant showed a 32% increase in enzyme
production in the modified medium created by optimizing nutritional conditions.
Optimum temperature and pH of the partially purified enzyme were 60° C and 7.0,
respectively. Thermostability studies showed that the enzyme is thermostable. CuSO4,
CaClz, LiSO4, KCl, BaCl2 and Tween 20 had an activating effect on enzyme activity.
Vmax and Km kinetic values were found as 17,36 U/mL ve 0,036 mM, respectively. The
molecular weight was determined as about 28,2 kDa. The activity enzyme was found to
be stable up to 60 days at room temperature, 75 days at + 4°C and 90 days at -20°C. The
potential strength of the enzyme in the detergent industry was investigated and it was
found that the enzyme was not affected by detergent additives; and it was found to be
effective in removing fat in fabrics contaminated with oily substances.

Key words: Lipase, Bacillus, UV Mutation, Optimization, Partial Purification,
Characterization, Detergent Application

2020, x + 145 pages.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama
(NH4)2NO3 Amonyum nitrat
(NH4)2S04 Amonyum siilfat

N Azot

Cu* Bakir Iyonu

CuSO4 Bakir stilfat

ZnS0O4 Cinko siilfat

Dk Dakika

Fe?" Fe** Demir Iyonu

FeSO4 Demir siilfat
(NHa4)2HPO4 Diamonyum siilfat
gr Gram

H202 Hidrojen peroksit

C Karbon

kDa Kilodalton

LiSO4 Lityum stilfat
MgSO4 Magnezyum siilfat
Vimax Maksimum enzim aktivitesi
MnSO4 Manganez (II) siilfat
Km Michaelis-Menten sabitesi
uL Mikrolitre

ug Mikrogram

uM Mikromolar

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

mM Milimolar

M Molar

nm Nanometre

KOH Potasyum Hidroksit
K" Potasyum Iyonu
KCl Potasyum Kloriir
KNO:3 Potasyum Nitrat

°C Santigrat Derece
NaCl Sodyum klortir

[S] Substrat Konsantrasyonu
U Unite

% Yiizde oranti
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Kisaltmalar

Tris
MTHF
6-4 PPs
8-HDF
Bp
CPD
DNA
DAG
DG
dH20
El

EC
EDTA
FADH
FMN
His
MW
NB

OD
PZR (PCR)
PES
ROS
Rpm
RT

Ser
BSA
SDS
SDS-PAGE
TAG
TBA
TG

uv
IUBMB

Aciklama

2-Amino-2-Hidroksimetilpropan-1,3-diol
5,10-meteniltetrahidrofolat

6-4 pirimidin fotoiiriinleridir
8-hidroksi-5-deaza -riboflavin

Baz cifti (Base Pair)

Cis-syn siklobutan pirimidin dimerler
Deoksiribonukleik Asit

Diagilgliserol

Digliserit

Distile Su

Enzimatik Indeksi

Enzim Komisyonu

Etilendiamin Tetraasetikasit

Flavin adenin diniikleotidi

Flavin mononiikleotidi

Histidin

Molecular Weight

Nutrient Broth

Optik Yogunluk (Optik Dansite)
Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Polyester lifi

Reaktif oksijen tiirlerinin
Revolutions Per Minute

Room Temperatur (Oda sicaklig1)
Serin

S1g1r serum albiimini

Sodyum dodesil siilfat

Sodyum dodesil siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Triagilgliserol

Tribiitirin Agar

Trigliserit

Ultraviyole

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekuler Biyoloji Birligi
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1. GIRIS

Enzimler, spesifik biyokimyasal reaksiyonu gerceklestirebilmek icin bir katalizor olarak
canli bir organizma tarafindan iretilen biyolojik substans veya biyolojik
makromolekiillerdir. Enzimler hiicre i¢i ve hiicre dis1 biyolojik/biyokimyasal
reaksiyonlart hizlandiran biyokatalizérdiir. Enzimler olduk¢a verimli, reaksiyon
oranlarin1 normal kimyasal reaksiyonlardan 100 milyon - 10 milyar kat daha hizli
artirabilmektedir (Gurung ve ark. 2013). Enzimlerin yaklagik 4.000 biyokimyasal
reaksiyonu katalize edebildigi bilinmektedir (Bairoch 2000).

Bugiin, yaklasik 4000 enzim bilinmektedir ve bunlardan yaklasik 200' ticari olarak
kullanilmaktadir (Andualema ve Gessesse 2012). Enzimler, yiiksek Ozgiilliikkleri ve
ekonomik avantajlar1 nedeniyle herhangi bir cevresel etki yaratmadan endiistri
alanlarinda biyolojik katalizorler olarak kullanilmaktadir. Enzimin diger advantajlari,
normal sicakliklarda ve diger ¢evresel kosullarda daha iyi ¢alismaktadir. Sert kosullara
ihtiyac olan sert kimyasallar yerine enzimlerin kullanilmasi ile enerjinin korumasi ve
kirliligin 6nlemesi saglamaktadir. Enzimler oldukg¢a spesifiktir, bu nedenle istenmeyen
yan iriin olusturmamaktadirlar. Enzimler immobilize hale getirilebilmekte ve
dolayistyla bircok defa kullanimi olabilmektedir.. Enzimler ayrica zararli bilesiklerden
olusan atiklarin islemesinde de kullanilabilmektedir. Normalde, ayristiricilar yardimiyla
dogal olarak enzimler ayrisabildiginden dolay1 enzimlerin tiim kimyasal bilesenleri
kolayca dogaya geri doniistiirilmektedir (Gennari ve ark. 1998). Ayrica, enzimlerin
bircok farkli biyotransformasyonu katalize edebildiginden dolayi, ticari oOlgekte

kullanilan enzim sayis1 oldukga artmistir (Sharma ve ark. 2001).

Enzimler basta gida sanayisi olmak iizere hayvan yemi, tekstil endiistrisi, deri islenmesi,
deterjan enddistrisi, kagit iiretimi, kauguk, fotograf endiistrisi, farmakoloji endiistrisi,
biyo-yakit endiistri gibi diger endiistriyel alanlarda da kullanildig1 gibi tipta teshis ve

tedavide de genis bir kullanim alanina sahiptir (Anonim 2020b).

Endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin %75’ini ¢esitli polimerlerin dogal yapisinm
bozulabilen hidrolazlar olusturmaktadir (Godfrey ve West 1996). Endiistriyel enzimler
pazart karbohidrazlar (Amilazlar, glukanazlar, selliilazlar, diger karbohidrazlar),

proteazlar, lipazlar ve diger enzimler seklinde simiflandirilmaktadir. Diinya genelinde



kullanilan ticari enzimlerin %60’ 11 proteazlar, %28’ini karbohidrazlar, %5’ini lipazlar

ve geri kalan kismin1 diger enzimler olusturmaktadir (Zimmerman ve ark. 2014).

Lipazlar (Triagilgliserol agilhidrolazlar; EC 3.1.1.3), triacilgliseroliin diagilgliserol, yag
asitleri ve gliserole hidrolizini katalize eden en 6nemli hidrolitik enzim siniflarindan
biridir (Soleymani ve ark. 2017). Ayrica lipaz sulu olmayan ortamlarda ters reaksiyonu
(Esterifikasyon) katalize edebilmekte ve dogada bolca bulunmaktadir (Singh ve ark.
2017).

Endiistriyel enzimler mantar, maya, bakteri, hayvan ve bitki kaynakli olabilmektedir.
Sayisiz endiistriyel uygulama potansiyeli, kiiltiir isleme kolaylig1 ve iiretim sirasinda
fazla miktarda elde edilebilme kapasitesine sahip oldugundan dolayr endiistri
alanlarinda kullanilan lipazlar genellikle mikroorganizma kaynaklidir (Pratush ve ark.
2013). Diger yandan mikrobiyal lipazlarin yiiksek seciciligi ve genis substrat
spesifiklikleri gibi avantajlart bulunmaktadir (Dutra ve ark. 2008). Ayrica, mikrobiyal
lipazlar bitkisel ve hayvansal enzimlere gore daha stabil odugu bildirilmistir (Mazhar ve
ark. 2017). Bu advantajlarin yaninda lipazlarin ¢ok spesifik kimyasal doniisiim
(biyotransformasyon) yapabilme yetenegine sahip oldugundan dolayr gida, deterjan,
kozmetik, organik sentezi ve ila¢ endiistrilerinde kullanilmaktadir (Park ve ark. 2005).
Lipazlar organik kimyasal isleme, biyosiilfonat sentezi, kagit imalat1 ve zirai kimyasal
endiistride de biiylik bir uygulama alan1 bulmaktadir (Sharma ve ark. 2002, Houde ve
ark. 2004).

Lipazlar, ozellikle deterjan sanayiinde biiylik Onem tasimaktadirlar. Lipazlar yag
kalintilarinin giderilmesi ve tikanmig drenlerin temizlenmesi (Vulfson 1994) amaciyla
ev ve endiistriyel camasirlar icin deterjanlara ve bulasik deterjanlarina eklenmektedir

(Kumar ve ark. 1998).

Pseudomonas spp., Staphylococcus spp., Chromobacterium spp., Alcaligenes spp.,
Achromobacter spp. ve ¢esitli Bacillus spp. gibi bakteriler ticari 6l¢ekte lipaz tiretimi
icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Chahinian ve ark. 2000). Mikrobiyal lipazlar
cogunlukla ekstraseliilerdir (Veerepagu ve ark. 2013). Bununla Bacillus cinsi, biiyiik
miktarda ekstraseliiler enzim salgilama kabiliyetine sahip oldugundan lipaz iiretimi igin

1yi bilinen bir kaynaktir (Gupta ve ark. 2004).



Son birkag yil i¢inde lipaz enzimi ¢esitli endiistriyel siireclerde potansiyel uygulamasina
sahip oldugundan dolay1 lipaz iiretimine yonelik arastirmalar artmistir. Lipaz iiretimine
yonelik calismalar gegmisten giinlimiize devam etmekle birlikte yeni gelistirilecek
tekniklerle tretimin arttirilmasina yonelik yeni aragtirmalar gerekmektedir. Her bir
endiistriyel uygulama spesifik 6zellikte enzimlere ihtiya¢ duydugu i¢in spesifik 6zellikte
lipaz  iireten  mikroorganizmalarin  belirlenmesi  gerekmektedir.  Ozellikle
mikroorganizmalarin lipaz {iretim kapasitelerinin gelistirilmesi i¢in optimal ortam
kosullarmin ve iiretimi arttirict etki eden ¢esitli faktdrlerin belirlenmesine yonelik
calismalar 6nem kazanmistir (Giil 2013). Ayrica mutajenez yontemleri yoluyla sus
gelistirilebilmektedir. Gelistirilmis suslar yiiksek enzim iiretim kapasitesine ve istenilen
yeni Ozelliklere sahip olabilmektedir (Karanam ve ark. 2008). UV ile indiiklenen
mutajenez, daha uygun mikrobiyal mutantlarin gelistirilmesi i¢in kullanilan en basit ve

en yaygin uygulanan mutajenez yontemlerinden biridir (Shakibaie ve ark. 2018).

Bu calismada Bursa Uludag Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji ve Molekiiler
Biyoloji Laboratuvarinda daha dnceden lipaz enzimi iiretimi i¢in topraktan izole edilmis
ve adlandirilmis olan Bacillus cereus ATA179 susu kullanilarak fiziksel mutajen olan
UV ile lipaz iiretimi agisindan verimli mutant suglarin elde edilmesi yoluna gidilmistir.
Calismada en verimli bir adet mutant sus secilerek bu susun lipaz enzimi tiiretim
kosullarinin  optimizasyonu, kismi saflastirilmasi, karakterizasyonu ve deterjan

endiistrisinde potansiyelinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Lipazlarin Tarihgesi

Claude Bernard 1856 yilinda ¢oziinmez yag damlaciklarini hidrolize eden ve bunlar
¢cozlinlir Uriinlere doniistiiren bir enzim olarak lipazlar1 kesfetmistir. Uzun yillar
trigliseritleri hidrolize eden enzimler incelenmis ve enzimin esterlerin sentezini yapma
kabiliyeti ve hidrolizi katalizleyebilmesi 1927 yilinda tanimlanmistir (Hossain ve ark.
2010). Hayvan pankreasindan elde edilen ekstrat diger hidrolazlarla (pankreatin) ham
bir karisimi ya da saflastirilmis halinde insan tiikketimi i¢in sindirimime yardimci olmak
tizere ticari olarak kullanilmis, ancak lipazlarin endiistriyel tiikketim potansiyeli
arttiginda hayvansal lipazlar yerine mikrobiyal kaynakli lipazlar arastirilmasina
baglanmistir (Sangeetha ve ark. 2010). Bakteriyel lipazlar 1901 yilinda Serratia
marescens ve Pseudomonas aeruginosa suslarinda ilk olarak elde edilmistir (Hasan ve
ark 2006). Rhizomucor miehei (Brady ve ark. 1990, Derewenda ve ark. 1992) ve
Geotrichum candidum (Schrag ve ark. 1991) mantarlarindan ilk lipaz kristal yapilar
sirastyla 1990 ve 1991'de ¢oziilmiistir. 1993 yilinda, Pseudomonas glumae'den

bakteriyel lipazin ilk kristal yapisi belirlenmistir (Noble ve ark. 1999).

Biyoteknoloji alanlarinda en yaygmn kullanilan Candida antarctica lipazin ilk
kristalografik calismast 1994'te sunulmustur (Uppenberg ve ark. 1994). Aynmi yilda
Novo Nordisk Thermomycesl anugiwnosus mantarindan gelistirilen ve Aspergillus
oryzae'de ifade edilen ilk ticari rekombinant lipaz olarak "Lipolaz"1 bildirmistir. Bugiin
en Onemli arastirilmis lipaz iireten mikroorganizlari temsil edenler Achromobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Chromobacterium, Enterococcus,
Corynebacterium, Pseudomonas (Gurung ve ark. 2013), Mucor, Candida, Penicillium,
Rhizopus, Geotrichum, Rhizomucor, Aspergillus, Humicola, ve Rhizopus olarak
verilmektedir (Larios ve ark. 2004).

2.2. Lipazlarin Yapisi

Lipazlar veya triacilgliserol acil ester hidrolazlar serin hidrolaz grubunda yer almakta,
bunlara karboksilik asit esterazlar adlandirilmakta ve EC 3.1.1.3 olarak

numaralandirilmaktadir (Sarmah ve ark. 2017).



Memeli hayvanlar (Winkler ve ark. 1990), bakteriler (Kugimiya ve ark. 1986) ve fungal
(Boel ve ark. 1988) kaynaklardan elde edilen lipazlarin ana yapilar1 belirlenmistir. Yap1
iclerindeki amino asitlerin sayisinin 270-641 arasinda oldugunu saptanmistir (Krishna
ve Karanth 2002). Lipazlar genel olarak C ve N olmak iizere iki kismina ayrilmis bir
polipeptit zincirinden meydana gelmektedir. Bunlardan N-kismi katalitik serinden
ylizeye kadar lizanan ve uzun bir yag asidi zinciri tasiyan bir hidrofobik tiinel ile
aktif merkezi kapsamaktadir (Akoh ve Min 1998). Lipaz enzimin yapisal 6zellikler
arasinda bir o/ hidrolaz katlanmasina sahiptir (Sekil 2.1). o/ hidrolaz katlanmasi, alt1
a heliks (A - F) ile baglanan sekiz paralel f ipligi (B1 - B8) iceren merkez -tabakasinin
varlig1 ve B2 ipligin antiparalel olmasini ile karakterize edilmektedir. Merkez -tabakasi
sol siipersarmal bir biikiilmeye sahiptir ve dolayisiyla ilk ve son ipliklerin arasinda 90°
act olusturmaktadir (Jaeger ve ark. 1999, Schrag ve Cygler 1997). Bununla birlikte, 3
tabakasinin organizasyonunun sayist da farkli kaynakli lipazlarda degisebilmektedir
(Gupta ve ark. 2015). Lipaz enzimin aktif bolgesinde bir niikleofilik serin kalintisi, bir
katalitik asidik kalint1 (aspartik veya glutamik asit) ve bir histidin kalintisindan olusan
yiiksek oranda korunmus bir katalitik triad (katalitik iiclii) bulunmaktadir (Sekil 2.1).
Niikleofilik kalinti, yiiksek oranda korunmus bir pentapeptit G-X1-S-X2-G ig¢inde
bulunmakta, buradaki G glisin, S serin, X1 histidin ve X2 glutamik veya aspartik asidi
belirmektedir (Vaquero ve ark 2016). Diger yandan Bacillus lipazlarinda ilk glisinin
yerinde bir alanin oldugunu belirlenmistir (Arpigny ve Jaeger 1999). Bu pentapeptit, 5
ipligi ve a-sarmal C arasinda “niikleofilik dirsek™ olarak adlandirilan ¢ok keskin bir y
doniis olusturmaktadir (Nardini ve Dijkstra 1999). Niikleofilik dirsek o/ hidrolaz
katlanmasimin en korunmus yapisal 6zelligidir (Schrag ve Cygler 1997). Tipik bir o/p
hidrolaz katlanmasinda, katalitik asit (glutamik veya aspartik asidi), 7 ipliginden sonra
bulunan bir ters ilmek i¢inde bulunmakta ve hidrojen bagi ile katalitik histidin’e
baglamaktadir. Katalitik triad’da sadece histidin tamamen olarak korunmakta ve 7
iplginden sonra bulunan bir ilmek i¢inde bulunmaktadir (Ollis ve ark. 1992, Nardini ve

Dijkstra 1999).

Lipazin ana yapisal bilesenleri arasinda kapak, baglanma cebi, oksianyon deligi ve
disiilfir bagi bulunmaktadir (Sarmah ve ark. 2017). Lipaz yapisinda substrat

molekiillerinin katalitik merkeze erisimini kontrol eden “kapak™ olarak bilinen yapisal



bir bilesen bulunmaktadir (Anobom ve ark. 2014). Kapak amfifilik bir a heliks peptit
dizilerden olusmaktadir (Schmid ve Verger 1998). Ug¢ boyutlu lipaz yapilarinin
analizinde, bu yap1 kapali ve acik olmak iizere iki farkli konformasyon
gosterebilmektedir. Lipaz kapali konformasyonunda, substrat aktif bdlgeye
girememektedir. Bu durumda lipaz enzimin yiizeyi esas olarak hidrofiliktir ve lipazi
inaktif hale getirmektedir. Bir lipit-su ara yiiziiniin varliginda kapak aktif bolgeyi
acmakta, enzimi islevsel hale getiren genis bir hidrofobik ylizeyi ortaya ¢ikarmakta ve
bdylece lipaz enzimi aktif hale gelmektedir. Bu olayimna ara yiizey aktivasyon olarak
denilmektedir (Bordes ve ark. 2010). Diger yandan Pseudomonas glumae (Noble ve
ark. 1993), Pseudomonas aeruginosa (Jaeger ve ark. 1993), Candida antarctica B
(Uppenberg ve ark. 1994) ve koypu (Thirstrup ve ark. 1994) ve kobaydan (Hjorth ve
ark. 1993) pankreatik lipazlar gibi bazi lipazlar aktif bolgeyi kaplayan amfifilik bir
kapaga sahip olmasina ragmen ara yiizey aktivasyonu gostermemektedirler (Schmid ve

Verger 1998).

Lipaz enzim yapisinda triagilgliseroller icin merkez [ tabaka iizerinde bulunan dort
baglanma cebi tanimlanmistir, bir oksianyon deligi ve sn-1, sn-2 ve sn-3
pozisyonlarinda baglanan yag asitleri i¢in li¢ cep bulunmaktadir. Bu ceplerin boyut
farkliliklar1  ve  hidrofilik/hidrofobik  6zelliklerine goére lipazin  6zgilligiini
belirlemektedirler. Baglanma bdélgesinin  geometrisine gére li¢ alt grup
tanimlanabilmekte, bunlar catlak benzeri baglanma bolgesi (6rnegin Rhizomucor
miehei), huni benzeri baglanma bdlgesi (6rnegin Pseudomonas cepacia, Candida
antarctica B) ve tiinel benzeri baglanma bélgesidir (6rnegin Candida rugosa). Catlak
benzeri ve huni benzeri baglanma bdlgeleri biiylik substratlar i¢in daha uygun olurken
tiinel benzeri baglanma bolgesi ise daha uzun zincirli yag asitleri olan substratlar1 kabul
etmektedir (Krishna ve Karanth 2002). Oksianyon deligi, esas olarak enzimin katalitik
verimliligini etkileyen bir bagka 6nemli bilesendir (Sarmah ve ark. 2017). Oksianyon
deligi, lipazin N-terminal bolgesinde ve katalitik serinin C terminal komsusunda
bulunan iki omurga amit kalintilar1 tarafindan olugsmaktadir (Krishna ve Karanth 2002).
Hidroliz sirasinda, negatif yiiklii bir tetrahedral ara madde iiretilmekte ve dolayisiyla
olusan oksijen iyonu hidrojen bagi yoluyla stabilize olmaktadir (Gupta ve ark. 2015).

Oksianyon deligi kalintilari, bu oksijen iyonunun stabilize edilmesinde 6nemli bir rol



oynamaktadir. Oksianyon deliklerinin kalintilarindan biri niikleofilik serin kalintisinin
yaninda bulunurken, ikinci kalmtt B3 ipligi ile bir o heliks arasinda

konumlandirilmaktadir (Sarmah ve ark. 2017).

Ek olarak, sistein bakimindan zengin protein olan lipazlar yapilarin1 korumak i¢in bir ile
dort disiilfiir bag1 icermektedir. Sistein kalintilar1 arasinda meydana gelen disiilfit
kopriileri, proteinin entropisini azaltarak konformasyonel stabiliteye onemli Olgiide

katkida bulunmaktadir (Gupta ve ark. 2015).

Tiim lipazlar o/ hidrolaz katlanmasina sahip olmamaktadir. Bazi lipazlar 6rnek olarak
fosfolipaz Az (PLA2), fosfolipaz A-D (PLA-D) ve bazi lizofosfolipazlar farkli yapisal

Ozelliklerine sahip oldugunu belirlenmektedir (Svendsen 2000).

Sekil 2.1. Katalitik triad kalintilar1 ve kapak yapisi pozisyonu ile gosterilen cesitli
lipazlar. Katalitik triad kalintilar1 ve kapak yapisi sirasiyla sar1 ¢gubuklar ve mavi renkle
gosterilmektedir. A. Kapak yapist bulunmayan Bacillus subtilis lipazi A (van
Pouderoyen ve ark. 2001), B. Thr101-Asp119 kapak yapisina sahip olan Malassezia
globosa lipaz1 SMG1, ilmek seklinde kapak bulunmaktadir (Xu ve ark. 2012), C. Heliks
kapak yapisina sahip olan Rhizomucor miehei lipaz1 (Brzozowski ve ark. 1992) ve D.
Kapak yapisinda iki heliks bulunan Geobacillus zalihae lipazi (Matsumura ve ark.
2008).



2.3. Lipaz - Katalizli Reaksiyonlar

Lipazlar hidroliz reaksiyonu yaninda esterifikasyon ve transesterifikasyon (asidoliz,
alkoliz, aminoliz ve interesterifikasyon) olmak {izere sentez reaksiyonlar1 da katalize
etmektedirler (Shimada ve ark. 2005). Lipazlar, hem sulu hem susuz ortamlarda
katalitik reyaksiyonu katazlizlemekte ve g¢esitli farmasdtik ilaglarin  sentezinde
reaksiyonlar ger¢eklestirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir (Kazlauskas ve Bornscheuer
1998). Bu enzim smifi esas olarak enantiyoselektif hidrolitik reaksiyonlar

gerceklestirmekte ve amid ve ester baglarinin olusumunu katalize etmektedir.

Son birkag yilda, Ozellikle organik sentezinde bulunan amilazlar ve proteazlara

kiyaslandiginda lipazlar daha fazla 6nem kazanmistir (Angajala ve ark. 2016).
2.3.1. Hidroliz

Lipazlar su molekiillerini kullanarak triagilgliserollerin ester baglarini katalize etmekte
ve bu olaya hidroliz denmektedir (Sekil 2.2). Suda disik ¢ozlinlrligi olan

triagilgliseroller, lipazlar i¢in ana substratlardir.
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Sekil 2.2. Triagilgliseroliin lipaz ile hidrolizi (Jaeger ve Reetz 1998)

Triagilgliserol (trigliserit veya triacgilgliserit) bir gliserol (gliserin) ve ester baglariyla
birbirine baglanan ii¢ yag asidinden olusan bir notral esterdir (Sekil 2.3). Yag asitleri,
hidrokarbon zincirli monokarboksilik organik asitlerdir ve yapilarinda 4-36 karbonlu
hidrokarbon zincirinin ucunda karboksil grubu (-COOH) bulunmaktadir (Anonim

2020i).
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Sekil 2.3. Triacilgliserol yapist (Anonim 2020e)

Lipazlar triagilgliserollerin ester baglarimi su ve yag arasindaki yiizeyde (su-yag

interfazi) katalize etmektedirler (Angajala ve ark. 2016).

Substrat hidrolizi, aktif merkezde bulunan katalitik serinin niikleofilik oksijen atomu
tarafindan ester baginin karbonil grubunun karbon atomu tutuldugunda baslamakta ve
bir ara iirlin olarak tetrahedral hemiasetal olugmaktadir. Bu hemiasetal, oksianyon
deliginde omurga azot atomlarina hidrojen baglar1 yoluyla baglamaktadir. Boylece
hidroliz sirasinda olusan negatif yiiklii gecis durumunu stabilize edilmektedir.
Hemiasetalin ester bagi hidroliz olmakta ve agil-lipaz kompleksini geride birakarak bir
alkol (gliserol) serbest kalmaktadir. Burada, aktif bolgenin diger iki kalinti, histidin ve
aspartik asit tarafindan stabilize edilmektedir. Daha sonra, acil-lipaz kompleksi su
molekiilii ile hidrolize edilmekte ve acil-lipaz boliigiinda yag asitlerini serbest birakip
lipaz enzimi yeniden olusturmaktadir (Gupta ve ark. 2004, Mehta ve ark. 2017).
Katalitik prosesin bu asamasinda {iriinlin aktif merkezden ayrilmasi 6zellikle 6nem

tasimaktadir (Petersen ve ark. 2001) (Sekil 2.4).

Lipoliz olarak da bilinen olayda lipazlarin 6nemli endiistriyel uygulamalara sahip olan
yag asitleri ve gliserol elde etmek icin lipitleri hidrolize etme yetenegini
kullanilmaktadir. Ornegin yag asitleri sabun iiretiminde kullanilmaktadir (Hoq ve ark.

1985). Bu amagla kullanilan lipazlar arasinda Candida rugosa (Anonim 1981), hint



fasulyesi (Stirton 1964) ve Pseudomonas fluorescens (Sonntag 1979) 'den elde
edilmektedir. Bacillus pumilus’ten elde edilen lipaz enzimi gida ve deterjan
endiistrilerinde uzun zincirli triagilgliserolii hidrolize etmek i¢in kullanilmaktadir
(Laachari ve ark. 2015). Bunun yaninda Bacillus thermoleovorans lipaz1 yag

endistrisinde triacilgliserol pargalanmasinda kullanilmaktadir (Patil ve ark. 2011).
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Sekil 2.4. A. Bir lipaz molekiiliiniin substrat etkilesimli bolgesinin temsili gosterimi
(Angajala ve ark. 2016) B. Rhizopus oryzae’deki lipaz katalizli hidroliz mekanizmasi
(Reis ve ark. 2009, Schmid ve Verger 1998)
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Yaglarin enzimatik parcalanmasinda lipazlarin kullanilmasi ile olusan yag asitleri,
monogliseritler ve digliseritler, siit liriinleri i¢in aroma maddeleri olusturulmaktadir.
Ayrica biyolipoliz halihazirda yagsiz et iiretimi icin kullanilmaktadir. Balik isleme
sirasinda yag gidermesi (Seitz 1974) ve p-nitrofenil asetat gibi mum esterlerini hidrolize

etmek i¢in de lipazlar kullanilabilmektedir (Brahimi-Horn ve ark. 1989).

Cesitli teknik tiriinler i¢in degerli bir ham malzemesi olan risin oleik asit iiretiminde
dehidratasyon ve entererifikasyon gibi yan reaksiyonlar nedeniyle geleneksel buharli
ayirma islemi ile hint yagindan iretilememektedir. Burada hint yaginin hidrolizi i¢in
lipaz enzimi kullanilarak yan reaksiyonlar giderilip risin oleik asit iiretilmektedir

(Mukherjee 1994).

Lipit hidrolizi ile ilgili uygulamalar arasinda beyazlatma bilesiminde (Nakamura ve
Nasu 1990), kuru temizleme c¢oziiciileri i¢inde lipit kirleticilerin ayrismasinda (Abo
1990), s1v1 deri temizleyici bilesiminde (Kobayashi 1989), lens iizerindeki kirlilikleri
azaltmak icin kontakt lens temizleme bilesiminde (Bhatia 1990), gida isleme veya
evsel/endiistriyel atik su aritma tesislerinde lipitler tarafindan tikanmis drenlerin

temizlenmesinde (Bailey ve Ollis 1986) lipazlar kullanilmaktadir.
2.3.2. Sentez reaksiyonlar:

Lipazlar esterifikasyon ve transesterifikasyon (asidoliz, alkoliz, aminoliz ve

interesterifikasyon) olmak iizere sentez reaksiyonlar1 da katalize etmektedirler (Shimada

ve ark. 2005).

Esterifikasyon, esterler ve su ile sonuglanan alkoller ve karboksilik asitler arasinda ¢ift
yonlii bir reaksiyonudur. Bu reaksiyon susuz ortamda (organik coziiciiler ve siiperkritik
stvilar) yada az sulu ortamda gerceklesmektedir (Sharma ve ark. 2016). Ortamda su
olmamasi, rekabet eden hidroliz reaksiyonunu ortadan kaldirmaktadir (Gandhi ve ark.
2000). Ancak esterifikasyon sulu ortamda da gerceklesebilmektedir. Candida
deformans'tan 1,3 regiospesifik lipazin, sulu ortamdaki serbest yag asitlerinin
esterifikasyonu katalize edebildigi gostermektedir. Buna ek olarak ii¢ farkli lipaz
enzimin (R. miehei, Rhizopus delemar ve C. deformans) sulu ortamda esterifikasyon

katalize ettigi de bulunmustur (Lecointe ve ark. 1996).
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Lipaz tarafindan katalize edilen esterifikasyonun mekanizmasi, serin proteazlar gibi iki
tetrahedral ara iiriin kapsamaktadir. Birinci tetrahedral ara {iriin, katalitik triadin serin
kalintisinin asit tizerine niikleofilik saldiris1 ile olusturulmaktadir. Ara triin, bir
acilenzim kompleksi olusturmak i¢in bir su molekiiliinii kaybetmektedir. Bir alkol
molekiilli, baska bir tetrahedral ara {iirlin olusturmak iizere acgilenzim kompleksine
(niikleofilik saldir1) saldirmakta, bu da sonunda bir ester molekiiliinii kaybetmekte ve
enzimi dogal formuna doniismektedir. Her iki tetrahedral ara iiriin bir oksianyona sahip
ve bunu hidrojen baglari ile oksianyon deliginin protein atomlarina baglanarak stabilize

edilmektedir (Gandhi ve ark. 2000).

Esterlerin ¢ok cesitli kullanimlarina sahip oldugundan dolay1 esterifikasyon son derece
onemlidir. Lipazlar emiilsiyonlastiricilar, yiizey aktif cisimleri, mum esterleri, kiral
molekiiller, biyopolimerler, modifiye edilmis kat1 ve siv1 yaglar, yapilandirilmis lipitler
ve aroma esterleri gibi endiistriyel olarak onemli iirlinler tiretmek igin esterifikasyon

reaksiyonlarinda kullanilmaktadir (Krishna ve Karanth 2002).

Lipaz katalizli esterifikasyon, organik ester iiretimi alaninda, yan {iriin olarak sadece su
elde edildigi ve konvansiyonel kimyasal sentez islemlerinin aksine herhangi bir tehlikeli
¢oziicii kullanimin1 icermemesi nedeniyle biiyiikk 6nem kazanmaktadir (Stergiou ve ark.
2013). Baz1 6nemli 6rnekler arasinda, laktik asitleri veya karboksilik asitleri ile alkol
esterifikasyonu katalize etmek igin C. antarctica'dan lipaz enzimi kullanilmaktadir. R.
meihei ve C. antarctica'dan {iretilen lipazlar kullanilarak dihidroksi stearik asidin

esterifikasyonu gerceklestirilmektedir (Phuah ve ark. 2015).

Lipaz ile katalize edilen esterifikasyon reaksiyonlari cogu gida endiistrisinde, 6zellikle
kat1 ve siv1 yaglardan gliseritlerin {iretiminde kullanilmaktadir. Bu reaksiyonlar, insan
kullanim1 i¢in bitkisel yaglarin gelistirilmesi ve saf kimyasallarin tiretimi gibi
uygulamalara sahip oldugunu gostermisler. Lipazla katalize edilmis sekerlerin ve seker
alkollerinin sentezi, biyolojik olarak bozunabilirlikleri ve diislik toksisiteleri nedeniyle

konvansiyonel yontemlere gore daha avantajli bulunmaktadir (Sharma ve Kanwar 2014)

Oleik asit, bitkisel yag ve mikroalgler, lipaz katalizli esterifikasyonu ile biyodizel

tiretiminde iyi bilinmekte (Madalozzo ve ark. 2015) ve iiretilen biyodizelin petrol dizel
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yakitina benzer 6zelliklere sahip oldugu ve miilkemmel yaglama 6zelligi gosterdigini

bulunmaktadir (Sarmah ve ark. 2017).

