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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

LOKAL OLARAK IZOLE EDILEN Anoxybacillus gonensis UF7 ILE LIPAZ ENZIM
URETIMI

Fatma ALTINOK
Damsman: Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL

Amag: Lipazlar, genis bir substrat 6zgiilliigii bulunan, ¢esitli uygulama potansiyeline sahip
olan enzimlerdir. Bu enzim; ilag, kozmetik, deri, deterjan, gida, parflim, tibbi teshis,
biyopolimer-biyosensor yapimi, biyoremediasyon, biyodizel ve diger organik sentetik
malzemelerin tiretiminde kullanilmaktadir. Tez ¢alismasinda, farkli illerden toplanan kaplica
orneklerinden; bakteriler izole edilerek, lipaz enzim aktivitesine sahip sus/suslar belirlenmis
ve en yiliksek aktivite veren izolattan lipaz enzimi saflastirilarak, karakterizasyon islemi
gerceklestirilmistir.

Yontem: Kaplicalardan alman numuneler, termoslarda laboratuvar ortamina getirilerek
termofilik bakterilerin izolasyonu gergeklestirilmistir. izole edilen bakteriler lipaz besiyerine
inokiile edilerek, enzim aktiviteleri incelenmistir. En yiiksek lipaz aktivitesine sahip izolat
alinmis, 16S rRNA sekans analizi ile tiir diizeyinde tanilanmasi gergeklestirilmistir. Daha
sonra lipaz iiretimine gecilmis, 2 farkli yontem ile enzim saflastirilmistir. Amonyum stilfat ve
iyon degisim sonucu saflastirilan enzimin biyokimyasal karakterizasyonu yapilmstir.

Bulgular: Bu calismada; toplam 64 adet termofilik bakteri izole edilmistir. Elde edilen
izolatlardan 14 tanesinin tribiitirin agar besiyerinde seffaf zon olusturdugu gozlenmis ve bu
bakterilerin s1vi lipaz besiyerinde aktiviteleri hesaplanmistir. En yiiksek aktiviteye sahip UF7
kodlu izolat klonlanmis; Anoxybacillus gonensis tiiriine ait bir sus oldugu tespit edilmistir.
Ardindan sivi lipaz besiyerinde enzim iiretilmis, TPP yontemi ile %70 amonyum siilfat
doygunlugu, 1:1 homojenat:z-biitanol oraninda %79,91 verim ve 6,01 kat; amonyum siilfat ve
iyon degisim kromotografisi yontemi ile de, %80 amoyum siilfat doygunlugunda 13,10 kat ve
%40,65 verim ile saflagtirilma gergeklestirilmis, SDS-PAGE ile molekiil kiitlesinin ~73 kDa
oldugu tespit edilmistir.

Sonu¢: Bu calismada, A. gonensis UF7 kodlu sus tarafindan iiretilen lipaz enzimi ilk kez
saflagtiritlip karakterize edilmistir. Enzim hem TPP hem amonyum siilfat ve iyon degisim
kromotografisi olmak iizere 2 farkli yontem ile saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin optimum
pH ve sicakligi sirasiyla; 8,0 ve 60°C olarak belirlenmistir. Ayrica saflastirilan lipaz
enziminin metanol, etanol gibi organik ¢oziiciilerde ve Ca™, Mg™ gibi metal iyonlar
varliginda aktivesi artarken; DMSO, kloroform ve Cu*?’1n enzim aktivitesini azalttig1 tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, Anoxybacillus gonensis, TPP, amonyum siilfat, iyon degisim
kromotagrafisi

Subat 2022, 97 sayfa
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ABSTRACT

MASTER THESIS

LIPASE ENZYME PRODUCTION BY LOCALLY ISOLATED Anoxybacillus
gonensins UF7

Fatma ALTINOK
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL

Objective: Lipases are enzymes with a wide substrate specificity, having potential for various
applications. This enzyme is used in the production of pharmaceuticals, cosmetics, leather,
detergents, food, perfumes, medical diagnostics, biopolymer-biosensor construction,
bioremediation, biodiesel and other organic synthetic materials. In the thesis study, the
bacteria were isolated from hot spring samples collected from different provinces, the
strain/strains with lipase enzyme activity were determined, the lipase enzyme was purified
from the isolate with the highest activity and the characterization process was carried out.

Method: The samples taken from the hot springs were brought to the laboratory in thermos
and isolation of thermophilic bacteria was performed. The isolated bacteria were inoculated
on lipase medium and their enzyme activities were investigated. The isolate with the highest
lipase activity was selected and identification of the isolate was performed at the species level
by 16S rRNA sequence analysis. Then, lipase production was carried out and the enzyme was
purified by 2 different methods. Biochemical characterization of the enzyme purified by
ammonium sulfate and ion exchange was performed.

Results: In this study, a total of 64 thermophilic bacteria were isolated. It was observed that
14 of the obtained isolates formed a transparent zone on tributyrin agar medium and the
activities of these bacteria in liquid lipase medium were calculated. The UF7-coded isolate
showing the highest activity was cloned, it was determined that the strain belongs to the
Anoxybacillus gonensis. Then, the enzyme was produced in liquid lipase medium. With the
TPP method at 70% ammonium sulfate saturation and 1:1 homogenate:t-butanol ratio,
purification was achieved with 79.91% yield and 6.01 times, with ammonium sulfate and ion
exchange chromatography method at 80% ammonium sulfate saturation, purification was
carried out with 40.65% yield and13.10 times and molecular mass of the enzyme was
determined to be ~73 kDa by SDS-PAGE.

Conclusion: In this study, the lipase enzyme produced by the A. gonensis UF7 strain was
purified and characterized for the first time. The enzyme was purified by 2 different methods,
both TPP and ammonium sulfate-ion exchange chromatography. It was designated that the
optimum pH and temperature of the purified enzyme are 8.0 and 60 °C, respectively. In
addition, it was observed that while the activity of the purified lipase enzyme increased in
organic solvents such as methanol and ethanol and in the presence of metal ions such as Ca®"
and Mg?", the enzyme activity decreased in DMSO, chloroform and Cu?".

Keywords: Lipase, Anoxybacillus gonensis, TPP, ammonium sulfate, ion exchange
chromatography

February 2022, 97 pages
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GIRIS

Mikroorganizmalarin, cinsler arasinda farklilik gosteren, yliksek gelisim gosterdikleri
optimum sicaklik degerleri vardir. Baz1 mikroorganizmalar 0°C’nin altindaki sicakliklarda
gelisim gosterebilirken, bazilar1 ise 100 °C’nin iizerinde gelisim gosterebilmektedir.
Bakteriler, en yiiksek gelisim gosterdikleri optimum sicakliklara gore 4 gruba ayrilmaktadir.
Bunlar; optimum sicakliklar: diisiik olan psikrofiller, orta derecede olan mezofiller, yiiksek
olan termofiller, ¢ok yiiksek olan hipertermofillerdir. Bakteri grubu igerisinde bulunan
termofilik bakteriler gelisim gosterdikleri sicakliklara gore ii¢ grupta incelenmektedir.
Optimum gelisim sicakliklart 65-75°C olan zorunlu veya ekstrem termofiller 40-42°C’nin
altinda gelisim gosteremezken, fakiiltatif termofiller hem 50-65°C araliginda hem de 30°C
sicaklikta gelisim gosterebilmektedir. Termotolerant sinifinda bulunan termofilik bakteri
suglarinin  maksimum gelisim sicakliklar1 45-50°C araligindadir ve 30°C’nin altindaki

sicakliklarda da gelisim gdstermektedir (Basbiilbiil 2001).

Organizmalar, ekstrem kosullara karst hiicresel islevleri ve metabolik yollar
diizenleyerek hayatta kalabilmektedir. Ornegin termofilik bakterilerin hiicre zarinda bulunan
doymus yag asitleri, hiicre igerisinde hidrofobik bir ortam olusturur ve yiiksek sicakliklarda
hiicre zarmin stabil kalmasin1 saglar. Ayrica termofillerin enzim, protein, niikleik asit gibi
hiicresel bilesenleri de 65-85°C gibi yiiksek sicakliklara, asidik-alkali kosullara ve protein
hidrolizi gibi denatiiranlara kars1 dayaniklidir (Haki and Rakshit 2003).

Christian Gottfried Ehrenberg tarafindan 142 adet Bacillus cinsi mikroorganizma 16S
rRNA dizisi ile belirlenmis, adlandirilmis ve Bakteri (Eubakteri) domainine dahil edilmistir.
Bacillus cinsi mikroorganizmalar: Hareketli, zorunlu veya fakiiltatif aerob, katalaz pozitif,
oksidaz pozitif ya da negatif, endospor olusturan, Gram pozitif, cogunlukla ¢ubuk sekilli
kemoorganotrof 06zellikte olan bakteri grubudur (Yilmaz 2006; Vos et al 2011).
Biyoteknoloji ve ¢esitli endiistriyel alanlarda kullanilan enzimler, Bacillus cinsi bakteriler
tarafindan iretilmektedir. Bacillus cinsine ait bakteriler lipaz, amilaz, pektinaz, kitinaz,
ksilanaz, seliilaz, proteaz gibi farkli hiicre dis1 enzimleri liretme yetenegine sahiptir (Woese

Wolfe 1985; Kati et al. 2016).

Bacillus cinsi bakteriler genellikle mezofilik oldugu gibi, termofil ve psikrofil 6zellige
sahip tiirleri de bulunmaktadir (Todar 2015). 2000 yilinda hayvan giibresinden izole edilen
Anoxybacillus susunun, fenotipik 6zellikleri temel alindiginda Bacillus grubundan ayrilip,

bakteri sistematigine yeni bir cins olarak kaydedilmistir. Anoxybacillus cinsinin tip tiiri

1



Anoxybacillus pushchionensis’dir. 1lk izole edildiginde anaerob bir bakteri cinsi oldugu
diistintildiiglinden, iiremesi ve ¢ogalmasi icin oksijen gerektirmeyen anlamina gelen “anoksi”
eki cins isminin basma ilave edilmis, yapilan c¢aligmalarda zorunlu anaerob Ozelligi

aerotolerant veya fakiiltatif anaerob olarak diizeltilmistir (Pikuta ez al. 2000)

Anoxybacillus gonensis tirii; cubuk seklinde, kolonileri piiriizlii ve krem rengi, Gram
pozitif, hareketli, endospor olusturan bir bakteridir. Fakiiltatif anaerob olan bakteri oksidaz ve
katalaz pozitiftir. Bu tiir; 40-70°C arasindaki sicakliklarda (optimum 55-60°C), pH 6-10
(optimum 7,5-8,0) araliginda ve optimum %#4 tuz konsantrasyonunda gelisim gostermektedir
(Belduz et al. 2003). A. gonensis ile yapilan ¢alismada; tribiitrin agar besiyerine ekimi
gerceklestirilip, 60°C de ii¢ giin inkiibasyona birakilmis ve besiyerinde olusan seffaf zon,
bakterinin tributirinin parcalanmasindan sorumlu hiicre dist bir enzim {irettigini gostermistir.
Bu kalitatif test, 4. gonensis’in kisa zincirli ester baglarin1 hidroliz edebilen enzim (lipaz,

esteraz ya da tiirevi) tirettigini gostermistir (Faiz et al. 2007).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, farkli illerden toplanan kaplica sularindan termofilik
bakteriler izole edilmistir. Elde edilen bakteriler, tribiitrin agar besiyerine ekilerek lipaz iireten
suglarin ayrimi saglanmistir. Lipaz aktivitesi 6l¢iim prosesi uygulanarak, en yiiksek lipaz
aktivitesi gosteren bakteri susu segilip, 16S rRNA dizi analizine gonderilmis ve tiiriin
Anoxybacillus gonensis oldugu tespit edilmistir. Izolat icin optimizasyon ¢alismalar1 yapilip
en yiiksek lipaz iiretiminin gergeklestigi optimal sartlar belirlenmis ve bu optimal sartlar
uygulanarak iiretilen lipaz enzimi saflastirilmistir. Elde edilen saf lipaz enziminin

karakterizasyon c¢alismalar1 gerceklestirilmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Termofilik Bakteriler ve Siniflandirma

Sicaklik, canlilarin yasamlarini devam ettirebilmeleri i¢in énemli bir faktordiir. Bazi
canlilar sicakligin yiiksek oldugu ortamlarda yasamsal faaliyetlerini yerine getiremezken,
bazilar1 bu sicakliga hizli uyum saglayabilecek 6zelliklere sahip oldugu icin yasamlarini ¢ok
rahat bir sekilde devam ettirebilir. Termofilik terimi ilk olarak 1879'da Miquel tarafindan
yiiksek sicakliklarda yasayabilen organizmalari tanimlamak amaciyla kullanilmistir.
Termofilik bakteriler; 45-80°C sicakliklarda yasayan organizmalar olup, yasam alanlari
arasinda c¢oOller, termal bolgeler, derin kara ve okyanus dipleri gibi jeotermal alanlar
bulunmaktadir. Bu bakterilerin 121°C’ye kadar yiiksek sicakliklarda yasayabilmeleri
miimkiindiir (Suddin et al. 2019; Gulmus and Gormez 2020; Abdollahi et al. 2021).

Ekstremofilik mikroorganizmalar; yliksek- diisiik sicaklik, pH, basing ve tuzluluk
oranlarina sahip olan asir1 ekosistemlerde yasar ve ii¢ alemden (bakteri, arkea ve dkarya) de
tiyeler igermektedir. En yiiksek biiyiime sicakliklarma (103-110°C) sahip organizmalar;
Archaea'ya ait Pyrobaculum, Pyrodictium, Pyrococcus ve Melanopyrus cinslerinin iiyeleridir.
Mantarlar i¢inde Ascomycetes ve Zygomycetes smiflari, bakterilerde ise Thermotoga maritime
ve Aquifex pyrophilus yiiksek biiylime sicakligina sahiptir (Mohammad et al. 2017; Abdollahi
etal. 2021).

Termofiller; proteaz, amilaz, lipaz, ksilanaz, pektinaz, kitinaz, seliilaz, DNA polimeraz
gibi termostabil ve ekstrem kosullarda aktif olabilen enzim {iretme potansiyelleri nedeniyle
literatiirde  siklikla yer almaktadir. Endistriyel islemlerde termostabil enzimlerin
kullanilmasinin bir¢ok avantaji vardir. En temel avantajlarindan bir tanesi; reaksiyon sicakligi
arttikga reaksiyon hizinin da artmasidir (Ornegin, 10°C’lik sicaklik artis1 reaksiyon hizini
yaklagik iki katina cikarir). Termostabil enzimler, daha uzun yarilanma 6mriine sahiptir ve
sicakliktaki ani artiglar1 tolere edebilmektedir. Bu enzimler sadece termostabil olmalariyla
degil, ayn1 zamanda yiiksek veya diisiik pH, yiiksek tuzluluk gibi kosullar altinda da
aktivitelerini koruyabildikleri i¢in cesitli endiistriyel proseslerde (tibbi, kimya, gida, tekstil,
kagit, deri), biyoteknoloji ve gen miihendisligi alanlarinda rahatlikla kullanilabilmektedir

(Abdollahi et al. 2021; Gaur et al. 2021).

Termofilik bakteriler, ekstrem kosullarda hiicre ve molekiil fonksiyonlarinin

bozulmasina engel olacak adaptasyona sahiptirler, bunlar; hiicre igeriginde bulunan yiiksek



tuz konsantrasyonu, proteinlerin kuaterner yapida olmasi ve hiicre membraninda bulunan
doymus yag asitleridir. Termofilik organizmalarin hiicresel elemanlar1 ve hiicresel bilesenleri
(enzimler, proteinler, niikleik asitler gibi) 65-85 °C gibi yiiksek sicakliga dayaniklilik
gostermektedir. Ayn1 zamanda ekstrem asidik ve alkali sartlar gibi denatiire edicilere ve
proteolize kars1 dayaniklidirlar. Ayrica hipertermofil bakterilerin tiimiinde ve bazi termofilik
bakterilerde bulunan pozitif siiper sarmal DNA olusumunu ve DNA’daki baglanti sayisinin
artmasini saglayan reverse giraz (RG) enzimi ¢ift zincirli DNA’y1 sicakligin neden oldugu
denaturasyona kars1 korumaktadir (Kumar and Nussinov 2001; Haki and Rakshit 2003; Inan
2011).

Biitiin bakterilerde ortak bulunan, saperon adi verilen 1si-sok proteini termofilik
bakterilerde cokca iretilmektedir. Bu molekiiller, denatiire olan proteinlerin tekrar eski
formda katlanmalarmi saglayarak, 6zelliklerini yeniden kazandirmaktadir (Macario and de
Macario 2002) Termofiller, sicaklik degisimlerine uyum saglayamayan organizmalarin
kullandig1 elektrostatik disiilfit kopriisii ve hidrofobik etkilesimleri kullanarak yiliksek
sicakliklara tolerans gdstermektedir (Lopez-Garcia 1999). Hipertermofilik bakteriler, yiiksek
sicakliklarda erimeye karst mikroorganizmayr daha direngli hale getiren tek tabaka lipit
yapida bir membrana sahiptir. Arkealar, hiicre membraninin yaninda igerdikleri eter lipitleri
ile sicakliga ve degredasyona karsi direngli hale gelmektedir (Daniel and Cowan 2000).
Termofilik bakterilerin yasadiklar1 ortama uygun olarak, RNA yapis1 da diger bakterilere gore
farklilik gosterir. Termofilik RNA’larin yiiksek sicakliklardaki stabilitesini; zengin GC
icerigine sahip olmasi, 0zel posttranskripsiyonel modifikasyonlar ve protein baglanma

bolgelerindeki degisimler saglamaktadir (Fang et al. 2001).

Bakterileri, geleneksel yollar olan; morfolojik, metabolik ve fizyolojik &6zelliklerine
gore smiflandirmak farkli bakteri tiirleri arasindaki evrimsel iligkiyi ortaya koymakta yetersiz
kalmaktadir. Niikleik asitlerin dizi analiz verilerini temel alan; mikrobiyal sistematigin
filogeniye  dahil  olmasiyla ~ mikroorganizmalar  evrimsel  Ozelliklerine — gore
siiflandirilabilmistir. Bu sayede klasik testlerin uzun siiren deneyleri, daha fazla is giicii
gerektirmesi, tecriibeli arastirmacilara ihtiyagc duymasi, pahali olmasi ve elde edilen
sonuglarin yoruma agik olmasi gibi dezavantajlar1 yerini molekiiler yontemlere birakmistir.
Bu yontemde lipitler, proteinler, karbonhidratlar, DNA-RNA ¢alisma materyali olarak kabul
edilir ve bunlardan birinin veya birlesimleriyle olusan kombinasyonlarin kullanimiyla,

mikroorganizmalarin tan1 ve karakterizasyonu gerceklestirilir (Adigiizel 2006).

Sistematik, organizmalarin ¢esitliligini ve onlarin c¢evreleriyle olan iliskilerini

calisarak, organizmalar1 karakterize eden, adlandiran ve tanimlanmis pek ¢ok 6zellige gore



gruplandiran taksonomi bilimi ile filogeni arasinda iliski kurmaktadir. Bakteriyel taksonomide
genel teshis ve tanimlamada pratik agidan genellikle fenotipik  6zelliklerden
yararlanilmaktadir. Taksonomi, birbiriyle baglantili olan siniflandirma, isimlendirme ve
tanillama olarak ii¢ alt bilim dalindan olusmustur. Taksonominin mevcut faktorlerinden
birincisi, tiirlerin ve temel taksonomik birimlerin belirlenmesi ve bu birimleri siralamak i¢in
uygun bir ilerleme planinin yapilmasidir. Ikincisi, adlandirmadir ve taksonomik bir diizenin
olusturulmasi igin terimler ve kurallardan olusmaktadir. Isimlendirilmenin dogru bir sekilde
yapilmasi i¢in International Nomenclature of Bacteria’da soz edilen uluslararasi kurallar ve

tanimlanan isimler kullanilmaktadir (Baltac1 2015).

Enzimler

Enzim terimi ilk defa 1877'de fizyoloji profesorii olan Wilhelm Friedrich Kuhne
tarafindan kullanilmistir. Enzim, biyokimyasal reaksiyonlarda katalizér gorevi géren, canli
organizmalarca iretilen, reaksiyonun baslamasi i¢in asilmasi gereken aktivasyon enerjisini
diistirerek reaksiyonu hizlandiran ve reaksiyon sonucu herhangi bir degisiklige ugramadan
cikan biyomolekiildiir (Gurung et al. 2013; Singh et al. 2016). Enzimler substratlarina
spesifiktir ve kimyasal katalizorlere gore yiliksek faaliyet gostermeleri yoniiyle daha
avantajlidir. Enzim etkinligi ise substrat-enzim konsantrasyonuna, pH ve sicaklik gibi
faktorlere baghdir (Javed et al. 2018). Enzimler hiicre igerisinde gerceklesen reaksiyonlari
katalizlemenin yaninda; protein yikimi, DNA’nin sentez-yikim islemleri, protein tasinmasi,
sindirim, sinirsel uyarilarin iletimi, sentez reaksiyonlari, apoptosis mekanizmasi gibi 6nemli
bircok olayin gerceklestirilmesinde gorev alir ve katalizledikleri reaksiyona ozgiidiirler

(Whitford 2013).

Hiicrelerde 6nemli metabolik faaliyetleri iistlenen enzimlerden, amacglanan istekler
dogrultusunda giinlilk hayatta da yararlanilmaya baslanmistir (Tablo1l). Tipta teshis ve
tedavide, temizlik malzemelerinde (1915 yilinda Rahm tarafindan yapilan ¢aligmada, lipaz ve
proteaz enzimlerini, etken bir temizleyici olarak ¢amasir yikama sularina katmistir), alkollii
icecek, meyve suyu- siit iretiminde, ekmek- peynir yapiminda, bebek gidalarinda, kimyada,
kagit-kauguk {iretiminde, fotograf endiistrisinde, ziraat alaninda, biyolojik savaslarda,
biyopolimer ve biyoyakit iiretimi gibi ¢cok genis alanlarda enzimlerden yararlanilmaktadir.
Enzimlerin ¢ok tercih edilmesinin nedeni; ucuz maliyetli olmasi, hiicre dis1 ortamlarda aktif

olarak calisabilmeleri, alerjik veya toksik etkilerinin olmamasidir (Seving 2010).



Tablo 1. Endiistriyel Oneme Sahip Bazi Enzimler (Inan 2011).

ENZIMLER  SICAKLIK REAKSIYONLAR KULLANIM ALANLARI
ARALIGI(°C)
Amilolitik 90-100 Polisakkarit—disakkarit, Firincilik, mayalanma, deterjan,
monosakkarit gida ve igecek endiistrisi,

tatlandirict yapim

Ksilanaz 45-105 Kraft hamuru—ksilan+lignin Kagit ve kagit hamuru
endiistrisinde
Kitinazlar 65-75 Kitin—kitobioz Gida, kozmetik, ilag, cimento

endiistrisi, atik su temizlenmesi ve

Kitin—N-asetilglukozamin o
kagit iiretimi

Kitin—deasetilaz
Seliilaz 45-95 Seliilloz—glukoz Deterjan ve tekstil endiistrisi, ¢op
ve atiklarin iglenmesi
Proteaz 65-85 Protein—peptit ve Firincilik, mayalanma, deterjan,
aminoasitler gida, ilag ve deri endiistrisi
Lipazlar 30-70 Yag uzaklastirilmasi, Siit, deterjan, kagit, ilag,
hidrolizis, alkolizis, kozmetik, deri ve tekstil endiistrisi
aminoizis
DNA 90-95 DNA replikasyonu Genetik mithendisligi, PCR

Polimeraz

2016 yilinda, endiistriyel enzimlerin piyasa degeri 4,61 milyar dolarken 2017- 2022
yillar1 arasinda %5,8’lik bir biiylime ile 6,3 milyar dolara ulagsacagi tahmin edilmektedir.
Piyasadaki en biiyiik paym ise 2,3 milyar dolar ile gida-igecek endiistrisinde olmasi

beklenmektedir (Deckers et al. 2020).

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB), Uluslararasi Saf ve
Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ile miizakere ederek, enzimleri sistematik olarak
adlandirip siniflandiran Uluslararast bir Enzim Komisyonu kurmustur (Singh et a/. 2016). Bu
komisyona gore enzimler katalizledikleri ana reaksiyonlara gore kodlanip, 6 sinifa ayrilmistir

ve 2018’de yedinci grup olarak translokazlar eklenmistir. Bunlar:

1. Oksidorediiktazlar: Oksidasyon reaksiyonlari, elektronlarin bir molekiilden
digerine transferini icermektedir. Bu siniftaki enzimler, dehidrojenazlar olarak
adlandirilmaktadir.

2. Transferazlar: Bu enzimler, atom gruplarinin bir molekiilden digerine transferini

katalizlemektedir.



3. Hidrolazlar: Hidrolazlar, substratlarin su ile ayrismasimni katalize ederler.
Hidrolazlar tarafindan biiylik molekiiller kii¢lik parcalara ayrilmaktadir.

4. Liyazlar: Bu enzimler, gruplarin c¢ift baglara eklenmesini veya gruplarin
cikarilmasiyla ¢ift baglarin olusumunu katalizlemektedir. Olusturulan baglar,
hidrolizden farkli bir yontem kullanilarak ayrilmaktadir.

5. 1zomerazlar: Gruplarin molekiil iginde konumlarmin transferini katalize ederler.

6. Ligazlar (Sentetazlar): Ligazlar, molekiiller aras1 yeni kovalent baglar ile bag
gruplarinin olustugu biyosentetik reaksiyonlar1 katalizlemektedir (Gurung et al.
2013).

7. Translokazlar: Iyonlarin veya molekiillerin hiicra zar1 boyunca hareketini veya

bunlarin zarlar i¢inde ayrilmasini katalize ederler (Tipton and McDonald 2018).

Gliserol ester hidrolaz ya da triagilgliserol ag¢ilhidrolaz olarak adlandirilan lipazlar
(E.C.3.1.1.3), hidrolaz grubuna aittir ve katalizledikleri reaksiyonlar ¢ift yonliidiir. Yani
triacilgliserollerin; digliserid, monogiliserid, serbest yag asiti, gliserole hidrolizini
katalizlerken, ayn1 zamanda sulu veya susuz ortamda bu reaksiyonun tersini de (yag sentez

reaksiyonunu) sentezleyebilmektedir (Javed et al. 2018).
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Sekil 1. Lipaz enziminin sentez ve hidroliz reaksiyonu (Ekinci 2015)

Literatiir verileri incelendiginde, lipazlarin o/f hidrolaz siiper ailesi iiyelerinden
oldugu, aktif niikleofilik serin kalintis1 bulundugu, neredeyse biitiin lipazlarda (Yalnizca
Candida antartica’dan elde edilen lipaz enzimi, korunmus olan bu peptit dizisine sahip
degildir) korunmus olan Gly-X-S-X-Gly pentapeptit yapisini olusturan aminoasit dizilimine
sahip oldugu tespit edilmistir. Bu pentapeptiti olusturan aminoasit dizisinin etrafinda
konumlanan diger aminoasit rezidiileri, mikrobiyal lipazlar arasinda akrabalik diizeyinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Lipaz enziminin aktif bdlgesi; serin, histidin, aspartik veya
glutamikasit aminoasitlerinden olusur ve bu aktif bdlgeyi amfifilik o heliks peptidinden

olusan bir kapak kaplamaktadir. Ayrica lipazlarda, trigliseridler i¢in 4 substrat baglanma cebi



(oksianyon deligi, sn-1, sn-2, sn-3) bulunmaktadir. Esterazlarin bir alt sinifi olan lipazlari
kodlayan genlere, bakteri ve mantarlarda rastlanildigir gibi bu genlerin bazi viriislerde de
bulundugu tespit edilmistir (Kapoor and Gupta 2012; Gurung et al. 2013; Masomian et al.
2016; Javed et al. 2018). Lipazlar; hidroliz, alkoliz, asidoliz, aminoliz, esterifikasyon,
transesterifikasyon ve interesterifikasyon olmak tizere 6 farkli reaksiyonu katalizlemektedir

(Davranov 1994; Savitha ef al. 2007)
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Sekil 2. Lipaz enziminin katalizledigi reaksiyon ¢esitleri; (a) hidroliz, (b) esterifikasyon, (c)
asidoliz, (d) alkoliz, (e) transesterifikasyon, (f) aminoliz (Giil 2013)

Lipazlarin 6nemli 6zellikleri su sekildedir:

1. Bir ¢ok substrata spesifik olarak baglanma 6zelligine sahiptir (Aulakh and Prakash
2010).

2. Hem hidroliz hem de sentez reaksiyonlarinda kemoselektivite, regioselektivite ve
steroselektivite gosterdiklerinden farmasotik ve tarim endiistrisinde optik olarak
aktif bilesiklerin liretimi i¢in ¢ok fazla kullanilmaktadir (Snellman et al. 2002).

3. Mantarlar, mayalar ve bakteriler tarafindan ucuz maliyetli ve biiylik miktarlarda

tiretilmektedir (Gl 2013).



4. Birgok lipazin kristal yapilari, X-1s1m1 kristalografisi ile ¢oziilerek; belirlenen amag
dogrultusunda protein miihendisligiyle yapilmaktadir (Kapoor and Gupta 2012;
Javed et al. 2018).

5. Enzim, aktif hale gelmek icin kofaktor gerektirmezken ayni zamanda yan
reaksiyonlar1 da katalizleyebilmektedir.

6. Organik ¢oziiclilere karsi, enzim kararliligini korumaktadir (Jaeger and Eggert

2002).

Mikrobiyal Lipazlar

Mikroorganizmalar; ucuz besin maddeleri ile kolayca iirebilme, yiiksek stabiliteye
sahip Onemli enzimler {iiretebilme, kiiltiir ortamindan kolayca ayristirilabilme ve genetik
modifikasyonlara agik organizmalar olduklar1 i¢in endiistriyel ve biyoteknoloji alanlarinda
bitki ve hayvanlara gore ¢cok daha avantajli olmaktadir. Bu gibi alanlarda kullanilacak olan
mikroorganizmalarin, yalnizca enzim iiretme yetenekleri degil patojen veya toksik olmama
ozellikleri de arastirilir. Ayrica endiistri alaninda kullanilan enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu
mikrobiyal kokenli oldugu i¢in, lipaz enzim iiretiminde de mikroplardan yararlanilmaktadir
(Demain and Solomon 1981; Destain et al. 2005; Kiran et al. 2006). Enzim aracili proseslere;
azaltilmig iglem siiresi, daha diigiik enerji ihtiyaci, ucuz maliyetli olmalari, sagli§a zararl
olmayan ve ¢evre dostu 6zellikleri nedeniyle siklikla bagvurulmaktadir (Li et al. 2012; Choi et
al. 2015).

Lipazlar hayvan, bitki ve ¢ok cesitli mikroorganizma tiirlerinde bulunmaktadir.
Mikrobiyal kokenli lipazlar; kolay ve ucuz yontemlerle elde edilebilme, diisiik maliyetli
ekstraksiyon, sicaklik-pH stabilitesi, her reaksiyon tiirline gore substratlarina 6zgii olmalari,
organik coziiciilerde koruduklari stabil aktiviteleri, yiiksek katalitik aktiviteye sahip olmalari
ve istenmeyen yan iriin olusturmamasi gibi Ozellikleriyle, diger lipazlara kiyasla avantajli
hale gelmektedir (Jaeger and Reetz 1998; Aulakh and Prakash 2010). Giinlimiizde ¢aligilan
lipazlarin ¢cogu mantar ve bakteri kaynakli mikrobiyal lipazlardir. Ozellikle fungal kaynakli
Candida, Geotrichum, Rhizopus, Thermomyces gibi cinslerde bulunan lipazlar ile bakteriyal
kaynaklt Pseudomonas cinsinde bulunan lipazlar saflastiritlip c¢esitli caligmalarda

kullanilmistir (Arpigny and Jaeger 1999).



Tablo 2. Mikrobiyal Enzim Kaynaklar1 ve Kullaniom Alanlar1 (Bharathi and Rajalakshmi

2019)

ELDE EDILDIiGi
KAYNAK

MIKROORGANIiZMA KULLANILDIGI ALAN

Candida sp.

Cryptococcus sp.

Rhodotorula mucilaginosa

Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu
Mikrobiyal Tip Kiiltiir Koleksiyonu
Mikrobiyal Tip Kiiltiir Koleksiyonu

MAYA
Saccharomyces cerevisiae Zeytinyagi
Trichosporon asahii Petrolle kirlenmis toprak
Yarrowia lipolytica Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu
Yamadazyma terventina Zeytinyagi
Rhizopus oryzae Atik yagla kontamine olmus toprak
Rhizopus sp. Yagla kontamine toprak
Penicillum sp. Soya yemegi ve peynir
FUNGUS
Penicillium chrysoenum Endiistriyel atiklar
Meterhizium anisopliae Siit atiklari
Aspergillus niger Endiistriyel Mikroorganizmalarin
Ulusal Koleksiyonu
Yersinia enterocolitica Et fabrikasi buzdolab1
Xanthomonas oryzae Toprak numunesi
Thalassospira permensis Deniz suyu
Staphylococcus warneri Yagla kontamine toprak
BAKTERI Enterococcus durans Balik isleme atiklari

Bacillus subtilis
Bacillus sp.
Bacillus sphaericus
Acinetobacter sp.

Aeromonas caviae

Fars Tipi Kiiltiir Koleksiyonu
Yagla kontamine toprak
Mikrobiyal Tip Kiiltiir Koleksiyonu
Petrolce zengin toprak

Siit isleme endiistrisi

Mikrobiyal lipaz kaynaklari; endiistriyel atiklardan, siit iiriinlerinden, bitkisel yag

isleme fabrikalarindan, yag ihtiva eden tohumlardan, yag ile kirlenmis topraklardan, kompost

yiginlarindan, ¢iirlimiis gida {iriinlerinden ve ¢esitli ¢evrelerden izole edilebilmektedir (Giil

2013; Muthazhagan and Thangaraj 2014). Izole edilen bu mikroorganizmalar, direkt ve

indirekt yontem ile farkli substrat maddeleri bulunduran kati agar ya da sivi besiyerinde

gelistirilebilmektedir (Bharathi et al. 2019). Son yillarda yapilan calismalar, azot-karbon

kaynagi, pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi, ¢Ozlinmiis oksijen konsantrasyonu ve lipit
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kaynaklar1 gibi bir¢cok ¢evresel parametrenin fungal lipaz enzim flretimini etkiledigini
gostermistir (Sharma et al. 2001). Termofilik fungal lipaz lireticilerinden Mucor pusillus,
Rhizopus homothallicus ve Aspergillus terreus, termostabil hiicre dis1 lipaz iireticisi olarak
bildirilmistir (Singh and Mukhopadhyay 2012). Fungal lipazlar istikrarlari, segiciligi ve genis
substrat 6zgiilliigli nedeniyle birgok endiistriyel alanda kullanilmaktadir (Wiseman 1975).
Lipaz enzim iiretimi i¢in genel funguslar tercih edilirken, saflastirma ve iiretimde sagladiklar
kolaylik nedeniyle flamentli funguslar son zamanda 6n plana ¢ikmaktadir (Pandey ef al. 2016;

Roy et al. 2021).

Bir¢ok bakteri 1yi birer lipaz iireticisidir. Zorlu endiistriyel ortam sartlarma karsi
dayanikli olma, kolay elde edilebilme, heterojen ortamlarda ¢alisabilme, genis 6lgekli substrat
ozgulligli, pH tolerans1 ve yliksek sicakliklarda gelisim gosterebilme gibi o6zellikleri
nedeniyle de endiistride tercih edilmektedir (Hasan et al. 2006; Ramani et al. 2010; Gupta et
al. 2015; Javed et al. 2018). Bakteriyel lipazlarin ¢ogu hiicre dis1 iiretilir ve sicaklik, pH, azot
ve karbon kaynagi, lipit varligi, inorganik tuzlar, ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu gibi
beslenme ve fiziko-kimyasal faktorlerden biiyiik 6l¢iide etkilenir (Jaeger et al. 1999; Gupta et
al. 2004; Vasudevan 2004).

Endiistriyel proseslerde kullanilan, taksonomik olarak birbirine yakin bakteriyal suslar
birbirlerinden farkl tiirde lipaz enzim iiretimi gergeklestirebilir. En yaygin lipaz iireten cins,
Bacillus’tur ve B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis, B. coagulans tiirleri ¢esitli endiistriyel
ve biyoteknolojik caligmalarda yer almaktadir (lizumi ef al. 1990; Gupta et al. 2004;
Guncheva and Zhiryakova 2011; Suci et al. 2018).
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Tablo 3. Bakteriyel Lipaz Kaynaklar1 (Gupta et al. 2004; Javed et al. 2018)

BAKTERI KAYNAGI

Anoxybacillus flavithermus

Acinetobacter radioresistens

Aneurinibacillus migulanus

A. denitrificans

Aneurinibacillus

thermoaerophilus

Bacillus stearothermophilus,
Bacillus atrophaeus

Bacillus licheniformis

Bacillus aerius

Bacillus smithii

Bacillus thermoleovorans

Burkholderia ubonensis
Chromobacterium viscosum

Staphylococcus warneri

Xanthomonas oryzae

Lactobacillus plantarum

REFERANS

(Bakir and Metin
2016)

(Cherif et al. 2011)

(Bhavani et al.
2013)

(Odera et al. 1986)

(Masomian et al.
2016)

(Ashfaq 2014)
(Saun et al. 2014)

(Lailaja and
Chandrasekaran
2013)

(Tripathi et al.
2014)

(Yang et al. 2016)
(Bajaj et al. 2010)

(Yele and Desai
2015)

(Mo et al. 2016)
(Lopes et al. 2002)

BAKTERI KAYNAGI

Enterococcus faecium

Geobacillus
stearothermophilus

Geobacillus
thermocatenulatus

Geobacillus
thermoleovorans

Lactococcus chungangensis

Micrococcus luteus

Pseudomnas aeruginosa

Pseudomonas putida

Pseudomonas cepacia

Pseudomonas luteola
Staphylococcus sp.

Streptomyces lividans

Yersinia enterocolitica

P. pseudomallei

REFERANS

(Ramakrishnan ef al.
2016)

(Dror et al. 2015)

(Kapoor and Gupta
2012)

(Abol Fotouh et al.
2016)

(Konkit et al. 2016)

(Akbar et al. 2014)

(Mobarak-Qamsari et
al 2011)

(Ananthi et al. 2014)

(Zheng et al. 2012)

(Ribeiro et al. 2011)
(Daoud et al. 2013)
(Wang et al. 2016)

(Jietal 2015)

(Kanwar and
Goswami 2002)

Genel olarak lipaz iiretimi i¢in; organik azot kaynagi, yag, yag asidi ve gliserol gibi

lipidik bir karbon kaynagimin bulunmasi yeterlidir. Lipaz enzim iiretimi “submerged

fermantasyon (SMF)” sistemi olarak adlandirilan lipaz sivi besiyerinde ve “solid state

fermantasyon (SSF)” olarak adlandirilan kati hal fermantasyon sisteminde gergeklestirilir.

Siv1 lipaz besiyerinde karbon kaynagi olarak cesitli sivi yaglar kullanilirken, kati lipaz

besiyerinde farkli substratlar bulunmaktadir. Enzim iiretiminde siklikla sivi besiyeri tercih

edilmektedir, bunun en énemli sebebi de mikroorganizmanin kolaylasan yetistirilme kosulu

ve bu sistemde iiretilen enzimlerin c¢ogunun ekstraseliiler olmasi nedeniyle kolayca

saflastirilabilmesidir (Ramos-Sanchez et al. 2015).
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Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen enzimlerin, hiicre disina salgilanmasi icin
optimum sicaklik esastir (Bharathi et al. 2019). Ozellikle, termofillerden iiretilen termofilik
lipazlar, yiiksek sicaklik altinda, organik ¢oziiciiler- deterjanlarin varliginda c¢ok iyi katalitik
aktivite ve stabilite sergilemektedir (Li and Liu 2017; Shahinyan et al. 2017; Atalah et al.
2019). Bu lipazlar, kimyasal denatiirasyona karsi da direngli olduklar1 i¢in endiistriyel
proseslerde onemli rol oynamaktadir. Oda sicakliginin {izerinde erime noktasina sahip yaglar,
lipitler ve iceriginde bol miktarda yag ihtiva eden endiistriyel atiklar yiiksek sicakliklarda
enzimatik olarak islenmektedir. Artan ortam sicakligi mezofilik kaynaklardan elde edilen
enzimin katalizini engellerken, termostabil lipaz enzimleri aktivitelerini korumaktadir (Kim et
al. 1994; Schmidt-Dannert et al. 1994; Rta et al. 1997). Ornegin, Alcaligenes sp.'den elde
edilen termofilik lipaz enzimi, 60—70 °C'lik optimal sicaklik, asit-alkali ortamin zorlu
reaksiyon kosullarinda miikemmel katalitik aktivite ve stabiliteye sahip oldugu tespit

edilmistir (Liu ef al. 2021).

Lipazlarin Kullanim Alanlar

Lipaz enzimi, 6zgiilliigii, yiiksek sicakliga dayanikli olmasi, genis pH araliginda stabil
kalmasi, toksik olmamasi ile endiistriyel ve biyoteknoloji alanlarinda en 6nemli ii¢ temel
enzimden biri haline gelmistir (Verma and Kanwar 2008). Enzimler, milyarlarca dolarlik bir
pazar payina sahiptir. Onemli enzimlerden olan lipazlar, genellikle; deterjan, gida, ilag, peptit
sentezi, yag hidrolizi, kozmetik, kagit endiistrisi, biyosensér yapimi, atik aritimi,
biyobozunum, tip ve ila¢ sanayisi gibi alanlarda kullanilmaktadir (Jaeger and Reetz 1998;
Doukyu and Ogino 2010; Choudhury and Bhunia 2015). Lipaz enzimi, substrata 6zgiil olma
ve ¢esitli organik ¢oziiciilerde spesifik olarak bolgesel secici reaksiyonlar gergeklestirebilme
gibi essiz yetenekleri nedeniyle biyomedikal uygulamalarda 6nemli bir biyokatalizér olmustur

(Pandey et al. 1999).