Transesterifikasyon, iki veya daha fazla bilesik arasinda asit grubu degisimini
kapsamaktadir. Substrat tipine gore, lipazlar, asidoliz (bir ester ve karboksilik asit),
alkoliz (bir ester ve bir alkol), aminoliz (bir ester ve bir amin) ve interesterifikasyon (iki

ester arasinda) katalize edebilmektedir (Balcao ve ark. 1996).

Asidoliz reaksiyonu, bir asit ve bir ester arasinda agil grup degisiminin gergeklestigi
reaksiyonudur (Sekil 2.5) (Lee ve Akoh 1998). Reaksiyon, reaktanlarin ve tirlinlerin bir
denge karisimini iretebilmekte veya reaksiyon iiriinlerinden birini fiziksel olarak
cikarilarak reyaksiyonu tamamlanmaktadir. Ornegin, hindistancevizi yagmnm kisa
zincirli yag asidinin daha yiiksek erime stearik asit ile degistirilmesi i¢in hindistancevizi
yag1 ve sterarik asit reaksiyona sokulabilmektedir (Going 1967). Ayrica asidoliz
reaksiyonu, bir serbest yag asidinin triagilgliserol molekiiliine baglanmasi igin son
derece etkili bir yontemdir. Serbest veya etil ester formundaki yag asitlerinin yaglara
inkorporasyonu asidoliz reaksiyonunda s6z konusudur (Willis ve Marangoni 2002).
Belirli fonksiyonlara sahip serbest yag asitlerini asidoliz ile bitkisel yaglara baglanarak,
bu yaglarin besin degerleri yiikseltilmektedir (Senanayake ve Shahidi 2002). Diger
yandan asidoliz yontemi ile balik yaglarindan yapilandirilmis yag iiretilebilmektedir

(Willis ve Marangoni 2002).
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Sekil 2.5. Lipaz katalizli asidoliz reaksiyonu ve reaksiyon sonu ortaya ¢ikan {irlinler
serbest yag asitleri ve yapilandirilmis lipit (Lopes ve ark. 2019)

Alkoliz reaksiyonu, gliserol (gliseroliz) veya etanol (etanoliz) gibi bir alkol ile bir ester
arasinda alkoksi grubu degisimini gerceklestigi reaksiyonudur (Sekil 2.6) (Lee ve Akoh

1998). Reaksiyon sonucunda yeni bir ester ve alkol olusmaktadir. Alkoliz reaksiyonun
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sirasinda triagilgliserol molekiillerin hidrolizi ile monoagilgliserol ve diagilgliserol
olusabilmektedir. Bitkisel yaglar ve hayvansal yaglar alkoliz ile miikkemmel bir dizel
yakit alternatifi olan metil ve etil esterleri ve yag kimyasinda degerli bir ara iiriin olan

yag asidi alkil esterleri tiretilmektedir (Basri ve ark. 1997).

Alkolizin en temel uygulamalarindan biri gliseroliz reaksiyonu, gliserol ve
triagilgliserol arasindaki agil grup degisimi sonucunda yeni triacilgliserol, diagilgliserol
ve monoagilgliserol olugsmaktadir. Alkoliz reaksiyonu bir denge reaksiyonudur ve alkol
fazlas1 reaksiyonu firiin lehine dondiirmektedir Alkoliz reaksiyonlarinda genellikle
metanol, biitanol, propanol gibi basit alkoller kullanilmaktadir. Metanol kisa zincirli bir
alkol ve polar bir bilesik oldugundan dolay1r en ¢ok kullanilmaktadir (Willis ve
Marangoni 2002).
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Sekil 2.6. Alkoliz reaksiyonu ve reaksiyon sonu ortaya ¢ikan iirlinler monoagilgliserol
ve diagilgliserol (Lopes ve ark. 2019).

Interesterifikasyon reaksiyonu, iki veya daha fazla triagilgliserol molekiilii arasinda yag
acil gruplarinin degisimini gergeklestigi reaksiyonudur (Sekil 2.7) (Idris ve Mat Dian
2005. Reaksiyon, triacilgliserol hidrolizi yoluyla serbest yag asitlerin olusmasi ile
baslamakta ve daha sonra bu serbest yag asitlerin gliserole yeniden esterlestirilmesi
gerceklesmektedir. Bu reaksiyon ile ticari yaglar olarak Betapol (lipid beslenmesi) ve
Salatrim (kisa ve agil triagilgliserol molekiilleri) elde edilmektedir (Farfan ve ark.

2013).

Interesterifikasyon yag endiistrisinde triacilgliserol molekiillerin fiziksel ve fonksiyonel
ozelliklerini modifiye etmek i¢im kullanilmaktadir. Yemeklik yaglari daha kullanigh

hale getirmek ve bu yaglarin diger gida maddelerinde de genis bir kullanim alani
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bulmasini saglamak amaciyla interesterifikasyon tek basina veya diger reaksiyonlarla

beraber kullanilmaktadir (Gryglewicz 2001).

Triagilgliserol ~ Triagilgliserol Yapilandirilmis lipit

Sekil 2.7. Lipaz katalizli interesterifikasyon reaksiyonu ve reaksiyon sonu ortaya ¢ikan
tirlinler (Lopes ve ark. 2019).

Aminoliz bir esterin bir amin ile reaksiyona girmesi gergeklestigi reaksiyonudur (Sekil
2.8) (Balcao ve ark. 1996). Reaksiyon esas olarak bir molekiiliin bir amin veya

amonyak ile reaksiyona girmesini kapsamaktadir (Sarmah ve ark. 2017).

Lipaz ile katalize edilen aminoliz reaksiyonlari, ¢esitli anahtar kiral olarak saf {iriinlerin
dogrudan sentezini kolaylastirdigindan dolayr farmasétik endiistrisinde  6nemli
endiistriyel uygulamalara sahiptir. Farmasotik uygulamalarin bazilari, domuz pankreatik
lipaz ve C. cylindracea lipazi ile iiretilen olagan ve olagandisi amino asitleri igeren
peptit sentezlerini kapsamaktadir (Hassan 2014). Diger Ornekler, bir¢cok ilacin ana
bileseni olan B-amino asit esterlerinin sentezi (Xu ve ark. 2015), fibromiyaljinin klinik
tedavisinde yardimci olan milnasipran gibi ilaglarin sentezi (Sanfilippo ve ark. 2014),
anti-sitma ilaglarinin sentezi (Linares ve ark. 2014) ve hormon reseptorlerin sentezidir
(Hassan ve ark. 2015). Bu reaksiyonun ila¢ alaninda yaygin kullanimi, molekiillerin
etkili kinetik ¢oziintirliiglindeki potansiyelinden kaynaklanmaktadir (Linares ve ark.
2014). Lipaz katalizli aminolizin diger uygulama alanlarin arasinda kozmetikler ve

agrokimyasal {irtinler yer almaktadir (Couturier ve ark. 2009).
0 0

)\\ oy, € /K + YIOH
R oy R NY2H

Sekil 2.8. Lipaz katalizli aminoliz reaksiyonu (Paques ve Macedo 2006)
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2.4. Lipazlarin Siniflandiriimasi

Lipazlar genis bir reaksiyonu katalize etmekteler (Gupta 2015) ve ayn1 zamanda her
yerde bulunmaktadir. Sarmah ve arkadaglarina (2017) gore lipazlar genel olarak
spesifikliklerinin (6zelliklerinin) ve kaynaklara gore siniflandirilabilmektedir (sekil 2.9).

(Sarmah ve ark. 2017)

' Substrat Spes. ‘ MNon-Spesifik ‘
Lipazlarn Lipazlan
Spesifiklizine Regioselektif | 1.3 Spesifik
gore Lipazlan Lipazlan
[ Enantioselektif | Yagasidi
Lipazlan spesifik lipazlar
Lipazlarnn s
flandmilmas: Eitki
Havyvan
N Mantar
Bacek Lipaz
Milrobiryal ~ | Mayalipa=
Bakten Lipaz

Sekil 2.9. Spesifikliklere ve kaynaklara gore lipazlarin siniflandirilmas: (Sarmah ve ark.
2017)

2.4.1. Spesifikligine gore lipazlarin simflandirilmasi

Spesifiklik (6zellik), lipazlarin endiistriyel uygulamalarinin tanimlanmasinda énemli bir
kriterdir, bunlar substrata 6zgli, regioselektif (bolgesel segicilik) ve enantioselektif
(enantiyo secicilik) olmak iizere ii¢ ana kategoriye ayrilabilmektedir (Sarmah ve ark.

2017).

Lipazlarin dogal substratlar1 gliserol esterlerdir. Bu enzimler triagilgliseroller (TAG)
disinda, ayn1 zamanda diagilgliserollerin ve monoagilgliserollerin hidrolizini de katalize

etmektedirler. Ayrica fosfolipazlar fosfolipitlerin hidrolizini katalize edebilmektedirler.
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Substat spesifikligi lipazin bir tip gliserol esteri spesifik olarak hidrolize etme kabiliyeti
ile belirlenmektedir (Villeneuve 2003).

Substrat spesifik lipazlar reaksiyonlarda etkili bir sekilde kullanilabilmekte ¢iinkii
islenmemis hammaddelerin bir karisiminda belirli bir substrat tizerinde secici olarak
etki ettiginden dolay1 istenen iiriin sentezini kolaylastirmaktadirlar. Bunu biyodizel
iretiminde (Ribeiro ve ark. 2011) ve yiiksek safliktaki diacilgliserol iiretiminde
gostermektedir (Borza ve ark. 2015). Genel olarak, substrata spesifik lipazlar tarafindan
etki edilebilen substratlar arasinda yag asitleri ve alkol bulunmaktadir (Kapoor ve Gupta

2012).

Son zamanlarda yapilan bir g¢alismalarda, cesitli endiistriyel islemlerde lipazlarin
kullanilmasinda enzim stabilitesi ile birlikte substrat spesifikliginin de 6énemli oldugunu

bildirilmistir (Brigida ve ark. 2014).

Regioselektif lipazlar, reaksiyonlart diger yan reaksiyonlardan daha uygun bir yonde
yonlendirmektedir. Lipazlarin bu o6zelligi, 6zellikle spesifik konfigiirasyon altinda
optimum fonksiyon gosteren izomerik bilesiklerin iiretiminde, kimyasal ve farmasotik

endiistrileri i¢in biiyiilk 6nem tasimaktadir (Sarmah ve ark. 2017).

Regioselektif lipazlar ile ilgili son ¢aligmalardan elde edilen sonuglar arasinda,
flavonoid tiirevlerini sentezlemek i¢in Rhizopus oryzae lipazi kullanilarak ferulik asit ile
quercetinin agilasyonu (Kumar ve ark. 2016), 3’-OH-5’-O-Athymidine iiretmek i¢in C.
rugosa lipaz kullanilarak  per-O-asetillenmis timidin’in  koruyucu grubun
uzaklastirilmasi (Rivero ve Palomo 2016), C. antarctica lipazi (Novozym 435) ve
Burkholderia cepacia lipaz1 (Amano PS-IM) kullanilarak akasetin ve resveratrol 3,5-di-

O-beta-glukopiranositin sentezlenmesi kapsamaktadir (Hanamura ve ark. 2016).

Regioselektif lipazlar, secici fonksiyonelliklerine gore spesifik olmayan lipazlar, 1,3
spesifik lipazlar ve yag asidi spesifik lipazlar olmak tizere siniflandirilabilmektedir

(Sarmah ve ark. 2017).

Spesifik olmayan lipazlar, triagilgliserollerin yag asitlerine ve gliserole tam hidrolizini
rastgele bir sekilde katalize etmekteler ve reaksiyon sonucunda monoagilgliseroller ve

diagilgliseroller ara iiriin olarak elde edilmektedir (Sekil 2.10) (Barros ve ark. 2010).
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Kozmetik endiistrisinde veya biyodizel iiretiminde Mucor meihei lipazlari tarafindan
cok cesitli reaksiyonlarin katalize edilmesi ile gosterildigi gibi spesifik olmayan lipazlar
cok saglam ve cok sayida substrat iizerinde etkili olabilmektedirler (Ribeiro ve ark.

2011).

Yiksek safliktaki yapilandirilmis lipitler tiretmek ic¢in kanola yaginin kaprilik asit ile
asidoliz reaksiyonunda spesifik olmayan C. antarctica lipazin uygulanmasi tizerine bir

calisma rapor edilmistir (Savaghebi ve ark. 2012).

1,3 spesifik lipazlar, yag asitleri, 2-monoagilgliseroller ve 1,2 veya 2,3 diagilgliseroller
tireten C1 ve C3 pozisyonlarinda triagilgliserollerin hidrolizini katalize etmektedirler.
Son iki bilesigin (2-monoagilgliseroller ve 1,2 veya 2,3 diagilgliseroller) kararsizligi
nedeniyle, 1,3 diagilgliserol ve 1- veya 3-monoagilgliserol olusumuna yol agan agcil
transferi meydana gelmektedir (Barros ve ark. 2010). Triagilgliserollerden
monoagilgliserollere kiyasla diagilgliserol olusumu ¢ok daha hizlidir (Ribeiro ve ark.
2011). Carica papayalatex’den eclde edilen 1,3 spesifik lipaz kullanilarak spesifik

konformasyona sahip iiriinler iiretilebilmektedir (Rivera ve ark. 2017).

Son zamanlarda, uzun zincirli yag asitlerini sentezlemek i¢in ceviz yaginin kaprilik asit
ile asidolizinde Rhizomucor miehei (Lipozim) ve R. delemar (PPRhDL) 1,3 spesifik
immobilize lipazlar1 kullanilmistir (Todorova ve ark. 2015). Ayrica biyodizel iiretimi
icin Pichia pastoris'te eksprese edilen 1,3 spesifik immobilize R. oryzae lipazi

kullanilmistir (Clementz ve ark. 2016).

Yag asidi spesifik lipazlar, belirli bir tip yag asidi veya belirli bir grup yag asidi i¢in
spesifik olabilmektedirler. Herhangi bir triagilgliserol pozisyonunda bulunan yag asidi
esterlerini hidrolize etmektedirler (Barros ve ark. 2010). Yag asidi spesifik lipazlar ile
ilgili yapilan ¢aligmalarda, farkli karbon zincir uzunluklari, doygunluk derecesi ve farkli
yan zincirlere sahip olan farkli substratlara karsi yag asidi spesifikligini gosteren birkag
lipaz tanimlanmustir (Sarmah ve ark. 2017). Penicillium citrinum S3, A. Niger MJ1, A.
Oryzae MJ2, Bacillus YM, Geotrichum candidum S9 ve C. Lypolytica S11 suslarindan
elde edilen lipazlarin kisa zincirli esterlere en giiclii spesifikligi gosterdigini bulunmus,
diger lipazlar ise orta veya uzun zincirli ve dalli esterler lizerinde giiglii secicilik

gostermistir (Song ve ark. 2008).
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Enantiyoselektif lipazlar prokiral onciillerinden digerinden spesifik olarak bir rasematin
izomerlerinden birini hidrolize etmektedirler. Bu lipazlar, rasemik bir karigimdaki
enantiomerleri ayirt edebilmektedirler (Barros ve ark. 2010). Lipazlarin enantio
spesifiklikleri substrata gore degisebilmekte ve bu varyasyon esterin kimyasal

ozelliklerine baglanmaktadir (Castro ve ark. 2000).

Enatiyospesifik lipaz katalizli islemlerin arasinda, sekonder alkollerin farmasotik
iriinlere transesterifikasyonu (Borza ve ark. 2015), kozmetik/gida iirlinleri i¢in mentol
benzoatin hidrolizi (Dhake ve ark. 2013) ve tibbi/saglik bakim iiriinleri i¢in glisidik asit

metil esterin hidrolizini yer almaktadir (Su ve ark. 2014).
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Sekil 2.10. Spesifik olmayan lipaz ve 1,3 spesifik lipaz tarafindan katalize edilen
reaksiyonlar (Paques ve Marcedo 2006)

2.4.2. Kaynaklarina gore lipazlarin simiflandirilmasi

Lipazlar yaygin olarak bitkiler, hayvanlar, bocekler ve mikrobiyal organizmalar

tarafindan tiretilmektedir (Patil ve ark. 2011, Ray 2012, Maldonado ve ark. 2014).

Cesitli lipaz kaynaklar1 arasindan muazzam endiistriyel potansiyellerine sahip, kolay
tiretilmesi ve pek ¢ok hidrolitik ve sentetik reaksiyonu katalizlemesinden dolay1 en fazla

kullanim bulan ise mikrobiyal kaynakli lipazlardir (Patil ve ark. 2011).

Bitkisel lipazlarin olusumu ve lipid biyotransformasyonlari i¢in biyokatalizorler olarak
potansiyelleri Huang (1984) ve Mukherjee (1995) tarafindan yapilan caligmalarda

ayrintili olarak rapor edilmistir. Lipazlar, tohum veya fasulye, meyve, lateks, yapraklar
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ve kepek gibi bitkinin g¢esitli kisimlarindan elde edilebilmektedir. Bitki lipazlarinin hint
fasulyesi, afrika fasulyesi, karaagac, aycicegi, fizik findik, lupin, keten tohumu,
hindistan cevizi, badem, siyah kimyon, bugday tanesi, pirin¢, misir, yulaf, arpa, susam,
sorgum olmak tiizere ¢cogunlugu tohum kaynaklarindan elde edilebilmektedir. Yiiksek
konsantrasyonda triagilgliserol icerdikleri ve dolayisiyla bitkilerin biiyiimesi i¢in enerji
kaynagi olduklarindan dolay1r tohumlarda diger kaynaklardan daha yiiksek lipaz
aktivitesi goriilmektedir (Sarmah ve ark. 2017).

Cogu durumda, lipaz aktivitesi ¢imlenmemis tohumda bulunmamaktadir (Villeneuve
2003). Bitki tohumlarinda c¢imlenme sirasinda triagilgliseroller lipazin etkisiyle
cOziinerek sekere doniistiirmektedir (Patil ve ark. 2011). Yaglh tohum lipazlar1 genellikle
kendi bitki tohumlarmin yag asitlerine kars1 tiposegiciligi gostermektedir. Ornek olarak
vernolik aside spesifik oldugu gosteren Vernonia galamensis lipazi (Ncube ve ark.
1995) veya Cuphea'dan lipaz1 kaprik aside spesifik oldugu gosterilmektedir (Hellyer ve
ark. 1999).

Birgok farkli yag bitkisi, ¢esitli lipolitik aktivitelere sahip lipazlar icermekte ve yulaf,
kolza tohumu veya hint fasulyesi en ¢ok arastirildigini bulunmaktadir. Hint fasulyesi
lipazin durgun tohumlarda aktif oldugunu gostermektedir. Bu lipaz lipid cisimlerin
zarinda bulunmakta ve optimum pH 4.1 ile asidik kosullar altinda aktiftir. Yapilan bir
calismada, bu lipaz, hint fasulyesi yaginin yaklasik %90'1n1 olusturan risinoleik asidin
hidrolizini tercih ettigi ve regioselektif 6zelligine sahip olmadigi gdstermistir (Lin ve

ark. 1986).

Bitkisel lipazlarin ¢cogu, bitkisel yaglarin hidrolizi (Salaberria ve ark. 2017), tohum ve
yag islemesi (Lampi ve ark. 2015, Zin ve ark. 2017), yapilandirilmis yag iiretimi (da
Silva ve ark. 2017), igecek iiretimi (Moreau ve ark. 2016), farmasotik sentezi ve
terapdtik olarak Onemli bilesiklerde uygulamalarinda bulmaktadir (Hamden ve ark.
2017). Meyve kaynaklar dikkate alindiginda, palmiye meyvesinin mezokarp kismindan
elde edilen lipaz enzimin cesitli farmasotik, deterjan, gida ve kozmetik iirlinleri

imalatinda etkili oldugu bildirilmektedir (Suwanno ve ark. 2017).

Mikrobiyal kaynakli lipazlarla karsilagtirildiginda, bugiine kadar, yapilandirilmis

yaglarin iiretimi i¢in bitkisel lipazlarinin kullanimi fazla gelismemistir. Bununla birlikte,
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bitkisel enzimleri, bazi durumlarda, mevcudiyetleri, daha diisiik maliyetleri, belirgin
saflagtirma kolayliklar1 ve 6zel tiposegicilikleri nedeniyle hayvan ya da mikrobiyal

enzimlere gore birkac avantaja sahip olabilmektedir (Villeneuve 2003).

Hayvan hiicrelerin yaglarin ve lipitlerin sindirimini saglayan lipaz enzimi
sentezlemesini goriillmektedir (Patil ve ark. 2011). Kiiltiir isleme ve {irlin ayrimi gibi
karmasik faktorler nedeniyle hayvan lipazlari ticari tiretimden daha klinik teshisler i¢in
kullanilmaktadir. Bitkisel ve mikrobiyal lipazlarla karsilastirildiginda, bu lipazlar

lizerinde daha az aragtirma yapilmistir (Sarmah ve ark. 2017).

Insan pankreas, domuz pankreas, Dasyatis pastinaca, kobay pankreas (Borrelli ve
Trono 2015), insan mide hiicreleri, Cyprinion macrostomus, tavuk yag hiicreleri, akrep
(Patil ve ark. 2011), gokkusag: alabaligr (Kittilson ve ark. 2011), levrek karacigeri gibi
hayvansal kaynaklardan cesitli calismalarda lipaz elde edilemektedir (Sae-leaw ve

Benjakul 2018).

Cesitli hayvansal lipazlar arasinda, pankreatik lipaz, birincil alkol esterlerin hidrolizini
etkili bir sekilde katalize ettiginden dolay1 lipit kimyas1 ve biyokimya alanlarindaki
aragtirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Pahoja ve Sethar 2002). Ayrica,
denizyildizlarindan elde edilen lipazlarin, gida isleme endiistrilerinde kullanilan domuz

pankreas lipazlari i¢in bir alternatif oldugunu bulunmaktadir (Sarmah ve ark. 2017).

Lipazlar bocek dokularindan da elde edilebilmektedir. Bu lipaz, boceklerin larva
evresinin gelisiminde rol oynadig1 ve bagirsaklarinda bulundugu belirtilmistir (Sakate
ve Salunkhe 2013, Rong ve ark. 2014). Bununla birlikte, yapilan son caligmalarda,
diagilgliserollere kars1 aktif lipazlarin, bir¢ok bocegin ugus kaslarinda ve sindirim kanali

hari¢ tiim viicut dokusunda gozlendigini bildirilmistir (Pahoja ve Sethar 2002).

Bir¢ok mikroorganizmalar arasinda bakteri, maya ve mantarlar, potansiyel ekstraseliiler
lipaz iireticileri olarak bildirilmektedir (Abada 2008). Mikrobiyal lipazlar stabiliteleri,
secicilikleri ve genis substrat spesifikligini nedeniyle endiistriyel uygulamalar i¢in daha

cekici goriinmektedir (Dutra ve ark. 2008, Griebeler ve ark. 2009).

Mikrobiyal lipazin 6zel spesifikligini, biyoteknolojik uygulamalar igin gii¢lii bir arag

haline getirmektedir. Uretimleri, sicaklik, pH ve ¢dziinmiis oksijen gibi fizikokimyasal
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faktorlerin yani sira ortam kompozisyondan da biiyiik 6lgiide etkilenmektedir (Thakur

2012).

Ayrica, yapilan son c¢alismalarda, mikrobiyal lipazlarin tarimsal atik (Zubiolo ve ark.
2015) ve siit atiginin fermantasyonu yoluyla elde edilebildigini belirtilmis ve burada
cevre korumasi i¢in katkida bulunmakta ve gelecekteki biyo-katalitik uygulamalar igin

de kullanilabilmektedir (Marques ve ark. 2014).

Mikrobiyal lipazlar arasinda, mantar lipazlari, termal ve pH stabilitesi, substrat
spesifikligini, diisiik ekstraksiyon maliyeti ve organik ¢oziiciilerdeki etkin aktiviteleri
gibi benzersiz 6zellikleri nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir (Patil ve ark. 2011).
Mantar lipazlar ortamin karbon ve azot bilesimine bagli olarak hem ektraselliiler hem de
intraselliiler olmaktadir (Sharma ve ark. 2011). Bu lipazlar hidroliz, esterifikasyon,
transesterifikasyon, deasetilasyon, alkoliz, asidoliz, saponifikasyon, etanoliz, hidrolitik
kinetik ¢oziiniirliikk gibi ¢ok ¢esitli reaksiyonlar katalize edebilmektedir (Sarmah ve ark.

2017).

Mantarlar arasinda Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Geotrichum sp.,
Mucor sp. ve Rhizomucor sp. gibi ticari olarak en 6nemli lipaz iireten mantarlardir
(Treichel ve ark. 2010). Ayrica Geotrichum, Beauveria, Humicola, Rhizomucor,
Fusarium, Acremonium, Alternaria, Eurotrium ve Ophiostoma olmak iizere baska

cinsler de 6nemlidir (Singh ve Mukhopadhyay 2012).

Mantar lipazlarin {iretimi kati hal fermantasyonunda, batik fermantasyona kiyasla

genellikle daha fazla verimlilik gostermektedirler (Ramos-Sanchez ve ark. 2015).

Ozturkoglu-Budak ve ark. (2016) tarafindan Divle obruk peynirinden izole edilen gesitli
mantar suslarindan en iyi lipaz iireticisi olan M. racemosus susu bulunmus ve bu sus

peynir endiistrisinde potansiyel uygulamaya sahip oldugunu bildirilmistir.

Ayrica, Fleuri ve ark. (2014) cesitli mantar suslarini taramiglar ve lipaz lretim
aktivitelerini bugday kepegi, soya kepegi ve seker kamisi kiispesi olmak iizere farkl
substratlarla incelemislerdir. Vaquero ve ark. (2015) A. niger, Nectria haematococca ve
Trichoderma reeseia gibi mantar kaynaklarindan iretilen lipazlarin klonlanmasi,

ekspresyonu ve karakterizasyonu iizerinde ¢alismislar ve katalitik aktivitelerini
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karsilagtirmislardir. Khasanov ve ark. (2015) Oospora lactis, Penicillium sp. ve R.
microsporus'tan iiretilen mantar lipazlarinin katalitik aktivitesi {izerine bir ¢alisma rapor

etmislerdir.

Maya lipazlari, benzersiz oOzellikleri ve kiiltiir kolayliklar1 oldugundan dolay1
farmasotik, kimyasal, biyodizel gibi bir¢ok endiistriyel alanlarda ¢ok 6nemli bir lipaz

kaynagi olusturmaktadir (Sarmah ve ark. 2017).

Candida rugosa, Candida tropicalis, Candida antarctica, Candida cylindracea,
Candida parapsilopsis, Candida deformans, Candida curvata, Candida valida,
Yarrowia lipolytica, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula pilimornae, Pichia bispora,
Pichia mexicana, Pichia sivicola, Pichia xylosa, Pichia burtonii, Saccharomycopsis
crataegenesis, Torulaspora globosa ve Trichosporon asteroitleri olmak {izere ¢esitli
karasal maya tiirlerinin lipaz iiretebildigini belirlenmektedir (Vakhlu ve Kour 2006).
Bunlardan 6nemli lipaz ireticileri olan C. antarctica, C. rugosa, C. utilis ve
Saccharomyces tiirleri, genis reaksiyonlar1 katalize eden lipazlar irettiginden dolay1

cesitli endiistriyel alanlarda uygulama bulmaktadir (Sarmah ve ark. 2017).

C. rugosa'dan elde edilen lipazlar, organik bir ¢dziicii ilave edilerek konjuge linoleik
asit l-metil esterin hidrolizi (Kobayashi ve ark. 2012), palmiye yaginin metanol ve
etanol ile transesterifikasyonu (Moreno-Pirajan ve ark. 2011), mentol benzoatin
enantiyoselektif hidrolizi gibi ¢esitli reaksiyonlarin katalizinde en Onemli
biyokatalizorler oldugu bildirilmektedir (Dhake ve ark. 2013). C. antactica’dan elde
edilen lipaz enzimi degerli yag asitlerinin sentezi (Santos ve ark. 2015), Simarouba
glauca yagmin transesterifikasyonuyla biyodizel iiretimi (Garlapati ve ark. 2013),
asilasyon ve alkoliz ile farmasotik iiriinlerin tiretimi (Baldessari ve Iglesias 2012),
tereyag konjuge linoleik asit ile asidoliz yoluyla kozmetik ve deterjan iirlinlerinin
sentezi (Garcia ve ark. 2001) ve agil gliserollerin asidolizi i¢in etkili bir sekilde
kullanilmaktadir (Senanayake ve Shahidi 2002). Ayrica Rhodotorula mucilaginosa
lipazlar1 palmiye yaginin esterlestirilmesi (Nuylert ve Hongpattarakere 2013), T.
lanuginosus lipazlar1 soya fasulyesi yagmin hidroesterifikasyonu (Cavalcanti-Oliveira
ve ark. 2011) ve kolza tohumu yaginin transesterifikasyonu gibi biyodizel iiretiminde

etkili bir sekilde kullanilmaktadir (Price ve ark. 2014).
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Bakteriyel lipazlar ekstraselliiler, intraselliiller veya zara bagli olabilmektedir. Bu
lipazlarin ¢ogu glikoproteinlerdir, ancak bazi ekstraselliiler olanlar lipoproteinlerdir.
Bakteriyel lipazlar ¢ogu substrat spesifik olmayan ve termostabil oldugu

bildirilmektedir (Dhake ve ark. 2013).

Ekstaselliiler bakteriyel lipazlar, toplu iiretimleri ¢cok daha kolay oldugu i¢in 6nemli
ticari oneme sahiptir. Lipaz lireten bakteri kaynagi fazla mevcut olmasma ragmen,
sadece birka¢ tanesi yabani veya rekombinant suslar halinde ticari olarak
kullanilmaktadir (Jaeger ve ark. 1994, Palekar ve ark. 2000). Bunlardan Achromobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Geobacillus, Burkholderia, Chromobacterium ve

Pseudomonas cinsleri 6nemli bakteriyel lipaz kaynaklaridir (Gupta ve ark. 2004)
(Cizelge 2.1).

Son yapilan ¢alismalarda, B. licheniformis ekstraseliiller lipazlar1 (Rashid ve ark. 2013)
ve tabakhane sularindan izole edilen B. pumilus lipazlari1 gibi bakteriyel lipazlar ¢ogu
termofilik oldugu ve endiistriyel uygulama i¢in iimit verici biyokatalizor oldugu tespit
edilmistir (Laachari ve ark. 2015). Serratia marcescens N3 lipazi, farkli gesitlerde
yemeklik yaglar1 hidrolize etmek icin kullanilmakta ve susam yagi ile maksimum
aktivite gosterdigini belirlenmistir. Fasiyel sebas6z deriden izole edilen Staphylococcal
lipazlar1t kozmetik, tibbi, gida veya deterjan endiistrilerinde biyokatalizor olarak

uygulamalarin1 bulmaktadirlar (Xie ve ark. 2012).

Geobacillus thermodenitrificans AV-5 lipazi (Christopher ve ark. 2015), Psuedomonas
fluorescens lipaz1 (Salis ve ark. 2009) ve Staphylococcus haemolyticus L62 lipazi
biyodizel iiretiminde potansiyel uygulama gosteren bakteriyel lipazlardir (Jo ve ark.

2014).

Mikroorganizmalarin ihtiyag duydugu yiiksek su aktivitesi nedeniyle genellikle
bakteriyel lipaz tiretimi batik kiiltiir fermentasyonunda daha verimlidir. Ancak kati1 hal
fermantasyonunda tretilen bakteriler i¢in birkag istisna vardir. Ayrica bakteriler bu kati
ortama iyice uyum sagladiginda da iiretim normalde yiiksek olmaktadir (Treichel ve ark.

2010).
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Cizelge 2.1. Bakteri kaynakli lipazlar

Bakteriyel Kaynak Kaynakc¢a Bakteriyel Kaynak Kaynakca

Acinetobacter EH28 Ahmed ve ark. | Geobacillus Kapoor ve
(2010) thermocatenulatus Gupta (2012)

Acinetobacter XMZ-26 | Zheng ve ark. | Geobacillus Christopher ve
(2011) thermodenitrificans ark. (2015)

Acinetobacter baylyi

Uttatree ve

Geobacillus

Abol-Fotouh ve

ark. (2010) thermoleovorans ark. (2016)
Acinetobacter Cherif ve ark. | Geobacillus zalihae Lee ve ark.
radioresistens (2011) (2015)
Aeribacillus 096201 Lokre and Janibacter sp. Castilla ve ark.

Kadam (2015) (2017)
Aneurinibacillus Mandepudi ve | Lactococcus Konkit ve ark.
migulanus ark. (2013) chungangensis (2016)

Aneurinibacillus

thermoaerophilus

Masomian ve

ark. (2016)

Lysinibacillus

mangiferihumi

Tambekar ve

Dhandale (2012)

Bacillus

Saengsanga ve

Microbacterium

Tripathi ve ark.

amyloliquefaciens ark. (2016) luteolum (2014)

Bacillus aerius Saun ve ark. Micrococcus luteus Akbar ve ark.
(2014) (2014)

Bacillus Ashfaq (2015) | Pelosinus fermentans | Biundo ve ark.

stearothermophilus, Ba
cillus
atrophaeus ve Bacillus

licheniformis

(2016)
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Cizelge 2.2. Bakteri kaynakli lipazlar (devam)

Bacillus Khoramnia ve | Pseudoalteromonas N | Wang ve ark.

thermocatenulatus ark. (2011) 170 (2012)

Bacillus DH4 Bora ve Kalita | Pseudomnas Mobarak-
(2008) aeruginosa Qamsari ve ark.

(2011)

Bacillus cereus Akanbi ve ark. | Pseudomonas SPSU Mandepudi ve
(2010), B3 ark. (2013)
Ananthi ve
ark. (2014)
Bacillus DOD9 Mabhale ve ark. | Pseudomonas ADT3 Dey ve ark.
(2015) (2015)
Bacillus J33 Tripathi ve Pseudomonas Bisht ve ark.
ve Bacillus A30-1 ark. (2014) aeruginosa (2012)

Bacillus pumilus

Faouzi ve ark.

(2015)

Pseudomonas putida

Ananthi ve ark.

(2014)

Bacillus smithii Chandrasekara | Pseudomonas BUP6 | Priji ve ark.
n (2013) (2015)

Bacillus sonorensis Nerurkar ve Pseudomonas cepacia | Zheng ve ark.
ark. (2013) (2012)

Bacillus sphaericus Joseph ve Pseudomonas Kumar ve ark.
Ramteke fluorescence (2012b), Kumar
(2013) ve ark. (2012c)
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Cizelge 2.3. Bakteri kaynakli lipazlar (devam)

Bacillus stratosphericus | Gricajeva ve Pseudomonas Ramani ve ark.
ark. (2016) gessardii (2010),
Veerapagu ve
ark. (2013)
Bacillus Tripathi ve Pseudomonas luteola | Ribeiro ve ark.
thermoleovorans ark. (2014) (2011)
Burkholderia cepacia Liu ve ark. Pseudomonas Khoramnia ve
(2011) pseudoalcaligenes ark. (2011)
Burkholderia Treichel ve Pseudomonas stutzeri | Thakur ve ark.
multivorans ark. (2010) (2014)
Burkholderia Ooi ve ark. Psychrobacter Novototskaya-
pseudomallei (2011) cryohalolentis Vlasova ve ark.

(2013)

Burkholderia ubonensis

Yang ve ark.

(2016)

Ralstonia

Yoo ve ark.

(2011)

Chromobacterium

Bajaj ve ark.

Staphylococcus

Kumar ve Singh

viscosum (2010) (2012)
Colwellia Do ve ark. Staphylococcus Lpl2 | Pogaku ve ark.
psychrerythraea (2013), (2010)

Maiangwa ve

ark. (2015)

Desulfotalea

psychrophila

Maiangwa ve

ark. (2015)

Staphylococcus sp.

Daoud ve ark.

(2013)

Enterobacter Bn12

Farrokh ve ark.

(2014)

Staphylococcus

warneri

Yele ve Desai

(2015)
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Cizelge 2.4. Bakteri kaynakli lipazlar (devam)

Enterococcus durans Ramakrishnan | Stenotrophomonas Li ve ark.
ve ark. (2012), | maltophilia (2016)
Salihu ve
Alam (2015)

Enterococcus faecium | Ramakrishnan | Streptomyces lividans | Wang ve ark.

ve ark. (2016) (2016)
Geobacillus EPT9 Zhu ve ark. Thalassospira Kai ve Peisheng

(2015) permensis (2016)
Geobacillus Dror ve ark. Xanthomonas oryzae | Mo ve ark.
stearothermophilus (2015) (2016)
Geobacillus Ekinci ve ark. | Yersinia enterocolitica | Ji ve ark. (2015)
stearothermophilus (2015)

2.5. Lipaz - Katalizli Reaksiyonlarin Endiistriyel

Kiiresel enzim pazart 2019 yilinda 10,0 milyar ABD dolar1 olarak degerlendirilmis ve
2025'ten 14,7 milyar ABD dolar1 olacagi tahmin edilmektedir ve enzim pazarmin 2019
ile 2025 yillar1 arasinda %6,7'lik bir CAGR (The compound annual growth rate: Bilesik
yillik biiylime orani)'da biiyiiyecegi diisiiniilmektedir. Enzim miihendisligin ve diger
teknolojilerin geligsmeleri, enzim pazarinin biiylimesine yol ac¢maktadir. Ayrica
enzimlerin enddistriyel alanlarda gesitli islevsel yararlar1 ve kimyasallarin tiiketiminin
azalmas1 gibi faktorler, kiiresel enzim pazarinin biiytimesine katkida bulunmaktadir.

(Anonim 2020a).

Endiistriyel alanlarda kullanilan enzimlerin %75’ini hidrolazlar olusturmaktadir
(Godfrey ve West 1996). Endiistriyel enzimler pazari karbohidrazlar (amilazlar,
glukanazlar, selliilazlar, diger karbohidrazlar), proteazlar (tripsinler (API ve API

olmayan), diger proteazlar), lipazlar ve diger enzimler seklinde siniflandirilmaktadir.
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Karbohidrazlar en biiyiik pazar payina sahiptir, arkasindan proteaz ve lipaz gelmektedir

(Anonim 2020b).

Kiiresel lipaz pazarin 2026 yilinda 1000,0 milyon ABD dolarina ulasacagi (Anonim
2020c) ve 2020 ile 2025 yillarnn arasinda % 8.8'lik bir CAGR'ye ulasacagi

beklenmektedir (Anonim 2020d).

Kiiresel lipaz pazarinda faaliyet gosteren sirketler arasinda Novozymes (Danimarka),
DSM (Hollanda), Chr. Hansen (Danimarka), Amano Enzimler (Japonya), Associated
British Foods (Ingiltere), DowDuPont (ABD), Advanced Enzymes (Hindistan), Enzyme
Development Corporation (ABD), Aumgene Biosciences (Hindistan), Biocatalysts
(Ingiltere), Meito Sangyo Co., Ltd (Japonya) ve Creative Enzymes (ABD)
kapsamaktadir (Anonim 2020g).

Kaynak tipine gore mikrobiyal lipaz pazarmin 2023 yilina kadar 590,2 milyon ABD
dolarina ulasacagi ve 2018 ile 2020 yillar1 arasinda % 6,8'lik bir CAGR degerinde
bliyiiyecegi tahmin edilmektedir (Sekil 2.11). Lipaz enzimi endiistriyel boyutta en ¢ok
Asya Pasifik, Kuzey Amerika, Avrupa, Giiney Amerika, ve diinyanin geri kalaninda

(Rest of the World, RoW) iiretilmektedir (Anonim 2020g).

5902
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Sekil 2.11. Mikrobiyal lipaz pazarinin yillara ve bolgelere gore artis1 (Anonim 2020¢)
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2.5.1. Deterjanlar

Deterjan tretiminde enzimlerin kullanilmasi, deterjanlarin sert lekeleri c¢ikarma
kabiliyetini arttirmaktadir. Gilinlimiizde lipazlar, seliilazlar, proteazlar, ve amilazlar
kombinasyon halinde bir¢gok camagir deterjani iiriinlinde bulunmaktadir (Jeon ve ark.
2009). Bu karisim enzimler, nisastay1, pamuk tiiylerini ve proteinleri parcalayabildikleri
icin deterjan endiistrilerinde kullanilmaktadir (Sharma ve ark. 2016). Enzimler ayrica
biyolojik olarak pargalanabilmesi olduklarindan deterjanin g¢evresel yiikiinii azaltarak
zararlt kalinti birakmamaktalar, kanalizasyon aritma prosesleri lizerinde olumsuz bir
etkisi yoktur ve sucul yasam i¢in bir risk olusturmamaktadir (Andualema ve Gessesse

2012).

Lipazlar, deterjanlarin formiilasyonunda énemli bir fonksiyonel bilesik olusturmakta ve
tiretilen toplam lipazlarin yaklasik %32'si deterjan endiistrisinde kullanilmaktadir

(Barros ve ark. 2010).

Deterjan endiistrilerinde lipazlarin uygulanmasi hizla artmakta ve termofilik (30-60°C),
alkalofilik (pH 10-11), suda ¢oziiniir, cesitli kompozisyonlardaki yaglari hidrolize
etmek icin diisiik substrat spesifikligini gibi O6zelliklerine sahip ve ayrica deterjan
proteazlarina ve diger ylizey aktif maddelere (siirfaktanlar) toleranslt olan lipazin sivi
deterjanlarda ve yikama tozlarinda kullanima uygun oldugu bulunmustur (Chauhan ve

ark. 2013, Sharma ve ark. 2016).

Baz1 spesifik lipazlar, ruj, kizartmis yaglar, tereyagi, soslar gibi yaglh lekeleri
cikarabilmektedir (Jaeger ve Reetz 1998). Lipaz kumas yilizeyine adsorbe olabilmekte
ve kumas iizerine emilen lipaz, yag lekesinin ¢ikarilmasi i¢in bir kumas-lipaz kompleksi
olusturmaktadir. Lipaz, bir yag lekesinden Once veya sonra kumas {izerine
emilebilmekte ve lipaz kuru kumas ya da ¢amasir yikama ¢ozeltilerinde bulunan kumas
tizerindeki bir yag lekesini hidrolize etmek icin aktiftir. Emilen lipaz, yiizey aktif
maddeleri tarafindan denatiirasyona ve 1s1 deaktivasyonuna karsi stabiliteye sahiptir,
yikama sirasinda kumastan ¢ikarilmaya kars1 dayaniklidir. Ayrica lipaz, kumast yiiksek
sicaklikta kurutduktan sonra onemli aktiviteyi korumakta ve kumas depolama veya
asinma sirasinda aktiviteyi de korumaktadir. Kumasin yikanmasi sirasinda yag

hidrolizin yan iiriinlerinin lipaz tarafindan yeniden ¢ikarililmaktadir (Anonim 2004).
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Deterjanlarin formiilasyonunda aktif soguk lipazin kullanilmasi, enerji tiiketimi ve
tekstil lifleri asinmasi ve yipranmasi azaltarak soguk yikama ig¢in biiyiik avantaj
saglamaktadir (Feller ve Gerday 2003). Sivi deri temizleyici olarak ve beyazlatici
bilesiminde bir bilesen olarak soguk aktif lipazin kullanildigi rapor edilmistir
(Nakamura ve Nasu 1990). Benzer bir sekilde kuru temizleme ¢oziiciilerinde lipit
kirleticilerin ayrismasi (Abo 1990), egzoz borular1 ve klozetler yilizeyindeki organik
atiklarin pargcalanmasi (Moriguchi ve ark. 1990) ve kontakt lens temizligi i¢in lipaz

kullanildig: bildirilmistir (Bhatia 1990).

[k rekombinant lipaz olan "Lipolaz", ticari kullanim i¢in 1994 yilinda Novo Nordisk
(Danimarka) tarafindan gelistirilmistir. Burada lipaz iiretimi i¢in gereken genler
Thermomyces lanuginosus mantarindan izole edilmis ve Aspergillus oryzae iginde
klonlanmis ve ifade edilmistir. Benzer bir sekilde, Genenco (ABD) tarafindan ticari
kullanim amaciyla Pseudomonas spp. susundan elde edilen bir rekombinant lipaz olan
"Lumafast" da gelistirilmistir. Biigiinlerde bu ticari enzimlerin deterjan lipazlar1 olarak
en ¢ok kullanildig: bildirilmektedir (Sharma ve ark. 2016). Bununla birlikte, piyasadaki
baska en 6nemli lipaz Humicola lanuginosa'dan elde edilmektedir. Humicola genini
Aspergillus oryzae’ye klonladiktan sonra biiyiik 6lgekte iiretilmektedir. Pseudomonas
mendocina, Pseudomonas alcaligenes'den izole edilmis lipazlar deterjan endiistrisinde
de kullanilmaktadir. Acinetobacter radioresistens tarafindan {iretilen alkalin lipazin
optimum pH'st 10'dur ve 6-10'luk bir pH araliginda stabildir, bu nedenle deterjan
endistrisindeki uygulamalar i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir (Chen ve ark. 1998).
Benzer caligmalarda, pasifik beyaz karides hepatit pankreasindan izole edilen lipaz
enzimi hem kat1 hem de s1vi camasir deterjanlarina karsi 6nemli bir uyumluluk ve stabil
oldugunu gostermistir (Kuepethkaew ve ark. 2017). Ayrica, bazi lipazlarin genis bir pH
araliginda (7.0-12.0 pH) aktif oldugunu ve 9.0 pH'da en yiiksek aktivite gosterdigini
bildirilmistir (Ji ve ark. 2015).

Deterjan endiistrisinde kullanilan baska yaygin lipaz kaynaklarindan bazilar
Staphylococcus arlettae, Burkholderia cepacia, P. fluorescens ve Candida tiirelerini
kapsamaktadir (Ahmed ve ark. 2010, Phuah ve ark. 2015, Su ve ark. 2015). Ayrica

Talaromyces thermophilus, P. aeruginosa ve birgok mikroorganizmadan elde edilen
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lipazlarin deterjan endiistrisindeki kullanim potansiyellerini arastirilmistir (Kanjanavas

ve ark. 2010).

Genel olarak, ticari deterjanlardaki selatlama ajanlar1 enzimin inaktivasyonuna yol
acmakta, ancak B. licheniformis lipazin uygulamasinda enzim-deterjan kompleksine
kalsiyum klortir ilavesi, aktivitenin geri kazanilmasina yardimci olmustur (Romdhane
ve ark. 2010). Benzer sekilde, anyonik siirfaktanlar {izerine yapilan son ¢aligsmalardan
birinde, lipazin stabilitesinin ve aktivitesinin, iki etilen oksit birimi ile sodyum loril eter

stilfat varliginda korundugu rapor edilmistir (Magalhaes ve ark. 2016).
2.5.2. Gida endiistrisi

Bir triagilgliseroliin beslenme degerleri ve fiziksel 6zellikleri, yag asitlerinin gliserol
omurgasindaki konumu, yag asitlerinin zincir uzunlugu ve doymamislik derecesi gibi
faktorlerden biiyiik oOlgiide etkilenmektedir. Lipaz enzim ile gliserol i¢indeki yag
asitlerinin yerini ve bir veya daha fazla yag asidinin yeni yag asitlerle degistirerek
lipitlerin o6zelliklerini gelistirilebilmektedir (Pabai ve ark. 1995, Undurraga ve ark.

2001).

Regiospesifik ve yag asitlerine spesifik mikrobiyal lipazlar biiylik 6nem tasimakta ve
endistriyel bitkisel yaglar i¢in kullanilabilmektedir. Ucuz yaglar ayrica gelistirilerek
besin agisindan onemli yapilandirilmis triagilgliseroller, diisiik kalorili triagilgliseroller
ve oleik asitle zenginlestirilmis yaglar sentezlemek i¢in kullanilmaktadir. Lipaz ile
modifikasyonlar, yag endistrisinde yapilandirilmig lipitlerin iiretimi i¢in oldukca
onemlidir, ¢iinkii enzimatik modifikasyonlar spesifiktir ve normal reaksiyon

kosullarinda gergeklestirilebilmektedir (Gupta ve ark. 2003).

Lipazlar ayrica gida endiistrisinde lezzet degistirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Burada lipaz esterifikasyon reyaksiyonu katalize ederek lezzet verici
ve koku bilesikleri olarak kisa zincirli yag asitleri ve alkollerin sentezlemektedir
(Macedo ve ark. 2003). Genel olarak, mikrobiyal lipazlar, yag triagigliserollerin segici
olarak hidrolizi yoluyla serbest yag asitlerinin birakmasi ile siit {iriinlerin (peynir,

tereyagi, margarin, alkollii igecekler, siitlii ¢ikolata ve tatlilar) lezzeti gelisimi gibi farkl
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alanlarda da yaygin olarak uygulanmaktadir. Bu yag asitleri, lezzet maddeleri veya

lezzet onciileri olarak kullanilmaktadir (Andualema ve Gessesse 2012).

Lipazlar, yagsiz et liretmek amaciyla et ve balik iiriinlerinden yaglar1 uzaklastirmasinda
da kullanilmaktadir (Kazlauskas ve Bornscheuer 1998). Yag, balik etinin islenmesi
sirasinda lipaz eklenerek ¢ikarilmakta ve bu isleme biyolipoliz denmektedir. Lipazlar
ayrica, sosis imalatinin fermentasyon isleminde ve olgunlagma sirasinda serbest kalan
uzun zincirli yag asitlerindeki degisikliklerini saglamasinda Onemli bir rol
oynamaktadir. Eskiden beri, piring aromasini gelistirmek, soya siitliniin aromay1
iyilestirmek ve elma sarabinin fermantasyonunu hizlandirmak igin farkli mikrobiyal

kokenli lipazlar kullanilmistir (Seitz 1974).

Pseudomonas P38 susunden elde edilen soguk aktif lipaz, lezzet verici bilesik olan biitil
kaprilatin n-heptan1 sentezi i¢in susuz Dbiyotransformasyonda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Tan ve ark. 1996). C. antarctica CAL-B, C. cylindracea AY30, H.
lanuginosa, Pseudomonas sp. ve Geotrichum candidum immobilize lipazlari, aygicek
yaginda lipofilik antioksidanlarin sentezi i¢in fonksiyonellestirilmis fenollerin

esterifikasyonunde kullanilmigtir (Buisman ve ark. 1998).
2.5.3. Siv1 ve kat1 yag endiistrisi

S1v1 ve kat1 yag endiistrisinde enzimlerin kullanim1 yeni olarak uygulanmakta ve bunu
hem endiistri sorunlarina hem de yeni sivi ve kat1 yaglar liretmesine c¢esitli ¢oziimler
sunmaktadir. Lipazlar, normal kosullar altinda reaksiyonlar katalize edebildigi (kat1 ve
stvi yaglarin endiistriyel hidrolizi veya yag asidi amidlerinin iretimi) ve yiiksek
spesifisikligine sahip oldugundan dolay1 gida ve endiistriyel kullanimlar i¢in daha diisiik
tiretim maliyetlerinde yiiksek degerli kimyasallar elde etmesinde uygulanmaktadir.
Cikolata iiretimi i¢in gerekli olan kakao yagi ¢ogu zaman yetersizdir ve fiyat biiyiik
ol¢iide ytikselebilmektedir. Bununla birlikte daha ucuz yag olan palmiye yaglarin lipaz
katalizli transesterifikasyonu yoluyla kakao yagi iiretebilmektedir (Andualema ve

Gessesse 2012).

Organik ¢oziiclilerde lipaz katalizli transesterifikasyon, kakao yagi ikamesi sentezi,

insan siitii yagi ikamesi sentezi, farmasotik a¢idan onemli poli doymamis yag asidi
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sentezi ve bitkisel yaglardan biyodizel iiretimi gibi yeni bir endiistriyel uygulama ortaya
cikartmaktadir (Nakajima ve ark. 2000). Lipaz enzimin uygulamalar1 arasinda,
immobilize Rhizomucor miehei lipazi1 transesterifikasyon reaksiyonu katalize ederek
palmiye yag1 yapisindaki palmitik asidin stearik asit ile degistirmesi ve tereyagin lipaz
katalizli interesterifikasyonu ile uzun zincirli doymus yag asitlerini azaltmasi

kapsamaktadir (Pabai ve ark. 1995).

Hayvan ve bitki lipitlerinden elde edilen polidoymamis yag asitlerini (PUFA'lar)
zenginlestirmek icin lipazlar uygulanmaktadir. Serbest PUFA'lar ve bunlarin
monoagilgliserolii ve diacilgliserolii daha sonra ¢esitli farmasotikler (anti-
enflamatuarlar, trombolitikler, vb.) iiretmek i¢in kullanilmaktadir (Jaecger ve Reetz
1998, Belarbi ve ark. 2000). Metabolik etkileri nedeniyle PUFA'lar daha fazla ilac,
nutrasotik ve gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Belarbi ve ark. 2000).
PUFA'larin ¢ogu, lipit membranlarin ve prostaglandinlerin normal sentezi i¢in gerekli
oldugunu belirlenmistir. Mikrobiyal lipazlar, menhaden balik yagi, ton balig1 yag1 ve
hodan yag: gibi hayvan ve bitki lipitlerinden PUFA elde etmek icin kullaniimaktadir
(Andualema ve Gessesse 2012).

Immobilize M. miehei lipaz1, misir yagi, aycicek yagi, yerfistid1 yagi, zeytinyagi ve soya
fasulyesi yag1 gibi omega-3 polidoymamis yag asitleri igeren bitkisel yaglarin iiretimi
icin organik coziiclide enzimatik interesterifikasyon reaksiyonlarini katalize etmesinde
kullanilmaktadir. Lipazlar, 6nemli endiistriyel uygulamalara sahip olan yag asitleri ve
gliserol elde etmek ig¢in lipitleri hidrolizinde de kullanilmaktadir. Yag asitleri sabun
tiretiminde kullanilmaktadir (Hoq 1985). Gliserol ise ila¢ endiistrileri i¢in hammadde

olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Andualema ve Gessesse 2012).
2.5.4. Tekstil endiistrisi

Lipazlar, tekstil endiistrisinde, kumas daha iyi boyanmasi amaciyla daha fazla emicilige
sahip bir kumas saglamak i¢in hasil yaglarinin giderilmesinde kullanilmaktadir. Lipaz
kullanimi ayn1 zamanda denim aginma sistemlerindeki ¢izgi ve catlaklarin sikligin1 da
azaltmaktadir. Denim ve diger pamuklu kumaslarin hasil sokiilmesi i¢in kullanilan ticari

maddeler, hem alfa amilaz hem de lipaz enzimlerini icermektedir (Anonim 2000b).
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Tekstil endiistrisinde, polyester yiiksek dayanim, yumusak, gerilme direnci, leke
direnci, makinede yikanabilirlik, kirigiklik direnci ve asinma direnci gibi bazi énemli
avantajlara sahiptir. Sentetik elyaflar, iplik, kumas, tekstil, kilim ve diger tiiketici
tiriinlerinin tiretiminde kullanilmak {izere enzimatik olarak modifiye edilmistir (Anonim

2000a).

Patent Isbirligi Anlasmast (PCT) Yaymi No. WO 97/43014 (Bayer AGQG),
poliesteramidin enzimatik parg¢alanmasi i¢in uygulanan sulu bir ¢dzeltinin iceriklerinde
bir esteraz, lipaz veya proteaz igerdigini aciklamaktadir. Amano Pharmaceutical KK
Yayin No. JP 5344897 A, alifatik bir polyester ile ¢ozelti i¢inde ¢oziilen ve bunun
sonucunda lif dokusunun mukavemetini kaybetmeden gelistirildigi ticari bir lipaz
bilesimini tanimlamaktadir. Alifatik polietilen polimerleri de Pseudomonas spp.
susundan elde edilen lipas ile parcalanabildigini bildirilmektedir. PCT Yayimi No.
97/33001 (Genencor International, Inc.), bir lipaz ile muamele edilerek bir polyester
kumasin 1slanabilirligini ve emilimini arttirmasina yonelik bir yontemi agiklamaktadir

(Anonim 2000a).
2.5.5. Kozmetik

Unichem International (Ispanya), cilt ve giines kremleri ve banyo yaglar1 gibi kisisel
bakim {iriinlerinde yumusatici olarak kullanilmak {izere izopropil miristat, izopropil
palmitat ve 2-etilheksilpalmitat {iretimini baslatmistir. Burada, Rhizomucor meihei’den
immobilize lipaz biyokatalizér olarak kullanilmaktadir. Sirket, enzimin konvansiyonel
asit katalizorii yerine kullanilmasinin, ¢cok daha yiiksek kalitede iiriinler sagladigini ve

minimum aritma siireci gerektirdigini bildirmektedir (Hasan ve ark. 2006).

Balmumu esterleri (yag asitleri ve yag alkolleri esterleri) kisisel bakim {irlinlerinde
benzer uygulamalara sahiptir ve ayrica enzimatik olarak {iretilmektedir (Croda
Universal Ltd.). Sirket, toplu bir biyoreaktérde C. cylindracea lipazi kullanmaktadir.
Ureticiye gore, toplam iiretim maliyeti konvansiyonel ydnteminkinden biraz daha
yiiksektir, ancak son iirlinlin kalitesini gelistigi i¢in anlagilabilmektedir (Hasan ve ark.

2006).
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Retinoidler (A vitamini ve tlirevleri) cilt bakim iriinleri gibi kozmetik ve
farmasotiklerde biiyiik ticari potansiyele sahiptir. Suda c¢oziiniir retinol tiirevleri,
immobilize lipazin katalitik reaksiyonu ile hazirlanmistir (Maugard ve ark. 2002).
Lipazlar dalgali saclar hazirlamasinda kullanilmistir (Saphir 1967). Lipazlar ayrica
topikal anti-obez kremlerin bir bileseni olarak (August 1972) veya oral uygulama olarak

kullanilmigtir (Smythe 1951).
2.5.6. Deri endiistrisi

Lipazlar, deri islenmesinde yagin uzaklastirilmasi i¢in kullanilmasi daha ¢evre dostu bir
yontemdir. Sigir derileri i¢in, lipazlar yiizeyaktif maddelerin yerine tamamen
kullanilabilmektedir. %40'a kadar yag i¢eren koyun derileri i¢in, ¢oziiclilerin kullanimi
cok yaygindir ve bunlarin yerine lipazlar ve yiizey aktif maddeler de
kullanilabilmektedir. Ancak ylizey aktif maddeler koyun derisi i¢in kullanimi, genellikle
fazla etkili degil ve cevreye zararli olabilmektedir. Maps (Hindistan) sirketi, yag
gidermesi i¢in farkli pH kosullarinda calisan bir dizi lipaz piyasaya sunmaktadir.
Bunlar, Palkodegreaz, nétr ila alkalin pH kosullarinda yag giderici olan lipaz ve

Palkodegreaz AL, asidik pH kosullarinda yag giderici olan lipazdir (Anonim 2005).

Yag gidermesi, kiiciik hayvan derileri ve yogun beslenen sigirlarin derileri gibi yagh
hammaddelerin islenmesinde 6nemli bir asamadir. Konvansiyonel yontemler, ugucu
organik bilesik (VOC) emisyonlar1 gibi g¢evresel sorunlara yol acabilecek organik
coziiciiler ve yiizey aktif maddeler kullanimi kapsamaktadir. Lipaz enzimleri, 6zellikle
orta derecede yag icerigine sahip derilerden yag ve gresi temizleyebilmektedir. Hem
alkalin hem de asit ortamlarda aktif lipazlar deri endiistrisinde yag giderici olarak
kullanim1 ¢ok 6nemlidir. Deri islenmesinde lipazlar, gliserol ve serbest yag asitlerine
trigliseritin (hayvan derilerinde depolanan yagin ana formu) hidrolizini katalize
etmektedir. Islemi gelistirmek icin, yag hiicresi zarlarmin ve yag bezi bilesenlerinin
parcalanmas1 amaciyla alkalin kararli proteazlar kullanilmaktadir. Kire¢ giderme ve
yatirma, lipazlarin kullanimi i¢in en uygun islem asamalaridir. Asit aktif lipazlar, pikle

derinlerin islenmesinde uygulanabilmektedir (Hasan ve ark. 2006).

Deri islenmesinde lipaz kullanimi1 ana avantajlar1 arasinda daha diizgiin bir renk ve daha

temiz bir goriinim kapsamaktadir. Lipazlar ayrica hidrofobik (su geg¢irmez) deri

36



iretimini gelistirmekte ve araba dosemeleri i¢in ugulanan derinin sislemenin

azaltildigini1 saglamaktadir (Hasan ve ark. 2006).

Novozyme (Danimarka), kiirk ve yiiniin asitle islenmesi i¢in bir asit lipaz ve bir asit
proteaz kombinasyonu olan NovoCor ABL ve NovoCor ADL, derilerin enzim ile
kire¢lenmesi i¢in bir proteaz ve lipaz karisimi olan NovoLime, derilerin yag gidermesi

i¢in bir asit lipaz1 olan NovoCor AD iiretmektedir (Anonim 2001).

Baska uygulamada, lipazlarin ve proteazlarin karisimi, derideki saclar1 gevsetmekte ve
cikarmaktadir. Elde edilen son iirlin, konvansiyonel yontemler kullanilarak {iretilen deri
ile karsilastirildiginda daha yiiksek kalitede oldugunu bildirmistir. Rhizopus nodosus
lipazi, yinli koyun derilerinden siiet giysi derilerinin yagmin giderilmesi igin

kullanilmistir (Muthukumaran ve Dhar 1982).
2.5.7. Kagit hamuru ve kagit endiistrisi

Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde her yil ¢ok miktarda lignoseliilozik biyokiitle
islenmektedir. Kagit hamuru iiretimi icin teknoloji oldukca cesitlidir ve mikrobiyal
enzimlerin uygulanmasi i¢in ¢ok sayida firsat mevcuttur. Tarihsel olarak, enzimler kagit
endiistrisinde bazi kullanimlar bulmus, ancak bunlar esas olarak ham nisastanin
modifikasyonlar1 gibi alanlarla sinirlanmigtir. Lipaz kullanan enzimatik zift kontrolii
yontemi, 1990'larin bagindan beri rutin bir islem olarak biiyiik 6l¢ekli bir kagit yapim
isleminde uygulanmistir (Bajpai 1999).

Geri doniistimlii kagit liretiminde atik kagitlarin miirekkep giderme islemleri i¢in lipaz
kullanimi, hamurun kalitesini, beyazlig1 ve yogunlugu artirabilmesi, kimyasal kullanimi
ve atik suyun kirlilik seviyesini azaltabilmesi, liretim cihaz 6mriinii uzatabilmesi, enerji
ve zaman kaybetmemesi ve kompozit maliyeti azaltabilmesi gibi birka¢ adjantajlar

saglamaktadir (Hasan ve ark. 2006).

Etilen oksit-propilen oksit katkili stearat ic¢in bir miirekkep giderme bilesime
Pseudomonas KWI-56 lipazi ilavesi, kagidin beyazligini arttirmakta ve kalan miirekkep
lekelerini azaltmaktadir (Fukuda ve ark. 1990).
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2.5.8. Biyodizel iiretimi

Fosil yakitlarin sinirli ve hizla azalan kaynaklari, artan ham petrol fiyatlar1 ve gevresel
kaygilar nedeniyle bitkisel yaglarin alternatif yakit olarak kullanilmasinin
arastirilmaktadir (Shah ve ark. 2004). Bitkisel yagdan elde edilen biyodizel yakit, siilfiir
oksit liretmemekte ve kurum partikiiliinii petrolden mevcut olana kiyasla tigte bir kez en

aza indirmektedir (Iso ve ark. 2001).

Soya fasulyesi yaginin metanol ve etanol ile transesterifikasyonu i¢in immobilize P.
cepacia lipazi kullanilmistir (Noureddini ve ark. 2005). Hint yagindan, ¢6ziicii olarak n-
heksan ve katalizorler olarak iki ticari lipaz, Novozym 435 ve Lipozim IM kullanilarak
yag asidi etil esterleri sentezlenebilmektedir (de Oliveira ve ark. 2004). Novozyme 435
ayrica, ¢oziiclii igcermeyen bir ortamda biyodizel {iiretimi i¢cin ham soya fasulyesi
yaglarinin transesterifikasyonunu katalize etmesinde de kullanilmistir (Du ve ark.

2004).

Restoran gres yagmin basit alkil ester tiirevleri hazirlamak i¢in Thermomyces
lanuginosa ve C. antarctica'dan immobilize lipazlar biyokatalizérler olarak
kullanilmigtir (Hsu ve ark. 2002). Nijeryali laurik yag, palmiye cekirdegi yagi ve
hindistancevizi yaginini farkli alkollerle transesterifikasyonu PS30 lipazi kullanilarak

yag asitleri esterleri iiretilmektedir (Abigor ve ark. 2000).
2.5.9. Atik su arittimi

Lipazlar aktif atik ve diger aerobik atik islemlerinde kullanilmaktadir. Burada oksijen
taginmasina izin vermek icin (biyokiitlenin yasam kosullarini korumak i¢in) ince yag
tabakalari, havalandirmali tanklarin yiizeyinden siirekli olarak uzaklastirilmalidir. Bu
yagl tabakalari, C. rugosa lipaz1 gibi lipazlarla pargalanmaktadir (Bailey ve Ollis
1986).

Kesimevleri, gida isleme endiistrisi ve deri enddistrisi gibi endiistriyel islem birimlerinde
lipit agisindan zengin atik su arittminda P. aeruginosa LP602 hiicrelerinin ve lipazin
kullanilabildigini bildirilmistir (Dharmsthiti ve Kuhasuntisuk 1998). Ayrica trigliserit
iceren atik su aritma tesislerindeki yaglar, esas olarak immobilize lipaz kullanilarak

hidrolize edilmektedir (Tschocke 1990).
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Bakteriyel lipazlar, evsel kanalizasyon ve anaerobik clriitiiciilerdeki yaglarin
parcalanmasi gibi ¢evresel sorunlarin ¢oziimiinde yer almaktadir (Godfrey ve Reichelt

1983).

Lipazlar ayrica endiistriyel atik sularin 6zellikle gida atigmin (Meng ve ark. 2015),
giibrenin (Rodrigues ve ark. 2014), yiinden gres yaginin (Saravanan ve ark. 2014) ve
petrol fabrikalarindaki atik sularin aritilmasinda yaygin olarak uygulanmaktadir

(Kanmani ve ark. 2015).