Gecmis yillarda atiklar, kazilan ¢ukur igerisine gomiilerek ortadan kaldirilmis, ancak
her seferinde bosaltilacak yeni bir yer bulma zorlugu ve ¢op imha yontemindeki eksiklikler
nedeniyle yeni yontemler arastirilmistir. Yiksek sicaklikta yakma ve kimyasal ayirma
kullanarak atiklar1 aritma i¢in yeni teknolojiler gelistirilmistir. Bu yontemlerin, c¢evreye
verdikleri zarar ve pahalilik gibi dezavantajlar1 nedeniyle, kirleticileri uzaklastirmak igin
mikroorganizmalarin kullanildigi biyoremediasyon alternatif yontem haline gelmistir. Ilk
zamanlarda, C. rugosa' dan elde edilen lipaz, yiizeyden yagi ¢ikarmak icin kullanilmistir
(Bailey and Ollis 1986). Daha sonraki donemde ise lipazin evsel atiklar, kiimes hayvan
atiklar1 ve endiistriyel atiklar dahil olmak {izere atik su aritimi i¢in kullanilabilecegi

kesfedilmistir (Arora et al. 2020).
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Lipaz enzimi, tipta bazi hastaliklarin teshisinde kullanilan 6nemli bir enzimdir.
Ornegin; Mycobacterium tuberculosis bakterisinin neden oldugu tiiberkiiloz hastaligin1 teshis
etmek i¢in kullanilir. Bakteride bulunan lipaz enzimi, sadece tiiberkiiloz teshisinde degil, akut
pankreatit tespiti, kotii huylu tiimor tedavisinde yiiksek 6zgiilliik ve duyarlilikla ¢alismaktadir.
Endiistriyel  olarak lipazlar, atik yaglarin  gideriminde, polyester atiklarinin
uzaklastirllmasinda, su aritiminda, biyoremediasyon proseslerinde kullanilmaktadir (Pandey

et al. 1999; Nagarajan 2012).

Lipaz Enziminin Bazi Biyoteknolojik Uygulamalar:

Canli organizmalar kullanilarak {iretilen polimerlere, biyopolimer ismi verilmektedir
ve polifenoller, polisakaritler, polyesterler gibi ¢esitleri bulunmaktadir. Biyopolimerin enzim
katalizli sentezi, polimer yapisinin miikemmel seciciligi ve kontrolii, biyolojik olarak
parcalanabilmeleri, yenilenebilir dogal kaynaklardan iiretilmeleri nedeniyle yesil kimyanin

biiyliyen bir alan1 haline gelmistir.

Polimerizasyon kosullarinin kontrol edilebilir olmas1 ve saflastirma maliyetinin azlig1,
lipazlar tarafindan katalize edilen biyobozunur polimer sentezini arttirmaktadir. Lipaz
enziminin, stereo segiciliginin optik olarak aktif polimerlerin sentezi i¢in faydali oldugu
bulunmustur ve lipazlarin biyopolimer iiretimindeki en biiylik avantaji, yliksek segicilikleridir

(Ghosh et al. 1996; Gross et al. 2001; Einbu and Varum 2008; Sandoval et al. 2010).

Fosil yakitlarin ¢evreye olan zararli etkileri ve azalan arzlar1 nedeniyle; alternatif veya
yeni enerji kaynaklarina olan ilgi artmaktadir. Biyodizel, toksik olmayan, yenilenebilir ve
biyolojik olarak parcalanabilen, alternatif bir enerji kaynagidir. Genellikle kat1 ve bitkisel
yaglarin alkol (genellikle metanol veya etanol) ile bir katalizor (kimyasal ya da biyokatalizor)
varliginda transesterifikasyonu ile elde edilen bir biyoyakittir (Luque et al. 2010; Almeida et
al. 2012; Malekabadi et al. 2018). Biyodizel iiretimi, enzimatik ve kimyasal yontemlerle
gerceklestirilir. Kolay {iiretimi ve saflastirma yonteminin basit olmasi nedeniyle enzimatik
tiretim biyodizelde ilk tercih haline gelmistir (Dizge et al. 2009). Son yillarda yapilan
caligmalar, lipaz katalizli transesterifikasyon ile iiretilen biyodizelin daha avantajli oldugunu,
gliseroliin kolay bir sekilde geri kazanildiginini ve saflagtirma isleminin daha kolay oldugunu
ortaya koymustur. Biyodizel liretiminde kullanilan lipaz enzimi; yagin su icerigini tolere eder,
sabun olusumunu engeller ve biyodizel verimini artirir (Vicente et al. 1998; Arica et al.

2000).

Biyolojik bir komponenti bir detektorle birlestirerek, aranilan maddenin varliginm

saptamak amaciyla olusturulan cihaza biyosensor denir. Biyosensor genellikle biyo-reseptor
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(enzim/antikor/hiicre/niikleik asit/aptamer), doniistiiriicii bilesen, sinyal okuyucu, islemci ve
sonuclarin okunabilecegi ekrani igeren elektronik sistemden olusmaktadir (Turner et al. 1987,
Banica 2012; Dincer et al. 2019; Kaur and Shorie 2019). Lipazlar, trigliseroliin nicel tespiti
icin sensoOr olarak verimli, hizli ve dogru bir secimdir. Biyosensor olarak lipaz enzimini
kullanmanin nedeni, analitik Ornekte bulunan trigliserolden gliserol iiretmek ve iiretilen
gliserolii enzimatik bir yontemle nicellestirmektir. Ornek olarak lipaz ve glukoz oksidaz
enzimi bir kombinasyon halinde pH/oksijen elektrotlari iizerine immobilize edilerek, lipit
biyosensorii olarak islev goriir ve trigliseritlerle kan kolesterol tayininde kullanilabilir (Hasan

et al. 2006; Singh and Mukhopadhyay 2012).

Lipaz Enziminin Endiistriyel Uygulamalari

Lipazlar, endiistride c¢esitli kimyasallarin iiretiminde, sentez proseslerinde,
modifikasyon islemlerinde, kozmetikte, gida sektoriinde ve buna benzer farkli alanlarda

kullanilmaktadir. Lipazlarin kullanildig1 endiistriyel uygulamalara 6rnek olarak;

% Kagit ve deri endiistrisinde kimyasal sentezde,

% Eczanede ilag iiretiminde,

% Kozmetik endiistrisinde iiriin eldesinde,

% Sabun ve diger temizlik maddelerinin iiretiminde,

% Ugucu yaglan isleyerek; koku ve aroma maddelerini sentezlemede,

% Yag asiti ve gliserin liretiminde,

< Yag islemede,

*  Yagin hidrolizinde,

% Organik ¢oziiciilerin kimyasal sentezinde,

«  Yag asiti ve trigliseritlerin modifikasyonunda,

« Yiksek kaliteli kimyasallarin iiretimi; terapotik ajanlarin, herbisitlerin,
pestisitlerin ve gida tatlandirici ajanlarin iiretiminde,

% Deterjan endiistrisinde; ¢ikarilmast zor olan yagh lekelerin hidroliz
reaksiyonlariyla ¢ikarilmasi i¢in soguk aktif deterjanlarin iiretilmesinde,

% Gida sektoriinde; ekmek yapiminda (hacmini artirmak ve yumusatmak igin),
tereyaginda (aroma verici olarak) ve diger gidalarda,

% Meyve sulari, ¢orbalar, soslar, peynirler ve pismis gidalarin raf dmriinii uzatmak
ve lezzetini artirmak i¢in de kullanilabilmektedir (Ghosh et al. 1996; Jaeger and

Eggert 2002; Saxena et al. 2003; Sharma et al. 2009; Ray 2012; Parra et al. 2015).
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Enzimlerin Saflastirilmasi

Enzim saflagtirmanin amaci; sadece enzimi diger bilesenlerden ayirmak degil, ayni
zamanda enzimlerin oOzelliklerini, yapi1 ve konformasyonel niteliklerini, aktivitesini, raf
Omriinii ve gesitli uygulama alanlarini belirlemektir (H. Nadeem et al. 2015; U. Nadeem et al.
2015). Endiistriyel amaglar i¢in kullanilan enzimlerin, aritma prosesi hizli, ucuz, verimli ve
biiyiik 6l¢ekte uygulanabilir olmalidir. Mikrobiyal kaynakli enzimlerin saflagtirilmasi, hiicre
dist m1 yoksa hiicre i¢i mi olduklarmma baghdir (Yang et al. 2016). Amonyum siilfat
cOktiirmesi, geleneksel saflagtirma yontemi olarak bilinir ve alternatif yontemlerin erken
asamalarinda kismi saflagtirma olarak kullanilmaktadir (Saxena et al. 2003). Hangi
saflagtirma yonteminin uygulanacagi, enzim lireten mikroorganizmaya ve mikroorganizmanin

irettigi protein miktaria baglidir (Rathi et al. 2001; Zhou et al. 2012; Unni et al. 2016).
Enzim saflastirma i¢in kullanilan yontemler:

% Afinite kromatografisi

% Iyon degisim kromatografisi
+» Jel filtrasyon kromatografisi
+¢ Su iki fazli sistem (ATPS)

< Ug fazli ayirma sistemi (TPP)
% Tersinir misel sistemi

% Immiinopiirifikasyon

Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi, molekiiler konformasyona bagl bir saflagtirma yontemi olup
protein saflastirmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Farkli proteinler i¢in farkli
kromatografi reg¢ineleri kullanilir ve en yaygin olarak kullanilan adsorbanlar, enzim
substratlar1, koenzimler, inhibitorler, efektorler ve antijenler gibi dogal ligandlardir (Fang et
al. 2018). Afinite kromatografisinde; kullanilan reginelerin yiizeyinde, saflastirilacak
proteinlere 6zgiil ligandlar baghdir. Bu ligandlara afinitesi olan proteinler kolona baglanirken
recinede bagl ligand i¢in afinitesi olmayan tiim proteinler dogrudan kolondan gegerler. Daha
sonra liganda baglanan enzim pH’nin veya tuz konsantrasyonunun degistirilmesiyle

saflastirilir (Cuatrecasas et al. 1968).

Iyon degisim kromatografisi

Gelismis bir saflastirma yontemi olan iyon degisim kromatografisiyle, proteinlerin
yiilksek oranda saflastirilmasi saglanmaktadir. Yontem, sabit fazda tasinan, hareketli faz

icerisinde yer alan enzimlerin farkli dagilim ilkesine gore c¢alismaktadir. Enzimlerin
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kromatografik ayrimi, enzim ile molekiiler agirlik, iyonik yiik, hidrofobiklik ve afinite gibi
sabit faz materyali arasindaki etkilesime baglidir (Saxena et al. 2003). Bu kromatografik
yontemde ise; kolon dolgusu ile saflagtirilacak numune arasinda iyonik bir etkilesim vardir
(Jungbauer and Hahn 2009). Proteinler, karakteristik olarak incelendiginde; izoelektrik
noktasindaki net yiikleri sifirken, izoelektrik noktasindan daha asidik bir ortamda pozitif, daha
alkali bir ortamda ise negatif yiikle yiiklendigi gdzlenmistir. iyon degisim kromatografisinde,
saflagtirllmak istenen protein molekiilii belirli bir pH ve tuz konsantrasyonunda iyonik
etkilesimler yoluyla kolon dolgu materyaline baglanmaktadir. Arttirilmis tuz konsantrasyonu,
pH veya her iki parametre kullanilarak, kolon paketine baglanan protein kademeli olarak

kolondan ayrilmaktadir (Gallagher and Wiley 2010).

Jel filtrasyon kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi, farkli boyutlardaki molekiilleri ayirmak ic¢in kullanilan
boyut digslama kromatografisi olarak da bilinen bir saflastirma yontemidir. Jel filtrasyon
kromatografisinde kullanilan kolonlar, belirli bir boyutta elekler iceren bir boncuk matriksidir
ve bu matriks c¢apraz bagli poliakrilamid, agaroz, dekstran veya bunlarin herhangi bir
kombinasyonundan olusur (Scopes 1993). Polimerler ve proteinler gibi biiylik molekiiller,
boyutlarina bagl olarak boncuklara girebilir veya girmeyebilir kiiciik molekiiller matriksin
icindeki eleklere girebildiklerinden tekrardan hareketli faza ge¢meleri zaman alirken biiyiik
molekiiller eleklere giremedikleri i¢in hareketli faz ile hizlica kolondan gegerler. Bu sayede

boyuta gore saflagtirma gerceklestirilir (Duong-Ly and Gabelli 2014).

Su Iki fazh sistem (ATPS) yontemi

Sulu iki fazli sistem (ATPS), biyomolekiillerin geri kazanilmasi i¢in hafif, kolay
olgeklenebilir, verimli bir sivi-sivi ekstraksiyon yontemidir (Garcia et al. 2018). 1ki faz
arasindaki ayrim, kullanilan malzemelerin yiizey ozelliklerine ve konformasyonuna ve iki
fazli sistemin bilesimine baghdir. iki fazli sistem genel olarak iki polimerin veya bir polimer
ve bir tuzun su ig¢inde karistirilmasiyla olusturulur. ATPS yontemi, hiicresel ylizeyler-
biyomolekiiler ve bunlarin etkilesimlerinin analizi, hiicre popiilasyonlarinin fraksiyonlanmasi,
biyoteknolojide {iriin geri kazanimi i¢in yararl bir yontemdir ve kolayca 6l¢eklenebildiginden
ve diger ayirma tekniklerine kiyasla yliksek biyokiitle yiikiinii tutabilir oldugundan ham
hammaddelerden proteinlerin biiyiik 6l¢ekli geri kazanimini saglar (Hatti-Kaul 2001).

Uclii faz ayirma (TPP)

Basit ve diislik maliyetli saflastirma yontemlerinden olan TPP, proteinleri saflagtirmak

i¢in kullanilmaktadir. Ug fazli ayirma hem ham siispansiyon i¢in hem de enzim ihtiva eden
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¢oOzelti i¢in kullanilabilir. Tuz ile ¢oktiirme, izoiyonik ¢cokeltme ile ¢oziicii ¢okeltme ilkelerini
icerdiginden, biyolojik ayristirma yontemlerine alternatif olmustur (Pike and Dennison 1989;
Dennison and Lovrien 1997; Roy and Gupta 2002). TPP; organik ¢oziicli (¢-biitanol), tuz
(amonyum stilfat) ile ham protein Oziitiinlin karistirilip, orta fazdaki proteinlerin belirli bir

siirede ¢okelmesi esasina dayanmaktadir.

Pigment, lipid ve enzim inhibitorleri {ist organik ¢oziicli fazinda daha konsantreyken,
alt fazda polar bilesenler daha fazla bulunmaktadir (Kiss et al. 1998; Saxena et al. 2007). Bazi
durumlarda, proteinlerin TPP yontemi ile saflastirilmasi, daha yiiksek katalitik verimle
sonuglanabilmektedir. Yapisal degisiklikler nedeniyle protein, TPP enzim molekiiliiniin
islenmesi sonucunda yiiksek bir esneklige sahip olur ve artan konformasyonel esneklik,

islenmemis proteine gore daha yiiksek katalitik aktivite gdsterir (Duman and Kaya 2013).

Saflastirilmis bir enzim i¢in yapilan biyokimyasal karakterizasyon, enzimin spesifik
Ozelliklerinin tanimlanmasi, onun biyoteknoloji uygulamasi ile endiistriyel iiretim ve kullanim
stireclerinin belirlenmesi acisindan 6nemlidir (Gupta et al. 2004; Singh and Mukhopadhyay
2012).

Tersinir misel sistemi

Ters misel sistemi ile proteinleri saflastirmak yiiksek segiciligi ve kolay hazirlanmasi
nedeniyle siklikla tercih edilen bir saflagtirma yontemidir (Chen et al. 2019). Ters miseller,
yiizey aktif bir maddenin organik ¢6ziicii i¢cinde coziilerek olusturdugu misellerdir (Tonova
and Lazarova 2008; V Pérez et al. 2014). Ters miselde, yiizey aktif maddenin polar ucu
disarida bulunur ve polar olmayan organik bir ¢dziicii ile temas halindedir. Kutup basi ve
kutup ¢ekirdegi olusturmak iizere organize olur. Olusan ¢ekirdek suda ¢oziiniir ve enzimler,
proteinler ve niikleik asitler gibi biyoaktif maddeleri ¢6zen havuz olusturularak biyoaktif
maddelerin misellerin digindaki organik coziiciilerle dogrudan temasin1 onler ve bu sayede

biyolojik inaktivasyon dnlenmis olunur (Gaikaiwari et al. 2012; Chen et al. 2017).

Immiinopiirifikasyon

Immiin saflastirma, protein saflastirmasi igin en secici ve giiclii afinite tekniklerinden
biridir (Harlow and Lane 1988). Kullanilan spesifik antikorlar, cok benzer antijenler arasinda
dahi ayrim yapabilir ve boylece diger yontemler kullanilarak saflastirilamayacak proteinler
saflagtirilabilinir. Yontem monoklonal antikorlar kullanildiginda, en pahali afinite
yontemlerinden biri olarak algilansa da monoklonal antikor teknolojisinin ilerlemesi, iiretim
Olcekli uygulamalarin gelistirilmesine izin vererek immiino-saflagtirma maliyetlerini biiyiik

Olciide azaltmistir (Hill ez al. 1989). Genel olarak immiinoafinite saflastirmasi yonteminde
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monoklonal antikorlar veya afinite ile saflastirilmis poliklonal antikorlar kullanilir.
Kullanilacak antikor se¢imi, saflastirilacak olan proteine karsi bir monoklonal antikorun

mevcudiyetine ve ham ¢dzeltinin bilesimine baglidir (Taipa et al. 1992).

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Notral tuzlarla ¢oktiirme, kismi saflagtirmada en sik kullanilan yontemdir. Cogunlukla
suda iyi ¢oziinmesi ve ekonomik olmasindan dolayr amonyum siilfat tuzu tercih edilir.
Amonyum siilfat, farkli konsantrasyonlarda su molekiillerine baglanmak i¢in ortamda bulunan
proteinlerle yarisir ve su molekiillerine baglanarak, proteinlerin ¢dokmesine neden olur.
Amonyum siilfat, proteinlerin denatiirasyonunu degil, sudaki ¢oziiniirligiinii azaltip ¢6kmesi

(salting out) esasina dayanir (Yilmaz 2019).

Literatiir Arastirmasi

Mikroorganizmalar tarafindan {retilen lipaz enzimi, endiistriyel agidan oldukca
onemlidir. Bakterilerin izolasyonu, lipaz iiretimi ve enzimin saflagtirilmasin1 konu alan son

yillarda yapilan 6nemli caligmalardan bazilar1 sunlardir:

D.-W. Lee et al. (1999), yaptiklar1 calismada, termofilik bir mikroorganizma olan
Bacillus thermoleovorans ID-1°1 kullanmislardir. Endonezya'daki kaplicalardan izole edilen
Bacillus thermoleovorans 1D-1, hiicre dis1 lipaz aktivitesi ve yiiksek sicakliklarda lipit ihtiva
eden substratlar iizerinde yiiksek biiyiime oranlar1 gdstermistir. Izolat ID-1" in; tek karbon
kaynagi olarak zeytinyag: kullanildiginda (%]1,5, w/v), spesifik biiyiime oran1 (2.50 h'') ile 65
°C'de ¢ok hizli bir sekilde biiyiidiigiinii ve lipaz aktivitesinin U I"! gec iistel faz sirasinda
maksimum 520 degerine ulagtigini ve sonra azaldigin1 saptamiglardir. Buna ek olarak, izolat
ID-1, yaglar (zeytinyagi, soya fasulyesi yag1 ve mineral yagi), trigliseritler (triolein, tributirin)
ve emilgatorler (Tween 20, Tween 40) gibi cesitli lipid substratlar tizerinde biiyiiyebilir
oldugunu belirtmislerdir. ID-1'den salgilanan lipazi, amonyum siilfat ¢okeltmesi, DEAE-
Sephacel iyon degisim kromatografisi ve Sephacryl S-200 jel filtrasyon kromatografisi ile 223
kat saflagtirmiglardir. Sonug olarak, lipazin molekiiler kiitlesini, sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile 34 kDa olarak belirlemislerdir. Enzimin 70—
75°C'de ve pH 7.5'te optimal aktivite gosterdigini ve 60°C'de 1 saat ve 70°C'de 30 dakika
inkiibasyondan sonra orijinal aktivitesinin %50'sini gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica, enzim

aktivitesinin Ca®" veya Zn*" varliginda arttigin1 belirtmislerdir.

Kulkarni and Gadre (2002), yaptiklar1 ¢alismada, toprak orneklerinden 18 bakteri
susunu izole etmisler ve bu izolatlar1 alkali, termofilik lipaz {iretimi i¢in taramiglardir.

Izolatlar igerisinden Pseudomonas fluorescens NS2W segilmis ve lipaz iiretimini optimize
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etmiglerdir. Hiicre biliyiimesi ve lipaz iiretimini, ¢alkalama siselerinde ve optimize edilmis
ortamda 1 litrelik bir fermentorde incelenmislerdir. Maksimum lipaz verimlerini sirastyla 69,7
ve 68,7 U ml! olarak saptamuslardir. Elde ettikleri lipazin, pH 9,0'da optimal bir aktiviteye
sahip oldugunu ve 3-11 gibi genis bir pH araliginda ise aktivitesini %70’ten daha fazla
korundugunu bildirmislerdir. Lipaz ayrica, 55°C'de optimal bir aktiviteye sahip oldugunu ve
en az 2 saat boyunca %70'in lizerinde aktivitesini koruyarak 60°C'ye kadar stabil kaldigin1
belirtmislerdir. Uretimi gergeklestirilen lipazin belirtilen dzellikleri ile, bu enzimin deterjan
formiilasyonlarinda kullanim i¢in uygun olacagini ve ayrica daha yiiksek sicaklikta ve alkali

ortamlarda gergeklestirilen reaksiyonlarda uygulama bulabilecegini 6nermislerdir.

Kumar et al. (2005), yaptiklar1 ¢calismada, bir termofilik izolat olan Bacillus coagulans
BTS-3 ile bir hiicre dis1 alkalin lipaz iiretmislerdir. Bu lipazin iiretimi agamasinda karbon
kaynagi, azot kaynag1 ve kiiltiir ortaminin baslangi¢ pH'sin1 optimize ederek lipaz iiretimini
arttirmislardir. Lipaz aktivitesi 1,16 U/mL olan kiltlir ortamini, karbon kaynagi olarak rafine
hardal yag1 ve azot kaynaklar1 olarak pepton ve maya 6ziitii (1:1) kombinasyonu ile 55 °C'de
ve pH 8,5'te 48 saatte elde etmislerdir. Enzim, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve DEAE-Sefaroz
kolon kromatografisi ile 40 kat saflagtirmiglardir. Saflastirilan enzimin molekiiler agirlig
SDS-PAGE ile 31 kDa olarak saptamiglardir. Enzimin, 55 °C ve pH 8,5'te maksimum aktivite
gosterdigini ve pH 8,0 ile 10,5 arasinda ve 70 °C'ye kadar olan sicakliklarda stabil oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica enzimin AI**, Co?", Mn?" ve Zn?" iyonlar1 tarafindan inhibe edildigini,
K*, Fe’*, Hg** ve Mg?" iyonlarmin ise enzim aktivitesini arttirdigini, Na* iyonlarmin enzim
aktivitesi iizerinde etkisi olmadigim saptamislardir. Uretimi gergeklestirilen lipazin,
endistriyle iligkili baz1 esterlerin sentezlenmesi i¢in kullanilabilecegini ve lipit acisindan

zengin endiistriyel atik su aritma iglemleri i¢in de uygulanabilir oldugunu bildirmislerdir.

Faiz et al. (2007), yaptiklar1 calismada, Anoxybacillus gonensis (A4) bakterisinin
irettigi lipaz enziminin, tribiitirini parcalama kapasitesi ve karakterizasyon ¢alismasini
gerceklestirmislerdir. Yapilan calismalar sonucunda Tributirin agar igeren besiyerinde,
Anoxybacillus gonensis A4'in esteraz salgiladigin1 gostererek, p-nitrofenil biitirat varliginda
aktivitesinin Vmax ve Km degerlerinin, 800 U/L ve 176.5 uM oldugunu bulmuslardir.
Anoxybacillus gonensis A4'lin lirettigi esterazin molekiiler agirliginin SDS-PAGE ile 62 kDa
oldugunu gdzlemlemislerdir. Uretilen esteraz igin optimum sicaklik ve pH sirasiyla 60-80°C
ve 5,5 oldugunu ve 1 saatlik inkiibasyon sonucunda 80°C’de enzim aktivitesinin tamamen
kayboldugunu belirtmislerdir. pH stabilitesi i¢in yapilan deneyler sonucunda, orijinal ham
esteraz aktivitesinin pH 6,0'da yaklasik 2 kat arttigin1 gozlemleyen arastirmacilar bazi

kimyasallarin esteraz aktivitesi lizerindeki etkisinde, 4. gonensis A4'lin aktif bolgesinde serin
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kalintis1 olan bir esteraz {irettigini ve aktivitesi i¢in -SH gruplarinin gerekli oldugunu tespit

etmislerdir.

Bora and Bora (2012), yaptiklar1 ¢aligmada lipaz iiretimini, Hindistan, Arunachal
Pradesh kaplicasinin toprak 6rneginden izole edilen bir bakteri susu olan Bacillus sp LBN2 ile
gerceklestirmislerdir. Hiicreleri, %1 yerfistigi yaginda maksimum iiretim gézlemlemislerdir.
Organizma tarafindan lipaz iiretimi i¢in optimum sicaklik ve baslangi¢ ortam pH'sin1 sirasiyla
50°C ve 9,0 olarak bulmuslardir. %60 amonyum siilfat doygunlugunda 3,4 kat, %71 verimle
ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile 10,3 kat %48 verimle saflagtirmislardir.
Enzimin molekiiler agirligint SDS-PAGE yontemi ile 33 kDa olarak saptamiglardir. Aktivite
icin optimal pH ve sicaklig1 sirastyla 10 ve 60°C olarak belirtmislerdir. Enzimin pH 11'de
%090 aktivitesinin korunmasi ile 8-11 pH araliginda stabil oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica
enzimin 1 saat boyunca 60°C'de %90 aktiviteyi ve 70°C'de %70 aktiviteyi korudugunu da
bildirmiglerdir. Saflastirilan lipazin aseton ve etanol i¢inde stabil oldugu belirtmislerdir.
Mevcut bulgularla, enzimin termofilik alkalin lipaz oldugunu gostermislerdir. Uretilen
lipazin, yiiksek alkali kosullarda ve yliksek sicaklikta stabil kalabilen nadir lipazlardan oldugu
belirtmislerdir.

Sahoo et al. (2020), yaptiklar1 ¢alismada Hindistan, Taptapani Hotspring'den izole
ettikleri termokararli Anoxybacillus sp. ARS-1 bakteri susunu kat1 substrat fermantasyonu
(SSF) ile dort degisken (sicaklik, pH, % nem ve biyosiirfaktan) altinda optimum lipaz tiretimi
icin karakterize etmislerdir. Gergeklestirdikleri deneyler sonucunda endiistriyel olarak uygun
termostabil (57,50 °C) ve alkali stabil (pH 8,31) Anoxybacillus sp. oldugunu belirtmislerdir.
Anoxybacillus sp. ARS-1 tarafindan iiretilen lipaz enziminin, neredeyse tiim kimyasal
deterjanlara ve yaygin olarak kullanilan camasir deterjanlarina karst direng gosterdigini ve bu

bakteri susunun dahil edilmek iizere olas1 bir katki maddesi oldugunu kanitlamiglardir.

Zhao et al. (2021), yaptiklar1 bu ¢alismada yeni izole edilmis Staphylococcus caprae
bakteri susundan lipaz enzimini (SCNL) sirasiyla %80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
ultrafiltrasyon, jel filtrasyon kromatografisi, iyon degisim kromatografisi ve ultrafiltrasyon
yontemleri ile saflastirmislardir. Saflastirdiklar1 lipaz enziminin, %6,13 verim, 332,95 kat
saflagtirdiklarin1 ve SDS-PAGE ile molekiiler agirliginin yaklasik 87 kDa oldugunu
belirlemislerdir. Yiiksek sicaklik direnci ve pH stabilitesi sergileyen enzimin, genis bir
sicaklik araligi (20-50°C) ve pH degerlerinde (6-11) baslangi¢ aktivitesinin %80'ini muhafaza
ettigini tespit etmislerdir. Enzim i¢in optimum yiiksek akitiviteyi sicaklik 40°C ve pH: 9,0
substrat olarak p-nitrofenilpalmitat varhiginda kaydetmislerdir. Ayrica enzimin, c¢esitli

endistriyel organik ¢oziicliler ve metal iyonlarmin varliginda oldukga aktif oldugunu
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belirlemislerdir. Lipaz aktivitesinin, organik ¢oziiciiler (izoktan, gliserol, DMSO ve metanol)
ve metal iyonlar1 (Na*, Ba*?, Ca*? ve Mn™) ile artigin1 kaydetmislerdir. SCNL'nin Km ve
Vmax degerleri sirasiyla 0,695 mM ve 262,66 s ' mM' oldugunu ve yaygin enzim
inhibitorleri, ticari deterjanlarin varliginda diger stafilokokal lipazlardan daha yiiksek bir
kalint1 aktivite sergiledigini belirtmislerdir. SCNL'nin belirtilen bu biyokimyasal 6zellikleri,
endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalar i¢cin milkemmel bir yeni lipaz aday1 olabilecegini

One siirmiislerdir.
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Tez c¢aligmasi i¢in kullanilan kaplica sulari, Tiirkiye’nin farkli illerinden (Yalova

Termal, Istanbul Tuzla, Canakkale

Kestanbol,

Erzurum Hasankale ve

kaplicalarindan) temin edilerek, termoslara konuldu ve laboratuvar ortamina getirildi.

Cahismalar i¢in Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda, asagida verilen laboratuvar ekipmanlar1 kullanilmistir.

e Bloklu Isitict

e Buzdolab1

e Calkalamal Inkiibator
e Deep-Freeze

e FElektroforez Cihazi
e Elektroforez Tank1
o Etiiv

e Goriintilleme Cihazi
e Hassas Terazi

e Kar Makinesi

e Manyetik Karistiric
e Mikroskop

e Otoklav

e Otomatik Pipet

e PCR Cihaz1

o Peristaltik Pompa
e pH Metre

e Saf Su Cihazi

e Santrifiij

e Steril Kabin

e Su Banyosu

e UV-Spektrofotometre
e Vortex

Lab-Line

Vestel

ZHWY 2102C
Glacier

Bio-Rad
Bio-Rad

Binder

Fusion

Ohaus Pioneer
Scotsman AF-20
Heidolph
BOECO

HMC Hirayama
Eppendorf
Sensoquest Labcycler
Ismatec
Mettler-Toledo
MP Minipure
Hettich

Telstar Bio-1I-A
Grant 6G
Beckman Coulter
Wisemix VM-10
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Tez Kapsaminda Kullanilan Kimyasallar

Aseton(Sigma), Amonyum Siilfat(Sigma), Akrilamid(Sigma), Agaroz(Sigma),
Amfisilin(Sigma), EDTA(Sigma), Etidyum Bromiir(Sigma), Etil  Alkol(Sigma),
Bisakrilamid(Sigma), B-Merkaptoetanol(Sigma), Distile Su(Thermo), DNA Marker(Thermo),
dNPT(Thermo), DNTP(Sigma), DMSO(Sigma), Lizozim(Sigma), FeSO4(Sigma), Fish
Pepton(Sigma), Formaldehit(Sigma), Hidroklorik Asit(Sigma), Hidrojen Peroksit(Sigma),
Fosforik  Asit(Sigma), Gliserol(Sigma), IPTG(Sigma), Immersiyon Yagi(Sigma),
Izopropanol(Sigma), CaClx(Sigma), Magnezyum Kloriir(invitogen), MgSOu4(Sigma),
Na,CO3(Sigma), NaOH(Sigma), TEMED(Sigma), Paranitrofenol Palmitat(Sigma), Sodyum
Asetat(Sigma), Sodyum thio-sulfat(Sigma), Q-Sefaroz Kolon Materyali(Sigma), fert-
Biitanol(Ensure), X-Gal(Sigma), Triton X-100 (Sigma), Tris (Sigma), Tween 20 (Sigma),
Tween 80(Sigma), 6X Yiikleme Tamponu(Thermo), KH2PO4(Merck), NaCl (Merck)

Kullanilan kitler; pGEM-T Easy Vector System: Promega-A1360; Wizard plus JV minipreps
DNA prufication System: Promega-A1330; Promega wizardR genomic DNA purification kit;

Thermo AnaeroGen

Tez Kapsaminda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

v %0,9’luk Fizyolojik Su: 1000 mL distile su igerisinde 9 g NaCl ¢o6ziildi ve
otaklavlandi.

v" 1XTAE Tamponu: 100 mL 10XTAE tamponundan alindi, son hacim saf su ile 1L’ye
tamamlandi. Agaroz jel elektroforezde kullanilmak iizere muhafaza edildi.

v" 50 mM EDTA Soliisyonu: 100 mL saf su igerisinde 1,46 g EDTA ¢6ziilerek, pH’s1
8,0 ‘e ayarland.

v' Kalsiyum Kloriir Cozeltisi (100 mM): 1,11 g CaCl; tartilip 100 mL saf su igerisinde
¢oziildi. Otoklavlanip, klonlama islenminde kullanilmak iizere buzdolabinda +4 °C’de
muhafaza edildi.

v' Amfisilin Cozeltisi: 20 mg/mL olacak sekilde steril saf su kullanilarak hazirlanan
cozelti, 0,22 um c¢aphh milipor filtreden gegirilerek, steril edildi. Klonlama
caligmalarinda kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

v X-Gal Cozeltisi: 40 mg X-Gal tartilarak 1 mL dimetilformamid igerisinde
¢Ozdiirildii. Aleminyum folyo ile 151k almayacak sekilde sarilirak, klonlama
caligmalarinda kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

v IPTG Cozeltisi: 23,8 mg/mL olacak sekilde IPTG tartilarak steril saf su igerisinde

¢ozlinmesi saglandi. Ardindan 0,22 pum caplt milipor filtreden gegcirildi, klonlama
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calismalarinda kullanilmak iizere -20 °C’de buzdolabinin buzluk kisminda muhafaza
edildi.

Substrat Cozeltisi: 0,15 g paranitrofenol palmitat tartilarak, 50 mL izopropanol
igerisinde homojen olacak sekilde ¢oziildii.

Bradford Cozeltisi: Koyu renkli cam bir sise icerisinde 0,1 g Commassie Brillant
Blue G-250 tartilarak, 50 mL %95°lik etanol ile ¢oziildii. Daha sonra karisim igerisine
100 mL %95’lik fosforik asit eklendi. Son hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile
tamamlandi. Cozelti kullanilincaya kadar oda sicakliginda, karanlik ortamda muhafaza
edildi.

Tris-HCI Tampon Cozeltisi (50 mM pH:8): 3 g Tris tartilarak, bir miktar saf su
icerisinde ¢oziildii. pH’s1 8’e ayarlanarak son hacim saf su ile 500 mL’e tamamlandi.
Na2COs Cozeltisi: 26,45 g NaxCOs tartilarak, 500 mL saf su icerisinde ¢oziildii.
Asetat Tamponu (50 mM pH: 4-5): Iki ayr1 cam sise icinde 0,2 g sodyum asetat bir
miktar saf su igerisinde ¢oziildii. pH’s1 4,0 ve 5,0 olacak sekilde ayarlandi. Son hacim
saf su ile 50 mL’ye tamamladi.

Fosfat Tamponu (50 mM pH: 6-7): iki ayr sise i¢inde 0,34 g KHoPO4 bir miktar saf
su icerisinde ¢oziildii. pH’s1 6,0 ve 7,0 olacak sekilde ayarlandi ardindan son hacim saf
su ile 50 mL’e tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu (50 mM pH:8): 0,3 g Tris tartilarak bir miktar saf su igerisinde
¢Oziildii. Daha sonra pH’s1 8,0 olacak sekilde ayarlanarak, son hacim saf su ile 50
mL’ye tamamlandi.

Glisin-NaOH Tamponu (50 mM pH:9-10-11-12): 4 ayn sise i¢inde 0,187 g glisin-
NaOH tartilarak belli bir miktar saf su icerinde ¢oziildi. pH’s1 9,10,11,12 olacak
sekilde ayr1 ayr1 ayarlandi. Son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

MgSOs Cozeltisi: 0,06 g MgSO4 tartilarak 10 mL Tris-HCI igerisinde ¢oziilerek
hazirlandi.

ZnS04 Cozeltisi: 0,08 g ZnSO4 tartilarak 10 mL Tris-HCI igerisinde ¢oziilerek
hazirlandi.

CuSO4 Cozeltisi: 0,079 g CuSOs tartilarak 10 mL Tris-HCI igerisinde coziilerek
hazirlandi.

CoCl2 Cozeltisi: 0,064 g CoCl, tartilarak 10 mL Tris-HCI igerisinde ¢oziilerek
hazirlandi.

Fe2SO4 Cozeltisi: 0,199 g FexSO4 tartilarak 10 mL Tris-HCI igerisinde ¢oziilerek
hazirlandi.

KCI Cozeltisi: 0,037 g KClI tartilarak 10 mL Tris-HCI igerisinde ¢oziilerek hazirland.
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v" MnCl2 Cozeltisi: 0,055 g MnCl, tartilarak 10 mL Tris-HCI igerisinde ¢6ziilerek
hazirlandi.

v' 1M Tris-HCI Cozeltisi (pH:8,8): 12,1 g Tris tartilarak, bir miktar saf su igerisinde
coziilerek, pH:8,8’e ayarlandi. Son hacim saf su ile 100 mL’e tamamlandi.

v" 1M Tris-HCI Cozeltisi (pH:6,8): 12,1 g Tris bir miktar saf su igerisinde ¢oziilerek,
pH:6,8’e ayarlandi. Son hacim saf su ile 100 mL’e tamamland.

V' %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid Cozeltisi: 6 g akrilamid ve 0,16 g bisakrilamid
tartilarak 13,84 mL saf su igerisinde ¢oziildii.

v %10’luk SDS Cozeltisi: Hassas terazide tartilan 1 g SDS, 9 mL saf suda ¢6ziildii.

v SDS-Page Yiiriitme Tamponu: 1,5 g Tris, 7,2 g glisin tartilip, bir miktar saf su
icerisinde ¢oziillip 5 mL %10’luk SDS c¢ozeltisi eklendi. Son hacim saf su ile 500
mL’e tamamlanda.

v" SDS-Page Numune Tamponu: 650 uL pH:6,8 olan 1M Tris-HCI ¢ozeltisi, 1000 puL
%10’luk SDS ¢ozeltisi, 1000 pL glisin ¢ozeltisi ve 1000 pL %]1°lik bromtimol mavisi
homojen olacak sekilde karistirilarak son hacim saf su ile 10 mL’e tamamlandi.

v Tespit Cozeltisi: %96’k 30 mL etanol, 60 mL saf su ve 10 mL asetik asit bir beher
i¢cerisinde karistirilarak hazirlandi.

v" PER Cozeltisi (%10): 1 gram amonyum persiilfat tartilarak 9 mL saf su igerisinde
¢Oziildii.

v" Rediiksiyon Cozeltisi: 80 mL saf su ile 45 mL etanol karistirilirak olusturulan ¢ozelti
icerisinde 4,8 g sodyum asetat ¢ozdiiriildii. Daha sonra asetik asit ile pH’s1 6 olacak
sekilde ayarlandi. 150 mg sodyum tiyosiilfat ve 4 mL glutaraldehit eklenip, son hacim
saf su ile 150 mL’ye tamamlandi.

v' Boyama Cozeltisi: 150 mg giimiis nitrat (AgNOs3), 30 puL formaldehit ile 150 mL saf
su i¢erisinde ¢ozdiirtildii.

v" Yikama-1 Cozeltisi: 270 mL saf su igerisinde 3,75 g sodyum karbonat, 120 uL
formaldehit ile ¢ozdiiriilerek jel boyamadan sonra yikama islemi i¢in kullanildi.

v" Yikama-2 Cozeltisi: 12,5 mL asetik asit ve 1 mL gliserin bir miktar saf su ile

karistirilarak son hacim yine saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

Tez Kapsaminda Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanisi

v" TSA (Triptic Soy Agar) Kat1 Besiyeri: Triptic Soy Agar besiyerinden 37 g tartilarak
1 L distile su icerisinde ¢oziildii. Daha sonra 121°C’de 15 dk siire ile otoklavlanarak

besiyeri hazirland.
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v" TSB (Triptic Soy Broth) Sivi Besiyeri: Triptic Soy Broth besiyerinden 30 g tartildi.
Ardindan 1 L distile su igerisinde c¢oziildiikten sonra, 121°C’de 15 dk siire ile
otoklavlanarak besiyeri hazirlandi.

v" Luria Bertani (LB) Agar Besiyeri: Luria Bertani Agar besiyerinden 35 g alindi.
Ardindan 1 L distile su igerisinde c¢oziildiikten sonra, 121°C’de 15 dk siire ile
otoklavlanarak besiyeri hazirlandi.

v" LB (Luria Bertani Broth): Luria Bertani Broth besiyerinden 20 g alinarak 1 L distile
su igerisinde ¢oOzdiiriildii. Otoklav cihazinda 121°C’de 15 dk sterilizasyon islemi
gergeklestirildi.

v' Tribiitirin Agar Besiyeri: 23 g tribiitirin agar tartilarak 1L distile su igerisinde
tamamen ¢ozdiiriildii. Daha sonra karisim igerisine 10 mL gliserol tribiitirat eklendi,
tamemen homojen olana kadar 1sitildi. Otoklav cihazinda 121°C’de 15 dk siire ile
otoklavlanarak steril edildi.

v" Lipaz Siv1 Besiyeri (1L)

= 1 g/L KH2POq4

= 0,5 g/l MgSOq4

= 2 g/L (NH4)2SO4
= (0,05 g/L CaCl»

= 0,006 gr/L FeSOq4
= 3 gr/L Fish pepton

Verilen kimyasallar hassas terazi ile tartilarak, bir miktar saf su igerisinde ¢ozdiiriildii.
Ardindan pH metre ile besiyeri pH’s1 7,5 olacak sekilde ayarlanip, son hacim 1 litreye
tamamlandi. Daha sonra her bir erlende 100 mL besiyeri olacak sekilde ayarlandi. 100 mL
besiyeri i¢in 3 mL yag ve 200 pL Tween 80 eklendi. Otoklav cihazinda steril edilerek,
kullanildi.

Yontem

Kaplica sularindan izole edilen bakterilerden, lipaz aktivitesine sahip olan suglar
belirlendi. En yiiksek aktiviteye sahip izolat alinip, enzim {iretimi gergeklestirildi. Daha sonra

lipaz enzimi saflastirilip, karakterize edildi.

Termofilik Ozellik Gosteren Bakterilerin izolasyonu

Toplanan Orneklerden, icerisinde TSB sivi besiyeri bulunan erlenlere bir miktar
eklendi. Calkalamali inkiibatorde 55°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Gelisen
bakteriler %0,9’luk fizyolojik su (NaCl) kullanilarak hazirlanan steril diliisyon tiiplerinde (10
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' >den 1077 *ye kadar) diliie edildi. Diliie edilen bakteri soliisyonlarindan 100’er pL almarak,
yayma ekim yontemi ile TSA kati besiyerine ekim yapildi. Etiivde 55°C’de 24 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Petrilerde gelisen farkli koloni morfolojisine sahip bakteriler 3 faz
cizgi ekim yontemiyle saf kiiltiir haline getirildi. Her bir saf kiiltiirden steril 6ze ile koloniler
alinarak TSB s1v1 besiyerine inokiile edilip, ¢alkalamali inkiibatérde 55°C’de 24 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda bakteri suslarinin bulundugu tiipler inkiibatdrden
cikarilarak, stok kiiltiirleri hazirland1 ve kullanilincaya kadar -86°C’de muhafaza edildi (Pask-
Hughes and Williams 1977; Adigiizel 2006).