Bacillus subtilis, Serratia marsescens, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus
aureus bakteri lipazlari (Prasad ve Manjunath 2011) ve marine Aspergillus awamor
lipazi, agir lipit igeren olan atiklarin temizlenmesinde kullanildigini belirlenmistir

(Basheer ve ark. 2011).
2.5.10. Biyosensor

Biyosensorler kimyasal, biyokimyasal ve elektronik olarak siniflandirilabilmektedir.
Lipazlar, biyokimyasal biyosensorler smifinda yer almaktadir. Bu biyosensorler,
biyolojik sinyali elektrik sinyaline doniistiiren bir doniistiirliciiye bagli bir matris
tizerinde immobilize edilen enzimler veya proteinler icermektedirler (Zehani ve ark.
2015). Lipaz temelli biyosensorler klinik tani, gida endistrisi, bocek ilaci ile
kontaminasyon kontrolii ve ilag endiistrilerinde triagilgliserollerin kantitatif tayini i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Burada, lipaz ile triagilgliseroliin hidrolizi sonucunda
tiretilen gliserol miktarinin belirlenmesiyle lipit i¢eriginin dolayli olarak o6l¢iilmektedir

(Solanki ve ark. 2016).

Glikoz oksidaz ile kombinasyon halinde pH/oksijen elektrotlar1 iizerinde immobilize
edilen lipazlar, lipit biyosensorleri olarak islev gorebilmekte ve trigliserit ve kan
kolesterol belirleyicileri olarak kullanilabilmektedir (Choudhury ve Bhunia 2015). Ek
olarak, mezopordz bir silis matrisi tizerinde immobilize edilen lipaz, potansiyometrik

biyosensorlerin yapiminda kullanilmaktadir (Setzu ve ark. 2007).
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2.5.11. Organik sentezi

Giliniimiizde endiistriyel olarak onemli lipazlar organik reaksiyonlar i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Lipazlar ¢ok cesitli regioselektif ve stereoselektif doniisiimleri katalize
etmek i¢in kullanilmakta (Berglund ve Hutt 2000, Kazlauskas 1994) ve organik
kimyada katalizor olarak kullanilan lipazlarin ¢ogu mikrobiyal kaynaklardan elde
edilmektedir. Enantiyopiir bilesiklerinin sentezinde lipazlarin kullanimi Berglund ve
Hutt (2000) tarafindan rapor edilmistir. Pseudomonas lipazlar1 endiistride, ozellikle
farmasdtiklerin, pestisitlerin ve insektisidlerin sentezinde temel yapi taglar1 olarak islev
goren kiral kimyasallarin tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir (Andualema ve

Gessesse 2012).

Genellikle, lipazlar organik sentezlerdeki uygulamalari i¢in en Onemli enzim
gruplarindan biri haline gelmistir. Lipazlar 6nemli biyolojik olarak bozunabilir
bilesiklerin iiretiminde biyokatalizér olarak kullanilmaktadir. Ornek olarak yaglayicilar
olan trimetilolpropan esterleri lipaz kullanilarak sentezlenmektedir. Lipazlar organik
¢oOziicli sistemlerindeki transesterifikasyon reaksiyonlar1 katalize edebilmekte ve
biyolojik olarak parcalanabilen poliester lipaz biyokataliziyle sentezlenebilmektedir

(Bailey ve Ollis 1986).
2.5.12. Tibbi ve farmasotik endiistrisi

Lipazlar tip ve ilag endiistrisinde yaygin olarak kullamlmaktadir. Ornek olarak lipaz
katalizli enantiyoselektif entererifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonu, farmasotik
endiistrisinde secici asilasyon ve deasilasyon reaksiyonu icin biiylik 6neme sahiptir
(Stinson 1995). Lipazlar, o6zel lipitler ve sindirim yardimcilarinin {iretimi ig¢in
kullanilmaktadir (Vulfson 1994). Esterifikasyon reaksiyonu sirasinda sicakligin
degistirilmesi enantiyomerik degerleri ve stereo tercihini biiyiik dl¢iide degistirmektedir.
Lipazlar, farmasotik uygulamalarda emiilgatorler olarak kullanilmak {izere

monogliseritlerin modifikasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Sharma ve ark. 2001).

Candida rugosa'dan elde edilen lipaz, serum kolesterol seviyesini diigiiren bir ila¢ olan

lovastatini  sentezlemek i¢in kullanilmaktadir. S. marcescens lipazi, diltiazem

40



hidrokloriir sentezinde anahtar bir ara madde olan 3-fenilglisidik asit esterin asimetrik

hidrolizi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Matsumae ve ark. 1993).
2.5.13. Cay endiistrisi

Lipazlar, siyah cay imalat sanayiinde kullanilmaktadir. Siyah ¢ay iiretimi siirecinde,
lipaz, membran lipitlerinin hidrolitik reaksiyonu indiiklemek ve lipitin aroma
gelisimindeki Onemini vurgulayarak, benzersiz aroma Ozelliklerine sahip ugucu
trlinlerin sentezine baglamaktadir. R. miehei tarafindan salgilanan lipaz lipitlerin
hidrolizini katalize ederek polidoymamis yag asidi (PUFA) vermektedir (Latha ve
Ramarethinam 1999).

2.6. Bacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Bacillaceae ailesinde yer alan Bacillus cinsi, muhtemelen en eski ve en ¢esitli bakteri
cinsidir (Gopal ve ark. 2015). Bu bakteri cinsi oksijen varliginda diren¢li endospor
tiretimi ile karakterize edildirler. Endosporlar genellikle oval veya bazen yuvarlak veya
silindiriktir ve olumsuz kosullara kars1 ¢ok direnc¢lidir (Holt ve ark. 1994). Morfolojik
olarak Bacillus vejetatif hiicrelerin 3-5 x 1 um capindadir. Bacillus bakterileri Gram
pozitif veya Gram-degisken olmaktadir. Gram-degisken bazi Bacillus tiirleri gengken
Gram pozitiftir, ancak yaslandik¢a Gram negatif degisebilmektedir (Turnbull 1996). Bu
bakterinin diger Ozellikleri, saprofit, aerobik veya fakiiltatif anaerobik, mezofilik,
cubuklar halinde tek basina veya giftler halinde olmaktadir. Baz1 Bacillus bakterileri
hareketli, fakat digerleri degildir. Agar ortaminda Bacillus bakterileri genellikle biiyiik
ve diizensiz koloniler olusturdugundan taninmasi i¢in kolaydir (Prod'hom ve Bille

2017).

Bacillus’larin ana yasam alanlari toprak olmasina ragmen bir¢cok fizyolojik 6zellige
sahip oldugundan dolay1 hava, g6l sedimanlari, su ve yem gibi bir ¢ok ortamda ve
ayrica termal asit suyu, tuzlu batakliklar, kaplicalar, subantartik topragi ve hastalikli ar1
larvalar1 gibi ekstrem kosullara sahip ortamlarda da yasayabilmektedirler (Gopal ve ark.

2015).

Bugiine kadar yayinlanmis 280'den fazla tiirden olusan bu cinsin sadece B. anthracis ve

B. cereus hari¢ ¢ogu iiyesi nonpatojenik olarak bilinmektedir. Bununla birlikte, De
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Jonghe ve ark. (2010) tarafindan Bacillus cinsine yo6nelik bir analizlerde B. cereus
disindaki tiirlerin gida zehirlenmesine neden olmamasina ragmen, Bacillus circulans,
Bacillus lentus, B. subtilis (Beattic ve Williams 1999), Bacillus licheniformis (Beattie
ve Williams 1999, Lindsay ve ark. 2000), Bacillus pumilus (Lindsay ve ark. 2000) ve
Bacillus amyloliquefaciens (Phelps ve McKillip 2002) hiicresel deneylerle 1siya
dayaniksiz toksinlerin iiretimini ve islevselligini gosterdigini rapor edilmislerdir. Ayrica
bu analizlerde, B. licheniformis (Beattie ve Williams 1999, From ve ark. 2005), B.
pumilus (Suominen ve ark. 2001), B. amyloliquefaciens (Mikkola ve ark. 2004),
Bacillus mojavensis (From ve ark. 2007), B. subtilis (Beattie ve Williams 1999, From ve
ark. 2005), Bacillus simplex, Bacillus firmus, Bacillus megaterium (Taylor ve ark.
2005), B. circulans ve B. lentus (Beattie ve Williams 1999) tiirlerin sereulide benzeyen

toksinlerin sentezini de saptanmustir.

Cok c¢esitli fizyolojik ozellikleri ve ¢ok sayida enzim, antibiyotik ve metabolit liretme
kabiliyetleri nedeniyle Bacillus tiirleri bir¢ok tibbi, farmasotik, tarimsal ve endiistriyel
islemde kullanilmaktadir. Farkl: tiirler vitaminler (Riboflavin, kobalamin ve inositol) ve
karotenoidler gibi nutrasotikler iiretmekte ve insan tiikketimine yonelik gesitli saglik
takviyelerinin sentezi i¢in de kullanilmaktadir (Mohammed ve ark. 2014, Tanaka ve ark.
2014). Buna ek olarak, Bacillus sporlarinin uzun bir tiikketim gegmisi ve probiyotik

olarak giivenli kullanimi bulunmaktadir (Elshaghabee ve ark. 2017).

Bacitracin ve polimiksin, Bacillus tiirlerinden elde edilen iyi bilinen iki antibiyotiktir.
Tibbi ve farmasotik deneylerde standart olarak gesitli Bacillus tiirler kullanilmaktadir.
Zorunlu termofil B. stearothermophilus'un sporlari, 1s1 sterilizasyon prosediirlerini test
etmek i¢in kullanilir ve 1s1, kimyasallar ve radyasyona direngli olan B subtilis subsp.
globigii, alternatif sterilizasyon ve fiimigasyon prosediirlerini kontrol etmek i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Baz1 Bacillus tiirleri, atik iiriinlerin dogal veya yapay olarak
par¢alanmasinda Onemlidir. Ayrica Bacillus bakterileri de bdcek patojenleri,

insektisitlerin aktif bilesenleri olarak da kullanilmaktadir (Turnbull 1996).
2.6.1. Bacillus cereus

Bacillus cereus 1 x 3-4 um boyutundadir. Kare uglu diiz veya hafif kavisli ince basiller

olarak tek basina veya kisa zincirlerde bulunmaktadirlar. Bu bakteriler fakiiltatif
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anaeroblardir ve Bacillus cinsinin diger iyeleri gibi koruyucu endosporlar
iiretebilmektedirler. Kapsiiller bulunmamakta, ancak spor ve sporangial morfolojisi B.

anthracis'inkine benzemektedir (Anonim 1997).

Bacillus cereus, peritrik6z kamgi (tiim yiizeyde kamgili) vasitasiyla hareketli olmakta ve
cevreye bagli olarak ylizme ve ogullagsma (swarming) dahil olmak tizere iki tiir motilite
gostermektedirler. Ayrica gama faj1 ile olusan lizise karsi direngli olmaktadirlar. Bu
bakteri tiirleri kanli agar plakasinda, zayif veya kuvvetli bir B-hemolitik zonlarla diiz
veya hafif digbiikey, diizensiz, hafif yesil bir renk tonu ile donuk gri koloniler olarak ve
yaklagik 2-5 mm capinda goriinmektedir (Drobniewski 1993). Bazi durumda, piiriizsiiz
koloniler tek basina veya kaba kolonilerin ortasinda gelismektedir (Bottone ve ark.
2010). 5-50 °C arasindaki sicakliklarda optimum olarak biiylimekteler ve ¢ok ¢esitli
cevresel kosullara uyum saglayabilmektedirler (Drobniewski 1993).

Karbohidratlar, proteinler ve amino asitleri metabolize etmek icin pozitiftirler ve
nitratlar1 nitritlere indirgeyebilmektedirler. Anaerobik durumlarda, B. cereus
fermantasyonu yoluyla enerji iiretmektedir. Bu bakteri, Bacillus anthracis, Bacillus
megaterium, Bacillus mycoides ve Bacillus thuringiensis tirleri ile grup
olusturmaktadirlar. Bu grubun 6zelliklerin arasinda lesitinaz iiretmesi ve mannitoldan

asit sentezlememesi ve dolayisiyla diger gruplardan ayirmaktadir (Fritze 2004).

Baz1 B. cereus suslari insanlar i¢in zararlidir ve gida kaynakli hastaliklara neden
olmakta, ancak diger suslar endiistriyel alanlarda biiyliik capta Oneme sahiptir ve

dikkatleri iizerine ¢eken mikroorganizmalardir (Anonim 2018).
2.6.2. Bacillus lipazinin genel 6zellikleri

Arpigny ve Jaeger (1999), amino asit dizilerini ve bakteriyel lipolitik enzimlerin temel
biyolojik 6zelliklerini karsilastirarak sekiz aileye ayirmislardir. Gergek lipazlar, sekiz alt
aile kapsayan I. ailede yer almaktadir (Jaeger ve Eggert 2002, Yu ve ark. 2010).
Bunlarin arasinda, Bacillus ve Geobacillus lipazlar1 1.4 ve 1.5 alt familyalarina aittir ve
bu alt ailedeki lipaz enzimin yapisinda korunmus pentapeptit olan AXSXG'deki ilk

glisin yerine bir alanin kalintis1 bulundugu goéstermektedir (Cho ve ark. 2000). Ayrica,

43



Bacillus ve Geobacillus'tan, dizilerinde %90'dan fazla benzerlige sahip termostabil

lipazlar, alt familya 1.5'e yerlestirilmektedir (Masomian ve ark. 2016).

Bacillus subtilis, Bacillus pumilus ve Bacillus licheniformis kaynakli lipolitik enzimler
gercek lipazlarin 1.4 alt familyasinda gruplandirilmistir (Eggert ve ark. 2002). Bu
grubun lipazlari, koruyucu peptit Ala-His-Ser-Met-Gly'ye ve nispeten diisiik molekiil
agirh@na (yaklasik 19-20 kDa) sahiptir. B. subtilis'ten lipaz A'nmin X-1s1mm1 yapisi,
proteinin genel konformasyonunun gdstermistir. Burada katalitik triad kalintilari, Ser77,
Asp133 ve His156 ve oksianyon deligini olusturan kalintilar (Ile12 ve Met78'in omurga
amid gruplari), bilinen yapiya sahip diger lipazlarinkine ¢ok benzer pozisyonlardadir.
Bununla birlikte,“kapak” denilen bir yap1 mevcut degildir ve aktif bolge niikleofil Ser77
acik durumdadir (van Pouderoyen ve ark. 2001). Ayrica katalitik bolgenin yakininda
Ca?" baglanma bdlgesini bulunmamakta ve dolayisiyla aktiviteleri ve termostabilitesi

Ca?"'dan bagimsizdir (Laachari ve ark. 2015).

B. subtilis lipazdaki oksianyon deligi, enzimin kapalidan a¢ik konformasyona gegisi
izerine katalitik sistemi ayarlandig1 diger lipazlarin aksine dnceden olusturulmaktadir.
Ek olarak, B. subtilis, B. pumilus ve B. licheniformis lipazlarinin stabilize edici disiilfiir
kopriilerinden yoksun olduklar1 bulunmus ve dolayisiyla bu proteinlerin esnek bir

tersiyer yapiya sahip olduklarin1 gostermektedir (Nthangeni ve ark. 2001).

[.4 alt familyasindan lipazlar termostabil degildir. 45°C'nin iizerindeki sicakliklarda
aktiviteleri Onemli Ol¢iide azalmaktadir. Bu lipazlar 9.5 ve 12 arasindaki pH
degerlerinde maksimum lipaz aktiviteleri ve asir1 alkalin tolerans1 gostermektedirler

(Guncheva ve Zhiryakova 2011).

I.5 alt familyasindan lipazlar 40-45 kDa ve daha yiiksek molekiiler agirliga sahip
proteinlerdir (Guncheva ve Zhiryakova 2011). Bazi1 mezofilik Bacillus bakteriler 112
kDa (Dosanjh ve Kaur 2002) ve 60 kDa (Nawani ve ark. 2006) gibi ¢ok yiiksek molekiil
agirlikli lipazlar tiretigini rapor edilmis, bu da Bacillus lipazlarinin molekiiler agirlik
bakimindan oldukga ¢esitli oldugunu gostermistir (Saengsanga ve ark. 2016). Korunmus
pentapeptidleri Ala-His-Ser-GIn-Gly olarak gostermektedirler. Notr veya orta derecede
alkalin pH’da (pH = 8.0-10.0) ve 60-75°C'de maksimum aktivite gostermektedirler
(Jeong ve ark. 2002). Bu enzimler, kalsiyum baglama bolgesine ek olarak bir hidrofobik
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kapaga ve bir Zn?>" baglanma alanma sahiptir (Choi ve ark. 2005, Karkhane ve ark.
2009). 1.5 alt familyasindaki lipazlar sistein kalintilarina sahip oldugu ve bu kalinti
proteini termal inaktivasyona karsi stabilize edebilen disiilfid baglarinin olusumuna

yardimc1 olmaktadir (Nthangeni ve ark. 2001).

Bacillus lipazlar1 esas olarak batik kiiltiir fermantasyonu ile iretilmektedir. Lipaz
sekresyonu hiicre biiyiimesi ile iligkilidir ve maksimum lipaz iiretimi orani geg iistel

fazda goriilmektedir (Chakraborty ve Raj 2008, Shariff ve ark. 2007).

Genellikle, duragan faz sirasinda lipaz aktivitesinde bir azalma gozlenmekte ve bunun
enzimin termal kararsizhi@i ve kiltlir ortaminda proteaz bulunmasi ile
kaynaklanabilmektedir (Lee ve ark. 1999). Bacillus sp. DH4 ve HI1 suslar,
fermantasyonun duragan fazinda ekstraselliiler lipazlar iiretebildigini bildirilmistir

(Handelsman ve Shoham 1994).

Bacillus bakterileri, organizmaya spesifik olan karbon, azot ve fosfor kaynaklar1 ve
mineral tuzlari igeren bir besin ortaminda iiretilmektedir (Ebrahimpour ve ark. 2008).
Dogal yaglar (zeytin, pamuk tohumu, hardal, susam, soya fasulyesi, balik, pirin¢ kepegi
ve musir yaglari), trigliseritler (triolein, tributyrin) veya serbest yag asitleri (oleik asit)
gibi yaglar ¢ogunlukla tek basimna veya poli- ve oligosakkaritler (nisasta, maltoz,
mannoz, glikoz, ksiloz) veya polioller (gliserol veya mannitol) ile kombinasyon halinde
karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bacillus halodurans LBB2 hiicreleri, bir
karbon kaynagi olarak metanol kullanilarak tretilmistir (Ramchuran ve ark. 2006).
Maya ekstrakti, pepton, casamino asit veya tripton, yaygin olarak kullanilan organik
azot kaynaklaridir (Kim ve ark. 1994, Wang ve ark. 1995). Pepton ve tripton, lipaz
salgilanmasinda katkida bulunan kofaktorler ve amino asitler iceren kompleks
karisimlardir (Shariff ve ark. 2007). Genellikle, amonyum nitrat, sodyum nitrat,
potasyum nitrat, amonyum siilfat, amonyum kloriir, amonyum fosfatlar ve iire gibi
inorganik azot tuzlar1 Bacillus bakterinin tiretim ortamina eklenmektedir (Dutta ve Ray
2009). Bununla birlikte, Bacillus sp. 42 susun iiretimin ortamina sodyum nitrat ve di-

amonyum ortofosfat eklenmistir (Eltaweel ve ark. 2005).

Lipaz iiretimi g¢ogunlukla indiikleyiciye bagimlidir ve c¢ogu durumda yaglar iyi

indiikleyiciler olarak islev gormektedir (Taka¢ ve Marul 2008). Baz1 diger bilesiklerin
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safra tuzlari, SDS, Tween 80, Triton X-100 gibi Bacillus lipazlarinin salgilanmasini
uyardigi bildirilmistir (Nthangeni ve ark. 2001). Tween 80'in B. subtilis ve B.
alcalophilus B-M20 suslarinda lipaz {iretimi tizerinde higbir etkisi olmadigi bildirilmis
(Ghanem ve ark. 2000) ve ayrica Bacillus sp. L2 susu lipaz {iretimi iizerinde engeleyici

bir etki gosterdigini saptanmustir (Shariff ve ark. 2007).

Genel olarak, Bacillus lipazlar1 kolayca tiretilmekte ve organik ¢oziiciilere kars1 yiiksek
tolerans gostermektedir. Bu da gida endiistrisi, kozmetikler ve biyodizel iiretimi igin

esterlerin sentezinde kullanilmaktadir (Guncheva ve Zhiryakova 2011).
2.7. Mutasyon

Mutasyon, niikleotid dizininde veya niikleotidlerin yapisinda olusan, genetik sifrede
degisikligini saglayan, dolayisiyla sentez edilecek polipeptidin yapisini ve islevini
bozan kalict degisimler olarak tanimlanmaktadir. Mutasyon sonucu olusan yeni tip

organizmaya mutant adlandirilmaktadir (Yesilbag 2002).

Mutasyonlar, genel olarak esey hiicresinde olusan germ hatti mutasyonlar1 ve doku
hiicreleri icinde gerceklesen bir somatik mutasyonlar olmak iizere ikiye
ayrilabilmektedir. Bedensel (somatik) mutasyonlar, kalitsal olamayacag: i¢in kusaktan
kusaga aktarilmamakta ve bu anlamda kalitsal degildir. Germ hatti mutasyonlar1 ise

kalitsal ve dolayisiyla bir sonraki nesillere aktarilmaktadir (Knippers 1997).

Mutasyonlar medana gelen degisimlerin biiyiikliigline ve lokalizasyonu goére nokta
mutasyonlar ve kalip degistirme mutasyonlar1 olarak ikiye ayrilmaktadir. Nokta
mutasyon, sadece bir veya birka¢ baz ciftini kapsayan degisimlerdir. Genellikle baz
degisimleri seklinde meydana gelmekte ve molekiiler agirlikta herhangi bir degisiklik
gerceklesmemektedir (Dahle ve ark. 1994). Bu tiir mutasyonlar, sonugta yapisal ve
islevsel olarak onemli degisiklikler saglamamaktadir. Kalip degistirme mutasyonlari
daha genis ¢apli olmakta ve baz dizinine bir veya bir ka¢ bazin girmesi veya ¢ikmasiyla
gerceklesmekte (Ersoy ve Baysu 1986) ve dolayisiyla mutasyon noktasini takip eden
bolgede baz dizilimi degismekte ve bdylece olusacak polipeptidin yapisi veya

fonksiyonu degismis olmaktadir. Bu tiir mutasyonda genellikle mutasyon noktasina
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yakin bir bolgede terminasyon kodonu olusmakta ve daha kisa zincire sahip anormal

polipeptid sentezi ile sonuglanmaktadir (Krauzer 1988).

Mutasyonlar1 olusum sekillerine gore dogal yasamda kendiliginden meydana gelen
spontan mutasyon ve yapay sartlarinda uyarilmak suretiyle olusturulan indiiklenmis

mutasyonlar olarak ikiye ayrilabilmektedir (Yesilbag 2002).

Spontan mutasyonlar, DNA replikasyonundaki hatalar, spontan lezyonlar, ve
transposable genetik elementler gibi ¢esitli kaynaklardan gergeklesmektedir (Griffiths
ve ark. 2000). Spontan mutasyonlarin meydana gelme olasilig1 diisiik, genellikle 10° ila
10® arasinda bir hiicre araligindadir. Indiiklenmis mutasyonlar, mutajen adi verilen
mutasyon oranini arttirdigi bilinen ¢evresel ajanlarla olusan mutasyonlardir. En yaygin
olarak kullanilan mutajenler yiiksek enerjili radyasyon (fiziksel) veya spesifik

kimyasallardir (Griffiths ve ark. 1999).

Kimyasal mutajenler, baz analoglari, DNA tabanlarin1 degistiren ajanlar, alkilleyici
ajanlar, asilleyici ajanlar ve interkelasyon yapan ajanlar gibi mutajenler kapsamaktadir.
Baz analoglari, molekiiler yapilar1 niikleotid bazlara ¢ok benzemekte ve DNA kopyasi
cikarilirken bazlarin yerine girerek kimyasal yanilmalara neden olmaktadir (Ramig
1990). Bu mutajenlerin 6rnegi, 2-aminopurin adenin analogu iken 5-bromourasil bir
timin analogudur. DNA tabanlarin1 degistiren ajanlar, ¢ogalma sirasinda olmayan
genomlara etkiyen bu ajanlardan nitroz asiti bazlar1 deamine ederken hidroksilamin,
sitozin ile reaksiyona girmekte ve hidroksilaminositozin olusumuna sebep olmaktadir
(Ersoy ve Baysu 1986). Alkilleyici ajanlar grubunda bulunan nitrojen mustard,
nitrosoguanidin ve etilmetan sulfonat gibi bilesikler bazlardaki azot molekiiliine bir alkil
grubu eklemektedir (Giinalp ve ark. 1986, Flint ve ark. 2000). Asilleyici ajanlar, asetik,
stiksinik ve maleik anhidrit gibi mutajenler kasamakta ve bu mutajenler amino ve
karboksil gruplarmi etkilemektedir (Flint ve ark. 2000). Interkelasyon yapan ajanlar,
akridin boyalar (akriflavin, proflavin, acridin orange) kapsamaktadir. Bu ajanlar ¢ift
iplikli DNA {izerine etkili ve c¢ogalma sirasinda tek iplikcik halindeki DNA
molekiiliinde baz dizinleri arasina katilmaktadir (Akman 1983).

Fiziksel Mutajenler 1s1, pH ve 1simlar gibi mutajenler olmaktadir. Is1 ve pH depurinasyon

ad1 verilen purin bazlarinin giderilmesini saglamaktadir. X ve gama 1sinlar1 gibi iyonize
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isinlar, DNA molekiilinde delesyon veya inzersiyonlara yol agmaktadir. Iyonize
olmayan radyasyon olan Ultraviyole (UV) ise DNA molekiiliinde yan yana bulunan

pirimidin bazlar1 arasinda dimerlesmelere neden olmaktadir (Akman 1983, Arda 1985).

Mutajenez, termostabilite, optimum pH ve spesifik aktivite gibi 6zellikleri degistirmek
veya hedef proteinlerin yapi-iglev iligkilerini anlamak ig¢in protein miihendisliginde
onemli bir tekniktir. Rasyonel tasarim ve rastgele mutajenez olmak tlizere iki temel
yaklasim mevcuttur (Tachioka 2016). Rasyonel tasarim yaklasim, protein
mihendisliginde en klasik yontem ve proteinlerin Bolge hedefli mutagenez (Site-
directed mutagenesis) kapsamaktadir. Bélge hedefli mutagenez yontemi kullanarak,
yabani tip diziler bilinen bir gendeki herhangi bir spesifik bodlgede mutasyonlar
olusturulabilmektedir (Griffiths ve ark. 2000). Bolge hedefli mutasyon ydnteminde
niikleotidlerin analoglar1 ve diger kimyasallar ilk once lokalize nokta mutasyonlari
olusturmak i¢in kullanilmaktadir (Shortle ve ark. 1981). Bu kimyasallar arasinda
AT'den GC'ye degisim indiikleyen aminopurin (Caras ve ark. 1982), GC'den AT'ye
degisime saglayan nitrosoguanidin (McHugh ve Miller 1974), bisiilfit (Shortle ve
Nathans 1978), ve N4-hidroksisitidin kapsamaktadir (Flavell ve ark. 1975, Miiller ve
ark. 1978).

Bolge hedefli mutagenez yonteminde genellikle mutajenik oligoniikleotitlerin, DNA
polimeraz ile bir primer uzatma reaksiyonunda kullanilmaktadir. Bu yontemlerle, nokta
mutasyonu veya belirli bolgelerde kiicik DNA dizilerini delesyon ve insersiyonu
yapilabilmektedir. Yontemin gelismeleri, bu tiir mutajenezi nispeten basit ve etkili bir

siire¢ haline getirmistir (Doering ve ark. 2018).

Rastgele Mutagenez Tekniklerinde, hiicreler veya organizmalar UV radyasyonu veya
mutajenik kimyasallar gibi mutajenlere maruz birakilmakta ve daha sonra istenilen
ozelliklere sahip olan mutantlar se¢ilmektedir. Hermann Muller 1927'de X-1ginlarinin
meyve sineklerinde genetik mutasyonlara neden oldugunu tespit etmistir (Muller 1927)
ve genetik calismalarinda yarattigi mutantlar1 kullanmaya devam etmistir (Crow ve
Abrahamson 1997). Escherichia coli i¢in, UV radyasyonuna maruz birakildiktan sonra
mutantlar se¢ilmekte ve agar ortamin {lizerinde iiretilmektedir. Olusturulan kolonilerin

biri zengin bir ortamda, digeri minimal bir ortamda olmak {izere replika plate yontemi
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uygulanmakta ve spesifik besinsel gereksinimlerine sahip olan mutantlar daha sonra
minimal ortamda gelisim i¢in yetersizlik diizeyi sayesinde saptanabilmektedir. Benzer
prosediirler, diger hiicre tipleri ve se¢im icin farkli ortamlar ile denenebilmektedir

(Anonim 2020h).

Daha iyi ozelliklere sahip mutantlar1 taramak amaciyla spesifik proteinlerde rastgele
mutasyonlarin elde edilebilmesi i¢in bir dizi yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler,
katkili niikleotitlerin oligoniikleotit sentezinde kullanilmasini veya niikleotitlerin yanls
birlestirilmesini (hata egilimli PCR) gelistiren kosullarda bir PCR reaksiyonu
yapilmasini kapsamaktadir. Mutasyon igeren PCR f{iriinleri daha sonra bir ekspresyon
vektoriinde klonlanmakta ve fiiretilen mutant proteinler karakterize edilebilmektedir

(Blackburn 2006).

Hayvan c¢aligmalarinda, mutant fareler elde etmek i¢in N-etil-N-nitrosourea (ENU) gibi
alkilleyici ajanlar kullanilmistir (Justice ve ark. 1999, Hrabé de Angelis ve Balling
1998). Etil metansiilfonat (EMS) da ¢ogunlukla hayvan ve bitki mutantlar1 elde etmek
i¢cin kullanilmistir (Bokel 2008, Flibotte ve ark. 2010).

2.8. UV (Ultraviole) Mutasyonu

DNA veya hiicrelerin ultraviyole (UV) ile i1sinlanmasi, ¢esitli mutajenik DNA
lezyonlarinin olusumuna neden olmaktadir. UVB veya UVC radyasyonunun neden
oldugu en sik goriilen lezyonlar cis-syn siklobutan pirimidin dimerler (CPD'ler) ve (6-4)
pirimidin fotoiiriinleridir (6-4 fotoliriinlerdir; 6-4 PPs) (Pfeifer ve ark. 2005). Ayrica
plrin dimerleri ve pirimidin mono-eklentileri gibi birkag kiiciik fotoiiriin de meydana

gelmektedir (Pfeifer 1997).

CPD'ler, iki komsu pirimidin bazinin 5,6 baglar1 arasinda olusmaktadir. 6-4 fotoiiriinler,
iki komsu pirimidinin 6 ve 4 pozisyonlar1 arasindaki kararli bir bag ile karakterize
edilmekte ve ¢ogunlukla 5°-TC ve 5’-CC dizilerinde meydana gelmektedir (Sekil 2.12).
CPD'lerinkinden oldukca diisiik seviyelerde olusmaktadirlar (Yoon ve ark. 2000). UVA
1sinlamast DNA'da (Rochette ve ark. 2003), CPD'leri indiikleyebilmekte ve bir dolayl
mekanizma ile okside DNA bazlarinin olusumuna yol agmaktadir (Cadet ve ark. 1997).

Bu UV lezyonlari, etkinligi dalga boyu ve bunu takiben DNA bazlar1 tarafindan
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dogrudan UV enerji emilimine bagli olarak gergeklesen bir fotokimyasal reaksiyonla

olusmaktadir (Markovitsi ve ark. 2010).

CPD’ler ve 6-4 fotoiiriinlerin olusumunu yaklasik 260 nm'de en yiiksek oldugunu ve
olusumlarinin  etki  spektrumlar1 DNA'min  emilim  spektrumuna paralellik
gostermektedir. Ayrica 6-4 fototiriinlerin, 325 nm civarinda UVA dalga boylarinin
emiliminden sonra bir izomerik ikincil {irlin olan Dewar degerlik izomerine
doniisebildigi de goriilebilmektedir (Matsunaga ve ark. 1991). Bu fotolesiyonlarin CPD,
6-4 fotoiiriin ve Dewar'in UV spesifik mutasyonlara neden oldugunu kabul edilmektedir

(Ikehata ve Ono 2011).