Elde Edilen Bakteri Suslarindan, Lipaz Enzimi Ureten izolatlarin Belirlenmesi

Hazirlanmis olan stok bakterilerden TSA besiyerine 3 faz ¢izgi ekim yontemi ile ekim
yapildi, daha sonra 55°C’ye ayarli etiivde 24 saat inkiibasyona birakilarak canlanmalari
saglandi. TSA besiyerinde saf olarak biiyiiyen bakteriler steril 6ze yardimi ile TSB sivi
besiyerinde on kiiltiire alindi. TSB sivi besiyerinde biiyiiyen kiiltiirlerden 20 pL alinip,
tribiitirin agar besiyerine ekim yapildi. 55°C’de 2-3 giin siire inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda tribiitirin agar besiyerinde zon olusup olusmadig1 goézlemlendi (Ertugrul et al. 2007).
Tribiitirin agar besiyerinde gelisim gosteren suslar, lipaz besiyerine inokiile edilip, aktiviteleri
Olciildii. Aktivitesi en yiiksek olan sus belirlendi, daha sonra gerceklesen deneylerde bu izolat

kullanildi.

Secilen izolatin Molekiiler Teshisi
Genomik DNA izolasyonu

Secilen izolat, stok kiiltiirden TSA besiyerinde canlandirilip, tek koloni alinarak TSB
besiyerine inokiile edildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda susa ait genomik
DNA Promega WizardR genomic DNA purification kit (A2360) protokoliine uygun olarak
izole edildi (Arslan 2017).

izolasyon prosediirii

e TSB besiyerinde gelisen bakteri hiicrelerinden 2 mL alinarak ependorf tiip
igerisinde 16000 rpm 2 dk siire ile ¢oktiiriildii. Pellet {izerine pH’s1 8 olan 480 uL
50 mM EDTA ilave edildi.

e Hazirlanan homojenat tlizerine 120 pL, 10 mg/mL lizozim eklenerek homojen bir

hal almasi saglandi. 37°C’de 1 saat siire inkiibe edildi.
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1 saat sonunda, homojenat 2 dk siire boyunca 13000 rpm’de santrifiijlendi.
Stipernatant kismi1 uzaklastirildi ve tiiplerin {izerine 600 uL Niiklei Lizis Soliisyonu
eklenip pipetajlandi.

e Pipetajlanan 6rnek Onceden 80°C’ye ayarli su banyosunda 5 dk inkiibasyona
birakildi, daha sonra oda 1sisina gelinceye kadar beklendi. Oda sicakligina gelince
tizerine 3 pL. RNase A eklenip birkag kez alt iist edildi ve 30 dk ve 37°C’de inkiibe
edildi.

e (da sicakligina gelen karisim tizerine 200 pL Protein Presipitasyon soliisyonundan
eklendi. 20 saniye siire ile vortexlenerek, 5 dk buzda bekletildi.

e Buzla inkiibasyon sonrasinda tiipler, 30 saniye 13000 rpm de santrifiijlendi.
Siipernatant, igerisinde 600 uL izoproponol bulunan tiiplere aktarilarak, pelet
olusuncaya kadar alt {ist edildi.

e Tiipler 13000 rpm’de 2 dk santrifiijlenerek siipernatant dikkatli bir sekilde
uzaklagtirildu.

e Ependorflara 600 pL %70’lik EtOH’dan eklenerek, hafifce alt iist edilerek 13000
rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Etanol tamamen uzaklasincaya kadar 37°C’de 30-45
dk inkiibasyona birakildu.

e Inkiibasyon sonunda tiiplerin {izerine 100 pL DNA Rehidrasyon Soliisyonu

eklenerek 65°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. I¢lerinde genomik DNA bulunan

ependorf tiipler kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi.

DNA Konsantrasyon Degerlerinin Ol¢iilmesi ve Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

DNA’nin kantitatif miktari, 260 nm’de absorbans Ol¢limiiyle belirlenebilirken, 280
nm’de elde edilen absorbans degeriyle ise genetik materyalin temizligi (protein kirliligi
tastylp tagimadigi) belirlenmektedir. Kuvarz kiivetin icerisine 998 pul. TE ¢ozeltisi konularak
260 nm’ye ayarli spektrofotometrede absorbans degeri Olciildii ve ¢ikan deger kor olarak
kaydedildi. Ol¢iim yapildiktan sonra kiivet iizerine 2 pL DNA eklenerek, karisimin homojen
hale gelmesi saglandi. 260 nm dalga boyunda absorbans degeri 6l¢iildii. Elde edilen bu
absorbans degerinden kore ait olan deger ¢ikarilarak DNA’nin absorbans degeri bulundu ve
ayni islemler 280 nm i¢in de tekrarlandi. A260/A280=1-1,7 arasinda olan DNA 6rneklerinin

calisma soliisyonlar1 hazirlanarak, kullanildi.
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izole Edilen DNA Orneginin ve Ornegin Calisma Soliisyonunun Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

DNA Konsantrasyonu (pug/mL) = Azeo X Seyreltme Faktorii (500) x 50 formiilii ile stok

DNA’nin konsantrasyonu hesaplandi.

Calisma soliisyonunun konsantrasyonu, Istenen Konsantrasyon (100ng/uL) x Istenen
Hacim (200 pL) / Stok DNA Konsantrasyonu (pg/mL) formiiliine goére calisma soliisyonu

hazirlandi.

Elde edilen miktar, TE c¢ozeltisi ile 200 upl’ye  tamamlanarak 100 ng/pL
konsantrasyondaki DNA c¢alisma soliisyonu hazirland1 ve kullanilincaya kadar -86°C’de

muhafaza edildi (Di Pinto et al. 2007).

16S rRNA PCR analizi

Evrimsel olarak korundugu bilinen 16S rRNA gen bdlgesi bakteri sistematigi
acisindan oldukg¢a 6nemlidir. Bu gen bolgesi universal 16S rRNA primerleri kullanilarak, in

vitro kosullar altinda ¢ogaltildi.

PCR Reaksiyonu

Bakteri izolatindan elde edilen genomik DNA o6rneginin 16S rRNA gen bolgesini
cogaltmak icin, 30 pL’lik reaksiyon karisimi hazirlandi. PCR tiipii i¢cin Tablo 4’te verilen

reaktif maddeler, belirtilen miktarda hazirlanda.

Tablo 4. PCR Reaksiyonu Reaktif Madde Icerikleri

Reaktif Madde Konsantrasyon Miktar
PCR Buffer 10X 3uL
dNTP 10 mM 0,6 uL
MgCl, 25 mM 1,8 uL
27F 5 uM 3 ulL
1492R 5 uM 3 ulL
DMSO %99 1,2 uL
Taq DNA Polimeraz 5U/uL 0,3 uL
ddH,O - 14,1 uL
Kahp DNA 100 ng 3uL
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PCR Programi

Reaktif maddelerle hazirlanan PCR tiipleri termal dongii cihazina yerlestirilerek,

istenilen DNA bolgesi amplifiye edildi.

Tablo 5. 16S rRNA PCR islemi icin Uygun Sicaklik, Siire ve Dongii Sayist

Islem Sicaklik (°C) Siire(dk) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1 36
Baglanma 55 1 36
Uzama 72 1,30 36
Son Uzama 72 5 1
Saklama 4 0

16S rRNA PCR Uriinlerinin Jel Elektroforezi

Jel elektroforez islemi igin; %]1’lik agaroz jel hazirlandi, elde edilen karigim
mikrodalga firinda homojen oluncaya kadar kaynatildi. Mikrodalgadan alinan jel 50°C
sicakliga ininceye kadar sogutularak ve 4 ug/mL olacak sekilde etidyum bromiir ilave edildi
ve Oncesinde tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiildii. Jel donunca taraklar
dikkatli bir gekilde ¢ikartildi. Ardindan igerisinde jel bulunan kiivet, 1X TAE tamponu
bulunan elektroforez tankinin igine yerlestirildi. Tarak uglarmin olusturduklar1 kuyucuklarin
ilkine 4 pL 10 kb’lik DNA markirindan ve diger kuyucuklara ise, her bir 6rnek i¢in 1 pLL 6X
yiikleme tamponu ve 5 uL. PCR f{iriinii karisitmindan yiiklendi. Elektroforez jel diizenegi 90
volta ayarlanarak, DNA o6rnekleri 100 dk boyunca yiiriitiildii. Jel icerisinde bulunan etidyum
bromiir ile boyanan DNA bantlar1 jel goriintiileme cihaz1 ile goriintiilenip bilgisayar
ortaminda (Quantum Vilber Lournat Gel Documentation System) analiz edildi (Albayrak

2018).

Klonlama
Kompotent hiicre hazirlama
Kompotent hiicrenin hazirlanmast

» Kompotent hiicre hazirlamak i¢in ilk dnce Escherichia coli JIM101 susu 3 faz ¢izgi
ekim yontemiyle canlandirildi. Petrilerde gelisen kolonilerden bir tane alinarak LB
besiyeri bulunan erlene inokiile edildi ve 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakild1.

» Bu kiiltiirden 300 pL alinarak, 2700 pL steril saf su ile seyreltildi ve 600 nm dalga

boyuna ayarli spektrofotometrede Olgiim yapildi. 30 (hazirlanacak ml cinsinden
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miktar) X 0.1 (sabit deger) / Cikan deger X 10 (seyreltme orani) formiiliinden elde
edilen sonug bize kiiltiirden alinmas1 gereken miktari verir.

» 30 mL LB besiyerine hesaplama sonucu ¢ikan miktar kadar kiiltiir eklendi. Optik
yogunluk (600 nm’de) degerleri 0,4-0,5’e oluncaya kadar kiiltiir karisimi1 37°C’de 60-
90 dakika inkiibe edildi.

> Istenilen optik yogunluk elde edilince drnek inkiibatrden alinarak 4 °C’de 4400
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Stipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.

» Elde edilen hiicre pelleti lizerine buzdolabinda muhafaza edilen soguk 100 mM CaCl,
cozeltisinden 10 mL eklenerek pelletin ¢oziinmesi saglandi. Ardindan 30-45 dakika

buzda bekletildi (Arslan 2017).

Ligasyon islemi

Ligasyon islemi, 0,2 mL’lik tiiplerin igerisinde ligasyon karistminin bir araya
getirilerek 16°C’de 13-15 saat boyunca inkiibasyona birakildi, ardindan kullanincaya kadar
buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi.

Tablo 6. Ligasyon Isleminde Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan Kimyasallar Miktar (pL)
2X Ligasyon Tamponu 5
PCR Uriinii 3
Vektor 1
T4 DNA Ligaz 1

Transformasyon islemi

Buzdolabinda bekletilen kompotent hale gelmis hiicrelerden her bir ependorf tiipe
200’er pL konuldu, iizerine 2,5 pL ligasyon iiriinii eklenip, 30 dk buzda bekletildi. Siire
sonunda 42°C’ye ayarlanmis olan su banyosuna alinan tiipler, 2 dk siireyle 1s1 sokuna tabi
tutuldu. Daha sonra tiiplerde bulunan soliisyon tizerine 200 pL LB besiyeri eklenerek 37°C’de
100 dk inkiibe edildi. Buzdolabinda muhafaza edilen 40 pL X-Gal ve 40 puL IPTG oda
sicakligina getirilerek amfisilinli kat: besiyerine yayildi. Islem sonrasi petri yiizeyleri
kurutulmaya birakildi. Besiyeri X-Gal, IPTG c¢ozeltilerini iyice emdikten sonra Ligasyon
{iriinii+Kompotent hiicre karisimindan 150 pL almarak, drigalski 6zesi ile iyice yayildi. Islem

sonunda petriler 37°C’de yaklasik 15 saat siire inkiibasyona birakildi.
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Koloni PCR

15 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda petriler inkiibatdrden ¢ikarilarak buzdolabinda
+4°C’de bir gece bekletildi. Petri yiizeyinde olusan mavi-beyaz kolonilerden, beyaz olanlar

secilerek koloni PCR islemi gerceklestirildi (Tablo 7 ve Tablo 8).

Tablo 7. Koloni PCR Reaksiyonunun Bilesenleri

Kimyasallar Miktarlan (uL)

Koloni

Taq DNA Polimeraz 0,3

PCR Buffer (10X) 3

MgCl; (25 mM) 1,8

dH:O 16,1
dNTP mix 0,6
DMSO 0,2

T7 Primer (5°__AATACGACTCACTATAG__3) 2

SP6 Primer (5°__ATTTAGGTGACACTATAG__3’) 2

Tablo 8. Koloni PCR Programi

Islem Sicaklik (°C) Siire Dongii
On denatiirasyon 94 30 sn 1
Denatiirasyon 94 30 sn 36
Baglanma 55 30 sn 36
Uzama 72 2 dk 36
Son Uzama 72 10 dk 1
Saklama 4 e -

PCR isleminin ardindan %1’lik agaroz jel hazirlandi. Hazirlanan jelde olusturulan
kuyulara; istenen genin bulundugu pozitif kontrol, istenen genin bulunmadig1 negatif kontrol,
markir ve PCR iirilinii yiiklendi. Daha sonra 90 voltta 1 saat yiiritme islemi gerceklestirildi.
Yiiriitme islemi bitince, jel goriintiileme sistemi yardimiyla bantlar goriintiilendi. Istenilen
aralikta bant veren koloniler belirlenerek, kolonilerin bulundugu kiiltiir plazmit izolasyonu

icin amfisilinli LB broth s1v1 besiyerine inokiile edildi.

Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in, amfisilinli besiyerine inokiile edilen oOrnekler 24 saat

inkiibasyona birakildi. Siire sonunda alinan 6rnekler 10000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten
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sonra, siipernatant kismi atildi ve elde edilen pelletteki plazmitler Promega markasina

(A1330) ait izolasyon kiti kullanilarak saflastirildi.

Plazmitlerin Kontrol Edilmesi ve Konsantrasyonlarinin Tespiti

Bu basamakta plazmitler, EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilip (7 pL plazmit, 2 pl 5X
tampon, 0,5 pL enzim ve 0,5 puL su ile 37 °C’de 3—12 saat), agaroz jel elektroforezinde
goriintlilenerek, uygun bant ve plazmit tespit edildi. Pozitif c¢ikan plazmitlerin
konsantrasyonlar1 Baltact (2015) tarafindan belirtilen yonteme gore ayarlandi ve sekans

analizi i¢in Macrogen (Hollanda) firmasia gonderildi.

DNA Dizi Analizi

Sekans sonuglart FASTA formatina gevirilerek, BioEdit programu ile analiz edildi. ilk
olarak primerler bulundu ve primerlerin oniinde ve arkasinda kalan vektore ait olan kisimlar

cikarildi. Daha sonra diziler birlestirilerek anlamli hale getirildi.

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Anlamli hale getirilen sekans verilerinin Blast analizleri http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi?’?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK LOC=blasthome ve
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/identify internet adresleri kullanilarak gerceklestirildi ve
sonu¢ olarak % benzerlik orani belirlendi. Daha sonra Orneklerin NCBI’dan Genbank

numaralar: alindi.

En lyi izolat ile Lipaz Enzim Uretimi

Bakteri izolatinin -86°C’de bulunan stok kiiltiirii, TSA besiyerine 3 faz ¢izgi ekimi
yapilarak 55°C’ye ayarlanmis olan etlivde 24 saat inkiibasyona birakildi. TSA besiyerinde
gelisen kolonilerden 6ze yardimiyla alinarak, 100 mL’lik otoklavlanmig steril TSB sivi
besiyerine inokiile edildi ve 1 gece boyunca 55°C’de calkalamali inkiibatérde inkiibasyona
birakildi. Onceden hazirlanip steril edilen lipaz besiyerine, 6n kiiltirden 1 mL inokiile
edilerek, 55°C’de calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Daha sonra inkiibatorde
bulunan besiyerinden 24, 48 ve 72. saatlerde Ornekler alinarak, lipaz aktivitesine bakildi

(Hatzinikolaou et al. 1996, Kog¢ 2013; Malekabadi et al. 2018).

Uretilen Enzim Homojenatimin Hazirlanmasi

Bakteri izolattmiz tarafindan hiicre dis1 olarak iiretilen lipaz enzimi, en yiiksek
aktiviteyi verdigi 48.saatte inkiibatdrden ¢ikarilip, falkonlara alinarak 6000 rpm’de 30 dk

boyunca santrifiijlendi. Santrifiij sonucu; kiiltiir igerisinde enzim ile birlikte bulunan
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hiicrelerin ¢okmesi saglandiktan sonra, igerisinde sadece lipaz enziminin bulundugu

stipernatant kism1 alinarak homojenat elde edildi (Hiol ez al. 2000).

Lipaz Enzim Aktivite Tayini

Lipaz enzim aktivitesi paranitrofenol palmitat (p-NPP) substrati kullanilarak,
spektrofotometrik yontemle belirlendi. Enzimin igerisinde bulundugu homojenat iizerine 1
mL Tris-HCI1 (pH:8.0, 50 mM) tamponu ve 1 mL substrat paranitrofenol palmitat (p-NPP)
¢ozeltisi sirastyla konuldu. 55°C’de 10-15 dk boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonunda tiip icerisindeki enzim-substrat reaksiyonunu durdurmak amaciyla, 2 mL NayCOs
cozeltisi eklenerek 20 dk oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra numunelerden 2 mL
aliarak, santriftijlendi (10000 rpm, 5 dk) ve spektrofotometre cihazi ile 410 nm’de verdigi
absorbansa gore enzim aktivitesi tayin edildi (Chiou and Wu 2004; Hung et al. 2003;
Thongekkaew and Boonchird 2007; Winkler and Stuckmann 1979). Bir birim (U) enzim
aktivitesi, deney kosullar1 altinda 1 dakikada 1 pmol p-nitrofenol iiretimini katalize eden

enzim miktar1 olarak tanimlanmistir (Chiou and Wu 2004).
Lipaz enziminin aktivite tayini agagida verilen formiile gore hesaplandi:
EU/ mL = [(AA/ Ad)] x [V¢/ (e.d x V)] x (10%)

EU/ mL = Enzim aktivitesi (umol dk! ml™)

Aa = Absorbans degisikligi (410 nm)

A = Inkiibasyon Siiresi

V= Toplam hacim (mL)

& = p-NPP substratinin molar ekstinksiyon katsayis1 (13,290 M! cm™! )
d = Kiivetteki 11k yolu (cm)

Vo = Enzim hacmi (mL)

Protein Tayini

Bradford yontemi ile gerceklestirilen kantitatif protein tayininde, Coomassie brilliant
blue G250 boyast kullanilir. Bu boya, farkli konsantrasyonlardaki proteinlere baglanarak,
degisik renk siddetinde mavi renkli cozeltilerin olusumunu saglar. Renk olusumunda
proteinin aminoasit bilesimi ve primer yapisi dnemlidir. Boya 6zellikle bazik amino asitlere
ve bazi aromatik amino asitlere baglanma egilimindedir. Boyaya baglanmis olan protein
kompleksi spektrofotometre cihazinda 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans degerini
verir ve yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir. Yapilan deneylerde; enzim ihtiva eden

homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, iyon degisim kromotografisi ve TPP
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saflagtirma yontemlerinden elde edilen enzim ¢ozelti orneklerinin her biri i¢in Bradford

protein tayini uygulandi.

Protein miktarin1 kantitatif olarak tayin etmek amaciyla olusturulan standart grafik su

sekilde hazirlandi;

Absorbans (595 nm)

1:1 mg/mL olacak sekilde protein ihtiva eden standart BSA hazirlanarak 10 ayri
tiipe sirayla 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL alindi. Daha sonra tiiplerin
hacimleri saf su ile 0,1 mL’ye tamamlandi.

Tiiplerde bulunan karisimin iizerine 4,9 mL renklendirme reaktif maddesi eklenerek
vortekslendi ve 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda 595 nm’ye ayarl
spektrofotometre cihazinda 3mL’lik kiivetlerde once kor daha sonra kore karsi
orneklerin absorbans degerleri okundu (Kor olarak, BSA tamponu ve 4,9 mL
renklendirme reaktif maddesinden olusan karisim kullanild).

Spektrofotometrede okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein
degerleri kullanilarak standart bir grafik elde edildi.

Protein tayini yapilmak istenen 6rnekler i¢in 0,1 mL enzim ¢ozeltisi tizerine 4,9 mL
boya ¢ozeltisi eklenerek 10 dk bekleme stiresinin sonucunda 595 nm‘de absorbans
degeri olciildii. Elde edilen deger ile onceden ¢izilmis olunan standart grafigin

egimi kullanilarak, protein miktar1 hesaplandi(Forsman et al. 1997; Algicek 2017).
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Sekil 3. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

Kalitatif Protein Tayini

Yontem spektrofotometre cihazinda 280 nm’de absorbans 6l¢limiine dayanan protein

varligini belirleyen hizli bir metotdur. Proteinlerin yapisinda bulunan triptofan, fenil alanin ve

tirozin amino asitleri maksimum absorbans degerini vermesine dayanir. Olgiimii yapilmak
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istenen Ornekler kuvarz kiivetlere 1 mL olacak sekilde alinarak 280 nm’de kore (50 mM, pH:
8,0 Tris-HCI tamponu) gore okutularak absorbans degerleri 6l¢iildii (Chen and Segel 1968; J.
C. Lee et al. 1999).

Lipaz Enziminin Saflastirilmasi

Enzim saflastirmak icin 2 farkli yontem kullamldi. ilk olarak geleneksel yontemlere
alternatif olan {li¢lii faz ayirma (TPP) yontemiyle enzim saflastirmast gerceklestirildi. Daha
sonra geleneksel yontemlerden olusan amonyum stilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve iyon degisim

kromatografisi ile lipaz enzimi saflastirildi.