Sekil 2.12. (a) Bir siklobutan pirimidin dimerinin yapisi. Ultraviyole 1511, 5,6 ¢ift bag
tizerinde etkili olarak ayn1t DNA dizisi lizerindeki iki bitisik pirimidin arasinda dort
tiyeli bir siklobutil halkasinin (yesil) olusumunu uyarmaktadir. (b) 6-4 fotoiiriiniin
yapisi. Yapi1 en yaygin olarak iki bitisik pirimidinin C-6 ve C-4 konumlar1 arasinda 5'-
C-C-3 " ve 5'-T-C-3' ile ¢ift sarmalin lokal yapisinda 6nemli bir hasara neden olmaktadir
(Griffiths ve ark. 1999)

UV ayrica riboflavin, triptofan ve porfirin (Peak ve Peak 1987) gibi bazi kiiciik
molekiilleri aktive ederek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi yoluyla 1ginlanmis

hiicrelerde oksidatif stresi indiilklemekte ve bu da hiicresel oksijeni aktive
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edebilmektedir. ROS DNA'ya saldirmakta ve DNA'da 8-hidroksiguanin (80H-G) ve
timin glikol gibi oksidatif baz hasar1 {iretebilmekte veya iplik kopmasmi neden
olabilmektedir (Kino ve Sugiyama 2005). ROS ayrica hiicresel niikleotit havuzlarina
saldirmakta ve dolayisiyla DNA sentezi i¢in yine de niikleotit onciileri olarak
kullanilabilen ~ 8-hidroksideoksifonanosin-trifosfat (80OH-dGTP) gibi oksitlenmis
niikleotidler iiretilmektedir (Sekiguchi ve Tsuzuki 2002). Bu tip oksidatif DNA ve
niikleotit hasarlarinin bazilarinin mutajenik oldugu bilinmektedir (Kino ve Sugiyama
2005). Bu nedenle UV, dolayli bir mekanizma yoluyla hiicresel genomda oksidatif stres

aractyla mutasyonlara neden olabilmektedir (Ikehata ve Ono 2011).

UV spesifik mutasyon tiplerini indiiklemektedir. Bunlar, dipirimidin bdolgelerindeki
sitozin (C) — timin (T) baz degisimi ve ¢ok diisiik seviyede olusan CC — TT tandem
baz degisimidir. Bu iki mutasyon tipine UV signatiirii olarak isimlendirilmekte (Brash
1991) ve bu mutasyonlarin algilanmalart UV’ye maruz kaldigin1 gostermektedir. Bu
UV spesifik mutasyonlarin olusum mekanizmalarindan birinde, bir CPD'de sitosin
bazlarinin deaminasyonunun rol oynadigi diisiiniilmektedir (Tessman ve Kennedy 1991,

Tessman ve ark. 1992).
2.9. Tamir Mekanizmasi

Canlilarin UV radyasyonunun 6liimciil etkilerinin gidermesi yetenegi ile ilgili fikirler
1930 yilinda ortaya ¢ikmis (Hollaender ve Curti 1935), ancak canli organizmada onarim
mekanizmalarmin varligint Kelner (1949) ve Dulbecco (1949) tarafindan bagimsiz
olarak saptanmistir. Hiicre i¢indeki belirli bir onarim mekanizmasi belirlenmesi esas
olarak genomdaki lezyonlarin tipine ve yerine baghdir (Essers ve ark. 2006). Onarim
mekazimasi lizerindeki biyokimyasal ve molekiiler ¢aligmalar, E. coli, S. cerevisiae ve
insan gibi bazi model organizmalarda kapsamli bir sekilde arastirilmis ve burada
Ozellesmis onarim proteinleri, genomu siirekli olarak taradigi ve fotoreaktivasyon,
eksizyon onarimi (BER ve NER), ve uyumsuzluk onarimi (MMR) gibi birkag¢ farkli
onarim mekanizmasini tetikleyerek DNA lezyonlariyla karsilastigi goriilmektedir

(Rastogi ve ark. 2010).
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2.9.1. Fotorektivasyon

Fotoreaktivasyon islemi, iyi korunmus ve arkebakteri, bakteri, viriis ve baz1 dkaryotlar
gibi organizmalarda bulunan, "fotoliyaz" olarak bilinen enzim araciliyla
gerceklestirilmektedir (Sekil 2.13). Enzim spesifik olarak CPD'lere (CPD fotoliyaz)
veya 6-4 fotoiiriinlere (6-4 fotoliyaz) baglanmakta ve goriiniir/mavi 15181n enerjisini
kullanarak siklobutan halkasin1 dogrudan monomerize etmekte ve genomu UV
radyasyonunun zararli etkilerinden korumaktadir (Kim ve ark. 1992, Essen ve Klar
2006). Her mavi 1518 fotonu absorbsiyonunda yaklasik bir dimeri monomerik
pirimidinlere dontstiirilmektedir (Britt 1996). CPD fotoliyazlar, arkea, bakteri, mantar,
viriis, bitkiler, omurgasizlar ve aplasental memeliler dahil birgok omurgali gibi ¢esitli
gruplarda bulunmaktadir. Diger yandan, Drosophila, ipekbocegi, Xenopus laevis ve
cingirakll yilanlar gibi baz1 organizmalarda 6-4 fotoliyaz tanimlanmaktadir (Sinha ve
Hader 2002). Fotoliyazlar, insan gibi plasental memelilerde bulunmamakta veya
fonksiyonel degildir (Todo 1999). Bununla birlikte Sutherland (1974), Sutherland ve
Bennett (1995) ve Harm (1980), insanlar, okiiz, kedi ve fare gibi ¢esitli plasental
memelilerin beyaz kan hiicreleri (WBC) dahil olmak iizere hiicreler ve dokularda

fotoliyaz aktivitesi gosterdigini tespit etmislerdir.

420-616 amino asit kalintisina sahip olan DNA fotoliyazlar (45-66 kDa) (Essen ve Klar
20006), bir katalitik kofaktor ve bir 151k hasat kofaktoriinden olusan monomerik flavine
bagimli onarim enzimleridir. Bugiine kadar, 5,10-meteniltetrahidrofolat (MTHF)
(Johnson ve ark. 1988), 8-hidroksi-5-deaza-riboflavin (8-HDF) (Eker ve ark. 1990) ve
FMN (Ueda ve ark. 2005), 151k hasat kofaktorleri olarak bilinmektedir. Bu kofaktorler
151k enerjisini verimli bir sekilde absorb etmekte ve FADH 'a aktarmaktadirlar (Saxena
ve ark. 2004). Indirgenmis flavin adenin diniikleotidi (FADH") katalitik kofaktdr olarak
bilinen tiim fotolizlerde bulunmaktadir. Enzimin FADH™ kofaktorii araciliyla bir
elektron olarak enerjiyi CPD'ye transfer ettikten sonra siklobutan halkasini bolerek iki

monomerik baz vermektedir (Kao ve ark. 2005).
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Sekil 2.13. Fotoliyaz enzimin fotoreaktivasyon mekanizmasi (Rastogi ve ark. 2010)
2.9.2. Eksisyon tamir mekanizmalari

Fotoreaktivasyonun aksine, eksizyon onarimi daha karmasik ve 1siktan bagimsiz bir
onarim mekanizmasidir. Burada anormal veya hasarli olan niikleotidler, baz eksizyon
tamiri (BER) ve niikleotit eksizyon tamiri (NER) olmak {izere iki ana onarim

mekanizmasiyla uzaklagtirllmaktadir (Rastogi ve ark. 2010).

Baz eksizyon tamiri (BER) deaminasyonun, alkilasyonun, oksidasyonun ve DNA
replikasyon hatalarinin kaynaklanan kiiciik DNA modifikasyonlar1 tamir etmektedir
(Jeppesen ve ark. 2011). BER mekanizmas1 DNA polimeraz, DNA glikozilaz, AP
endonukleaz ya da AP DNA liyaz ve DNA ligaz1 kapsayan enzimlerin fonksiyonunu
gerektirmektedir (Robertson ve ark. 2009).

BER’de, kisa yamal1 BER (short-patch BER, SP-BER) ve uzun yamali BER (long-patch
BER, LP-BER) olmak iizere iki alt yolak bulunmaktadir (Robertson ve ark. 2009). Kisa
yamal1 yolakta tek niikleotit degisimi gerceklesmektedir. Uzun yamali yolakta ise 2 ile 8
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arasi niikleotidin kesip ¢ikarilmasi ger¢eklesmektedir (Sancar ve ark. 2004, Weissman
ve ark. 2007). Bu iki yolagin, hataya 6zgii tek fonksiyonlu (urasil-DNA glikozilaz ve N-
metilpiirin-DNA glikozilaz) ya da birden fazla fonksiyona sahip DNA glikozilazlar (8-
oksoguanin DNA glikozilaz, mutY homolog) tarafindan ilk basamagindaki tamir
baslatilmaktadir (Jeppesen ve ark. 2011). DNA glikozilazlar, abazik (AP) bir bolgenin
olusturmasi ve bazin serbest birakmasi i¢in modifiye baz ve seker arasindaki N-
glikozidik bagin hidrolizini katalize etmektedir (Kaina ve ark. 2007, Weissman ve ark.
2007). Ayrica AP bolgesi, radyasyon ve kimyasallar tarafindan spontan olarak da
olusturulabilmektedir (Weissman ve ark. 2007). Daha sonra, uzun yamali BER’de
APE1 endoniikleaz (APEX1) veya kisa yamali BER’de ise glikozilaz ile iliskili B-liyaz
tarafindan bu boélgede bir centik olusturularak AP boélgesine komsu bir 3’-OH ucu
saglanmaktadir (Robertson ve ark. 2009). Olusturulan bosluklar, kisa yamali BER
yolaginda DNA polimeraz  tarafindan, uzun yamali BER yolaginda ise Pol  ve/veya
Pol € veya ¢ tarafindan doldurulmaktadir. Ligasyon islemi, kisa yamali BER yolaginda
XRCC1 ve Ligaz III kompleksi tarafindan, uzun yamali BER yolaginda ise Ligaz I
tarafindan gercgeklestirilmektedir (Slupphaug ve ark. 2003, Sancar ve ark. 2004) (Sekil
2.14).

! u;g_il
C1Lr 11118 L L
Kisa Yamal Uzun Yamah
BER BER

Sekil 2.14. Baz eksisyon tamir mekanizmasi (Sancar ve ark. 2004).
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Niikleotit eksizyon tamiri (NER), UV kaynakli DNA lezyonlarinin onariminda kritik
Oneme sahiptir ve en ¢ok yonlii ve esnek onarim sistemlerinden biridir. Bu onarim
mekamizmast ¢ogu organizmada bulunmakta, ancak Okaryotlarda yiiksek oranda

korunmaktadir (Rastogi ve ark. 2010).

NER mekanizmasi, ¢ift zincir DNA’nin normal heliks yapisini bozan, UV ile
indiiklenmis pirimidin dimerlerini ya da c¢ogunlukla mutajenik kimyasallarin ve
kemoterapoétik ajanlarin olusturdugu DNA eklentilerinden kaynaklanan hasarlarin tamir

etmektedir (Hoeijmakers 2009, Morita ve ark. 2010, [yama ve Wilson 2013).

Her ne kadar 6-4 fotoiiriinler ve CPD'ler ayn1 NER proteinleri tarafindan ¢ikarilsa da, bu
lezyonlarin her ikisinin de goreceli onarim etkinligi memeli hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide
degismektedir. Insan ve hamster hiicrelerinde 6-4 fotoiiriinlerinin eliminasyonu

CPD'lerden en az bes kat daha hizli oldugu tespit edilmistir (van Hoffen 1995).

NER ilk olarak E. coli'de gozlendigini tespit edilmistir (Pettijohn ve Hanawalt 1964).
Bu mekanizmada onarimi gergeklestirmek icin UvrA, B ve C (eksiniikleaz aktivitesi
gosteren ABC kompleksi olarak bilinir), UvrD (helisaz IT), DNA polimeraz I (pol. I) ve
DNA ligaz1 olmak iizere alt1 protein gerekmektedir (Lin ve Sancar 1990).

NER mekamizmada, UvrA, UvrB ve UvrC proteinlerinin etkisiyle baslatilmaktadir.
UvrA proteini, UvrB'yi hasarli bir bolgeye yiliklemektedir. Ardindan UvrC, UvrB'ye
baglanmakta ve bu da UvrBC-DNA insizyon kompleksi ile sonuglanmaktadir. Bu
komplekste, once hasarn 3’ ucundaki dordiincii veya besinci fosfodiester baginda bir
kesik yapilmakta ve ardindan hasarin 5° ucundaki sekizinci fosfodiester baginda da bir
kesik yapilmaktadir. Her iki kesik, her bir kesik i¢in birer tane olmak tizere iki farkl
aktif bolge iceren UvrC proteini tarafindan katalize edilmektedir (Lin ve Sancar 1992,
Verhoeven ve ark. 2000). UvrD (helikaz II) daha sonra hasarli bazlik pargay1
uzaklagtirmakta ve DNA polimeraz I (Poll) olugan boslugu doldurmaktadir. Son olarak,
zincir DNA ligaz1 tarafindan kapatilmaktadir (Goosen ve ark. 1998) (Sekil 2.15).

Okaryot organizmalarda NER mekanizmasi kullanilan biyokimyasal strateji agisindan
prokaryotlardakine benzer oldugu belirlenmektedir. Ancak kullanilan proteinlerin

dogas1 ve sayisi bakimindan biiytik farkliliklar gostermektedir (Costa ve ark. 2003).
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DNA-UvrAB kompleksi

3’ ve 5’ insisyonlari

UvrD tarafindan baz
parcast uzaklastairilmasi

Pol.1 :
Ligase ’

Sekil 2.15. E. coli’de niikleotit eksisyon tamir mekanizmasi (Rastogi ve Rajeswarp
2011).

56



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Calismada Bursa Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji ve Molekiiler
Biyoloji Laboratuvar'inda daha onceden lipaz enzimi {iretimi i¢in topraktan izole

edilmis ve adlandirilmis olan Bacillus cereus ATA179 susu kullanilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1.Fiziksel mutajen UV ile yapilan mutasyon calismasi

UV ile yapilan denemeler, Ultraviyole lambasi (UltraViole 254 nm, Intensity (uW/cm?)
60, Lamba-VL-130.G, 1x30W Germination Lamp, Vilber) kullanilarak yapilmistir
(Sekil 3.1). Kiltir saklama ortamindan alinan bakteri kiiltiirii 24 saat siire ile 6n
inkiibasyona tabii tutulmustur. Bu siire sonunda steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile
uygun diliisyonlar kullanilarak kati besiyeri iceren petrilere yayma yontemi ile ekim
yapilmistir. Bakterilerin lipaz tiiretme kapasitelerinin kat1 besiyerde belirlenmesi

amaciyla Tribiitirin agar (TBA) kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Bakterilerin ilireme ortamina adaptasyonu icin petriler belirli siirede (10 saat)
inkiibatorde bekletilmistir. inkiibasyon sonunda petri kaplarinin kapaklari agilarak farkli
zaman araliklarinda (0.5, 1, 5, 10, 15 ve 20 dakikalarda) UV 1sinlar1 besiyeri
ylizeyindeki bakterilere direkt olarak uygulanmistir. UV lambasinin besiyeri ilizerine
olan uzaklig1 herbir deneme i¢in 5, 10, 15 ve 20 cm olarak se¢ilmistir. UV mutasyonu
sirasinda fotoreaktivasyonun onlenmesi amaciyla UV ¢aligmalar1 karanlikta yapilmistir
ve tiim petriler karanlik odada bulunan inkiibatdrde 48 saat siire ile inkiibasyona tabii
tutulmustur. Inkiibasyon sonucunda petri kapmnda canlilk gosteren koloniler ve
etrafinda acik renkli zon olusturan koloniler lipaz pozitif mutant olarak secilmistir.
Hidrolitik zonlarin genisligi cetvel ile dl¢lilmiistiir (mm). Asagidaki formiil kullanilarak
enzimatik indeks (EI) hesaplanmistir (Florencio ve ark. 2012).

E] = Hidrolitikzon sam
) Kolom capu
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Her bir deneme icin 2 paralel caligma yapilmistir. Bu c¢aligmada hidrolitik zon ¢ap1 en

genis olan mutant sus segilip ve diger calismalarda kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Lipaz pozitif bakterilerin se¢iminde kullanilan kat1 besiyeri (Kumar ve ark.
2012a).

Tribiitirin Agar Igerigi
(g/'L)
Pepton 5
Meat ekstrakt 3
Tribiitirin 10
Agar 20
pH 7.0

Sekil 3.1. UV mutasyonu olusturma diizenegi
3.2.2. Bakteri iiretiminde kullanilan besiyerleri ve bakteri iiretim kosullar:

Calismada mutant bakterilerin saklanmast (kiiltiir saklama), gelistirilmesi (6n
inkiibasyon) ve enzim iiretim kapasitelerinin Olciilmesinde farkli igerikli besiyerleri
kullanilmistir. Tiim besiyerleri pH’lar1 7.0’ye ayarlandiktan sonra 121°C’de 15 dk. siire
ile otoklavda sterilize edilmistir. Calismada bakteriden lipaz iiretimini belirlemek iizere

Cizelge 3.2°deki temel besi ortami kullanilmstir.

Kiiltiir saklama ortami olan Nutrient agarli ortamdan steril 6ze ile alinan bakteri kiiltiirii,
igerisinde 30 mL NB bulunan 100 mL’lik erlene asilanmis, 37°C’ de 150 devir/dk

calkalama hizina sahip inkiibatorde 24 saat siire ile liretilmistir. Bakterinin enzim tiretim
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kapasitesini saptamak amaciyla 24 saatlik bakteri kiiltiirlerinin 600 nm’deki optik
yogunluklar1 (O.D) spektrofotometre (Beckman Coulter-DU 700) kullanilarak, bir
standart elde edebilmek amaciyla steril fizyolojik tuzlu su ile 0.3’e ayarlanmistir. Bu
sekilde ayarlanan kiiltiir ¢dzeltisinden igerisinde 150 mL enzim {iretim besi yeri bulunan
500 mL’lik erlenlere %5 oraninda asilanmis ve 37°C’ de 150 devir/dk ¢alkalama hizina
sahip inkiibatdrde 72 saat siire boyunca inkiibe edilmistir. Ureme ve enzim aktivite
tayinleri 16., 24., 40., 48., 64. ve 72. saatlerde yapilarak bakterinin gelisme grafigi

c¢ikarilmis ve maksimum enzim {iretim zamani saptanmistir.

Cizelge 3.2. Lipaz iiretim ortaminin tespitinde kullanilan s1v1 besi ortami

Ortam I¢erigi
(Kumar ve ark. 2005)
(g/L)
Pepton 5
Yeast ekstrakt 5
NaCl 0,5
CaClz 0,05
Zeytinyag1 (olive oil) 10
pH 7.0

3.2.3. Bakteri iiremesinin ve enzim aktivitesinin olciilmesi

Besiyerinin bulanikligi spektrofotometrik olarak o6l¢iilmesi ile bakteri iiremesinin
belirlenmigtir. 3.2.2°de belirtildigi sekilde inkiibasyona birakilan besiyerlerinden
belirlenen saatlerde ornek alinarak 600 nm dalga boyunda okunmustur. Lipaz
tretiminde kullanilan besiyeri kor olarak kullanilmistir ve optik yogunluk (OD)
degerlerinin okunmasiyla bakteri lireme miktar1 belirlenmistir (Sarikaya 1995). Elde

edilen OD degisimleri zamana kars1 grafiklenerek bakteri iireme egrisi ¢ikarilmistir.

Lipaz enzim aktivitesinin tayini i¢in Sugihara ve ark. (1991)'min yOntemine gore
titrimetrik analiz metodu kullanilmistir. Bu amagla, Oncelikle belirlenen saatlerde
bakteriler 10 dakika siire ile +4 °C’ de santrifiij edilerek (6000 devir/dk) bakteri
hiicrelerinin bulundugu alttaki pelet kismi ile enzim igeren Tstteki sivi kisim

(stipernatant) birbirinden ayrilmistir. Siipernatant ham enzim kaynagi olarak
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kullanilmistir. Cizelge 3.3.’de lipaz aktivite tayin basamaklar1 verilmistir. Enzim
aktivitesi 6l¢gmek amaciyla inkiibasyon ortamina 1 mL zeytinyag1 (olive oil), 4.5 mL 50
mM Tris-HCI1 (pH 7.0), 0,5 mL 0,1 M CaClz ve 1 mL ham enzim konulmustur. K&r
olarak kullanildig1 tiipe diger tilipteki tiim kimyasallar konularak, ham enzim yerine
tampon konulmustur. Tipler vorteks ile iyice homojenize edilmis ve tiipler 37°C’de 150
rpm hizda 30 dakika calkalamali su banyosunda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonucunda reaksiyonun durulmasi amaciyla ortama %99,8 etanolden 20 mL eklenmistir.
Daha sonra 50 mM KOH igeren biiret kullanilarak inkiibasyon ortaminin pH’s1 10.5'e

kadar titre edilmistir.

Cizelge 3.3. Lipaz aktivite tayin basamaklar1

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Tiipii Kontrol (Kor) Tiipi
Substrat ¢Ozeltisi I mL 1 mL
(zeytinyag1)

50 mM Tris-HCI (pH 7.0), 4,5 mL 4,5 mL
0.1 M CaClz 0,5 mL 0,5 mL

Inkiibasyon sicakligina getirmek iizere 37 °C’ de su banyosunda 5 dakika

bekletilmektedir

Enzim ¢ozeltisi I mL -

50 mM Tris-HCI (pH 7.0), - I mL

Vorteksle karistirilmakta ve 37 °C’ de ¢alkalamali su banyosunda 30 dakika
bekletilmektedir

Etanol (%98,8) 20 mL 20 mL

Vorteksle karistirilmaktadir

50 mM KOH pH 10.5 ‘e kadar titre edilmektedir
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Enzim aktivitesi Unit (U/mL) cinsinden hesaplanmis olup, standart deney kosullarinda
1 umol yag asidini agiga ¢ikaran enzim miktar1 olarak ifade edilmistir. Enzim aktivitesi

asagidaki formiille hesaplanmistir (Aky1l 2013).

50 x Harcanan KOH miktar

30 (Sure (DKk)) x Harcanan enzim miktar1 (mL) = U/mL

Enzim aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan solusyonlarin hazirlanmast;
a. 50 mM Tris-HCI Tamponu (pH: 7.0)

6,01 gr Tris Base (C4H11NO3) tartilmis ve 900 mL distile su ile seyreltilmistir. Cozelti
HCI ile pH: 7.0’a getirilmistir. Son hacim 1 L’ye tamamlanmustir.

b. 50 mM KOH (pH: 10.5)
2,8 gr Potasyum Hidroksit (KOH) tartilmis ve 1 L distile su ile seyreltilmistir.
c. 0,1 M CaClz
11,1 gr Kalsiyum Kloriir (CaCl2) tartilmig ve 1 L distile su ile seyreltilmistir.
3.2.4. Karbon (C) kaynaklarinin etkisi

Mikroorganizmalarin  {iremelerine etki eden karbon kaynaklarinin etkilerinin
belirlenmesi amaciyla farkli karbon kaynaklari ile calisilmistir. Bu amagla Cizelge
3.2’de igerigi verilen besiyerindeki karbon kaynagi c¢ikarilarak yerine ayni oranda
glukoz, sukroz, nisasta, maltoz, misir yagi, hint yagi, ay¢icek yagi, soya yagi ve

hindistan cevizi yagi kullanilarak lipaz enzimi {izerine etkileri arastirilmastir.

Uretim islemi 3.2.2’te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan maksimum enzim
liretim zamanina gore lireme ve lipaz aktivite tayinleri yapilmistir. Calismalarda her

deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir.
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3.2.5. Azot (N) kaynaklarimin etkisi

Azot kaynaklarinin bakteri iireme kapasiteleri ve enzim liretimi lizerine olan etkilerinin
arastirilmasi amaciyla ¢esitli organik ve inorganik azot kaynaklari denemeye alinmistir.
Bu amagcla Cizelge 3.2°de igerigi verilen besiyerindeki azot kaynagi ¢ikarilarak yerine
ayni oranda organik azot kaynaklari olarak pepton, yeast ekstrakt, tripton, corn step
liquer ve inorganik azot kaynaklari olarak (NH4)2NO3, (NH4)2SO4 (NH4)2HPO4, KNO3,

kullanilmustir.

Uretim islemi 3.2.2’te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan maksimum enzim
liretim zamanina gore lireme ve lipaz aktivite tayinleri yapilmistir. Calismalarda her

deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir
3.2.6. Metal iyonu kaynaklarinin etkisi

Besiyerinde bulunan metal iyonlarmin bakteri gelismesi ve enzim aktivitesi ilizerine
etkisini arastirllmak amaciyla, Cizelge 3.2°de igerigi verilen besiyerindeki metal iyonu
cikarilarak yerine ayni oranda LiSO4, FeSO4, KCI, BaCl2, MnSO4, CaClz, NaCl, CuSO4

kullanilmustir.

Uretim islemi 3.2.2’te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan maksimum enzim
liretim zamanina gore lireme ve lipaz aktivite tayinleri yapilmistir. Calismalarda her

deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir.
3.2.7. Maksimum lipaz iiretimi icin modifiye ortamin belirlenmesi

Maksimum lipaz sentezinin gozlendigi karbon, azot ve metal iyonlar1 biraya getirilmesi
ile yeni olusturulan modifiye ortamda enzim f{iretim veriminin arttirilmast yoluna

gidilerek temel besi yerindeki verim ile karsilagtirilmistir.
3.2.8. Lipaz enzimin kismi saflastirilmasi
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi;

En yiiksek lipaz aktivitesine sahip bir adet mutant sus’un lipaz enzimi kismi olarak

saflagtirllmis ve karakterize edilmistir. Bu amagla, modifiye besiyerinde maksimum
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enzim iiretim siiresi ile inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonucu kiiltiir ortam1 +4°C’ de,
6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Slipernatant ham enzim kaynagi olarak

kullanilmustir.

Kismi saflagtirma basamaginda ilk olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir. Ham
enzimin en iyi ¢okelme gosterdigi tuz konsantrasyonun belirlemesi icin siipernatant
+4°C de farkli konsantrasyonlardaki (%20, %30, %40, %50 %60, %70 ve %80)
amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmiistiir. Buz dolu kap igerisinde ham enzim ¢ozeltisi igeren
behere havanda toz haline getirilmis % amonyum siilfat ¢ok yavas bir sekilde eklenerek
manyetik karistirict lizerinde ¢oziindiriilmiistiir. Bu sekilde hazirlanan 6rnek manyetik
kanstiricida karistirilarak bir gece +4°C’de bekletilmistir. Coktiirme sonrasi olusan
karisim 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmis, pellet ve siipernatant birbirinden
ayrilmistir. Pellet 1 mM CaClz iceren 50 mM Tris-HCI (pH 7.0) tamponunda ¢oziiliip

diyaliz i¢in kullanilmis ve enzim aktivite ve protein tayinleri de yapilmstir.
Diyaliz;

Yar1 gecirgen bir membrana sahip diyaliz tiipii (Selilloz membran, Sigma-Aldrich,
MWCO-Molecular Weight Cut Off 12.000 Da, 25 mm x 16 mm) uygun boyutlarda
kesilmis, gozeneklerin temizlenmesi ve kirleticilerin giderilmesi amaciyla distile sudan
gecirilmigtir. Diyaliz tlipli yumusayinca bir ucu sikica iple baglanmistir. Amonyum
stilfat ¢coktiirmesi ile elde edilen pellet igeren tampon hazirlanan diyaliz tiipiine alinmis
ve tliplin diger ucu da ip yardimi ile sikica baglanmistir. Diyaliz tiipii, | mM CaClz
iceren 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) tamponu igeren 1 L’lik beherin igine alinmis ve
4°C’de bir gece boyunca manyetik karistirici lizerinde diyaliz islemi gergeklestirilmistir.
Tampon ¢ozeltisi tuzun tamamen giderilmesi amaciyla birkac kez degistirilerek diyalize
devam edilmistir. Amonyum siilfat tuzlarimin ortamdan tamamen uzaklasip
uzaklagmadigin1 saptamak amaciyla tampondan birka¢ damla alinmig ve tlizerine 0,1 N
HCI ve doygun BaClz ¢ozeltisinden 1-2 damla damlatilmistir. Diyaliz islemi bulaniklik
goriilmedigi zamana kadar devam ettirilmistir (Trautwein ve Kuhlmann 1982).

Diyalizatin enzim aktivite ve protein tayinleri yapilmigtir.
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Ultrafiltrasyon ile diyalizatin konsantre edilmesi,

Diyalizat, ultrafiltrasyon (MW cut-off 30,000) tiipiine aktarilmis ve +4°C’de 5000
rpm’de 15 dk siirelerle istenilen hacme ulasana kadar konsantre edilmistir. Konsantre

edilen drnekte enzim aktivite ve protein tayinleri yapilmistir.
3.2.9. Protein miktarinin belirlenmesi

Her bir saflastirma basamaginda elde edilen 6rnegin Lowry Metodu kullanilarak protein
miktarlarinin tayin edilmistir (Lowry ve ark. 1951). Protein standart grafiginin
olusturulmasi i¢in 0,005 gr BSA 10 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Konsantrasyonu 0-500
ng/mL olacak sekilde uygun sulandirma yapilarak hazirlanan 6rneklerin absorbanslari

546 nm’de ol¢iilmiis (Beckman Coulter-UD 700) ve standart egri grafigi hazirlanmistir.
Ayirag A: % 3’liikk Na2COs (0.1 N NaOH’da ¢oziinmiis)

Ayirag B: % 1°lik CuSO4 (% 1’°lik K-Na- tartarat’da ¢oziinmiis)

Ayirag C: % 2’lik K-Na-tartarat

Ayirag D: Ihtiyaca gore giinliik A, B ve C ayiraclarindan hazirlanir (25:1:1 oraninda).
Ayirag E: 1,1 oraninda seyreltilmis Folin ciocalteus fenol ayiract

1 mL 6rneginden alinmis ve lizerine 5 mL D ayiracindan eklenmis ve karistirildiktan
sonra 10 dakika boyunca karanlik bir ortamda bekletilmigtir. Kor igin ise 1 mL distile
su ve D ayrracindan 5 mL konularak ayni islemler uygulanmistir. Inkiibasyon sonrasi
orneklerin tizerlerine 0,5 mL E ¢o6zeltisi eklenerek vortekslendikten sonra karanlik bir
ortamda 20 dakika boyunca bekletilmigtir. 546 nm’de kore karsi, absorbanslari
okunarak sonuglar elde edilmistir. Okunan bu absorbanslar standart protein

konsantrasyonlarina kars1 grafige gecirilmistir (Sekil 3.2).
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Pratein konsantrasyonulpg/mlL)

Sekil 3.2. Protein standart grafigi
3.2.10. Enzim aktivitesi iizerine sicakhgin etkisi

Kismi saflastirilmis lipaz enzimin aktivitesi iizerine sicakligin etkisini arastirmak igin
sicaklik profili olarak 35, 37 (Kontrol), 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 ve 80°C degerleri
kullanilmistir. Lipaz enzimin optimum sicaklik degeri tespit edilmigtir. Sicaklik
stabilitesini tespit etmek i¢in enzim optimum sicaklik degerinde belli saatlerde inkiibe
edilerek aktivite tayinleri yapilmistir. Aktivite degerleri, kontrol olarak kullanilan
37°C‘den elde edilen deger (%100) ile kiyaslanarak % bagil aktivite olarak

hesaplanmastir.
3.2.11. Enzim aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

Farkli pH degerlerinin lipaz enzimin aktivitesine olan etkilerinin aragtiritlmasi amagiyla
0.1 M sodyum asetat (pH 4.0-6.0), 0.1 M Tris-HCI (pH 7.0 ve 8.0), 0.1 M glisin-NaOH
(pH 9.0 ve 10) kullanilarak pH 4.0-10.0 arasinda aktivite dl¢iimii yapilmistir. Lipaz
enzimin optimum pH degeri saptanmistir. Enzimin pH stabilitesi belirlenmek i¢in enzim
optimum pH degerinde belirli saatlerde inkiibe edilerek aktivite tayinleri yapilmistir.
Aktivite degerleri, kontrol olarak kullanilan pH 7.0‘dan elde edilen deger (%100) ile

kiyaslanarak % bagil aktivite olarak hesaplanmigtir.
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3.2.12. Enzim aktivitesi iizerine potansiyel bilesiklerin etkisi

Lipaz enzimin aktivitesi lizerine metal iyonlarinin, tuzlarin ve rediikleyici bilesiklerin
etkisini tespit etmek amaciyla enzim 1 ve 5 mM MnSO4, MgSOs, FeSO4, CuSOsq,
ZnSOs, CaClz, LiSO4, BaClz, NaCl, KCI, SDS, EDTA, Tween 20 ve Triton X-100 ile
inkiibe edilerek aktivite tayini yapilmistir. Aktiviteler % bagil aktivite olarak

hesaplanmustir.
3.2.13. Kinetik parametrelerin saptanmasi

Lipaz enziminin Vmax ve Km degerleri farkli konsantrasyonlarda hazirlanan tribiitirin
kullanilarak ¢izilen Lineweaver—Burk grafigi ile saptanmistir. Calismalarda her deney 3

kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir.
3.2.14. Enzimin molekiiler agirh@nin tespiti

Lipaz Enzimin molekiiler agirligi belirlenmesi i¢in Sodyum Dodesil Siilfat-

Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanilmistir (Laemmli 1970).
SDS-PAGE yonteminde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi;
a. %30 Akrilamid

Polimer matriksi kurmak i¢in akrilamid ve N, N’-metilen-bisakrilamid kullanilmistir.
Bu amacla 28,8 gr akrilamid ve 1,2 gr bis akrilamid tartilip distile su ile toplam 100
mL igerisinde ¢ozdiriilmiis ve Whatman No. 1 filtre kagidindan siiziilerek,
kahverengi bir sisede 0-5°C’ de muhafaza edilmistir. Bu c¢ozelti 2 ay siireyle
bozulmadan saklanabilmektedir (Sarikaya 1995).

b. 1 M Tris-HCI (pH 6.8) Tamponu

12,11 gr Tris Base (C4H11NOs3) tartilmis, bir miktar suda ¢oziildiikten sonra pH 6.8’

ayarlanmis ve distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir
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c. 1M Tris-HCI (pH 8.8) Tamponu

12,11 gr Tris Base (C4H11NOs3) tartilmis, bir miktar suda ¢oziildiikten sonra pH 8.8’

ayarlanmis ve distile su ile 100 mL’ye tamamlanmuistir.
d. %10’luk Amonyum Per Sulfat (APS)

10 gr APS tartilmis ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanmuistir.
e. Ornek Tamponu

SDS-PAGE i¢in Cizelge 3.4’teki 6rnek tamponu hazirlanmistir.

Her bir o6rnek i¢in 100 pl stok soliisyondan almmis ve flizerine 5 upl B-
mercaptoetanol  eklenmistir.  Spatiill ucu kadar Bromfenol Mavisi eklenip

vortekslenmistir.

Cizelge 3.4. Ornek tamponun igerikleri

Tampon Igerigi
1 M Tris-HCI pH 6.8 6,5 mL
Gliserol 10 mL
SDS 2 gr
Distile H20 100 mL

f. Yiriitme tamponu
Yiirlitme tamponu Cizelge 3.5’e gore hazirlanmistir.

Cizelge 3.5. Yiirlitme tamponun igerikleri

Yiiriitme Tampon Igerigi
Tris Base 0,3 gr
Glisin 14,4 gr
SDS 1 gr
Distile H20 100 L
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g. Yikama ¢ozelti
Yikama ¢ozelti Cizelge 3.6’e gore hazirlanmistir.

Cizelge 3.6. Yikama ¢ozeltinin igerikleri

Yikama Cozelti Icerigi
izopropil alkol 25mL
Asetik asit 10 mL
Distile H20 65 mL

h. Boyama ¢ozeltisi
Boyama ¢ozeltisi Cizelge 3.7 e gore hazirlanmistir.

Cizelge 3.7. Boyama ¢ozeltisi igerikleri

Boyama Cézelti Icerigi
Commassie-brilliant R-250 mavisi 0,15 gr
izopropil alkol 25mL
Asetik asit 10 mL
Distile H20 65 L

SDS-PAGE yonteminde kullanilan jelin hazirlanmas;

SDS PAGE i¢in %10 ayirma jeli (Cizelge 3.8) ve %4 ylikleme jeli (Cizelge 3.9) olmak

tizere iki tip jel hazirlanmigtir

Cizelge 3.8. SDS-PAGE i¢in kullanilan %10 ayirma jelin icerikleri

Ayirma Jelin Icerigi
(20 mL i¢in)
IM Tris-HCI (pH 8.8) SmL
%30 Akrilamid 6,8 mL
Distile H20 8 mL
%20 SDS 100 uLL
APS (100 mg/mL) 100 uL
TEMED 10 uL
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Cizelge 3.9. SDS-PAGE i¢in kullanilan %4 yiikleme jelin icerikleri

Yiikleme Jelin I¢erigi
(5 mL icin)
Distile H20 3,05 mL
0,5 M Tris-HCI (pH 6.8) 1,25 mL
%10 SDS 50 uL
%30 Akrilamid 650 uL
APS (100 mg/mL) 25 uL
TEMED 5uL

Jellerin hazirlanmasinda TEMED polimerlestirici ajan oldugundan dolay1 karisima
eklendikten sonra pipet ile iyice karistirllmig ve ¢ozelti hemen cam plakalar arasina
dokiilmiistiir. Ornekler hazirlandiktan sonra, cam plakalar elektroforez (Bio-Rad)
mandalina yerlestirilmis ve sizma olmayacak sekilde iyice sabitlenmistir. Ayirma jeli,
mikropipet yardimiyla cam plakalarin arasina yavasca dokiilmiis ve iizerine isopropil
alkol dokiilerek, polimerlesmesi beklenmistir. Polimerlesme tamamlandiktan sonra
alkol uzaklastirilmis ve distile su ile tist kisim yikanmigtir. Kurutma kagidi ile kalan su
uzaklagtirilmigtir. Daha sonra yiikleme jeli de aymi yontemle plakalarin arasina
dokiilmiis, elektroforez taragi yerlestirilmistir. Jellesme tamamlandiktan sonra tarak

¢ikarilmis ve kuyucuklarin diizgiin bir sekilde olugmasi saglanmistir.
SDS-PAGE yonteminde 6rneklerin hazirlanmasi ve elektroforez kosullart;

On bir farkli protein igeren (Cell Signaling Technology Prestained Protein Marker
13953S) ¢ozelti standart olarak kullanilarak lipaz enziminin molekiiler agirlig
saptanmistir. Enzim Orneklerinden 75 pl alinmis ve ependorf tiiplerine konularak
tizerlerine 25 pl 6rnek tamponu eklenmistir. Daha sonra tiipler kaynar suda 5 dakika

boyunca bekletilmistir.

Daha 6nce hazirlanmis olan jel, elektroforez tankina oturtularak alt ve iist hazneleri
yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. Tankina konmus olan jeldeki ilk kuyucugun

icerine mikropipet yardimiyla 5 pl protein marker ve ardindan diger kuyucuklarin
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icerlerine 10 pl 6rnek konmus ve tanka 150 V sabit akim verilerek elektroforez islemi
baslatilmistir. Izleme boyasi jelin 1 cm altinda kalacak hale geldiginde ise elektroforez

islemi durdurulmustur. Elektroforez islemi yaklasik 2,5 saat stirmiistiir.
SDS-PAGE yonteminde boyama ve boyanin uzaklastirilmasi;

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel dikkatlice ¢ikarilmis ve boyama ¢ozeltisi

(Cizelge 3.7) icerisinde 50 rpm c¢alkalayicida 1 gece boyunca bekletilmistir.

Boyanan jelden fazla boyanin uzaklastirilmasi amaciyla yikama c¢ozeltisi (Cizelge 3.6)
ile birka¢ defa yikanarak boyanin uzaklastirilmasi ve bantlarin goriiniir hale gelmesi

saglanmistir.
3.2.15. Ham enzimin depolanma stabilitesinin belirlenmesi

Ham enzimin depolanma sicakliginin belirlemek i¢in mutant bakteriden iiretilen ham
enzimin baslangi¢ aktivitesi saptandiktan sonra enzim Ornekleri oda sicakliginda (RT),
+4 °C’de ve -20 °C’de her 15 gilinde bir aktivitelerine bakilarak depolama stabilitesi

saptanmistir.

3.2.16. Enzimin deterjan endiistrisindeki potansiyeli: Lipazin siirfektan ve

oksitleyici ajan varh@inda stabilitesi

Lipaz enzimin aktivitesine deterjan katki maddelerinin etkisini incelenmek tizere %1 ve
%35 konsantrasyonlarda SDS, Triton X-100, EDTA ve H20: ilave edilerek, 100 rpm, 60
ve 70°C kosullarinda 1 saat boyunca lipaz enzimi bu deterjan katki maddeleri ile inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda lipaz enziminin aktiviteleri tayini yapilmistir. Lipaz
aktivitelerindeki degisim, baslangi¢ aktivitelerine gore hesaplanarak bagil aktivite (%)

olarak verilmistir.

3.2.17. Enzimin deterjan endiistrisindeki potansiyeli: Enzimin deterjandaki raf

omrii

Enzimin raf omrii, enzimin aktivitesinin kaliciliginin arastirilmasit amaciyla deterjan
(enzimsiz deterjan A firmasi ve enzimli deterjan B firmasi) ile karistirilmis liyofilize

enzimin oda sicakliginda her 30 giinde bir aktivitelerine bakilarak stabilitesini
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belirlenmistir. Liyofilizasyon islemi LAB312 markaTOPT-10 Model cihaz1 ile -55
°C’de 48 saat yapilmustir. Aktiviteler % bagil aktivite olarak hesaplanmustir.

3.2.18. Enzimin deterjan endiistrisindeki potansiyeli: Kirletilmis kumaslara lipaz

uygulanmasi

Liyofilize edilmis lipazin ticari deterjanlardaki kararliligi, farkli ticari deterjan
cozeltileri ile inkiibe edilmesiyle arastirilmistir. Kat1 enzimsiz deterjan (A firmasi) ve
kat1 enzimli deterjan (B firmasi) test edilmistir. Deterjanlar (0,1 g) 1 mL saf suda
coziilerek kullanilmistir. Liyofilize ham lipaz 50 mM Tris-HCI igerisinde ¢oziilerek
kumas uygulamalari i¢in hazir hale getirilmistir (U/mL). Calismada %350 pamuk, %50
Poliester (PES) iceren sar1 renkte kumas kullanilmistir. Kumas B.U.U Tekstil
Miihendisligi’nden temin edilmistir. Kirletici olarak yemeklik yanmis yag

kullanilmistir.

Kirletici (yemeklik yanmig yag) ile Kkirletilmis kumaslar icin 9 deney seti

olusturulmustur.

—

Kirletilmis kumas (kontrol)

Kirletilmis kumas + 1 mL Enzimsiz Deterjan

Kirletilmis kumas + 1 mL Enzimli Deterjan

Kirletilmis kumas + 1 mL Liyofilize lipaz

Kirletilmis kumas + 1 mL Enzimsiz Deterjan + 1mL Liyofilize lipaz
Kirletilmis kumag + 1 mL Enzimli Deterjan + 1mL Liyofilize lipaz
Kirletilmis kumas + 1 mL Ticari lipaz

Kirletilmis kumas + 1 mL Enzimsiz Deterjan + 1 mL Ticari lipaz

o > N o v kWD

Kirletilmis kumas + 1 mL Enzimli Deterjan + 1 mL Ticari lipaz

Her bir kumag parcalari 60x60 mm boyutunda kesilmis ve tiim kumasi kapsayacak
sekilde yanmis yag ile kirletilmistir. Yag iceren Kkirleticiler ile muamele edilen
kumaglara yukarida verilen setler uygulanarak 90x90 mm ¢apindaki petriler icerisinde
1 saat 37 °C’de bekletilmistir. Inkiibasyon sonucu kumaslar saf su ile durulanarak
kurutulmustur. Islem uygulanmamis kumas drnekleri standart kabul edilerek, enzim ve

deterjan uygulamalar1 sonras1 olusan kumaslar B.U.U. Tekstil Miihendisligi Boliimii
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laboratuvarinda bulunan Konica Minolta renk Ol¢iim spektrofotometresi kullanilarak

delta E degerleri saptanmustir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Renk Olciim Spektrofotometresi (Anonim 2020f)
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4. BULGULAR
4.1. Mutant Bakterilerin Elde Edilmesi

Fiziksel mutajen etkeni olan UV 1s1m1 ile yapilan ¢alismalarda farkli zaman araliklar
(0.5, 1,510, 15 ve 20. dakika) ve UV 15181m1n petri yilizeyine farkli uzakliklari (5, 10, 15
ve 20 cm) ile yapilan mutasyon ¢aligmalari sonucunda toplam 445 mutant sus elde
edilmistir (Cizelge 4.1). Cizelgede en genis lipaz hidrolitik zon ¢apina sahip mutantlar
verilmistir. Yapilan caligsmalarda en iyi mutasyon olusturma zaman arahig farklilik

gosterirken, en iyi uzaklik olarak 15 cm bulunmustur.

Lipaz enzimi iiretimine sahip kolonilerin etrafinda agik berrak hidrolitik zonlar cetvel
ile ol¢iilmiis (mm) ve enzimatik indeks (EI) hesaplanmistir. Elde edilen mutant suslarin
EI degerleri ana sus (EI= 2.4, hidrolitik zon ¢ap1 19 mm) ile kiyaslanmis ve EI’s1 en
yiiksek olan 3 tane mutant sug ve hidrolitik zon ¢ap1 26 mm olan 1 adet sus olmak {izere
toplam 4 mutant sug se¢ilmistir. Bunlar EV1 (EI= 1,6; hidrolitik zon ¢ap1 26 mm), EV2
(EI= 6; hidrolitik zon ¢ap1 18 mm), EV3 (EI= 7; hidrolitik zon ¢ap1 14 mm) ve EV4
(EI= 5,6; hidrolitik zon ¢ap1 17 mm) olarak adlandirilmistir (Sekil 4.1). EV1 mutant1 15
cm uzaklik ve 1 dakika 1sinlama siiresi ile elde edilirken, EV2 15 cm uzaklik ve 5
dakika 1sinlama siiresi, EV3 15 cm uzaklik ve 20 dakika iginlanma siiresi ve EV4 20 cm

uzaklik ve 1 dakika 1simlama siiresi ile elde edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. 5, 10, 15 ve 20 cm uzakliktan yapilan UV denemeleri sonucu elde edilen
mutant suslarin koloni ve lipaz hidrolitik zon ¢aplari

5 cm 10 cm 15 cm 20 cm
2| _| =& 2| _| =& 2| _| = 2| _| =&
€| g 2| 5~ g 2| £~ 2| 2| &~ 2] | E~
< s g N'g *, g | N'g — s | N'g x, kS| g Ng ®,
N| 2| | £E| @ | 2| C| 2| B | 2| | 2| B | 2| | £E| @
| 2| 2 | E| % | E| 2 | 2| 2
—_ o o — o o — o o —_ o o
S I S S
5
E | 68| 8| 19 | 24 |68| 8| 19 | 24 | 68| 8 | 19 | 24 | 68| 8 | 19 | 24
v
30 12516 | 17 | 28 |25 6| 17 | 28 [31] 6| 19 | 31 |31 8| 20 |25
Sn
1ak | 414 231620316 [53[19]16] 26 [ 1,6 193] 17 |56
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Cizelge 4.1. 5, 10, 15 ve 20 cm uzakliktan yapilan UV denemeleri sonucu elde edilen
mutant suslarin koloni ve lipaz hidrolitik zon ¢aplar1 (devam)

5dk | S| 6 16 | 32 | 23| 3 16 | 53 [ 24| 3 18 6 16 | 5 19 | 3,8

(1112 3 113 | 16 12 120 5 16 | 32 |25 4 18 | 45 [ 20| 5 15 3

525183,6113165,3173155185193,8

(211(225183,6173165,3222147176152,5

EI*= Hidroliz zonunun ¢ap1 / Koloninin ¢ap1

Sekil 4.1. (A) Ana sus (EI = 2,4; hidrolitik zon ¢ap1 = 19 mm) ve (B) mutant EV4 (EI =
5,6; hidrolitik zon ¢ap1 = 17 mm)’nin Tribiitirin ortamindaki lipaz hidrolitik zon ¢aplar1

UV mutasyon calismalarindan letal (6liim) oranlar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Ana sus
ile mutant suslar kiyaslandiginda EV1 ve EV4’de %72 oraninda oliim saptanirken,

EV2’de bu oran %65 olarak ve EV3’te %68 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.2. Bacillus cereus ATA179’un hayatta kalma orani tizerindeki UV
radyasyonun etkisi

Bakteriler Koloni Sayisi Canh?)l/i )Oram Olﬁl(l:)/gl‘anl
Kontrol (Ana sus) 68 100 0
EV1 19 78 7
EV2 24 35 65
EV3 22 32 63
EV4 19 78 7
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4.2. Mutantlarin Lipaz Uretim Kapasitesinin Kantitatif Olarak Saptanmasi

Yapilan mutasyon denemesi sonucunda elde edilen mutantlarin lipaz {iretim
potansiyellerini kantitatif olarak saptamak iizere, mutant suslar (EV1, EV2, EV3 ve
EV4) Cizelge 3.2°deki igerigi verilen besiyerinde 16-72 saatler arasinda sivi besi
yerinde lretimleri yapilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, ana sus i¢in maksimum
enzim aktivitesi 48. saatte 6,6 U/ml ve maksimum iireme ODeoo 1,6 olarak 40. saatte
tespit edilirken, mutant EV1 i¢in 40. saatte 9 U/ml ve ireme ODeoo 1,8 olarak 40. saatte,
mutant EV2 i¢in 40. saatte 9,1 U/ml ve tireme ODsoo 1,8 olarak 40. saatte, mutant EV3
icin 40. saatte 9 U/ml ve iireme ODesoo 1,9 olarak 48. saatte ve mutant EV4 igin 24.
saatte 10,6 U/ml ve tireme ODsoo 2,3 olarak 64. saatte belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Mutant EV1°de enzim veriminin ana susa gore %36 oraninda artig1 gosterirken, mutant
EV2’te %38 oraninda, mutant EV3’te %36 oraninda ve mutant EV4’te ise %60
oraninda artis1 gosterdigi saptanmistir. Mutant EV4 ana susa ve diger mutant suslara
gore daha yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugundan dolay1 secilmis ve bu mutant
Bacillus cereus EV4 olarak adlandirilmistir. Mutant EV4’de maksimum enzimin
{iretimi duragan fazin baslangicinda elde edilmistir. Ureme ve enzim iiretiminin paralel

oldugu saptanmistir (Sekil 4.5). Calismalara bu mutant susu ile devam edilmistir.

Cizelge 4.3. Ana sus Bacillus cereus ATA179 ve mutant EV1, EV2, EV3 ve EV4
suslarinin lipaz liretim kapasitesi ve ireme degerlerinin zamana bagli degisim degerleri

%g E;iiiellljlés Mutant Mutant Mutant Mutant

:'jé: g ATA179 EV1 EV2 EV3 EV4
=7 ODs¢oo | U/mL | ODgoo | U/mL | ODgoo | U/mL | ODggo | U/mL | ODgoo | U/mL
16 1,3 3,1 1,6 6,5 1,7 8,3 1,7 4,1 1,8 9,8
24 1,4 3,0 1,6 6,8 1,7 9,0 1,7 6,1 1,8 10,6
40 1,6 4,1 1.8 9 1,8 9,1 1,9 9 2,2 9,16
48 1,5 6,6 1.8 9 1,7 9,1 1,9 9 2,2 8,0
64 1,5 5,4 1,7 9 1,7 8,5 1,7 8,6 2,3 8,1
72 1,2 4,1 1,7 8,5 1,6 8,3 1,6 8,6 2,2 8
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Sekil 4.2. EVI’in lipaz iretim kapasitesi ve ilireme degerlerinin zamana bagh
degisimleri

=
(=]
[x"]

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Enzim Aktivitesi (U/mL)
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0 16 24 40 48 64 72
Saatler

=@—=_U/mL =@=0D600

Sekil 4.3. EV2’nin lipaz iiretim kapasitesi ve iireme degerlerinin zamana baglh
degisimler
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Sekil 4.4. EV3’iin lipaz iiretim kapasitesi ve lireme degerlerinin zamana bagl

degisimleri
12 3
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Sekil 4.5. EV4’iin lipaz iiretim kapasitesi ve ireme degerlerinin zamana bagl

degisimleri
4.3. Karbon (C) Kaynaklarimin Etkisi

Karbon kaynaklarinin bakteri iiremesi ve lipaz enzimi aktivitesi {lizerine etkilerinin
aragtirtlmas1 amaciyla 9 farkli karbon kaynagi kullanilmistir. Cizelge 3.2°de igerigi

verilen besiyerindeki karbon kaynagi (zeytinyagi) yerine aymi oranda (%1) glukoz,
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sukroz, nisasta, maltoz gibi mono, di ve polisakkaritler, misir yagi, aygicek yagi, soya
yagi, hint yagi ve hindistan cevizi yagi kulalnmilmistir. EV4 mutant1 farkli karbon
kaynag1 iceren besiyerlerinde maksimum lipaz enzimi {iretimin elde edildigi saat olan
24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra alinan 6rneklerde lipaz enzimi aktivitesi ve

tireme degeri tayinleri yapilmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.6).

Mutant EV4’{in lipaz enzimi iiretimi acgisindan karbon kaynagi tercih siralamasi sirayla
sukroz > maltoz = kontrol > glukoz > nisasta = misir yag1 > hint yag1 = hindistan cevizi

yag1 > aycicek yagi > soya yag1 seklinde saptanmistir.

Maksimum bakteri iiremesinin ise sirayla kontrol > glukoz = maltoz > hint yag1 =
hindistan cevizi yag1 = sukroz > musir yagi > soya yagir > aygi¢ek yagi > nisasta

ortamlarinda gerceklestigi belirlenmistir.

Yapilan ¢alismada maksimum enzim {iiretiminin elde edildigi sukroz iceren ortamdaki
enzim tretimi (10,8 U/mL), kontrol olan temel besiyerine gore (10.6 U/mL) ¢ok az bir
artis gostermistir (%2) (Cizelge 4.4). Sukrozlu ortamda mutant sus (10,8 U/mL) enzim

iretimi agisindan ana susa (6,6 U/mL) gore de %64 oraninda artis1 gostermistir.

Cizelge 4.4. Farkli karbon kaynaklarinin iireme ve lipaz enzimi iiretimi lizerine etkileri

Karbon Ureme Enzim AKktivitesi
Bagil Aktivite (%)
Kaynaklan (ODsoo) (U/mL)

Kontrol (Zeytinyag1) 1,9 10,6 100
Glukoz 1,4 10,3 97
Sukroz 1,2 10,8 102
Nisasta 0,6 10 94
Maltoz 1,4 10,6 100

Misir yagi 1 10 94
Aycicek yagi 0,7 9,3 88
Soya yagi 0,8 8,1 76

Hint yag1 1,2 9,5 90
Hindistan cevizi yagi 1,2 9,5 90
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Sekil 4.6. Karbon kaynaklarinin lipaz aktivitesi ve tireme {izerine etkileri
4.4. Azot (N) Kaynaklarimin Etkisi

Ureme ortaminda bulunan azot kaynaklarmin bakteri {ireme ve lipaz enzimi iiretimi
tizerine etkilerini belirlemek tizere kontrol ortamindaki pepton ve yeast ekstrakt yerine
sirastyla; %1 oraninda organik azot kaynaklari olarak yeast ekstrakt, pepton, tripton,
corn step ve inorganik azot kaynaklari olarak (NH4)2HPOas, (NH4)2SO4, (NH4)2NO3,
KNOs kullanilmigtir. Farkli azot kaynaklar1 igeren besi yerlerinde 24 saat boyunca
inkiibe edilmis ve 24. saatte alman Orneklerin iireme degerleri ve enzim aktiviteleri
tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar grafik ve c¢izelge seklinde verilerek, en yiiksek
enzim aktivitesinin azot kaynagi olan (NH4)2HPOs varliginda 15,3 U/mL olarak
saptanmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.7). Bu ortam kontrol olan temel besiyeri ile
kiyaslandiginda %44 oraninda bir enzim verimi elde edilmis ve mutant susun enzim
verimi ana susa (6,6 U/mL) gore de %132 oraninda artig1 gostermistir. Ayrica
(NH4)2NO3 varliginda %32 ve (NH4)2SO4 varliginda ise %9 oraninda enzim verimi

saglanmustir.

Mutant EV4’{in lipaz enzimin {iretimi a¢isinda organik ve inorganik azot kaynag: tercihi
sirastyla; (NH4)2HPO4> (NH4)2NO3 > (NH4)2SO4 > kontrol > yeast ekstrakt > tripton >
pepton > corn step > KNOs3 seklidedir (Cizelge 4.5).
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Maksimum bakteri liremesinin ise sirayla; yeast ekstrakt > kontrol > pepton > corn step
> tripton > (NH4)2HPO4 = (NH4)2SO4 = (NH4)2NO3 > KNO3 ortamlarinda gerceklestigi
tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Farkli azot kaynaklarinin lipaz enzimi iiretimi ve liremesi lizerine etkileri

Azot Ureme Enzim Aktivitesi y TN
Kaynaklan (ODeé0o) (U/mL) Bagil Aktivite (%)
Kontrol (Pepton + Yeast 1,9 10,6 100
ekstrakt)

Yeast ekstrakt 2.4 9,6 91
Pepton 1,8 8,6 81
Tripton 1,5 93 75

Corn Step 1,7 8 75

(NH4):HPO4 0,3 15,3 144

(NH4)2S04 0,3 11,6 109
(NH4)2NOs3 0,3 14 132
KNOs3 0,03 6,1 58
18 3
16
E 14 L o s
5 10 33 = ; - .-
£ 8 I \ v
{ ! L=
5 0,5 =
£
w0 0
& \\L‘f‘ & <@ o o o’ > o
RO S & S .\,\"’Qg e Q\“‘\'fj \x&\\
"\Q”bc}‘ % \\}Q\ Ny 3
Azot Kaynaklari
Enzim Aktivitesi (U/mL)  =—@=Ureme (OD600)

Sekil 4.7. Azot kaynaklarinin lipaz aktivitesi ve lireme lizerine etkileri
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4.5. Metal iyonu Kaynaklarimin Etkisi

Metal iyonlarinin bakteri liremesi ve lipaz enzimi iiretimi iizerine etkisinin arastirmast
amaciyla kontrol ortaminda bulunan CaClz + NaCl yerine toplam miktarda (%0,055)
farklt metal iyonlart kullanilmistir. Bunlar LiSOs4, MnSO4, FeSQO4, CaClz, BaClz, KCl,
NaCl ve CuSOzs’tir. Farkli metal kaynaklar1 igeren besi yerlerinden 24. saatte alinan
orneklerin iireme degerleri ve enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar
Cizelge 4.6 ve Sekil 4.8’de gortilebildigi gibi kontrole (10,6 U/mL) goére daha yliksek
aktivite degeri metal kaynagi CuSO4 11 U/mL olarak belirlenmis ve %4’liikk bir enzim
verimi elde edilmistir. Ana susa (6,6 U/mL) gore de %67 oraninda verim artigi

gostermistir.

Lipaz enzimi {iretiminde metal kaynagini siras1 ile CuSO4 > kontrol > KCl = LiSO4 >
BaClz > FeSO4 > MnSO4 > NaCl > CaCl: seklinde tercih ettigi goriilmiistiir (Cizelge
4.6). Kontrol temel besiyerinde birlikte bulunan CaCl> ve NaCl ayr1 ayr1 denemeye
alinmis olmus ve enzim iiretiminde CaCl> ve NaCl her ikisi yalniz olduklarinda enzim

aktivitesinin diistiigii saptanmistir (Cizelge 4.6).

Maksimum bakteri iiremesinin ise sirayla; NaCl > BaClz = kontrol > LiSO4 > KCI >

MnSOs > FeSO4> CuSO4 > CaClz ortamlarinda gergeklestigi saptanmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Metal kaynaklarinin lipaz aktivitesi ve lireme miktar1 {izerine etkileri

Metal iyonlar Ureme (OD600) EnZiI(IIIJ ﬂ({f)\fitesi Bagll(f;)l;tivite
(Calé?;tg;cn 19 10.6 100
LiSO4 1,8 9.6 91
MnSO4 1,5 9.1 36
FeSO4 1,4 9.3 33
CaClz 0,8 8.3 73
BaClz 1,9 9.5 90
KCl 1,7 9.6 91
NaCl 2 8.6 31
CuSO0;4 1,2 11 104
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Sekil 4.8. Metal iyonlarinin lipaz aktivitesi ve lireme lizerine etkileri
4.6. Maksimum Lipaz Uretimi I¢in Modifiye Ortamin Belirlenmesi

En yiiksek lipaz iiretiminin saptandig1 karbon, azot ve metal iyonlar1 seklinde besinsel
faktorler bir araya getirilerek yeni olusturulacak bir modifiye ortamda lipaz enzimi

veriminin arttirilmasi yoluna gidilmistir.

Yeni modifiye ortamda maksimum verimi saglayan karbon kaynagi olarak %1 sukroz,
azot kaynagi olarak %1 (NH4)2HPO4 ve metal iyonu olarak 90,055 CuSOs
kullanilarak, 24 saat boyunca 6n inkiibasyon yapilmis kiiltiirden %5 oraninda asilanma
yapilmis ve lipaz enzimin iretimi 37°C, pH 7.0, 150 rpm’de 24 saat boyunca
gergeklestirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda modifiye ortamda enzim aktivitesi 14
U/mL olarak belirlenmistir. Bu ortamdan elde edilen deger kontrol (10,6 U/mL) ile
kiyaslandiginda %32 oraninda bir enzim verimi elde edilmistir (Cizelge 4.7). Yeni
olusturulan modifiye ortamda EV4 mutant sus (14 IU/mL) ana susa (6,6 [U/mL) gore de

2.1 kat enzim {iretim artig1 gostermistir.
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Cizelge 4.7. Kontrol ortami ile modifiye ortamda lireme ve lipaz enzimi iiretim
kapasitesinin karsilastirilmasi

Kontrol . .
Ortam Enzim | g0 e Enzim Ureme
(Kumar ve ark Aktivitesi (ODgoo) Modifiye Ortam | Aktivitesi (ODeoo)
2005) (U/mL) (U/mL)
%1 Zeytinyagi %1 Sukroz
%0,5 Pepton +
%0,5 Yeast %1 (NH4)2HPO4
Ekstrakt
760,05 NaCl+ %0,055 CuSO4
%0,005 CaClz
10,6 1,9 14 0,92
37°C 37°C
pH 7.0 pH 7.0
150 rpm 150 rpm
%35 Asilama %35 Asilama
On Inkiibasyon On Inkiibasyon 24
24 Saat Saat

4.7. Lipaz Enziminin Kismi Saflastirilmasi

Enzimin kismi olarak saflastirilmasi amaciyla EV4 susu modifiye ortamda tiretilmistir.
Uretim sonunda kiiltiir ortami +4’de sogutmali santrifiijde 6000 rpm’de 10 dakika
boyunca santrifiijlenmis ve slipernatant alinip ham enzim ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.
Ham enzim ¢ozeltisi sirasiyla amonyum siilfat ¢oktlirmesi, diyaliz ve ultrafiltrasyon
islemlerinden  gecirilerek  lipaz  enzimin  kismi  olarak  saflagtirilmasini
gerceklestirilmistir. Saflastirma adimlarinda elde edilen fraksiyonlarin aktivite ve
protein tayinleri standart kosullar altinda yapilmistir. Saflik SDS-PAGE ile kontrol

edilmistir.

Kismi saflastirma basamaginda ilk olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir.
Bunun icin ham enzim c¢ozeltisi %20, %30, %40, %50, %60, %70 ve %80
konsantrasyonlarindaki amonyum siilfat varliginda ¢oktiirmeleri yapilmistir. Enzimin en

iyl ¢Oktiigli amonyum siilfat konsantrasyonu %40 olarak saptanmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Farkli konsantrasyonlarda amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Fraksiyonlar (%)

Enzim AKktivitesi

(U/mL)
20

30 27,6
40

50 10,4
60 8,8
70 9,6
80 9,4

Lipaz enziminin saflagtirma basamaklar1 Cizelge 4.9°de verilmistir. Enzim 2,9 kez

saflastirilmistir. Kismi olarak saflastirilan enzim daha sonra karakterize edilmistir.

Cizelge 4.9. Lipaz enziminin saflagtirma basamaklari

Saflastirma Hacim Topla.m Top .la.m Spe§1f.ik Verim! Saflik®
Basamag (mL) Protein Aktivite | Aktivite (%) (Kez)
0
(mg) L) (U/mg)
Ham enzim 100 5.8 1400 265 100 1
Amonyum stilfat
coktiirmesi 13 0,8 429 530 31 2
(%40)
Diyaliz 10 0,3 216 708 15 2,7
Ultrafiltrasyon 5 0,14 105 766 8 2,9

"Verim, toplam aktivite lizerinden hesaplanmgtir.
2Saflik, spesifik aktivite iizerinden hesaplanmustir.

4.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

Kismi saf enzim flizerine sicaklik derecelerinin etkilerini belirlenmek i¢in 35, 37

(kontrol), 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 ve 80 °C’lerde aktivite tayini yapilmistir. Elde

edilen sonuglar kontrol olarak kullanilan 37 °C sicaklik derecesindeki sonug¢ %100

kabul edilerek, aktivite degerleri % bagil aktivite olarak hesaplanmustir. Elde edilen

sonuglara gore enzimin 60°C’de en yliksek aktivite gdsterdigi tespit edilmistir (Cizelge
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4.10 ve Sekil 4.9). Kismi olarak saflastirilan enzimin aktivitesi kontrole gore %13 artis
gostermistir. Sicakligin arttirilmasi ile aktivite degerleri de artmistir. Ayrica lipaz

enzimin yiiksek sicaklarda (60-80°C) aktivitesini korudugu saptanmigtir.

Cizelge 4.10. Lipaz enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisi

S'ff(l:‘;‘k Bagil Aktivite (%)

35 98

37 (Kontrol) 100

40 100

45 100

50 100

55 100

60 113

65 107

70 106

80 103
120
115
¢ 110
g 105
< 100

Eﬁ’ . §/§ ——
90
85
By &@\\ Y Ng L & & S O RS
o
Sicaklik (°C)

Sekil 4.9. Sicakligin kismi saf enzim iizerine etkisi bagil aktivite
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Lipaz enzimin maksimum aktivite gosterdigi 60°C’de enzimin stabilitesine saptanmasi
icin enzim ¢dzeltisi su banyosunda 30 (kontrol), 40, 50, 60, 70 ve 120 dakika siire ile
tutulmustur. Elde edilen sonuglara gore kismi saf enzimin 30 dakikaya kadar aktivitesini
korudugu belirlenmistir (Cizelge 4.11) ve siirenin artmasi ile enzim aktivitesinde diisiis

gozlenmistir (Sekil 4.10).