Uclii faz ayirma (TPP) yontemiyle saflastirma

Yontem, dogrudan ham siispansiyon i¢in kullanilabilme, salting-out, i1zoiyonik
¢okelme, ozmolitik ve kozmotropik presipitasyon yaninda kosolvent presipitasyon gibi ¢esitli
teknikleri igeren, biyolojik ayirma yontemlerine alternatiftir. Proteinleri saflastirmada
kullanilan TPP metodu, organik ¢oziicli (¢-biitanol), tuz (amonyum siilfat) ile ham protein
ekstrakt1 karistirilarak orta fazda bulunan proteinlerin farkli zaman araliklarinda ¢okelmesine
dayanan bir saflastirma teknigidir (Kiss et al. 1998; Saxena et al. 2007). Ham enzim
cozeltisine sirasiyla tuz ve organik ¢oziicii eklenip uygun ortam kosullar1 saglanarak 1 saatlik
inkiibasyon sonrasi alt, ara ve organik solventin bulundugu tist faz olmak tizere olusan iiclii
faz esasina dayanir (Duman and Kaya 2013; Kat1 ef al. 2016). Yapilan ¢alismada, t-butanol
konsantrasyonu, tuz ve pH gibi parametreler optimize edilerek {i¢ fazli bolme ad1 verilen hizli
ve ucuz bir yontem kullanildi. Bu metod lipaz enzim ¢ozeltisinden lipaz enziminin

saflagtirillmasin1 ve geri kazanilmasini igermektedir.

Bu tez ¢alismasinda yapilan TPP yonteminde; tuz olarak amonyum siilfat, organik
¢oziicii olarak ise tert-biitanol kullanildi. Islemde saflastirma icin en yiiksek verimi elde etmek

icin uygun amonyum siilfat yilizdesi ve uygun t-biitanol oran1 optimize edilmistir. Bunun i¢in;

e |lk dnce fermantasyon sivisinda lipaz enzimi ile bulunan bakteri hiicreleri 25°C ‘de
6000 rpm de 25 dk santrifiijleme islemi yapilarak uzaklagtirildi.

e Elde edilen enzim ¢ozeltisinden 2 mL alinarak farkli amonyum siilfat
doygunlugunda (%20, %30, %40, %50, %60, %70, %80) 7 farkli tuz
konsantrasyonlari, yine farkli oranlarda #-biitanol (1,0:0,5- 1,0:1,0- 1,0:1,5- 1,0:2,0)
olmak iizere 4 farkli oran ve her kombinasyon i¢in farkli pH (5,0-12,0) araliklar1
hazirlandi.

e | saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonra 6000 rpm’de 5 dk santrifiij

islemi uygulandi.
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e Olusan 3 fazdan iistte bulunan organik ¢oziicli fazi ayrildi. Kalan iki faz dikkatli bir
sekilde ayrilarak Bradford yontemiyle protein miktar1 ve aktivite 6l¢lim metoduyla
enzim aktivitesi degerleri dl¢iildii.

e Flde edilen degerler kullanilarak saflagtirma katsayisina karsi, % geri kazanim
grafikleri olusturuldu. Cikarilan grafikler yorumlanarak uygun tuz yiizdesi ve

organik ¢6ziicii miktarlar1 belirlendi (Algicek 2017).

Daha sonra lipaz ihtiva eden baska bir homojenat ¢ozeltisi ile geleneksel yontemlerden
(amonyum stilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, iyon degisim kromatografisi) olusan yeni bir saflagtirma

deneyi gergeklestirildi.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz uygulamasi

Enzim ihtiva eden homojenat igerisinde %0-20, %20-40, %40-60, %60-80, %80-90
oranlarinda amonyum siilfat eklenerek, ¢oktiirme islemi gergeklestirildi. Yapilan islemler
+4°C’de buzun iizerinde gercgeklestirildi. Her amonyum siilfat ¢oktiirmesi araliginda olusan
cokelti ve siipernatantta enzim aktivitesi ve protein miktar1 Ol¢imii yapilarak enzim
aktivitesinin en yiiksek oldugu aralik belirlendi. Cokeltinin aktivite ve protein miktarlarinin
6l¢iimii i¢cin dncesinde hazirlanan pH:8,0 S0mM’lik Tris-HCI tamponu igerisinde ¢éziinmesi
saglandi. Enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu aralik, enzimin amonyum siilfat doygunluk
aralig1 olarak belirlendi. Daha sonra yapilacak olan tiim saflastirma islemleri belirlenen bu

aralikta gergeklestirildi(Ciftci et al. 2004).
g(NH4)2S04 = 1,77 x V x (S2 - S1) / (3,54 — S2)
g(NH4)2SO4: Eklenmesi gereken amonyum siilfat tuzunun gram miktari

V: Enzim ¢6zeltisinin (slipernatant) hacmi
S1: Baslangigtaki amonyum siilfat doygunlugu

S2: Istenen amonyum siilfat doygunlugu

Notral tuzlarla ¢oktiirme isleminden sonra, elde edilen enzim ¢ozeltisindeki fazla tuzu
ve istenmeyen molekiilleri uzaklastirmak amaciyla diyaliz iglemi uygulanir. Bu islemde yari
gecirgen, belirli biiyiikliikte porlari olan diyaliz torbasi adi verilen membranlar kullanilir.
Islemde, saflastirilan enzim i¢in uygun pH’da hazirlanan tampon ¢ozelti kullanilir. Osmoz ad1
verilen olay sayesinde su diyaliz torbasinin i¢ine girerken torba icerisinde bulunan iyonlar ve
tuzlar tampon ¢ozelti ortamina gegmektedir. Elde edilen enzim ¢ozeltisi i¢in 50 mM pH:8,0
Tris-HCI tamponu kullanilarak 4°C’de tampon en az ii¢ kez degistirilerek diyaliz islemi

gergeklestirildi (Yayalar 2019).

38



Iyon degisim kromotografisi

Iyon degisim kromotografisinde kolon dolgu materyali olarak Q-Sefaroz kullanildi.
Kolona yerlestirilen dolgu materyali sirasiyla saf su ve 50 mM pH:8,0 Tris-HCI tamponu ile
yikandi. Daha sonra igerisine dengeleme tamponu olan Tris-HCl (50 mM pH:8,0) kolona
dokiilerek jelin yatak hacmi sabit oluncaya kadar kolon paketlendi. Akis hiz1 3 mL/saat olacak
sekilde peristaltik pompa yardimiyla kolonun dengelenme tamponu ile dengelenmesi
saglandiktan sonra dengeleme tamponu uzaklastirildi. Dengelenmis kolona diyaliz sonunda
elde edilen enzim ¢ozeltisi eklendi. Ik once Tris-HCI (50 mM pH:8,0) tamponu ile kolon
yikandi. Yikama isleminden sonra eliisyon i¢in farkli tuz gradientlerinde (50-100-150-200-
300-400-500-600-800-1000 mM NaCl) Tris-HCI 50 mM pH:8,0 ile hazirlanmis tamponlar
kullanilarak kolon akis hizi 12 mL/saate ayarlandi. Daha sonra 3 mL’lik tiiplerde eliiatlar
toplanarak spektrofotometrede 280 nm absorbans degerleri Olciildii. Anlamli deger gosteren

her tiip i¢in ayr1 ayr1 protein miktar: ve aktivite miktar1 dl¢tildii (Malekabadi ef al. 2018).

SDS- PAGE ile Enzimin Molekiil Agirhiginin Belirlenmesi

Yiiklii molekiillerin elektriksel alanda ayirimina dayanan SDS-PAGE, proteinlerin
molekiil agirliginin tespit edilmesi amaciyla kullanilan elektroforez teknigidir. Kullanilmasi
gereken biitlin elektoroforez malzemeleri distile su ile iyice temizlenip deneye baslandi.
Kiskagclarla birlestirilen kalin ve ince cam, jel hazirlama kabinine yerlestirildi. ilk olarak
ayirma jeli (%15°1ik akrilamid iceren) hazirlanip hizlica iki cam plakanin arasina dokiildii.
Olusan hava kabarciklarini gidermek i¢in iizerine izopropanol eklenerek jelin polimerlesmesi
amacityla 30 dk bekletildi. Polimerlesme gerceklestikten sonra, jel {izerinde bulunan
izopropanol uzaklastirilarak hazirlanan y1igma jeli ayirma jelinin {lizerine dokiildii ve taraklar
yigma jeline dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Polimerlesmesi i¢in 30 dk bekletilen jelden yine
dikkatli bir sekilde taraklar ¢ikarilarak cam plakalar elektroforez tanki igerisine yerlestirildi.
Tank igerisine Onceden hazirlanmis olan yiirlitme tamponu dolduruldu. Jelde yiiriitiilmesi
istenilen 6rnekler numune ¢ozeltisiyle karistirilarak su banyosunda 90°C’de 5 dk bekletildi ve
denatiire olmalar1 saglandi. Hazirlanan 6rnekler kuyulara yiiklenerek ilk dnce 60 voltta 30 dk
yiirlitiildi. Yigma jelinden ayirma jeline gegen drnekler 120 voltta 90 dk olacak sekilde tekrar
yiriitiildii. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel boyama isleminden gegirilip, olusan bantlar
goriintiilendi (Ustiin 2019). Yiikleme tamponunda bulunan brom-timol mavisi, &rneklerin

takibi ve kuyulara yiikleme kolayligi sagladigi i¢in kullanilmaktadir (Laemmli 1970).
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SDS-PAGE Jelinin Goriintiilenmesi

Jel elektroforezinde yiiriitillen 6rneklerin bulundugu jel cam plakalardan ¢ikarilip
boyama kabina alindi. Boyama kabi1 folyo ile sarilarak karanlik bir ortam saglandi ve
oncesinde hazirlanan tespit ¢ozeltisi ile 30 dk calkalayicida muamele edildi. Tespit
coOzeltisiyle muameleden sonra jel saf su ile yikanarak rediiksiyon ¢ozeltisi eklendi. Eklenen
rediiksiyon ¢ozeltisi ile karanlik ortamda calkalayicida 30 dk muamele edildi. Daha sonra saf
su ile 3 kez 5’er dakika olacak sekilde jel yikandi. Yikama islemi esnasinda, boya soliisyonu
hazirlandi, yikama islemi bitince jelin bulundugu boyama kabina eklenerek karanlik ortamda
20 dk calkalayicida muamele edildi. Siire sonunda, boyama soliisyonu uzaklastirilip bantlar
belirginlesinceye kadar yikama-1 soliisyonu ile ¢alkalandi. Jel {izerinde bantlar belirginlesince
jel goriintiisii kaydedildi, yikama-1 soliisyonu uzaklastirilip yikama-2 soliisyonu eklendi jelin

taban rengi acilinca giimiis boyama islemi sonlandirildi (Algigek 2017).

Saflastirilan Lipaz Enziminin Karakterizasyonu
Enzimin optimum ve stabil sicakhiginin belirlenmesi

Saflastirilan lipaz enziminin aktif oldugu optimum sicaklik degerini bulmak i¢in 2,5
mL tampon (Tris-HCI pH:8,0 50mM) igerisinde 500 uL enzim ve 2,5 mL substrat (0,03 g
palmitat / 10 mL propanol) ¢ozeltisi karistirilarak 15 dk farkli sicakliklarda (20°C, 30°C,
40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C) inkiibe edildi. Siire sonunda her sicaklik degeri i¢in 3 tekrar
olacak sekilde aktivite tayini 0l¢iildii. Aktivitenin en yiiksek oldugu sicaklik degeri 100 olarak
kabul edildi. Diger sicaklik degerleri optimum sicakliga gore bagil aktivite (%) cinsinden

hesapland1 (Malekabadi ef al. 2018).

Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi i¢in ise enzim 6rnegi 50 mM pH:8,0 Tris-HCI
tamponunda 1:1 oran olacak sekilde 30°C’den 80°C’ye kadar olan sicakliklarda farkli
stirelerde (30dk, 60dk, 90dk, 120dk) inkiibasyona birakildi. Siire sonunda lipaz aktivite tayin
metodu kullanilarak enzim aktivitesi hesaplandi. Inkiibasyon oncesi aktivite miktarr 100
olarak kabul edilerek farkli sicaklik degerlerindeki kalan aktivite yiizdesi (%) hesaplandi
(Malekabadi et al. 2018).

Enzimin optimum ve stabil pH’sinin belirlenmesi

Saflastirilmas1 gergeklestirilen lipaz enziminden 200 pL almarak 1 mL, 50 mM’hik
farkli pH (sodyum asetat pH:4,0-5,0 — KH2PO4 pH:6,0-7,0 — Tris-HCI pH:8,0 — glisin NaOH
pH:9,0-10,0-11,0-12,0) degerlerindeki tampon ¢ozeltiler igerisinde 1 mL substrat (palmitat)
¢oOzeltisi ile karistirilarak 55°C’de 15 dk inkiibe edildi. Siire sonunda her sicaklik degeri igin 3
tekrar olacak sekilde aktivite tayini yapildi. Aktivitenin en yiiksek oldugu pH optimum pH
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olarak belirlendi. Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degeri 100 kabul edilerek diger

sonuclar ona gdre bagil aktivite (%) cinsinden hesaplandi.

pH stabilitesinin belirlenmesi i¢in 1 mL enzim 1 mL, farkli pH (sodyum asetat pH:4,0-
5,0 — KHPOs4 pH:6,0-7,0 — Tris-HCl pH:8,0 — glisin NaOH pH:9,0-10,0-11,0-12,0)
degerlerindeki tampon c¢ozeltiler igerisinde oda sicakliginda 1 saatlik inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonucunda enzim aktivite protokolii uygulanarak aktivite tayini yapildi.
Inkiibasyon oncesi aktivite miktar1 100 olarak kabul edilerek farkli pH degerlerindeki kalan
aktivite yiizdesi (%) hesaplandi (Zaliha et al. 2006; Venugopal and Saramma 2007).

Metal iyonlarinin lipaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Lipaz aktivitesi {izerine baz1 metal iyonlarinmn etkisinin incelenmesi i¢in, Ca*, Mg**,
Mn?*, Fe’" ve Cu?' iyonlarmin Tris-HCl 50 mM pH:8,0 tamponu icerisinde farkli
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanarak 2,5 mL metal iyonu ¢o6zeltisi igerisine 500 pL
enzim eklendi. 30 dk’lik inkiibasyon sonunda lipaz aktivite tayini gergeklestirildi. Kontrol
olarak kullanilan metal iyonlar1 icermeyen ¢ozeltinin aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve

metal iyonu igeren 6rneklerin aktivitesi, kalan aktivite olarak hesaplandi (Yang et al. 2016).

Cesitli organik ¢oziiciilerin lipaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Organik ¢oziiciilerin lipaz enzimi aktivitesi iizerindeki etkisinin belirlenmesi ig¢in
metanol, etanol, kloroform, izopropanol, biitanol, aseton ve DMSO gibi organik ¢dziiclilerinin
%25’lik ve %50’lik konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandi. Agzi kapakli cam tiipler
icerisinde 1,5 mL organik ¢oziicii- tampon ¢dzeltisi ve 500 pL enzim konularak karistirildi.
Kontrol tiipiine ise 2 mL saf enzim konuldu. 50°C’de 1 saat ve 24 saat boyunca inkiibasyona
birakilan ¢6zeltiler inkiibasyon siiresi sonunda lipaz enzim aktivite tayini yapildi. Kontrol

ornegine gore kalan aktivite hesaplandi (Malekabadi ef al. 2018).

Bazi inhibisyon ajanlarinin lipaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Inhibisyon ajanlarinin lipaz enzimi aktivitesi {izerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in
oncelikle 1 mM ve 10 mM olacak sekilde pH:8,0 50 mM Tris-HCI tamponu ile DNTB,
EDTA c¢ozeltileri, %1 ve %5 konsantrasyon olacak sekilde 50 mM pH:8,0 Tris-HCI] tamponu
ile B-Merkaptoetanol ¢ozeltisi ve %96’lik etanol ile PMSF c¢ozeltisi hazirlandi. Saf enzim
Oornegi hazirlanan bu ¢ozeltiler igerisinde 50°C 180 rpm’de 30 dk boyunca calkalayicida
bekletildikten sonra lipaz aktivite tayini yapildi. Kontrol 6rnegine gore diger orneklerin

aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandi(Malekabadi et al. 2018).
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Baz1 siirfaktanlarin ve okside edici ajanin lipaz enzimi iizerine etKisinin
belirlenmesi

Kullanilan kimyasallardan siirfaktan olarak; Triton X-100, Tween 20, Tween 80 ve
SDS ile okside edici ajan olarak; H>O, maddelerinin farkli % konsantrasyonlarda olacak
sekilde 50 mM pH:8,0 Tris-HCI ile 10mL’lik ¢ozeltileri hazirlandi. Saf enzim Ornegi ile
hazirlanan ¢ozeltilerde 30 dk boyunca 50°C’de 180 rpm’de c¢alkalamali inkiibatore
yerlestirilerek inkiibe edildi. Siire sonunda aktivitesi 100 olarak kabul edilen kontrol tiipiiniin

degerine karsilik diger ornekler kalan aktivite olarak hesaplandi (Malekabadi ef al. 2018).

Saflastirilan lipaz enziminin substrat spesifitesinin belirlenmesi

Enzimin substrat spesifitesini belirlemek ic¢in paranitrofenol palmitat, paranitrofenil
asetat, paranitrofenil oktanat substratlarinin izopropanol ile 20 mM’lik ¢ozeltileri hazirlandi. 1
mL 50 mM pH:8,0 Tris-HCI tamponu, 1 mL hazirlanan substrat ¢ozeltisi ve 200 pL saf enzim
kanistirilarak enzim aktivite tayini yapildi. En yiiksek aktivite sonucuna sahip olan substrat
degeri 100 olarak kabul edilip diger orneklerin vermis oldugu aktivite ona goére hesaplandi

(Malekabadi et al. 2018).
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Termofilik Bakterilerin izolasyonu

Izolasyon sonunda, morfolojik olarak incelenen kolonilerden farkli oldugu diisiiniilen
toplam 64 bakteriyal izolat elde edildi. Bu izolatlar kodlanarak (UF), stok kiiltiire alind1 ve
kullanilincaya kadar -86°C’de muhafaza edildi.

Lipaz Enzimi Ureten Suslarin Belirlenmesi

Stok kiiltiirlerden aliman 64 bakteri, TSA besiyerinde c¢izgi ekim yontemiyle
canlandirildi. Ardindan TSB siv1 besiyerinde 6n kiiltiire alinip, tribiitirin agar iceren kati
besiyerine ekimi gerceklestirildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda 64 izolattan 14 (UF1-
UF14)’iinlin agar besiyerinde seffaf zon olusturdugu ve lipaz aktivitesine sahip oldugu
belirlendi. En iyi enzim iireten susun belirlenebilmesi i¢in; TSB siv1 besiyerinde 6n kiiltiire
alian suglardan inokiiliim OD’si 2,0 olacak sekilde lipaz siv1 besiyerine asilandi. 55°C’de 24-
48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan lipaz aktivite tayin prosediirii ile

suslarin aktiviteleri 6l¢iildii. Elde edilen sonuclar Tablo 9’da verilmistir.

En yiiksek aktivite gosteren UF7 kodlu mikroorganizma, Erzurum Hasankale
kaplicalarindan izole edilmistir. Kaplica, 39°58'31.0"N 41°41'00.0"E (39.975263, 41.683336)

enlem ve boylamlarinda bulunmaktadir.

Tablo 9. Termofilik Bakterilerin Lipaz Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Izolat Kodu Lipaz Aktivitesi (U/mL)
UF1 55,4
UF2 37,2
UF3 24,6
UF4 12,1
UF5 48
UF6 46,3
UF7 61
UF8 55
UF9 39,3

UF10 19,8
UF11 24.9
UF12 21,5
UF13 37,8
UF14 39,8
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Secilen Izolatin Molekiiler Teshisi

Petride olusturdugu seffaf zon ¢ap1 (Sekil 4) ve paralel olarak aktivitesi en yiiksek
olan sus UF7 olarak tespit edildi. Bundan sonraki tim deneysel c¢alismalarda bu izolat
kullanildi. Calisilan bakterinin morfolojik (Sekil 5), fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri
asagida verilmistir (Tablo 10).

Sekil 4. UF7 bakterisinin tribiitirin agar besiyerinde goriintiisii

Tablo 10. Calisilan Bakterinin Morfolojik Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Fizyolojik Morfolojik Biyokimyasal
Hiicre i, .
UF7  Morfolojisi pH Sicaklik Tuz Gram Endospor Hareketlilik  Oksidaz Katalaz
Krem 78 55-65°C %4+ " " " Zayif
rengi/Cubuk ) ) ’ ayif (+)

” o

Sekil 5. UF7 bakterisinin TSA besiyerindeki goriintiisii
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Genomik DNA izolasyonu

Calisma igin secilen izolatin genomik DNA’s1 Promega (A2360) Kit protokoliine
uygun olarak izole edildi. Daha sonra %1’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek, DNA’nin saflig1

kontrol edildi.

16S rRNA PCR

Bakteride bulunan 16S rRNA gen bolgesi evrensel (27F ve 1492R) primerler
kullanilarak PCR reaksiyonu ile cogaltildi. Elde edilen PCR o6rnegi, %1’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek yaklagik 1500 bg’lik tek bant profili elde edildi.

Sekil 6. Anoxybacillus gonensis UF7 nin 16SrRNA jel goriintiisii
Klonlama

Secilen uygun bir vektor sistemi ile 16S rRNA gen bolgesi klonlandi. Petriler, mavi-
beyaz koloni olusumu agisindan incelendi.