Cizelge 4.11. Sicaklik stabilitesinin lipaz enzimi iizerine etkisi

60 °C Bagil Aktivite
(Dakika) (%)
30 (Kontrol) 100
40 66
50 56
60 44
70 38
120 21
120
100 !
X 80
é 60 - _
E =
oy &
= 40 T
20
0
30 (Kontrol) 40 50 60 70 120
Stire (Dakika)

Sekil 4.10. Enzim aktivitesi lizerine sicakligin stabilitesi bagil aktivite
4.9. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Lipaz enziminin optimum pH degerlerini belirlenmek iizere enzim 4.0-10.0 arasi

pH’larda hazirlanan substrat ¢ozeltilerinde aktivite tayin edilmistir. Yapilan ¢aligmalar
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sirasinda pH 7.0°de elde edilen sonuclar kontrol olarak kabul edilmis ve diger sonuglar
buna gore % bagil aktivite olarak hesaplanmistir. Cizelge 4.12 ve Sekil 4.11°da de
goriildiigii gibi enzimin optimum pH degerinin 7.0 oldugu belirlenmistir. Enzimin

asidik ortamdan ziyade alkali ortamda aktiviteye sahip oldugu saptanmaistir.

Cizelge 4.12. Enzim {izerine pH’ nin etkisi

pH Bagil Aktivite (%)
4 21
5 26
6 70
7 (Kontrol) 100
8 65
9 59
10 48
120
100 K
X 80
é 60 ) ’ é
< N _
20
0
4 5 6  7(Kontrol) 8 9 10
pH

Sekil 4.11. Kismi saf enzim aktivitesi iizerine pH nin etkisi bagil aktivite

Lipaz enziminin pH stabilitesini belirlenmek {izere enzim pH 7.0’da 120 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. Elde edilen sonuglarina goére enzim 30 dakika boyunca
aktivitesini korurken, siirenin artmasi ile 120 dakika sonunda %67 oraninda aktivite

kayb1 saptanmistir (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.12).
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Cizelge 4.13. pH stabilitesinin lipaz enzimi lizerine etkisi

pH 7.0 Bagil Aktivite
(Dakika) (%)
30 (Kontrol) 100
40 79
50 65
60 56
70 46
120 33
120
100 ¢
X 80 .
é 60 ¢ _
< - _
o 40 B
(aa]
20
0
30 (Kontrol) 40 50 60 70 120
Stire (Dakika)

Sekil 4.12. Kismi saf enzim aktivitesi lizerine pH’nin stabilitesi bagil aktivite
4.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Potansiyel Bilesiklerin Etkisi

Lipaz enzimi aktivitesi lizerine metal iyonlarinin, tuzlarin ve rediikleyici bilesiklerin
etkisini belirlenmek iizere enzim 1 ve 5 mM MnSO4, MgSO4, FeSOs, CuSO4, ZnSOs4,
CaClz, LiSO4, BaClz, NaCl, KCI, SDS, EDTA, Tween 20 ve Triton X-100 gibi farkl
bilesenlerle inkiibe edilmistir. Hi¢bir potansiyel bilesik bulunmayan substrat ¢ozeltisi ile
elde edilen aktivite degeri kontrol olarak kullanilmis ve elde edilen degerler buna gore

% olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.17).
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Genelde 1 mM konsantrasyonundaki potansiyel bilesikleri varliginda enzim
aktivitesinin 5 mM’a gore daha fazla arttirtigi saptanmistir. Bununla beraber CuSO4,
CaClz, LiSOs4, KCIl ve BaClz iyonlarinin enzim aktivitesi iizerine etkili bir sekilde
aktivator etki yaptigi tespit edilmistir. Diger metal iyonlar1 lipaz iizerinde etkili
olmadigi tespit edilmistir. En iyi sonug SmM CuSOs4 oldugu ve enzim aktivitesi kontrole
gore 3,3 kat arttig1 saptanmistir. 5 mM KCl varliginda da %78 oraninda aktivitede artis
goriilmiistiir. Noniyonik bir siirfektan olan Triton X-100, anyonik bir deterjan olan SDS
ve selatlayici ajan olan EDTA 1 mM olarak varliginda da enzim aktivitesinde artis
olmustur. Ancak 5mM varliginda %2-9 oraninda enzim aktivitesinin diistigi

saptanmustir. (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.13).

Cizelge 4.14. Potansiyel bilesiklerin enzim iizerine etkileri

Bagil aktivite
Potansiyel bilesiklerin (%)
1mM SmM

Kontrol (potansiyel bilesik yok) 100 100
MnSO4 106 89
MgSO4 97 91

FeSO4 98 94
CuSOy4 103 339

ZnSO4 97 87
CaClz 111 108

LiSO4 184 103

BaClz 100 113

NaCl 205 91
KCl 117 178

SDS 127 96

EDTA 136 98

Tween 20 211 111
Tripton X-100 136 91
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Sekil 4.13. Farkli potansiyel bilesiklerin saf enzim iizerine etkileri
4.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Lipaz enzimin aktivitesi ilizerine substratin konsantrasyonunun etkisi belirlemek igin
0,05-1,2 mM arasindaki konsantrasyonlarda tribiitirin 37 °C’de ve pH 7.0’de belirlenen
inkiibasyon siiresinde ortama ilave edilerek standart deney kosullarinda enzim aktivitesi

tayin edilmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Lipaz aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Substart Enzim AKktivitesi
Konsantrasyonu (U/ml)
(mM)
0 0
0,05 10
0.1 13
0.2 14,2
0.3 15
0.5 16
0’7 16,5
1 17,2
12 17,5
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Substrat konsantrasyonunun %0,1’den itibaren bir oranda artirilmast ile enzim
aktivitesinin kademeli olarak arttig1 saptanmustir. Lipazin maksimum hizini (Vmax) ve
Michaelis-Menten sabitesini (Km) saptamak icin, 1/V’ye kars1 1/[S] olarak Lineweaver-
Burk y = ax + b dogru grafiginden yararlanilmistir. Lineweaver-Burk grafigi, 1/V’ye
kars1 1/[S] olarak ¢izilmistir (Sekil 4.14). Bu grafikten elde edilen dogrunun denklemi
ise, y = 0,0021x + 0,0576 olarak, tamamlayicilik katsayis1 (R?) ise R = 0,9964
bulunmustur. Denklemde dogrunun dikey ekseni kestigi nokta 1/Vmax = 0,0576
degerini verdiginden, Vmax degeri 17,36 U/mL olarak hesaplanmistir ve Km degeri ise

0,036 mM olarak bulunmustur.

0,12

y =0,0021x+0,0576

0,1
R?=0,9964

1/v U/mL-1

-30 20 30

0,02
1/[S] mM-1

Sekil 4.14. Lipaz aktivitesi ilizerine substrat konsantrasyonunun etkisi (Lineweaver-
Burk grafigi ve Michaelis-Menten grafigi).

4.12. Enzimin Molekiiler Agirh@inin Tespiti

Lipaz enzimin molekiiler agirligin1 belirlemek i¢in, elektroforez jeline enzim Ornegi
yaninda molekiiler agirliklar1 bilinen standart protein ¢ozeltisi de uygulanmis ve
elektroforez islemi sonucunda olusan bantlarin (Sekil 4.15) Rf degerlerinden
yararlanilarak agsagida verilen formiile gore enzim ve standart protein c¢dzeltisinin

goreceli hareketlilik degerleri hesaplanmustir.

Proteln aldif vol (cm)

RE= lzleme boyasimn aldif yel (em)
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Molekiiler agirliklar1 bilinen standart proteinlerin goéreceli hareketlilik degerleri ve
molekiil agirliklar ile bir standart egri elde edilmistir (Sekil 4.16). Elde edilen grafigin
analizi yapilarak, lipaz 6rnegin molekiiler agirlig1 tespit edilmistir. Ham enzim ve
konsantre edilen enzim Orneginin molekill agirliginin ayni oldugu, Sekil 4.15°da
goriildiigii gibi tek bir bant seklinde bir sirada yerlestigi tespit edilmistir. Koyu bant
seklinde goriilen enzimin molekiiler agirligimin yaklagik olarak 28,2 kDa oldugu

saptanmistir.

190
134

100
76
57

46

32

25
22

17

11

Sekil 4.15. SDS-PAGE sonrasi elde edilen jelde protein bantlarinin gériintimii. 1.
Marker 2. Ham enzim 3. Konsantre enzim
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Sekil 4.16. Standart proteinlerin Rf degerleri ve molekiil agirliklarina gore olusturulan
standart egri

4.13. Ham Enzimin Depolanma Stabilitesinin Belirlenmesi

Ham enzimin depolanma sicakligini belirlemek i¢in mutant bakteriden iiretilen ham
enzimin baslangi¢ aktivitesi tayini yapildiktan sonra enzim ornekleri elliser mL olacak
sekilde oda sicakliginda (RT), +4 °C’ de ve -20 °C’ de olmak iizere 3 ayr1 gruba ayrilip
depolanmis ve her 15 giinde bir aktivitelerini tayin edilerek depolama stabilitesi
saptanmigtir. Yapilan ¢aligmada oda sicakliginda (RT) 60 giine kadar lipaz enzimin
aktivitesi hemen hemen korurken, bu siire +4°C’de 75 giine ve -20 °C’de ise 90 giine
kadar bulunmustur. Siirenin artmasi ile enzim aktivitesinde diislisler gézlenmistir. En iyi
korumanin -20 °C’de oldugu belirlenmis ve 120 giinde sadece %16 oraninda bir aktivite
kayb1 olmustur. En fazla kayip ise oda sicakligindaki depolamada olmasini saptanmaistir.

(Cizelge 4.16 ve Sekil 4.17).
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Cizelge 4.16. Ham enzimin depolanma stabilitesi

Oda Sicakhigr
+ 0 -
Zaman (RT) 4C 20C
(Giin) Bagil Aktivite Bagil Aktivite Bagil Aktivite
(%) (%) (%)
15 100 100 100
30 100 100 100
45 100 91 95
60 95 91 94
75 86 91 93
90 77 84 91
105 70 81 89
120 69 79 84
120
100 P b - " _
£ g0 = = “‘?“%ﬂ; é $
| %_, &-m.%_@__w u.:.“%
T 60
<
40
g
20
0
15 30 45 60 75 90 105 120
Zaman (Giin)
=@ Oda Sicakhgi (RT) D+ C -20C

Sekil 4.17. Farkli sicaklikta ham enzimin depolanma stabilitesi

4.14. Enzimin Deterjan Endiistrisinde Kullanim Potansiyeli: Lipazin siirfektan

ve oksitleyici ajan varh@inda stabilitesi

Lipaz enzimin aktivitesine deterjan katki maddelerinin etkisinin incelenmesi amaciyla

%1 ve %S5 konsantrasyonlarda olacak sekilde SDS, Triton X-100, EDTA ve H20: ilave

edilerek, 100 rpm, 60 ve 70°C kosullarinda 1 saat boyunca lipaz enzimi bu deterjan
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katki maddeleri ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda lipaz enziminin aktivitelerini
tayin edilmistir. Lipaz aktivitelerindeki degisim, baslangic aktivite degeri (%100) ile
kiyaslanarak bagil aktivite (%) olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.17).

Yapilan caligsmalar sonucunda lipaz enzimin baslangi¢ aktivitesine gore; 60°C’de %5
EDTA igeren ortamda enzim aktivitesinin %9 oraninda arttigi goriilmiistiir. 60 ve 70
°C’lerde denenen tiim katki maddeleri varliginda enzim aktivitesinin hemen hemen
korumasint gozlenmistir. Lipaz enzimin katki maddeleri varligindan etkilenmedigi
sonucuna ulagilmigtir. Hatta enzimin 60°C’de bu katki maddeleri varliginda

aktivitesinin az da olsa arttig1 saptanmustir (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19).

Cizelge 4.17. Liyofilize edilmis lipaz enzimi aktivitesine farkl sicaklik ve farkli
konsantrasyonlardaki deterjan katkilarinin etkisi

60°C’de Bagil Aktivite 70°C’de Bagil Aktivite
Deterjan Katki (%) (%)
Maddesi
%1 %S5 %1 %35

SDS 103 95 95 98
Triton X-100 98 100 92 91
EDTA 101 109 99 105
H202 100 107 108 92
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140

120

100
8
6
4
2

Triton X-100 EDTA H202
Deterjan Katki Maddesi

Bagil Aktivite
[an] =

o]

=]

m %1 %5 m

Sekil 4.18. Liyofilize edilmis lipaz enzimi aktivitesine 60°C’de farkli
konsantrasyonlardaki deterjan katkilarinin etkisi

120

100
8
6
4
2

Triton X-100 EDTA H202
Deterjan Katki Maddesi

Bagil Aktivite
[an] =

o]

=]

m %1 %5 m

Sekil 4.19. Liyofilize edilmis lipaz enzimi aktivitesine 70°C’de farkli
konsantrasyonlardaki deterjan katkilarinin etkisi

4.15. Enzimin Deterjan Endiistrisinde Kullanim Potansiyeli: Enzimin

deterjandaki raf 6mrii

Enzimin raf omrii, enzimin aktivitesinin kalicilifinin arastirilmas: amaciyla enzimsiz

deterjan (A firmasi) ve enzimli deterjan (B firmasi) ile karistirilmis liyofilize edilmis
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enzimin oda sicakliginda her 30 gilinde bir aktivitelerine bakilarak stabilitesini
belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda enzimsiz deterjan varliginda lipaz enzimin
aktivitesinin kontrole gore % 64,5 oraninda korumasini gozlenmis ve bunu 90. giine
kadar aktivitesi stabil kaldig1 saptanmistir. Enzimli deterjan varliginda ise enzimin
aktivitesi %59 oraninda korudugu goriilmiis ve 90. giine kadar bu aktivitesi stabil

kaldig1 da gozlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucu elde edilen veriler Cizelge 4.18°de

verilmistir.

Cizelge 4.18. Enzimin deterjandaki raf émrii

Bagil Aktivite
Zaman (%)
(Giin) Enzimsiz Deterjan Enzimli Deterjan
Kontrol (Deterjan yok) 100 100
0 64 59
30 64 58
60 64 58
90 64 58

4.16. Enzimin Deterjan Endiistrisinde Kullanim Potansiyeli: Kirletilmis

kumaslara lipaz uygulanmasi

Liyofilize lipaz enziminin yanmis yagi ile kirletilmis kumaslardaki etkisinin belirlemesi
icin olusturulan deney seti sonucunda, islem uygulanmamis kumas Ornekleri standart
kabul edilerek, enzim ve deterjan uygulamalar1 sonrasi olusan delta E degerleri renk

Olctim spektrofotometresi kullanilarak elde edilmistir.
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&3 :

Sekil 4.20. A) Kirletilmemis kumas, B) Yemeklik yanmis yag ile kirletilmis kumas

Yapilan ¢alisma sonucu elde edilen veriler Cizelge 4.19°de verilmistir. Hicbir islem
uygulanmamis kumastan elde edilen delta E (DE) degeri standart olarak alinmig
(kontrol) ve sonucglar buna gore degerlendirilmistir. Burada DE degeri kontrol
degerinden diistilkce kumastaki kirliligi giderimi artmaktadir. Yapilan c¢alismada,
yanmig yag ile kirletilen kumasdan aliman DE degeri (kontrol) sadece lipaz
uygulandiktan sonra yapilan dl¢limlerle kiyaslandigindan %30 oraninda daha diisiik DE
degeri elde edilmistir. Bu da lipaz enziminin etkili oldugunu géstermistir. Lipaz enzimi,
enzimli deterjanlardan daha ¢ok enzimsiz deterjanlarla birlikte uygulandiginda etkisini
gostermistir. Diger yandan enzimsiz deterjan ile yapilan 6l¢iimde DE degeri yiiksek
cikmistir. Bu da deterjanin tek basina etkili olmadigini gostermektedir. En iyi sonug

ticari enzim+enzimsiz deterjan uygulanmasinda elde edilmistir (Sekil 4.21).

Cizelge 4.19. Liyofilize lipaz enziminin uygulandiginda elde edilen DE degerleri

DE Degerleri

Birinci Ikinci Deneme Ortalama

Deneme
Kontrol (Kirletilmis kumas) 20,1 14,0 17,0+43
Enzimsiz Deterjan 7,2 5,1 6,2+1,5
Enzimli Deterjan 2,6 2,9 2,8+0,2
Liyofilize Lipaz 5,6 4,6 51+0,7
Enzimsiz Deterjan + Liyofilize Lipaz 3.4 4,1 3,7+0,5
Enzimli Deterjan + Liyofilize Lipaz 3,4 4,5 4,0 £0,8
Ticari Enzim 2,8 3,0 2,9+0,1
Enzimsiz Deterjan + Ticari Enzim 3,3 1,9 2,6 1,0
Enzimli Deterjan + Ticari Enzim 3,9 3,9 3.9+0,0
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20,0
18,0
16,0
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

b1

DE Degerleri

Kontrol Enzimsiz Enzimli Liyofilize Enzimsiz Enzimli  Ticari Enzimsiz Enzimli
Deterjan Deterjan Lipaz Deterjan Deterjan Enzim Deterjan Deterjan

+ + + Ticari  + Ticari
Liyofilize Liyofilize Enzim  Enzim
Lipaz Lipaz
Numuneler

Sekil 4.21. Yemeklik yanmig yag ile kirletilmis kumaslara farkli deterjan,
deterjan+enzim uygulamasi sonrasi elde edilen delta E degerlerinin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA VE SONUC

Hiicrelerde olduk¢a 6nemli gorevleri olan enzimler farkli kullanim amaglariyla artik
giincel yasantima girmistir. Bugiin, yaklasik 4000 enzim bilinmektedir ve bunlardan
yaklagik 200" ticari olarak kullanilmaktadir (Andualema ve Gessesse 2012). Enzimler,
yiiksek oOzgiilliikleri ve ekonomik avantajlari nedeniyle herhangi bir g¢evresel etki

yaratmadan endiistri alanlarinda biyolojik katalizorler olarak kullanilmaktadir.

Endiistriyel enzimler arasinda onemli bir enzim olan lipaz enzimi mantar, maya ve
bakteri gibi mikroorganizmalardan, hayvanlardan ve bitkilerden elde edilebilmektedir.
Ancak, mikroorganizma kaynakli lipazlar, sayisiz endiistriyel uygulama potansiyeli,
kiltlir isleme kolaylig1 ve iiretim sirasinda fazla miktarda elde edilebilme kapasitesine
sahip oldugundan dolay1 endiistri alanlarinda diger kaynakl lipazlara gore daha fazla
kullanilmaktadir (Pratush ve ark. 2013). Lipazlar, gida, deterjan, kozmetik, organik
sentezi, ilag, kimyasal isleme, biyosiilfonat sentezi, kagit imalat1 ve zirai kimyasal
endiistri gibi endiistriyel alanlarda biiyiik bir uygulama alani bulmaktadir (Sharma ve
ark. 2002, Houde ve ark. 2004). Deterjan iiretiminde lipaz enzimlerin kullanilmasi,
deterjanlarin sert lekeleri ¢ikarma kabiliyetini arttirmaktadir. Gilinlimiizde lipazlar,
seliilazlar, proteazlar, ve amilazlar kombinasyon halinde birgok c¢amasir deterjani

tirtinlinde bulunmaktadir (Jeon ve ark. 2009).

Son birkag y1l i¢inde lipaz enzimi ¢esitli endiistriyel siireglerde potansiyel uygulamasina
sahip oldugundan dolay1 lipaz iiretimine yonelik arastirmalar artmistir. Ozellikle
mikroorganizmalarin lipaz iiretim kapasitelerinin gelistirilmesi i¢in optimal ortam
kosullarinin ve iiretimi arttirict etki eden c¢esitli faktorlerin belirlenmesine yonelik
caligmalar onem kazanmistir (Giil 2013). Ayrica mutajenez yontemleri yoluyla da
verimli suglar gelistirilebilmektedir. Gelistirilmis suslar yiiksek enzim {iretim
kapasitesine ve istenilen yeni 6zelliklere sahip olabilmektedir (Karanam ve ark. 2008).
UV ile indiiklenen mutajenez, 6zellikle enzim {ireticilerinin degerli metabolitlerini
iiretebilen daha verimli mikroorganizmalar gelistirmek i¢in yaygin ve kolay bir

yontemdir.

Bu calismada yiiksek diizeyde lipaz enzimi lireten yeni mutantlarin elde edilmesi

amaciyla, fiziksel bir mutajen olan UV ile yapilan mutasyon c¢aligmalarinda ana sus
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Bacillus cereus ATA179 UV 1s18inin besi yerine uzakligi ile farkli zaman araliklarinda
UV 1s18ima maruz birakilmistir. Elde edilen sonuglara gére UV maruz kalma zaman
araliginin artmasi ile UV direngli bakterilerin sayisinda azalma tespit edilmistir. Bu
beklenilen bir durumdur. Ciinkii zaman arttikga daha yogun UV 1s18imma maruz
kaldigindan dolay1 bakterinin DNA’sinda dimerler olusmakta ve bunlar ise onarim
mekanizmalar1 tarafindan tamir edilememektedir. Bakteride letal sonuglar meydana
gelmektedir. Ancak bu ¢aligmada dort tane verimli mutant elde edilmistir. Mutant EV1
1 dakikalik UV uygulamasi ile elde edilirken, mutant EV2 5 dakika, mutant EV3 20
dakika ve mutant EV4 ise 1 dakika UV 15181 uygulanmasi ile direngli suslar olarak elde

edilmistir.

Ana susg ile mutant suslar kiyaslandiginda EV1 ve EV4’de %72 oraninda oliim tespit
edilirken, EV2’de bu oran %65 olarak ve EV3’te %68 olarak saptanmistir. Ana susun

6lim oran1 UV’ye maruziyet siiresi ile orantili olarak bulunmustur.

Elde edilen mutant suslardan enzimatik indeks (EI) ve hidrolitik zon ¢ap1 biiyiik olan 4
adet mutan se¢ilmistir. Bu mutantlarin sivi ortamda enzim iiretim kapasiteleri kantitatif
olarak saptanmigtir. Maksimum enzim iiretimi mutant EV4 ile 24. saatte aktivite 10,6
U/ml olarak belirlenmis ve ana susa gore %60 oraninda enzim verim artig1 saglanmistir.

Bu mutant sus Bacillus cereus EV4 olarak adlandirilmistir.

Bir¢ok arastirmaci endiistride kullanim potansiyeline sahip olan lipaz enzimini yiiksek
verimde iretebilen yeni mutant suslar elde etmek i¢in UV mutagenez yOntemini
kullanmiglardir. Caligmalarinda elde edilen mutant suslarin lipaz verimlerindeki degisim

arastirilmig ve mutasyonla farkli lipaz artiglar1 saptanmastir.

Mala ve ark. (2001) Aspergiillus niger ile yaptiklart UV mutasyon g¢alismalarinda,
uzaklik olarak 30 cm’de 4 dakika maruz kaldiktan sonra %99,95 06lim orani
goriildiigiinii tespit etmiglerdir. En verimli mutant susu’ndan iiretilen ekstraseliiler lipaz
enzimin aktivitesi 42,0 U/ml olarak bulmuslar ve ana susa gore %20,7 oraninda enzim

verimi artis gdzlendigi bildirmislerdir.

Ellaiah ve ark. (2002) ise Aspergillus niger mutanti ile ¢alismalarda enzim verimi ana

sustan %156 oraninda artis gozlendigi saptamislardir.
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Karanam ve Medicherla (2008) Aspergillus japonicus MTCC 1975 ile yaptiklar
Ultraviyole ile mutasyon ¢alismalarin UV 15181n1n petri yiizeyine olan uzakligi1 olarak 16
cm’de yapmisglar ve elde edilen mutant olan Aspergillus japonicus AUV3’ten lipaz

enzimi verimin ana susa gore %118 oraninda artis1 gdsterdigini rapor etmislerdir.

Jayaraman ve Ilyas (2010) Pseudomonas sp. ana susunu 1-10 dakika siire araliginda ve
uzaklik olarak 15 cm’de UV’ye maruz birakmislar ve secilen mutant ana susa gore
%118 oraninda enzim verimin artis1 belirtmislerdir. Benzer ¢alismalarinda, Serratia
marcescens ECU1010 susundan UV ile elde edilen mutant’in enzim verimi ana susa

gore 2,3 arttirdig1 bulunmustur (Zhao ve ark. 2010).

Toscano ve ark. (2011) UV ile elde edilen mutant Aspergiillus niger UV2/3, 7 giin
inkiibasyon siiresi olan besi ortaminda iiretimi sonucunda ana sustan %168 oraninda

daha yiiksek lipaz verimine sahip oldugu saptamislardir.

Ameri ve ark. (2019) Bacillus atrophaeus FSHM2 susu kullanarak Ultraviyole ile
mutasyon caligmalarinda maruz kalma stiresi olarak 45 dakika ve uzaklik olarak ise 20
cm’de en iyi mutant susu elde ettiklerini bildirmisler ve mutant susun enzim verimi ana

susa gore 2 kat arttirdig1 bulmuslardir.

Bu calismada ve diger bilim insanlarinin yaptiklart UV mustasyon calismalarinda
mutasyon siklig1 organizmalar arasinda olduk¢a fazla farklilik gostermektedir. Bu
durum ayni tiir icinde bile mutasyon sikliginin genden gene degisebilecegini
gostermektedir. Ayrica bu durum mikroorganizmalarin kendi hata okuma ve onarim

sistemlerinin goreceli etkinliklerinden dolay1 olabilmektedir.

Mutasyonla verimli mutantlarin eldesi yaninda enzim {retimi kiiltiir ortaminin
optimizasyonu ile de arttirilabilmektedir (Ilesanmi ve ark. 2020). Kiiltiir ortaminda
uygun karbon kaynaklarinin varligi bakteri iiremesi i¢in ¢ok dnemlidir, ¢iinkii bakteriler
karbon kaynagi varliginda herhangi bir iiriiniin biyosentezini yliksek miktarda
yapabilmektedirler (Mazhar ve ark. 2018). Lotti ve ark (1998) tarafindan yapilan
calismalarda, lipolitik enzimlerin iiretiminde temel bir bilesen olarak karbon kaynagi
oldugunu belirtilmistir. Ayrica lipaz enzimlerin genellikle indiiklenebilir enzimler

oldugundan dolay1 sentezleri ve ekspresyonlar1 i¢in karbon kaynagi gerektigini
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bildirilmektedir. Bu karbon kaynaklari, uyarici olarak bazi lipit veya lipit olmayan
substratlar olabilmekte ve bunlar lipaz proteinlerinin ekspresyonundan sorumlu genleri
uyarmaktadir (Sharma ve ark. 2001). Karbon kaynaginin yani sira, ortamda bulunan
organik ve inorganik azot kaynaklarimin hiicre biiylime faktorleri ve amino asitleri
sagladigi bildirilmistir (Thakur ve ark. 2014). Metal iyonlar1 da lipaz iiretiminde dnemli
bir rol oynadig1 bilinmektedir. Uretim ortamlarinda farkli metal iyonlari, enzim iiretimi

tizerinde farkli aktivasyon veya inhibisyon etkilerine sahiptir (Sethi ve ark. 2013).

Bu amagla ¢alismada elde edilen yeni mutant olan B. cereus EV4’iin lipaz enzimin
tiretim kapasitesini arttirilmasi amaciyla enzim tiretim temel besiyerinde farkli karbon
(C), azot (N) ve metal iyonlar1 kaynaklar1 denenmis ve elde edilen sonuglara gore yeni
bir modifiye ortam olusturulmustur. Bu ¢alismada en iyi karbon kaynagi olarak sukroz
bulunmustur. Sukroz bulunan besiyerinde lipaz aktivitesi temel besiyerine (kontrol)
gore %2 oraninda arttarken, ana susa gore de %64 oraninda verim artisi elde edilmistir.
En yiiksek enzim aktivitesinin azot kaynagi (NH4)2HPO4 (Diamonyum Fosfat) olarak
bulunmustur. Bu ortam kontrol ile kiyaslandiginda %44 oraninda bir verim elde
edilmigtir. Ana susa gore de %132 oraninda verim artis1 elde edilmistir. Ayrica,
(NH4)2NOs varliginda %32 ve (NH4)2SO4 varliginda ise %9 oraninda enzim verimi
saglanmistir. Denemeye alinan azot kaynaklarindan inorganik azot kaynaklari, KNO3
hari¢, organik azot kaynaklarina gore daha etkili oldugu belirlenmistir. Yaptigimiz
calismada inorganik azot kaynagi varliginda lipaz iiretiminin daha yiiksek olmasinin
nedeni, besi ortaminda bulunan diger bilesenlerle amonyum tuzlari ile pozitif etkilesime
girdigi diisliniilebilmektedir. Metal iyonlar1 ile yapilan ¢alismalarda ise en yiiksek enzim
aktivitesinin CuSOs4 olarak saptanmistir ve kontrol ile kiyaslandiginda %4’liik bir enzim
verimin artis1 elde edilmistir. Ana susa gore de %67 oraninda verim artig1 elde
edilmigtir. Calismada kontrol ortaminda birlikte bulunan CaCl: ve NaCl ayr1 ayri
denemeye alinmis, ancak enzim iiretiminde her ikisi tek basma kullanildiginda lipaz
enzimin {iretimi diistiigii saptanmstir. Ikisinin beraber bulunmasinda enzim iiretiminin
arttirma durumu ise bu metal iyonlarmin birbiri iizerine pozitif sinerjik etki yarattig

distiniilebilmektedir.
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Cesitli arastirmacilarda lipaz iretimi lizerine besinsel faktorlerin etkilerini
aragtirmiglardir. Bu aragtirmalar neticesinde birbirinden farkli sonucglar rapor

etmislerdir.

Abada (2008) Bacillus stearothermophilus AB-1 sisundan mezofilik lipaz tiretiminde
karbon kaynagi olarak ksiloz varliginda ve azot kaynagi olarak alanin, fenilalanin,
triptofan ve potasyum nitrat (KNO3) ayr1 olarak varliginda maksimum verim elde

edildigi bulmustur.

Kebabg1 ve Cihangir (2012) ii¢ farkli Yarrowia lipolytica susu ile lipaz iretimi
calismasinda amonyum bilesiklerinin varlig1 lipaz iiretiminde en iyi artis sagladiginm
bulmuslardir. Ayni bakteri susu ile ¢alisan Lopes ve ark. (2016) amyonyum stilfat en iyi

azot kaynag1 olarak da bulmuslardir.

Veerepagu ve ark. (2013) petrol ile kirletilmis topraktan izole edilen Pseudomonas
gessardii tarafindan lipaz enzimi iiretiminde farkli kullandig1 karbon kaynaklarin asil
ortamdaki bulunan karbon kaynagindan (zeytinyagi) daha diisiik enzim verimi
saglandigint bulmuslardir. Bu susu azot kaynagi olarak histidin varliginda maksimum

lipaz enzim iiretigini rapor etmislerdir.

Jia ve ark. (2015) Aspergillus niger tarafindan maksimum lipaz iiretiminde karbon
kaynag1 olarak glukoz ve azot kaynagi olarak soya kiispesi en etkili oldugu

bulmuslardir.

Soleymani ve ark. (2017) Bacillus pumilus ZR-5’in lipaz maksimum iiretiminde, diisiik
maliyetli karbon kaynagi olarak glikoz surubu, yiiksek maliyetli karbon kaynagi olarak
glukoz, diisiik maliyetli azot kaynagi olarak balik tozu ve yiiksek maliyetli azot kaynagi

olarak pepton kullandigin1 rapor etmislerdir.

Mazhar ve ark. (2017) Bacillus subtilis PCSIRNL-39 ile ¢alismalarinda, elde ettigimiz
sonuca benzer olarak sukroz varliginda maksimum verim bulmuslardir. Ancak azot
kaynag1 olarak pepton ve metal iyonlar1 olarak Ca** ve Mg?" enzim iiretiminde en iyi

bulmuslardir.
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Mazhar ve ark. (2018) Bacillus cereus PCSIRNL-37 susun karbon kaynagi maltoz
varliginda maksimum lipaz enzimi tiretimi 30,17 U/mL ile bildirmislerdir. Azot kaynagi
olarak yeast ekstrakt varliginda maksimum enzim iiretimi 50,83 U/mL olarak
saptanmislar ve Ca** ve Mg?>" iyonlar varliginda en yiiksek lipaz enzim iiretimi (40

U/mL) elde etmiglerdir.

Ilesanmi ve ark. (2020) toprak ve su’dan izole edilmis baz1 bakteri tiirleri tarafindan
lipaz iiretiminde en iyi kosullar, karbon kaynagi zeytinyagi ve azot kaynagi yeast

ekstrakt olarak saptanmiglardir.

Bilim insanlarinin yapmis olduklar1 ¢aligmalarin sonuglarindan da anlasilacag: iizere
farkli mikroorganizmalarla yapilan lipaz iiretim verimlerindeki farkliliklar, kiiltiir
ortami bilesiminin yani1 sira bakteri susu 6zelliklerine baglanabilmektedir. Ayrica, lipaz
enzimin aktivitenin Ol¢iilmesinin, ayni zamanda, substrata ve test reaksiyonunun
deneysel kosullarina da baglh oldugundan farkli sonuglar goriilmektedir. Besinsel
faktorlerin lipaz iiretimine olan etkilerinin arastirildig1 ¢alismalarda farkli sonuglarin
almmasi mikroorganizmalarin  kullandigi metabolik yollarin  farkli  oldugunu

gostermektedir.