Koloni PCR

Petrilerde olusan beyaz koloniler, koloni PCR islemine tabii tutuldu. Elde edilen PCR
iriinleri %1 agaroz jel {lizerinde yliriitiilerek, 1500 bp'de bant veren koloni/koloniler pozitif

olarak kabul edildi (Sekil 7).
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Sekil 7. Koloni PCR goriintiisii: (M: Markir (BioLabs N0550S) 4 ve 6 pozitif olarak kabul
edilen 6rnekler)

Plazmit izolasyonu

Izole edilen plazmitlerde, istenen gen bolgesinin bulunup bulunmadigi EcoRI kesim
enzimi kullanilarak incelendi. Uygun konsantrasyona sahip pozitif sonu¢ veren Ornekler,

Macrogen (Hollanda) firmasina sekans analizi i¢in gonderildi.

DNA Dizi Analizi

Firmadan gelen analiz sonuglart i¢in, 16S rRNA sekans verileri anlamli hale getirildi
ve Eztaxon’daki diziler ile kiyaslama yapildi. Elde edilen veriler sonucunda UF7 susunun
%99 oraninda Anoxybacillus gonensis tiirline benzedigi tespit edildi ve OM328064 numarasi
ile Gen Bankasma girisi yapildi. Daha sonra test susunun, diger termofilik tiirlerle olan
taksonomik iligkisini ortaya koymak icin, NJ (Neighbor-joining) yontemiyle filogenetik agac
cizildi (Sekil 8).

100 | Anoxybacillus gonensis (NCCB 100040)
UF7 (OM328064)

33 Anoxybacillus kamchatkensis (DSM 14988)
100 Anoxybacillus ayderensis (NCCB 100050)
Anoxybacillus kestanbolinensis (NCCB 10005)

a9 e Anoxybacillus flavithermus (DSM 2641)
73 I: Anoxybacillus mongoliensis (DSM 19169)
a1 Anoxybacillus pushchinoensis (DSM 12423)

Anoxybacillus bogrovensis (DSM 17956)
Anoxybacillus calidus (DSM 25220)

57

Bacillus licheniformis (DSM 13)

—
0.01

Sekil 8. Filogenetik agac
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A. gonensis UF7’den Lipaz Enziminin Saflastirilmasi

Saflastirma islemi icin geleneksel saflastirma yontemlerine alternatif olarak kullanilan
bir s1vi-sivi ekstraksiyon yontemi olan tiiglii faz ayirma (TPP) metodu kullanildi. Daha sonra
geleneksel bir yontem olan amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve kromatografik yontemden

olusan saflastirma metodu uygulandi.

Saflastirma islemine baslamadan 6nce; 1L siv1 lipaz besiyeri hazirlandi, 250 mL’lik
erlenlere 100’er ml olacak sekilde boliiniip otoklavlandi, ardindan esit miktarda (OD 2.0
olacak sekilde) on kiiltiirden asilanarak inkiibasyona birakildi. Uretilen bu kiiltiiriin bir kismi
TPP de, diger kismu1 ise amonyum siilfat ve iyon degisim kromatografisinde homojenat olarak

kullanildi.

Lipaz Enziminin Uclii Faz Ayirma (TPP) Sistemi ile Saflagtirilmasi
TPP sisteminde amonyum siilfat miktari ve organik coziicii oraninin belirlenmesi

Literatiir tarama sonucunda sabit bir tuz konsantrasyonu (%70) secildi. Segilen tuz
konsantrasyonlariyla farkli oranlarda homojenat:#-biitanol denenerek alkol orami belirlendi.
Daha sonra belirlenen alkol oraniyla, farkli tuz konsantrasyonlar1 denenerek gerekli olan tuz
miktar1 tespit edildi. Optimizasyon isleminde her tuz konsantrasyonuna farkli olacak sekilde
homojenat:z-biitanol oranlar1 denendi. Bu ¢alismada farkli amonyum siilfat konsantrasyonlar1
(%20, %30, %40, %50, %60, %70 ve %80) ve farkli homojenat:z-biitanol oranlar1 (1,0:0,5,
1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) kullanilarak 50°C’de optimizasyon ¢alismalar1 yapildi. Saflagtirilan
lipazin alt fazda bulundugu, en yiliksek verimin ve saflagtirma katsayisinin %70 amonyum
siilfat doygunlugunda ve 1,0:1,0 homojenat:t-biitanol oraninda elde edildigi tespit edildi.
Farkli amonyum siilfat konsantrasyonu ve farkli t-biitanol oranlarinda hazirlanan grafikler

gosterilmistir (Sekil 9-15).
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[ Verim (alt faz) (%) E==AVerim (ara faz) (%)

—@— Saflastirma katsayisi (alt faz) —O—Saflastirma katsayisi (ara faz)

Sekil 9. TPP metodunda %20 amonyum siilfat konsantrasyonu ve farkli t-biitanol oranlarinin
Anoxybacillus gonensis UF7 lipaz enziminin saflagtirma katsayisina ve verimine etkisi
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1,0:0,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:2,0

Enzim:t-butanol (v:v)

[ Verim (alt faz) (%) E==3Verim (ara faz) (%)

—@— Saflastirma katsayisi (alt faz) —O—Saflastirma katsayisi (ara faz)

Sekil 10. TPP metodunda %30 amonyum siilfat konsantrasyonu ve farkl t-biitanol oraninin A.
gonensis UF7 lipaz enziminin saflastirma katsayisina ve verimine etkisi

48



180 r 7 7

160 |
-65
140 | >
{5 3
120 | 8
< 100 | 14
£ £
Eso- 13%
60 | =
128

40 |
20 11
0 0

1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:2,0
Enzim:t-bitanol (v:v)
 Verim (alt faz) (%) === Verim (ara faz) (%)

—@— Saflastirma katsayisi (alt faz) —O—Saflastirma katsayisi (ara faz)

Sekil 11. TPP metodunda %40 amonyum siilfat konsantrasyonu ve farkl t-biitanol oraninin A.
gonensis UF7 lipaz enziminin saflastirma katsayisina ve verimine etkisi
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Sekil 12. TPP metodunda %50 amonyum siilfat konsantrasyonu ve farkl t-biitanol oraninin A.
gonensis UF7 lipaz enziminin saflastirma katsayisina ve verimine etkisi
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Sekil 13. TPP metodunda %60 amonyum siilfat konsantrasyonu ve farkli t-biitanol oraninin A.
gonensis UF7 lipaz enziminin saflastirma katsayisina ve verimine etkisi
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Sekil 14. TPP metodunda %70 amonyum siilfat konsantrasyonu ve farkl t-biitanol oraninin A.
gonensis UF7 lipaz enziminin saflastirma katsayisina ve verimine etkisi
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Sekil 15. TPP metodunda %80 amonyum siilfat konsantrasyonu ve farkli t-biitanol oraninin A.

gonensis UF7 lipaz enziminin saflastirma katsayisina ve verimine etkisi

TPP Sisteminde pH’nin Belirlenmesi

Uclii faz ayirma sisteminde (TPP) &nemli olan diger bir parametre ise sistemin

pH’sidir. pH degeri, saflastirilmasi hedeflenen proteine ve proteinin iyon yiikiine etki ederek,
olusacak olan fazlar arasinda dagilimin farklilasmasiyla ayrim saglar (Kati 2013). TPP
isleminde en uygun tuz miktar1 ve organik c¢ozlicii orami belirlendikten (%70 tuz
konsantrasyonu ve 1,0:1,0 oraninda z-biitanol) sonra farkli pH degerleri belirlenen oranlar

iizerinde islemler tekrarlandi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda pH degeri 7,0 olarak tespit

edildi ve Sekil 16’da verilen grafikte gosterildi.
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Saflastirma Katsayisi

Sekil 16. A. gonensis UF7 lipaz enziminin saflastirilmasinda TPP metodunda pH’nin etkisi

TPP yontemi ile saflagtirma isleminde yiiksek verim elde edilmesi i¢in gerekli olan tuz

miktari, organik ¢oziicli oran1 ve uygun pH gibi saflastirma islemini etkileyen faktorlerin
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optimizasyonu yapildiktan sonra belirlenen parametreler dogrultusunda enzim saflastirma
islemi gergeklestirildi (Saflastirma sonuglar1 Tablo 11°de verildi). %70 (w/v) amonyom siilfat
doygunlugunda; 1,0:1,0 homojenat:z-biitanol orani ile lipaz enzimi, pH: 7,0’da %79,91verimle

6,01 kat olarak TPP prosesindeki alt fazdan saflagtirildi.

Tablo 11. TPP Yéntemi ile Lipaz Enzimi Saflastirma Sonuglari

Numune s = 2
2 £ Z 2 2
~ 2 < 2 ~ e ke « -
% F 37 ¢ % . g
§E 2 g_ 5z E_E® §:z &
2 55 59 =5 2% :if ¢
EL =2 2 E &2 =E =2 §8 >
Homojenat 100 61 0,58 6100 58,36 104,52 1 100
TPP- Alt faz 40 121,87 0,19 4875 7,75 629,03 6,01 79,91
TPP- Ara faz 20 50,8 2,28 1016 45,65 22,25 021 16,65

Kuepethkaew et al. (2017), Pasifik beyaz karides hepatopankreasindan TPP
yontemiyle %50 amonyumsiilfat doygunlugunda 1,0:1,0 #- biitanol- homojenat oraninda 3,49
kat %87,41 verimle, Dobreva et al. (2019), Rhizopus arrhizus’dan %30 amonyum siilfat
doygunlugunda, pH:7,0’de 1,0:0,5 ham ekstrakt/z-biitanol orani ile %71 verim ve 19,1 kat,
Labuschagne et al. (1997), Flavobacterium odoratum’dan %7,7 verimle 1,5 kat, Kumar et al.
(2015), Thermomyces lanuginosa’dan Triton X-100 deterjanli ve deterjansiz olmak iizere iki
ayr1 TPP yontemi ile sirasiyla 17,8 spesifik aktivite, 2,1 kat ve 3,3 spesifik aktivite, 0,57 kat

lipaz enzimi saflagtirmiglardir. Bu bakimdan verilerimiz literatiir ile uyumludur.

Anoxybacillus gonensis izolatindan Lipaz Enziminin Geleneksel Saflastirma Metotlar
ile Saflastirilmasi

Amonyum siilfat coktiirmesi ve diyaliz islemi

Anoxybacillus gonensis UF7 bakterisinin hiicre dis1 iirettigi lipaz enzimi saflastirilmasi
icin; lipaz liretim besiyeri ile olusturulan kiiltiir 6000 rpm’de 25 dk santrifiij edilerek daha
sonra amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. %80 amonyum siilfat doygunlugunda %385,49
verimle 2,4 kat saflastirildi (Tablo 12). Enzimin bulundugu ¢okelti 100 mM pH:8,0 Tris-HCI

tampon ¢ozeltisinde ¢oziilerek diyaliz yapildi.

Literatiir arastirmast sonucu Raut ef al. (2012), %30-80 amonyum siilfat araliginda
%76,2 verimle 1,18 kat, Malekabadi et al. (2018), Bacillus licheniformis’den %80 amonyum
silfat araliginda %63 verimle 10,06 kat, D.-W. Lee et al (1999), Bacillus
thermoleovorans’dan %30-80 amonyum siilfat araliginda %19 verimle 223 kat ve Zhao ef al.

(2021), S. caprae’den %80 amonyum siilfat ¢oktliirmesiyle %54,67 verimle 3,75 kat enzim
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saflagtirmas1 yapmislardir. Kismi saflastirma asamasi i¢in, verilerimizin literatiir ile uyumlu

oldugu tespit edilmistir.

Iyon degisim kromatografisi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz isleminin ardindan elde edilen tampon
icerindeki enzim ¢oOzeltisi Q-Sefaroz iyon degisim kolonu ile saflastirma islemi
gerceklestirildi. Mikrobiyal kaynakli {iretilen lipaz enzimlerinin saflastirilmasi i¢in genellikle
iyon degisim, jel filtrasyon kromatografisi gibi farkli kromatografik teknikler kullanilmaktadir
(Scopes 1993). A. gonensis UF7 ‘den lipaz enzimi %40,65 verimle 13,10 kat saflastirildi
(Tablo 12).

Kumar et al. (2005), Bacillus coagulans’dan DEAE—Sefaroz kolon kromatografisi ile
%2,5 verim 40 kat, Kambourova et al (2003),  Bacillus stearothermophilus’dan
ultrafiltrasyon isleminden sonra, Sefadeks G-200 ve DEAE-Seliilloz kolonlar1 kullanilarak
%10,2 verim 19,25 kat ve D.-W. Lee et al. (1999), Bacillus thermoleovorans’dan amonyum
stilfat, DEAE-sephacel iyon kromatografisi ve Sephacryl S-200 jel filtrasyon kromatografisi
yontemi ile %19 verim 223 kat enzim saflastirmasi yapmislardir. Kromatografik yontem ile
saflagtirma asamasi i¢in verilerimizin literatiir ile uyumlu oldugu tespit edilmistir. Elde edilen

sonuglar Sekil 17 ve Tablo 12°de gosterildi.
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Sekil 17. Lipaz enziminin iyon degisim kromatografisi ile eliisyonu gosteren grafik
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Tablo 12. Amonyum Siilfat ve Iyon Degisim Kromatografisi Yontemleri Ile Saflastirma
Sonuglari

Numune 2 = 2
2 CO- R -
~ Z 2 Z5 8 = = =
I PRS- S PR
EE =9 e_ Es 5_t9 %7 &
22 SE 859 ES5 EP if £3%
- - ) E &2 F¢ 2
Homojenat 100 61 0,58 6100 58,36 104,52 1 100
Amonyum Siilfat 50 104,3 0,41 5215 20,79  250,8 24 85,49
Iyon Degisim Kromotografisi 25 99,2 0,072 2480 1,81 1370 13,10 40,65

SDS-PAGE ile Enzimin Molekiil Kiitlesinin Tayini

Saflastirma islemlerinden sonra Anoxybacillus gonensis UF7 izolatinin trettigi lipaz
enziminin molekiil kiitlesini belirlemek i¢in, SDS-PAGE yapildi. Sekil 18. ‘de TPP sonucu
elde edilen alt faz ve ara faza ait 55-73 kDa arasinda ii¢ bant; Sekil 19. ‘da iyon degisim
kromotografisi sonucu ile ~73 kDa “da tek bant gdzlemlendi. Iki SDS-PAGE ‘de de ortak olan
bu bantin, lipaz enzimine ait olabilecegi diisliniilmektedir. Lipazlarin molekiil agirliklart 11-
92 kDa arasinda degismektedir (Lawson et al. 1994; Schmid and Verger 1998). Molekiil
kiitlesi, 92 kDa olan lipaz enzimi Pseudomonas gessardii susundan saflastirilmistir (Ramani
et al. 2010). SDS-PAGE yontemi ile molekiil kiitlesini belirleyen benzer ¢alismalarda; Faiz et
al. (2007), Anoxybacillus gonensis’den saflastirdiklar1 esteraz enziminin molekiil agirligini 62
kDa, Zhao et al. (2021), Staphylococcus caprae’den saflagtirdiklar1 lipaz enziminin molekiil
agirligini 87 kDa, Sangeetha et al (2010), Bacillus licheniformis lipazinin 40 kDa, Dong et a/
(2020), bitki unu esterazinin molekiil agirligimi 68 kDa, Oh et al (1999), Staphylococcus
haemolyticus lipazinin 45 kDa, Ramani et al (2010), Pseudomonas gessardii’den saflastirilan

asidik lipazin molekiil agirligin1 94 kDa olarak belirlenmistir.

54



17 kDa —)

Sekil 18. A. gonensis UF7’den TPP yontemiyle saflastirilan lipaz enziminin SDS-PAGE
goriintilisti, M: Marker,1: Homojenat, 2: TPP ara faz, 3: TPP alt faz
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Sekil 19. 4. gonensis UF7°den iyon degisim kromatografisi yontemiyle saflastirilan lipaz
enziminin SDS-PAGE gériintiisii, M: Marker,1: Homojenat, 2: Iyon degisim saflastirmasi

Lipaz Enzimi Icin Yapilan Karakterizasyon Cahsmalarinin Sonuclari

Saflasgtirilan lipaz enziminin optimum pH ve pH stabilitesinin bulunmasina
yonelik olarak yapilan ¢calismalar

Bakteriyal lipazlar genellikle (pH 4.8 asidik bir optimum pH'ya sahip P. fluorescens
SIK W1 lipazi1 harig) alkali veya noétral pH'da aktivite gosterirler; Bacillus stearothermophilus
SB-1, B.atrophaeus SB-2 ve B. licheniformis SB-3 suslarindan elde edilen lipazlar pH 3-12
araliginda aktivite gosterdigi bildirilmistir (Bradoo et al. 1999; Litthauer et al. 2002). Elde
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edilen sonuglara gore ¢izilen grafikler incelendiginde; A. gonensis UF7’den saflastirilan lipaz

enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degeri 8,0 olarak belirlendi.
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Sekil 20. Lipaz enziminin optimum pH °s1 i¢in olusturulan aktivite 6l¢cim grafigi

Elde edilen sonuglar dogrultusunda pH:7,0-8,0 ve 9,0’da 30 dakikalik inkiibasyon
sonucunda aktivitenin arttigi, ayrica pH:7,0-8,0 ve 9,0 degerlerinde 90 dk’ya kadar
aktivitesinin %90’dan fazlasin1 korudugu, 90 dk sonunda tiim pH degerlerinde aktivitenin
diistiigii tespit edimistir. Literatiir arastirmalar1 dogrultusunda Pseudomonas fluorescens’den
saflastirilan lipaz enzimi pH 9,0°da optimum aktivite, pH 3,0-11,0 araliginda ise aktivitesinin
%70’den fazlasin1 korudugu bildirilmistir (Kulkarni and Gadre 2002), Bacillus coagulans’dan
izole edilen lipaz enzimi pH 8,5’de optimum aktivite gosterirken pH 8,0-10,5 arasinda
aktivitesini korumustur (Kumar et al. 2005), Malekabadi et al. (2018), Bacillus
licheniformis’den saflastirdiklar1 lipaz enzimi i¢in optimum pH’nin 8,0 oldugunu ve pH 7,0-
10,0 araliginda aktivitesinin %80’ini korudugunu ve Bacillus stearothermophilus MC7’den
saflagtirilan lipaz enzimi pH:8,0’da optimum aktivite gosterirken pH:7,0-11,0 araliginda

stabilitesini korudugunu bildirmislerdir (Kambourova et al. 2003).
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Sekil 21. Lipaz enzimi i¢in olusturulan stabil pH grafigi

Saflagtirllan lipaz enziminin optimum sicakhik ve sicakhik stabilitesinin
bulunmasina yonelik olarak yapilan calismalar

Tez calismasi kapsaminda 4. gonensis UF7 susundan saflastirilan lipaz enziminin
optimum sicaklik profili ve sicaklik stabilitesi belirlendi. Enzimin optimum ve stabil
sicakligini belirlemek amaciyla; 20-80°C arasindaki farkli sicaklik degerleri ¢alisildi ve
enzimin optimum sicakligi 60°C olarak tespit edildi. Elde edilen sonuglar Sekil 22’de
gosterildi. Bakteri kaynakli lipaz enzimlerinin optimum sicaklig1 genellikle 30-60°C arasinda
olmasina ragmen, literatiir arastirmalarina gore aktivite gosterebilecekleri daha diisiik veya

daha yiiksek sicaklik araliklar1 oldugu saptanmistir (Kanwar et al. 2006).

120

100

80

60

Bagil aktivite (%)

0 , T T ] T ]
0 20 30 40 50 60 70 80 90
Sicaklik (°C)

Sekil 22. Lipaz enziminin optimum sicakliginin dl¢lilmesi i¢in ¢izilen sicaklik-bagil aktivite
grafigi
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A. gonensis UF7 susundan saflastirilan lipazin sicaklik stabilitesini belirlemek igin,
30°C-80°C sicakliklari araliklarinda 30, 60, 90 ve 120 dk’lik siirelerle enzim inkiibe edilerek,

belirli araliklarla aktivite 6l¢timii yapildi.
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Sekil 23. Sicakligin lipaz enzimi kararlilig1 tizerine etkisi

Elde edilen sonuglar dogrultusunda; saflastirilma islemi gerceklestirilen lipaz enzimi
icin, 30 dk siire sonunda tiim sicaklik degerlerinde aktivitenin arttigi, 60 dk. kadar stabil
kaldig1, bir saatin sonunda ise aktivite de azalmanin meydana geldigi goriilmiistiir. Tiim bu
sicaklik degerlerinde ise, 60°C’de 90 dk boyunca enzimin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu
kaydedildi (Sekil 23). Literatiir aragtirmasi sonucunda Pseudomonas fluorescens bakteri
susunda saflastirilan lipaz enzimi 55°C’de optimum aktivite gosterirken, 60°C’ye kadar
aktivitesinin %70’ten fazlasin1 koruyarak stabil kalmistir (Kulkarni and Gadre 2002), Bacillus
coagulans bakterisinden saflastirilan lipaz enzimi ise ayni sekilde 55°C optimum sicakliga
sahiptir ve 70°C’ye kadar olan sicakliklarda ise stabilitesini korumustur (Kumar et al. 2005),
A. gonensis bakterisinden saflagtirilan esteraz enziminin 60-80°C’de optimum aktiviteye
sahipken 80°C’de 1 saatlik inkiibasyonu sonucu aktivitesini kaybettigi tespit edilmistir (Faiz
et al. 2007), Bora and Bora (2012), yaptiklar1 calismada Bacillus sp. LBN2 bakteri susunda
saflagtirdiklar1 lipaz enziminin optimum sicakligi 60°C oldugunu ve 60°C’de 1 saatlik
inkiibasyon  sonucu aktivitesinin = %90’mi1, 70°C’de ise %70’ini  korudugunu

gozlemlemislerdir.
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Farkh konsantrasyonlarda metal iyonlarimin saflastirilan lipaz enzimine etkisini
belirlemeye yonelik elde edilen sonug¢lar

Mg?*, Mn?", Fe?", Cu** ve Ca'? gibi farkli metal iyonlarinin 4. gonensis UF7 bakteri
susundan saflagtirilan lipaz enziminin aktivitesine etkileri incelendi. Metal iyonlari, ¢cogu
proteinin ii¢ boyutlu yapilarinin olusumunda ve aktif merkezde substratlarin katalizinde
onemli bir rol oynar. Baz1 enzimler, aktiviteleri i¢in kofaktor olarak metal iyonlarina ihtiyag
duyarlar ve enzim aktivitesini farkli sekilde etkileyebilirler (Bock et al. 1999; DiTusa et al.
2001). Elde edilen sonuglar dogrultusunda; Ca*? ve Mg®" iyonlarinin 4mM konsantrasyona
kadar enzim aktivitesini arttirdigi, 6 ve 7 mM ‘dan sonra aktivitede azalma meydana getirdigi.
Fe?*, Mn?"ve Cu?' iyonlarmin enzim aktivitesini diisiirdiigii, en biiyiik inhibitér etkinin Cu?*
‘da olustugu kaydedilmistir. Literatiir arastirmasi sonucu D.-W. Lee et al. (1999), Bacillus
thermoleovorans bakterisinden saflagtirilan lipaz enziminin Ca*? ve Zn'? metal iyonlar ile
katalitik fonksiyonu aktive ettigini, Kumar et al. (2005), Bacillus coagulans bakterisinden
saflastirilan enzimin aktivitesini K, Fe*}, Hg™ ve Mg" iyonlan artirirken, A1, Co*?, Mn™?
ve Zn*?iyonlarmin inhibe ettigini tespit etmislerdir. Mehta et al. (2012) izole ettikleri bakteri
susu olan TS-4 Geobacillus sp.’den izole ettigi lipaz enziminin denenen tiim metal iyonlarinin
ImM’lik ¢ozeltileri aktiviteyi artirdigini tespit etmislerdir, yine Zhao et al. (2021),
Staphylococcus caprae bakterisinden saflasirilan lipaz enziminin aktivitesinin Na*, Ba*?, Ca*
ve Mn*? iyonlar1 varhgmnda arttigini saptamislardir. Kambourova et al. (2003), Bacillus
stearothermophilus bakterisinde saflastirilan lipaz enzimi aktiviesi Ca™ iyonu ile artarken,
Cu?, Fe'? ve Zn'? iyonlarmimn varhginda inhibe olmustur. Malekabadi et al. (2018), B.
licheniformis bakterisinden saflastirilan lipaz enziminin; Ca*? iyonu 2,3 kat, Mn*?iyonu 1,3
kat, Sr*%iyonu 2 kat ve Ba™ iyonu 8 kat olacak sekilde aktivitesi artarken, Fe**, Co™?, Ni*?,
Cu*?, Zn"? iyonlarinin 1 mM’lik ¢dzeltileri aktiviteyi azaltirken, 10 mM’lik ¢ozeltileri enzimi
inhibe etmistir. G. stearothermophilus AH22 lipazi Hg™? ve Zn? iyonlar1 varliginda inhibe
olurken; Ba™, Mg™, Mn™, Ni*%, Ca™, Co"™ ve Fe™ iyonlar1 varliginda aktive oldugu
bildirilmistir (Ekinci 2015). Yang et al. (2016), Burkholderia ubonensis SL-4 lipazinin Mg*?,
Pb*2, Al iyonlarinin inhibisyona neden oldugunu, Fe™?, Fe, Co*, Ni"?, Cu™ ve Zn"
iyonlarinin 1mM lik ¢ozeltileri aktiviteyi cok az azaltirken 10Mm’lik ¢ozeltilerinin inhibe

ettigini belirtmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. Bazi metal iyonlarinin lipaz enzim aktivitesi lizerine etkisi

Baz1 inhibitor etkisi olan Kkimyasallarin saflastirilan lipaz enzimi aktivitesi
iizerine etkisinin belirlenmesine yonelik yapilan calismalar

A. gonensis UF7 bakteri susundan saflastirilmis lipaz enziminin aktivitesi lizerine
inhibisyon etkisi olan kimyasallarin etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada 1 ve 10 mM’lik
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlandi ve enzim ile muamele edilmesi sonunda elde edilen
veriler Sekil 25 ile gosterilmistir. Lipaz enzimi ara-ylizey aktivasyonuyla ilgili aktif
merkezlerini orten bir kapak yapisina sahiptirler ve bu yap1 sayesinde bazi lipazlar PMSF
tarafindan inhibe olmaz veya ¢ok az inhibisyon goriiliir (Snellman et al. 2002; Li and Zhang
2005; Gaur et al. 2008). A. gonensis UF7 kodlu bakteriden saflastirilan lipaz enziminin
inhibisyon ajanlar1 varhiginda etkisinin belirlenmesi amaciyla; 1 ve 10 mM‘lhk
konsantrasyonlarda EDTA, PMSF, DNTB ve %1- %5 konsantrasyonlarda 3-Merkaptoetanol
kullanildi. 1 mM EDTA’nin varliginda enzim aktivitesi %1 oraninda azalirken, 10 mM
EDTA’nin %53 inhibisyona sebep oldugu, kullanilan diger inhibisyon ajanlarinin enzim
aktivitesi iizerinde arttiric1 etki gosterdikleri tespit edildi. Literatiir aragtirmasi1 sonucu Ekinci
(2015) tarafindan yapilan calismada Geobacillus stearothermophilus lipazinin  f-
merkaptoetanol varliginda aktive oldugu, Tarak¢ioglu (2016) tarafindan yapilan ¢alismada ise
EDTA ve f—merkaptoetanol ile B. thermoamylovorans ST-10 lipazinin aktivitesinin azaldigi
belirtilmistir. Literatlir kapsaminda bulunan ¢alismada f-Merkaptaetanol varliginda aktivtenin
ortalama %70 oraninda korundugu, EDTA varliginda ise aktivitenin %54 oraninda muhafaza
edildigi ve PMSF’nin 1mM ve 10 mM’lik ¢ozeltilerinin enzim inhibisyonuna neden oldugu
bildirilmistir (Malekabadi et al. 2018). Yapilan bagka bir ¢alismada, Kambourova et al.
(2003) ve Yang et al. (2016) sirastyla Bacillus stearothermophilus ve Burkholderia ubonensis
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bakterilerinden saflastirilan lipaz enzimi i¢in PMSF inhibisyon etkisi gOstermistir. Ayni
sekilde Aneurinibacillus thermoaerophilus HZ bakteri susundan saflastirilan lipaz 1,0 mM ve
5,0 mM PMSF varliginda sirasiyla % 64.9 ve %41.4 oraninda aktivitesininin korundugunu
(Masomian et al. 2013) ve Aureobasidium pullulans HN2.3 lipazi 1,0 mM ve 5,0 mM PMSF
varliginda sirastyla %73.1 ve 67.2 oraninda aktivitesini korudugunu saptamislardir (Liu et al.

2008).

Kalan aktivite (%)

Contro 10mM 1mMDNTP 10mM 1mMPMSF 10mM 1mMEDTA %1B- %5 B-
DNTP PMSF EDTA merkapto merkapto

Sekil 25. Baz1 inhibisyon ajanlarinin lipaz aktivitesi iizerine etkisi

Farkh konsantrasyonlardaki organik coziiciilerin saflastirilan lipaz enzimi
iizerine etkisini belirlemeye yonelik olarak yapilan ¢caliymalar

Anoxybacillus gonensis UF7 bakteri susundan saflastirilan lipaz enziminin metanol,
etanol, biitanol, DMSO, kloroform, izopropanol ve aseton gibi organik ¢oziiclilerin %25 ve
%50 konsantrasyon olacak sekilde 60 dk’lik inkiibasyonu icin lipaz enzimi iizerine etkileri
arastirildi. Endiistriyel biyoteknolojide genis substrat spesifitesine sahip olan lipaz enzimi
onemli bir biyokatalizordiir ve genellikle organik ¢oziiciilerde stabildir (Jaeger and Reetz
1998; Sharma et al. 2012). Elde edilen veriler dogrultusunda enzimin; %25 konsantrasyonluk
organik c¢oziiciilerde inkiibasyon sonucu aktivitenin, DMSO varliginda %16, kloroform
varliginda ise %20 azalma goriildiigii, diger organik coziiciilerin aktiviteyi artirdig tespit
edilirken (Sekil 26), %50 konsantrasyonluk organik c¢oziiciilerde 1 saatlik inkiibasyonu
sonucunda aktivitesinde etanol, metanol ve izopropanol varliginda artma goriiliirken,
kloroform varliginda %77, DMSO varliginda %535, biitanol varliginda %8 ve asetonda %2
aktivite kayb1 gozlenmistir. (Sekil 27) Literatiir arastirmasi sonucu Bora and Bora (2012)
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Bacillus sp. bakterisinden saflagtirdiklar1 lipaz enziminin aseton ve etanol igerisinde
aktivitesinin sabit kaldigini, Zhao et al. (2021) Staphylococcus caprae lipazinin izooktan,
gliserol, DMSO ve metanolde aktivitesinin arttigini, Kuepethkaew et al. (2017) Litopenaeus
vannamei lipazinin etanol ve metanolde yiiksek aktivite gdsterdigi, Kambourova et al. (2003)
Bacillus stearothermophilus lipazini sorbitol aktive ederken, metanol, etanol, izopropanol,
aseton, gliserole karsi tolerans gosterdigini buna karsin biitanol, toluol, kloroform ve dietileter
varliginda tam inhibe oldugunu tespit etmislerdir. Yang et al. (2016) Burkholderia ubonensis
SL-4 lipazinin %15 izopropanol, asetonitril, aseton, tert biitanol, kloroform varliginda
sabit/aktif oldugu, %30 ksilenin aktiviteyi azalttig1 tetrahidrofuran, n-biitanol, 1-hekzan,
izooktanolun %15-30’luk ¢ozeltilerinin inhibe ettigini tespit etmislerdir. Ayrica, SL-4 lipazi
gliserol, etilen, glikol, DMSO, DMF, metanol, etanol, n-hekzan, n-heptan ve izooktan da
aktif/kararli olmustur. Acinetobacter sp. ile yapilan bagka bir calismada ise etanol,
izopropanol ve asetonun lipaz aktivitesini bir miktar artirdigi, metanoliin ise aktiviteyi

degistirmedigi bulunmustur(Khoramnia et al. 2011).
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Sekil 26. Organik ¢oziiciilerin (%25) lipaz enzimi iizerindeki etkisi
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Sekil 27. Organik ¢oziiciilerin (%50) lipaz enzimi iizerindeki etkisi

Anoxybacillus gonensis UF7 bakteri susundan saflastirillan lipaz enzimi iizerine
okside edici ajan ve siirfaktanlarin etkisini belirlemeye yonelik yapilan calismalar

Bakteri susundan saflastirilan lipaz enzimi lizerine siirfaktanlarin ve okside edici
ajanin (SDS, Triton X-100, Tween 20, Tween 80 ve H>O») etkisini belirlemek i¢in sirasiyla
%1, %2, %3, %4, %5, %6’lik konsantrasyon olacak sekilde ¢ozeltileri hazirlandi. Deney
sonuclarina gore elde edilen veriler dogrultusunda H>O2’nin %1, %2 ve %3’lik
konsantrasyonlarda aktiviteyi artirdigi, Tween 80 ve SDS ‘in %1, %2 ve %3 lik
konsantrasyonlarinda aktivitenin biiylik oranda korundugu belirlenmistir. H2O2, Tween 80 ve
SDS’in %4, %5 ve %6’lik konsantrasyonlarinin inhibisyon etkisi gosterdigi, Tween 20 ve
Triton X-100’1in denenen tiim konsantrasyonlarinda aktivitenin arttifi tespit edilmistir.
Literatiir arastirmalar1 sonucunda; Zhao et al. (2019), Penicillum camembertii’ den
saflagtirilan lipaz enzimi ile yapilan bagka bir ¢alismada H»O» varliginda enzim Kkatalitik
aktivitesini korurken, Skouridou et al (2003), yaptiklar1 caligmada saflastirdiklar lipaz
enzimi 75 mM HxO2’ye 30 dakika maruz kalinca aktivitesini %50’sini kaybettigini
belirtmislerdir. Yine bu dogrultuda yapilan ¢alismalarda; Tarak¢ioglu (2016), Tween-80,
Tween-20, Triton X-100 ve SDS’nin ise B. thermoamylovorans ST-10 lipazinin aktivitesini
yilksek oranda diislirdiigli, Malekabadi et al. (2018), B. licheniformis KM12 lipazinin
aktivitesinin Tween 20’nin %0,1’lik konsantrasyonunda aktivite %10 artarken %1,0’lik
konsantrasyonunda %4 oraninda diistiigii, SDS’in %0,1°lik konsantrasyonu %6, %]1’lik
konsantrasyonu ise %35 aktivite kaybina yol actigi, Triton X-100’iin ise aktiviteyi %0,1’lik

konsantrasyonunda %8 artirirken %1°lik konsantrasyonunun aktivitede %5 diisiise neden
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oldugu H>0; varliginda ise 1 mM konsantrasyonda aktivite %92 oraninda korunurken, 10

mM konsantrasyonda ise, %78,6 oraninda aktivite gosterdigi bildirilmistir.
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Sekil 28. Saflastirilan lipaz enzimi iizerine okside edici ajan ve siirfaktanlarin etkisi

Anoxybacillus gonensis UF7 bakteri susundan saflastirilan lipaz enziminin
substrat spesifitesini belirlemeye yonelik yapilan ¢calismalar

Anoxybacillus gonensis UF7 bakteri susundan saflastirilan lipaz enzimin paranitrofenil
palmitat, paranitrofenil asetat ve paranitrofenil oktanat gibi substratlarin varliginda aktivitesi
lipaz enzimi aktivite tayini metodu ile incelendi. Enzimin en yiiksek aktiviteyi paranitrofenol
palmitat substrati ile gosterdigi belirlendi. Benzer olarak literatirde Mehta et al. (2012),
yaptiklar1 c¢alismada saflastirdiklar1 lipaz enziminin en yiliksek aktivitesini paranitrofenol
palmitat varliginda, Malekabadi et al. (2018), yaptiklar1 ¢alismada elde ettikleri lipaz enzimi
icin optimum aktivite gosteren substratin paranitrofenol palmitat oldugunu, Zhao et al.
(2021), yaptiklart calismada S. caprae bakteri susundan saflastirdiklar1 lipaz enziminin
optimum aktiviteyi aynmi sekilde paranitrofenol palmitat varliginda gosterdigini tespit

etmislerdir. Bu dogrultuda elde ettigimiz veriler literatiir ile uyumludur.
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Sekil 29. Lipaz enziminin substrat spesifitesinin belirlenmesi
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SONUC VE ONERILER

Yapilan tez ¢alismasinda, termal kaynaklardan elde edilen sicak su orneklerinden 64
adet bakteri izole edildi. Elde edilen izolatlar arasindan 14 bakterinin lipaz enzimi irettigi
tespit edildi. En yiiksek lipaz aktivitesi gosteren UF7 kodlu susun, Anoxybacillus gonensis
tirtine %99,9 oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi. Bu sustan enzim iiretilip, TPP,
amonyum siilfat ve iyon degisim kromotografisi yontemleri kullanilarak saflagtirildi,

karakterize edildi ve SDS-PAGE ile goriintiilendi.

Siv1 lipaz besiyerinde gelistirilen A. gonensis UF7 susunun irettigi lipaz enzimini
saflagtirmak icin, kromatografik ve non-kromatografik olmak iizere iki farkli yontem
kullanildi. Ilk olarak kiiltiirden santrifiijle ¢oktiiriilerek elde edilen homojenata, amonyum
stilfat ¢oktiirmesi, diyaliz islemi uygulandi; %80 amonyum siilfat doygunlugu ile enzim
%85,49 verimle 2,4 kat saflagtirildi. Daha sonra isleminin devaminda; kromatografik
yontemlerden olan iyon degisim kromatografisi islemi gergeklestirildi. 4. gonensis UF7°den
elde edilen lipaz enzimi Q-sefaroz iyon degisim kolonuna tatbik edilerek %40,65 verimle
13,10 kat saflastirildi. Geleneksel yontemlere alternatif olarak sunulan TPP yontemi ile
%79,91 verimle, 6,01 kat olarak alt fazdan saflastinldigi tespit edildi. Saflastirma
islemlerinden sonra, SDS PAGE yontemi ile lipaz enziminin molekiil kiitlesi ~73 kDa olarak

belirlendi.

Molekiil agirligi tespit edilen enzim icin, karakterizasyon caligmalar1 gerceklestirildi.
Sonugcta, lipaz enziminin pH: 8’de maksimum aktiviteyi gosterdigi ve 90 dakikaya kadar
aktivitesini korudugu gozlemlendi. Enzimin, maksimum 60°C’de en yliksek aktiviteye sahip
oldugu, 90 dk. kadar aktiviteinin arttig1, 120. dk’dan sonra aktivitenin azaldig1 belirlendi.
Saflastirilan enzim Ca™ ve Mg™ iyonlarinin 4 mM’lik konsantrasyona kadar olan
¢ozeltileriyle aktivitesi artarken Cu*? iyonu varliginda inhibe oldu. Okside edici ajan ve bazi
stirfaktan maddeler varliginda belirli konsantrasyonlara kadar aktivite artmis/korunmus, daha
yiilksek konsantrasyonlarda inhibisyon gerceklesmistir. Ayrica saflastirilan lipaz enzimi
metanol ve etanol gibi organik ¢oziicliler varliginda yliksek aktivite gdstermistir. Enzimin
substrat spesifitesinin belirlenmesine yonelik yapilan calismalar sonucunda ise, en yiiksek

aktivite paranitrofenol palmitat varliginda goriilmiistiir.
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Elde edilen veriler 1s181nda;

» Kaplica sularindan izole edilen mikroorganizmalarda lipaz aktivitesine sahip
izolatlarin bulundugu,

> lIzolatlarn tribiitirin agar da olusturduklar1 zon capi ile aktivitelerinin paralellik
gosterdigi,

» Literatiir verilerinde farkl1 kDA’larda SDS-PAGE bant goriintiilerinin bulundugu,
bu cesitliligin izolatlar arasindaki farkliliga bagli olarak gerceklestigi,

» TPP’nin lipaz izolasyonu i¢in uygun bir yontem oldugu; bu yontemin ekonomik,
basit ve kisa zamanda gerceklestirilebildigi,

» Literatiirde ilk kez A. gonensis tarafindan lipaz enzim iiretiminin g¢aligildig

sonucuna varilmistir.

Lipaz enzimi lizerine bir¢ok arastirma yapilmistir. Basta kagit yapimi, deterjan ve
tekstil gibi birgok endiistrinin ihtiya¢ duydugu lipazlar icin Ozellikle yiliksek sicaklik
stabilitesine sahip ve ekstraseliiler olmasi tercih edilmektedir. Bunun i¢in de en yiiksek enzim

aktivitesine sahip yeni mikrobiyal suslarin literatiire kazandirilmasi 6nem arz etmektedir.

Yeni iiretilen lipazlardan endiistrideki en biiylik beklenti; saflagtirilmalarinin kolay

olmasi, yliksek termal kararlilik gostermeleri ve pH'dan etkilenmemeleridir.

A. gonensis UF7 tarafindan lretilip, saflagtirilan lipaz i¢in daha sonraki donemlerde
endiistriyel uygulamalara yonelik arastirmalar yapilabilir. Bir¢cok alanda kullanilabilen bu
enzimin %13,10 saflastirma katsayis1 ile deterjan, tekstil gibi alanlarda rahatlikla
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ila¢ endiistrisi gibi yiiksek saflikta enzim kullanilan
alanlarda, liretim verimliligini ve saflastirma maliyetini azaltmak i¢in rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak, enzimin seri iiretimi saglanabilir. Ayrica amonyum siilfat ve iyon
degisim kromotografisine ek olarak jel filtrasyon kromotografisi kullanilarak, daha yiiksek

saflikta enzim tretilebilir.

Enzimlerin endiistriyelde sadece bir kez kullanimi ve pahali olmas: yiiksek maliyet
dogurmaktadir. Bu nedenle enzimlerin immobilizasyonu ve tekrar tekrar kullanilmasi
endiistriyel proseslerin maliyetini azaltacaktir. Urettigimiz enzim i¢in de; daha kararli olmasi

ve 1lriin kaybedilmemesi gibi avantajlari nedeniyle immobilizasyon ¢aligmalarinda

kullanilabilir.

Inhibitér arastirmalar1 da enzimlerin karakterizasyonunda olduk¢a 6nemlidir. Lipaz
icin inhibisyon g¢alismalarinin obezite onleme proseslerinde kullanilabilecegi bilinmektedir.

Bu calismada kullanilan, bilinen inhibitdr ve bilesiklerin yani sira mevcut veya yeni
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sentezlenen bilesiklerin enzim aktivitesi {izerindeki etkileri de incelenebilir. Ayrica
elektroforez ile tespit edilen enzimin band1 kesilerek, elde edilen saf lipazin amino asit dizisi

ve ii¢ boyutlu yapis1 netlestirilebilir.
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