Yapilan caligmada maksimum enzim akttivitesinin gozlendigi besinsel faktorler
kullanilarak modifiye ortamda EV4 mutant susu enzim {retimi ag¢isindan
degerlendirilmis olup, lipaz enziminin aktivitesi 14 U/mL olarak belirlenmistir. Bu
ortamdan elde edilen deger, temel besiyerine (kontrol, 10,6 U/mL) gore %32 oraninda
bir enzim verimi saglanmigtir. Ana susa (6,6 IlU/mL) gore de 2.1 kat enzim tiretim artig1

gostermistir.

Enzimlerin 06zelliklerinin belirlenmesi amaciyla enzim karakterizasyonu ile enzim
hakkinda o6nemli bilgiler elde edilmektedir. Bu bilgiler ise enzimin endiistriyel
potansiyelini belirlenebilmektedir. Enzimin karakterizasyonunda sicaklik ve pH gibi
baz1 Onemli parametreler dikkate alinmaktadir. Her enzimin maksimum aktivite
gosterdigi bir optimum sicaklik ve optimum pH degeri bulunmakta ve bu degerlerin
bilinmesi enzimin endiistriyel alanlarda aktif olarak kullanilip kullanilamayacagini bilgi
vermektedir. pH degisimleri enzimlerin konformasyonunda degisiklige yol agmaktadir,

clinkii enzimler farkli pH’larda degisik iyonik gruplar olusturdugundan farkli pH’larda
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enzim aktivitesinde biiylik farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica substratin yapist pH
degisimleri ile de degisebilmekte ve dolayisiyla enzim katalitik reaksiyonu iizerinde
etkilemektedir (Sirisha ve ark. 2010). Diger yandan endiistride kullanilan 6nemli
enzimlerin ¢ogu metalloenzimdir. Bu enzimler aktivite gosterebilmek icin ortamda
mutlaka kofaktor olarak metal iyonlarin bulunmasi gerekmektedir. Metalik iyonlar,
konsantrasyona bagli olarak enzimin aktif merkezinde bulunan amino asit dizilerinin
yan gruplarina baglanarak inhibe edici veya uyarici etkiye sahiptir. Enzimlerin Km ve
Vmax degerleri enzimin en 6nemli kinetiksel ozellikleri olup, enzimin substart ile ne
kadar cabuk doyuma ulastigi (Km) ve ulasabildigi en hizli (Vmax) reaksiyonunu
gostermektedir. Km degeri diistiikkge enzimin substartina olan ilgisi artmaktadir. Km
degeri arttik¢ca enzimin substrata olan ilgisi ise diismektedir. Diisiik Km’e sahip enzimler
substratlarma  karst  yiiksek affiniteye sahip oldugundan endiistride Onem

tasimaktadirlar.

Bu ¢alismada elde edilen mutant susu olan Bacillus cereus EV4’den lipaz enziminin
ozelliklerini belirlemek i¢in enzimi kismi olarak saflagtirilmigtir. Bu amagla sirasiyla
amonyum siilfat ¢coktiirmesi, diyaliz ve ultrafiltrasyon islemleri uygulanmistir. Enzim
%8 verimle, 2,9 kez saflagtirnlmigtir. Saflastirma kismi iglemine enzim verimin
kayiplarin, MW cut-off 30,000 ultrafiltrasyon tiipli ile yapilmis olmasindan
kaynaklandig diisiiniilmektedir. Ciinkii lipaz molekiiler agirlik saptama ¢aligmalarinda

molekiiler agirlik 28,2 kDa olarak bulunmustur.

Bu islemden elde edilen kismi saf enzim {izerine sicaklik ve stabilitesi, pH ve stabilitesi,
cesitli potansiyel bilesiklerin etkileri, enzimin Km ve Vmax degerleri ve molekiiler
agirhigt belirlenerek enzim karakterize edilmistir. Yapilan ¢aligmada mutant EV4’den
elde edilen lipaz enzimi i¢in optimum sicaklik degeri 60°C olarak tespit edilmistir ve
enzim 80°C’ye kadar aktivitesini korudugu belirlenmistir. Lipaz enzimin termostabil
Ozelliklerine sahip oldugunu disiiniilmektedir. Kismi olarak saflastirilan enzimin
aktivitesi kontrol’den elde edilen degere gore %13 artmustir. 60°C°de 30. dakikaya
kadar aktivitesini korudugu tespit edilmistir. Enzimin optimum pH degeri ise 7.0 olarak
saptanmis olup, notral bir enzimdir. Diger yandan, enzimin asidik ortamdan ziyade
alkali ortamda daha 1yi aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. pH stabilite denemelerinde

30 dakika boyunca aktivitesini korurken, siirenin artmasi ile 120 dakika sonunda %67
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oraninda aktivite kayb1 saptanmistir. Metal iyonlar1 enzim aktivitesi ilizerinde kofaktor
olarak gorev aldigindan dolay1r enzim {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Yapilan
calismada CuSO4, CaClz, LiSO4, KCIl ve BaCl: iyonlarinin enzim aktivitesi {izerine
etkili bir sekilde aktivatdr etki yaptigi tespit edilmistir. Diger metal iyonlar1 lipaz
tizerinde etkili olmadig1 saptanmistir. En iyi sonu¢ 5SmM CuSOs oldugu, enzim
aktivitesi kontrole gore 3,3 kat arttirdigi bulunmustur. 5 mM KCI varliginda da %78
oraninda aktivitede artig goriilmiistiir. Noniyonik bir siirfektan olan Triton X-100,
anyonik bir deterjan olan SDS ve selatlayici ajan olan EDTA 1 mM olarak varliginda da
enzim aktivitesinde artis olmustur. Ancak 5mM varhiginda %2-9 oraninda enzim

aktivitesinin diistiigli saptanmustir.

Yapilan calismada enzimin kinetik 6zellikleri arastirildiginda Vmax degeri 17,36 U/mL
olarak bulunmustur. Km degeri ise 0,036 mM olarak bulunmustur. Calismada mutant
EV’den elde edilen lipaz enziminin molekiil agirligt SDS-PAGE ile yaklasik 28,2 kDa
olarak saptanmistir. Ham enzimin depolanma stabilitesinin belirlenmesi i¢in ¢alismanin
sonucunda oda sicakliginda (RT) 60 giine kadar lipaz enzimin aktivitesi hemen hemen

korunurken, bu siire +4°C’de 75 giine ve -20 °C’de 90 giine kadar bulunmustur.

Farkli arastiricilar farklt mikroorganizmalarla yaptiklar1 ¢aligmalarda da lipazlarin
Ozelliklerini ortaya ¢ikarmak i¢in enzimi saflastirma uygulamalar1 yapmiglar ve enzimi

karakterize etmislerdir.

B. subtilis 168 (Lesuisse ve ark. 1993), B. subtilis (Eggert ve ark. 2002), Bacillus
pumilus (Kim ve ark. 2002) ve Bacillus coagulans (Alkan ve ark. 2007) suslarindan

tiretildigi lipaz enzimin aktivitesi 35-40 °C’de maksimum gdsterdigini saptanmustir.

Caligmalarimizdan elde edildigi sonuca benzer olarak Wang ve ark. (1995) Bacillus sp.
A30-1 tarafindan elde edilen lipaz enzimin aktivitesi 60°C’de maksimum gosterdigi
rapor etmislerdir. Aymi sicaklikta Bacillus sp. J33 (Nawani ve ark. 1998), Bacillus
Cereus C7 (Dutta ve Ray 2013) ve Bacillus thermoleovorans CCR11 (Ochoa ve ark.

2005) maksimum aktivite de bulunmustur.
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Bacillus A30-1’in lipaz enzimi pH 9.5’te maksimum enzim aktivitesi ve lipaz enzimi
substrat olmadiginda pH 5-10,5 arasinda 15 saat boyunca %90-95 oraninda stabil
oldugunu saptanmigtir (Wang ve ark. 1995).

El-Shafei ve ark. (1997) Bacillus cereus lipazin aseton ¢oktiirmesi (%60-%70) ve
Sephadex G-100 kolon kromatografisi ile 31,2 kez saflastirmislar ve sonucunda %46,2
verim elde ettigi saptamislardir. Lipazin maksimum aktivitesi 40°C’de oldugunu, 40-
50°C arasinda 30 dakika boyunca enzim aktivitesi korudugu ve lipazin optimum pH
degeri 0,05 M fosfat tamponunda 7.5 ve 0,05 M Tris tamponunda ise 8.5 oldugunu

rapor etmiglerdir.

Nawani ve ark. (1998) termofilik Bacillus sp. J33 ile yapilan ¢alismalarda lipaz enzimin
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile 8 kat ve jel filtrasyon kromatografisi ile 10 kat kismi
olarak saflastirdiktan sonra olusan lipazin 70°C’de 30 dakika boyunca aktivitesi %50
oraninda korudugu, lipazin optimum aktivitesi pH 8.0’de gosterdigini, Hg** ve Cd**
iyonlar1 varliginda inhibe olurken, Mg?", Na ¥, Li * iyonlar1 varliginda aktivitesinin
strastyla % 63, % 63 ve % 23 oraninda arttigin1 saptamuslardir. Lipaz enzimin aktivitesi
Ca®’, Fe*", ve K" iyonlar1 varliginda tamamen korudugu, 10 mM EDTA varhiginda ise

enzimin aktivitesi %40 oraninda kaybetigini bulmuslardir.

Lee ve ark. (2001) Bacillus thermoleovorans ID-1 susudan elde edilen lipazin amonyum
stilfat ¢oktiirmesiyle (%80) 9,8 kez saflastirildiktan sonra DEAE-Sefaroz CL6B Anyon
Degisimi Kromatografisi, Superdex 200 Jel Kolon Kromatografisi, Resource PHE
Hidrofobik Kromatografisi (FPLC) ve Mono Q Anyon Degisimi Kromatografisi ile 300
kat saflartirildig1 ve enzimin saflagtirma sonucunda toplam %0,16 verim elde edildigini
saptamiglardir. Saflastirilan lipazin optimum sicakligini 65°C odugunu, lipazin 40-50°C
arasinda 30 dakika boyunca enzim aktivitesi korudugu, pH 6.00-8.00 arasinda oda
sicakliginda 24 saat boyunca aktivitesi korudugu ve pH 9.0°da maksimum enzim
aktivitesi oldugu bulmuslardir. Enzimin 1mM Fe?" ve Cu?" varliginda aktivitesinin

inhibe edildigini de saptamiglardir.

Lima ve ark. (2004) Bacillus megaterium ile yaptiklar1 ¢alismalarda lipaz enzimin pH

6.0 maksimum aktivitesi gosterdigini tespit etmislerdir.
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Ochoa ve ark. (2005) Bacillus thermoleovorans CCR11’den iiretilen lipazin 30-40°C
arasinda 1 saat boyunca enzim aktivitesi %100 olarak korudugu saptamisken 50-60°C
arasinda ise %75 olarak korudugu bulmuslardir. Lipaz enzimin pH 9.0 ile 10.0 arasinda
maksimum aktivite gosterdigi ve pH 5-11 arasinda 30°C’de 26 saat boyunca %80
oraninda korudugu saptamiglardir. Ayrica lipaz enzimin 30°C’de 1 saat boyunca inkiibe
edildiginde 1mM konsantrasyonundaki Hg?", Mg?*, K* ve Li" iyonlar1 varliginda inhibe
olurken, Na" and Ba' iyonlar1 varhginda ise enzim aktivitesi korudugu da
saptamislardir. Hg?" iyonu lipaz aktivitesi iizerinde giiglii bir inhibitdr etkiye sahip

olmasi sebebi, bu iyon enzim konformasyonunu degistirebildigini diigiinmiislerdir.

Kumar ve ark. (2005) Bacillus coagulans BTS-3 lipazlarinin 55°C’de maksimum
aktivite gosterdigini, 8.5 olarak daha alkali ortamda maksimum aktivitesi gosterdigini
ve K" varhiginda aktivitesi %286 oraninda kontroldan daha yiiksek oldugu

saptamuglardir.

B. cereus C7 (Dutta ve Ray 2009) 1 mM Ca?* varliginda %100 oraninda enzim verimi

artig1 gostermistir.

Kamijo ve ark. (2011) Bacillus sp. HH-01 susu ile ¢alismalarda lipaz enzimin aktivitesi

30 °C’de maksimum gosterdigi rapor etmislerdir.

Tamilarasan ve Kumar (2012) Bacillus sphaericus MTCC ile yapilan g¢alismalarda
ekstraseliiler lipaz enzimi 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) tamponunda amonyum siilfat
coktlirmesi (%60) ile 1,35 kat saflastirma yaptiktan sonra DEAE-Sefaroz Anyon
Degisimi Kromatografisi kullanarak toplam %5.7 verim ile 17 kat saflagtirma yaptigini
saptamislardir. Saglagtirilan lipazin maksimum aktivitesi 40°C’de ve pH 8.0’de
gosterdigini bulmuslardir. Lipazin aktivitesi, 1 mM ve 5 mM Mg?" ve Ca®" iyonlar
varliginda %10-15 oraninda arttirdigi, Mn** ve Na* 1 mM konsantrasyonunda enzim
aktivite iizerinde etki gostermemesine ragmen 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarinda
enzim aktivitesini %10-12 arttirdi181 rapor etmislerdir. 5 mM ve 10 mM Cu?", K* ve Fe**

iyonlar1 varliginda lipaz aktivitesi inhibe oldugunu belirlemislerdir.

Dutta ve Ray (2013) Bacillus Cereus C7 susundan lipazin amonyum siilfat ¢oktiirmesi

(%30-50) ve diyaliz ile 11 kez saflastirildigini ve %41.5 verim elde ettigini
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saptamislardir. Lipazin optimum aktivitesi pH 8.0’de gdosterdigini, pH 7.2-9 arasinda
60°C’de 1 saat boyunca stabil oldugunu, 0,1 ve 1 mM Mn?*", Fe’" ve Sn®' iyonlar
tarafindan inhibe edildigi, ve 1 mM Zn?**, Ca*", Cu**, Mg?* ve Co?" iyonlar1 aktivitesi

artirdigini rapor etmislerdir.

Saengsanga ve ark. (2016) 10 mM konsantrasyondaki Ca** or Mg?" iyonlar1, Bacillus
amyloliquefaciens E1PA susundan elde edilen lipaz iiretimini sirasiyla %128.85 ve
%121.1 oraninda uyardigini bulmuslardir. Co®" varliginda aktivitesi %70 oraninda
diistiigii ve Fe**, Mn?" ve Cu?' iyonlar1 enzim aktivitesi iizerinde giiglii olarak inhibe

ettigini saptamiglardir.

Mazhar ve ark. (2016) Bacillus subtilis PCSIR-NL39 susundan elde edilen lipaz
enzimin amonyum siilfat ¢oktlirmesi (%80) ile 3,45 kez saflastirdiktan sonra diyaliz ve
Iyon Degisimi Kromatografisi ile 8.38 kat saflastirmislar ve 446 U/ml olarak enzim
aktivitesi ile toplam %1,6 verim elde etmislerdir. Saflastirilan lipazin 70°C’de 1 saat
boyunca inkiibe edildiginde aktivitesi %90 (124 U/ml) oraninda korudugu, lipazin
optimum aktivitesi pH 8.0’de gdsterdigini ve 1 mM Mg?*, Ca?’, K" and Na* iyonlarin
varliginda aktivitesini arttig1 bildirmislerdir. Fakat 10 mM Mg** ve 1 mM Mn**, Zn**,
Fe?*, Ag**, Co*", Cu*" iyonlar varh@inda diisiik lipaz aktivitesi ile sonugladig1 rapor

etmislerdir

Sivaramakrishnan ve Incharoensakdi (2016) petrol ile kirletilmis topraktan izole edilen
Bacillus sp. susundan lipaz enzimin 5,1 kez saflastirmislar ve sonucunda %10,5 verim
elde ettigini bildirmiglerdir. Lipazin optimum aktivite gdsterdigi sicaklik 37°C oldugu,
optimum pH degeri 6,5 oldugu ve pH 3 ve pH 10’da enzim aktivitesi %70 kaybettigini
saptamiglardir. Lipaz enzimi Zn*", K* ve Fe?" iyonlar1 varliginda aktivitesi inhibe
olurken, Mg?*, Mn**,Ca® * iyonlar1 varliginda aktivitesinin arttigin1 saptamuslardir.
Calistigimizdan elde edilen sonuglarm aksine Cu?* varliginda lipaz enzimin aktivitesi

tamamen gostermedigi bulmusglardir.

Sharma ve ark. (2017) Bacillus methylotrophicus PS3 susundan lipaz enzimi 48 saat
boyunca inkiibe edildikten sonra amonyum siilfat ¢oktiirmesi (%30-90), diyaliz ve
Sephadex G-100 kolon kromatografisi ile 2,9 kez saflagtirmiglar ve enzimin saflagtirma

sonucunda toplam %24,10 verim elde ettigini rapor etmislerdir. Saflastirilan lipazin
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55°C’de maksimum aktivite gosterdigini saptamiglardir. Farkli pH degerlerinin lipaz
enzimin aktivitesine olan etkilerinin arastirmasi i¢in sitrat-fosfat tamponu (pH 4.0-7.0),
Tris HCI tamponu (pH 8.0) ve glisin- NaOH tamponu (pH 9.0-11.0) kullanarak Bacillus
methylotrophicus PS3 ile bir ¢alisma yapmislar ve 50°C’de ve 30 dakika boyunca
inkiibe edilen lipazin maksimum aktivitesi elde etigimiz sonuca benzer olarak pH 7.0’de
bulmuslardir. Ayrica lipaz aktivitesinin 1 mM Mg?" ve Ca?’ ile sirasiyla %100 ve
%98.40 oraninda stimiile edildigini ve 1 mM Cu**, Fe*, Co** ve Zn?' iyonlar
varliginda ise enzim aktivitesi sirasiyla %48, %65, %75 ve %83 oraninda kaybettigini

bildirmislerdir.

Gortldugi gibi literatiirlerde metal iyonlar1 farkli Bacillus suslarindan elde edilen lipaz
enzimler lizerinde farkl etkiler gostermistir. Yaptigimiz ¢aligmada elde edilen sonuca
benzer olarak ¢ogu arastirmacit Ca®" iyonlarm lipaz enzimi iizerinde olumlu bir etki
gosterdigini bulmuslardir. Bunun sebebi Ca®’ iyonlarin enzimin konformasyonunda
degisiklik sagladigindan dolay1r daha fazla baglanma bdlgesi olusmaktadir. Ayrica

enzimin termal stabilitesini de arttirmaktadir (Ghasemi ve ark. 2015).

Enzimin kinetik Ozellikleri belirlenmek i¢in diger bilim insanlar1 da yaptiklar

calismalarda farkli sonuglar elde etmislerdir.

El-Shafei ve ark. (1997) Bacillus cereus lipazin Km degeri tween 20 olarak substrat

kullandiginda 0.6 mM oldugu ve tributirin kullandiginda 0.9 mM oldugu bulmuslardir.

Lee ve ark. (2001) Bacillus thermoleovorans ID-1’den ekstaseliiler lipaz enzimin
trikaprilin olarak substrat kullandiginda Lineweaver-Burk grafigi yararlanarak Km ve

Vmax degerleri sirastyla 1,8 mM ve 12,8 umol dak™! mg™! oldugunu saptamislardir.

Dutta ve Ray (2013) Bacillus cereus C7 susundan {iretilen lipaz enzimin Km ve Vmax
degerleri sirastyla 5.282 x 107 mol L ve 3,34 x 10 mol dak' L' oldugunu rapor

etmislerdir.

Hemlata ve ark. (2016) Bacillus sonorensis 4R ile ¢alismalarda lipaz enzimin substrat
zeytinyag olarak kullandiginda Vmax ve Km degerleri sirastyla 5,0 uM/ml/dak ve 3,22
pM oldugu, hardal yagi olarak kullandiginda Vmax ve Km degerleri sirasiyla 5,55
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uM/ml/dak ve 2,22 uM ve pamuk yagi olarak kullandiginda Vmax ve Km degerleri
sirastyla 7,14 uM/ml/dak ve 2,5 uM bulmuslardir.

Baz1 arastirmaci yaptiklar1 ¢aligmalarin sonuclar1 c¢alistigimizdan elde edilen sonuca

gore daha kiigiik molekiiler agirligina sahip olan lipazlar bulmuslardir.

Schmidt-Dannert ve ark. (1994) termofilik Bacillus thermocatenulatus lipazin

molekiiler agirliginin 16 kDa oldugunu saptamiglardir.

Benzer c¢alismalarda Bacillus thermoleovorans ID-1 (Lee ve ark. 2001) lipazin
molekiiler agirligi 19 kDa oldugu, Bacillus sp. H-257 (Imamura ve Kitaura 2000),
Bacillus thermoleovorans CCR11 (Ochoa ve ark. 2005) lipazin 11 kDa oldugunu,
Bacillus licheniformis (Madan ve Mishra 2009) ve Bacillus subtilis (Ma ve ark. 2006)
lipazlarin 24 kDa oldugunu, Bacillus amyloliquefaciens E1PA oldugunu (Saengsanga

ve ark. 2016) lipazin 23 kDa oldugunu rapor edilmistir.

Baska bilim adamlar1 daha biiyiik molekiiler agirliga sahip olan lipaglar da

saptamislardir.

Kim ve ark. (1994) Bacillus sp. susundan iretilen lipaz molekiiler agirhigr 50 kDa

oldugu belirtmislerdir.
Wang ve ark. (1995) lipazin molekiiler agirlig1 65 kDa oldugu saptamislardir.

Lin ve ark. (1996) mesofilik Bacillus sp. lipazin molekiiler agirligi de 112 kDa oldugu
bulmuslardir. Baska calismada ayni sonu¢ olarak Dosanjh ve Kaur (2002) mesofilik

Bacillus sp. susunun lipazin 112 kDa oldugunu rapor etmislerdir.

Nawani ve ark. (1998) termofilik Bacillus sp. J33 ile yaptiklar1 ¢alismalarda lipazlarin
molekiiler agirligi 45 kDa oldugu tespit etmislerdir.

Dharmsthiti ve Luchai (1999) Bacillus sp. THL027 lipazin 69 kDa oldugunu

bulmuslardir.

Nawani ve ark. (2006) mesofilik Bacillus spp. lipazin molekiiler agirligi 60 kDa oldugu

rapor etmislerdir.
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Dutta ve Ray (2013) Bacillus cereus C7 susundan firetilen lipazin molekiiler agirligi 38

kDa oldugu rapor etmislerdir.

Mazhar ve ark. (2016) Bacillus subtilis PCSIR-NL39 ile yaptiklari caligmalarda

lipazlarin molekiiler agirlig: sirasiyla 41 kDa oldugu bulmuslardir.

Sharma ve ark. (2017) Bacillus methylotrophicus PS3 susu ile ¢alismada lipaz enzimi
elde ettigimiz enzim molekiiler agirlik degerine yakin olarak 31.40 kDa oldugu

bulmuslardir.

Enzimin depolanma stabilitesinin belirlenmesi amaciyla diger arastirmacilar yaptiklar

calismalarda farkli sonuclar da ortaya cikartmislardir.

Pereira-Meirelles ve ark. (1997) Candida lipolytica ile galismalarda lipaz enzimin

5°C’de 370 giin boyunca aktivitesi korudugu saptamislardir.

Brigida ve ark. (2007) Yarrowia lipolytica susundan elde edilen lipaz enzimi depolama
stabilitesi arastirmak icin -10°C’de saklamiglar ve 7 ay sonunda lipaz aktivitesi

baslangi¢ aktivitesine gore %100 oraninda korudugu rapor etmislerdir.

Tiimtiirk ve ark. (2007) Candida rugosa susundan iiretilen lipaz 4°C’de 60 giin boyunca

saklamiglar ve enzim aktivitesi 30. giinde tamamen kaybetigini rapor etmislerdir.

Dizge ve ark. (2008) Thermomyces lanuginosus lipaz1 4°C’de asetat tamponunda (25
mM, pH 6.0) 30 giin boyunca saklamiglar ve 30 giin sonra aktivitesi %45’e diistiigii

tespit etmisler.

Bussamara ve ark. (2012) Pseudozyma hubeiensis HB85A nin lipazin 5°C’de 40 giin
boyunca her giin aktivitesine bakmiglar ve 40. giinde enzim aktivitesi baslangi¢

aktivitesine gore %20 oraninda kaybetigini bulmuslardir.

Bu c¢alismada da lipaz enziminin cesitli slirfektan ve oksitleyici ajan varliginda
stabilitesi arastirilarak, lipaz enziminin deterjan endiistrisinde kullanim potansiyeli
belirlenmistir. %1 ve %5 konsantrasyonlardaki SDS, Triton X-100, EDTA ve H20:
eklenerek, 100 rpm, 60 ve 70°C kosullarinda 1 saat boyunca lipaz enzimi bu deterjan

katki maddeleri ile beraber inkiibe edilmistir. Calismalar sonucunda enzimin baslangi¢
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aktivitesine gore, 60°C’de %5 EDTA iceren ortamda lipaz enzimi aktivitesinin %9
oraninda arttig1 belirlenmistir. 60 ve 70 °C’lerde denenen tiim katki maddeleri
bulunduklarinda enzim aktivitesinin korudugunu goriilmiistiir. Enzimin katki maddeleri
bulunduklarindan etkilenmedigi sonucuna ulagilmasini goézlenmistir. Hatta enzimin
60°C’de bu katki maddeleri varliginda aktivitesinin az da olsa arttig1 tespit edilmistir.
Diger yandan liyofilize lipaz enziminin deterjandaki raf dmrii saptamak i¢in yapilan
calisma sonucunda enzim deterjan varlifinda aktivitesi kontrole gore %59-64 oraninda
korudugu gozlenmis ve bunu 90. giine kadar aktivitesi stabil kaldig1 saptanmistir.
Bunun yaninda enzimli deterjandaki lipazin enzimsiz deterjandakine goére biraz daha
fazla aktivite kayb1 gézlenmistir. Bunun sebebi enzimli deterjan igerisinde lipaz enzimin

protein yapisi parcalayabilen proteaz enzimin bulunmasi diistintilmektedir.

Mutant EV4 Liyofilize lipaz enziminin yemeklik yanmis yagi ile kirletilmis
kumaglardaki kirliligin giderilmesindeki etkisini saptamak iizere yapilan calisma
sonucunda lipaz uygulandiktan sonra yapilan 6l¢iimler, kontrol olan kirletilmis kumasla
kiyaslandiginda %30 oraninda diisiik delta E degeri elde edilmistir. Bu da lipaz
enziminin kirlililk gideriminde etkili oldugunu gostermistir. Lipaz enzimi, enzimli
deterjandan daha c¢ok enzimsiz deterjanla birlikte uygulandiginda etkili olmustur. Bu
durum en 1yi sonucun alindig1 ticari enzim+enzimsiz deterjan uygulanmasinda da elde
edilmistir. Enzimli deterjanlarda bulunan proteaz enziminin lipaz enzimlerini degrede
ettigi disiinebilir. Diger yandan enzimsiz deterjan ile yapilan Ol¢iimde DE degeri
yiiksek ¢ikmigtir. Bu da deterjanin tek basina kirlilik giderimde etkili olmadigimni
gostermektedir. Bu durum deterjanlara katki olarak enzim ilavesinin Onemini de
gostemistir. Ticari enzimle yapilan calismada en iyi sonucun alinma neden, ticari
enzimlerin biiyiikk Olgekte lretilmesi ve konsatre edilmesinden kaynaklanmaktadir.
Kiiciik ¢apta iiretilip liyofilize edilen mutant EV4 lipaz enzimi biiyiik ¢apta {iretilen ve

konsatre edilen ticari enzim ile kiyaslandiginda umut verici olarak goriilmektedir.

Bazi bilim insanlar1 da deterjan katki maddeleri varliginda lipaz enziminin kararliligini

ortaya ¢ikaran ¢aligmalar bildirmislerdir.
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Schmidt-Dannert ve ark. (1994) Bacillus thermocatenulatus lipaz1 Tween 20 ve Tween
80 varliginda aktivitesi diistik gosterdigi ve Triton X-100 varliginda enzim stabil kaldig1

belirlemistir.

Wang ve ark. (1995) Bacillus A30-1’in lipaz enzimi %1 H20: varliginda 60°C’de 1
saatlik inkiibasyon siiresinden sonra aktivitesi tamamen korudugu ve 3 saat sonra
enzimin baslangic aktivitesine gore %93 oraninda kaldigini rapor etmislerdir. Bu da

deterjan uygulamalarinda olumlu sonuglar aldiklarini ifade etmislerdir.

Lee ve ark. (2001) Bacillus thermoleovorans ID-1 saflastirilan enzimin %1 EDTA
varliginda aktivitesi %32’ye diistiigli ve %1 EDTA varliginda ise enzim %97 oraninda

stabil kaldig1 tespit etmislerdir.

Ochoa ve ark. (2005) Bacillus thermoleovorans CCR11°den elde edilen lipazin 1%
Triton X-100 varliginda 60°C’de pH 6.5’te 30 dakika sonra aktivitesi korudugu, ancak
1% SDS, Tween 80 ve Tween 20 varliginda enzim tamamen inhibe oldugunu rapor

etmislerdir.

Kiran ve Chandra (2008) Bacillus sp. TSCVKK lipazin aktivitesi Tween 20, Tween 80
ve Triton X-100 varliginda %90 oraninda korudugu bulmuslardir. Bu da enzimin

deterjan sanayii i¢in uygunlugunu ifade etmislerdir.

Tamilarasan ve Kumar (2012) Bacillus sphaericus MTCC lipaz enzimin 10 mM EDTA,
SDS, 2-Mercaptoethanol, Triton X 100 ve Sodyum perklorat varliginda aktivitesi

tamamen inhibe oldugu rapor etmislerdir.

Hemlata ve ark. (2016) Bacillus sonorensis 4R ile ¢alismalarda gesitli stirfaktan (%1
SDS, Sodium deoxycholate, Triton X-100 ve Tween-80) ve ticari deterjanlar (%1 Ariel,
Surf excel, Tide, Rin) kullanarak 60°C’te enzim stabilitesine bakmislar ve 30 dakika
sonunda SDS, sodium deoxycholate, tween-80, Ariel ve Rin varliginda enzim aktivitesi

stabil kaldigin1 bulmuslardir.

Sharma ve ark. (2017) Bacillus methylotrophicus PS3 susu ile yapilan calismalarda
lipaz enzimi ¢esitli siirfektan varliginda stabilitesi kontrol etmislerdir. Lipaz enzimi

50°C’de Triton X-100 varliginda %106.16 oraninda stabil oldugunu, gliserol varliginda
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lipaz aktivitesi %16 oraninda kaybetigini ve diger surfaktan olan SDS, EDTA, CTAB,
and Tween 80 varliginda enzim aktivitesi sirasiyla %89, %83, %75 ve %69 oranlarinda

kaybetigini rapor etmislerdir.

Saraswat ve ark. (2017) toprakan izole edilen Bacillus subtilis susu ile ¢alismalarda
lipaz enzimin aktivitesi siirfaktan olan %1 Tween 20, Tween 80 ve Triton X-100
varliginda 6 saat sonunda baslangic aktivitesine gore sirasiyla %103, %98 ve %84
kaldig1, ancak %1 SDS varliginda aktivitesi %99 oraninda kaybetigini bulmuslardir.
Lipaz enzimin 37°C’te %1 sodyum perborat (NaH2BOs), hidrojen peroksit (H202) ve
sodyum hipoklorit (NaClO) gibi oksitleyici ajan ve 7 mg/mL Aerial, Tide, Fena ve
Henko gibi cesitli ticari deterjanlar varliginda aktivitesi %90-98 oraninda stabil kaldigi

ve deterjan formiilasyonlarinda kullanilma potansiyele sahip olabilecegini bulmuslardir.

Khan ve ark. (2019) Bacillus subtilis ile yapilan mutasyon g¢alismalarda ana sus ve
mutantlarin lipaz enzimlerin ¢esitli stirfaktan (%10 Tween 20, Tween 80, Triton X-100,
NP-40, SDS), oksitleyici ajan (%10 H202, Na:BO3, NaClO) ve ticari deterjanlar (%10
Tide, Vanish, Ariel, Henko, Surf Excel) varliginda stabilitesi arastirmiglar ve bunlardan

bir mutant lipaz inkiibasyon sonunda stabil oldugunu saptamislardir.

Literatiirlerde Bacillus tiirlerinden elde edilen lipaz ile ilgili ¢ok farkli sonuglar rapor
edilmistir ve bu da bize Bacillus tiirlerinin lipazlarinin ¢ok farkli 6zelliklerde olduklarini

gostermektedir. Bu calismada da mutant EV4’{in 6zellikleri literatiire kazandirilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda ana susu olan Bacillus cereus ATA179 susundan rastgele
mutasyon ¢aligmalarindan elde edilen verimli mutant olan Bacillus cereus EV4’den
iiretilen lipaz enzimi icin verimli bir modifiye ortami elde edilmis, enzim kismi
saflastirilmis ve karakterize edilmesi sonucu enzimin termostabil oldugu ve diisiik Km’e
sahip olmas1 nedeni ile ¢esitli endiistriyel alanlarda kullanim potansiyeli olabilecegi,
deterjanlar varliginda raf Oomriinlin uzun olmasi, enzimin deterjan katki maddeleri
varligindan etkilenmedigi ve kirletilmis kumastaki yaglar1 giderdiginden dolay1 enzimin

deterjan endiistrisinde bir potansiyele sahip olabilecegini diisiiniilmektedir.
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