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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI SUCUL BOCEKLERIN SINDIRIM SISTEMINDEN iZOLE EDILEN
Bacillus megaterium’un LIPAZ URETME POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Fatima KARAMAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Zooloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Umit INCEKARA

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan
elde edilmektedir. Mevcut ¢aligmanin amaci, lipaz lireten bakterilerin izolasyon kaynagi
olarak sucul boceklerin bagirsaklarinin kullanilabilirligini test etmektir. izolasyon
calismalari i¢in, dort sucul bocek Hydrotus impressopunctatus (Dytiscidae), Rhantus
suturalis (Dytiscidae), Dytiscus circumflexus (Dytiscidae) ve Laccobius sulcatulus
(Hydrophilidae) tiiriiniin bagirsagi kullanilmis ve izole edilen bakteriler daha sonra ayni
kiiltiir kosullar1 altinda lipaz lretme yetenekleri agisindan karsilagtirilmistir. Toplam
sekiz bakteri izolati arasinda, F25 izolatinin maksimum lipaz aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir. Bu izolat 16 s rDNA sekans analizine gore Bacillus megaterium olarak
teshis edilmistir. Calkalamali erlen kiiltiirinde Bacillus megaterium F25 ile lipaz
dretimi i¢in 30 °C’ lik sicaklik, pH 6.0, 20 ml/lt atik kizartma yag1 konsantrasyonu, 4
ml/It Tween 80 konsantrasyonu, 3 gr/lt pepton konsantrasyonu ve 48 saatlik inkiibasyon
peryodu optimal kiiltiir kosullar1 olarak belirlenmistir. Optimize edilmis kiiltiir kosullar
alinda bu bakteri ile 518 U/t lipaz iiretimi basarilmistir. Lipaz {ireten
mikroorganizmalarin  izolasyonu i¢in sucul bdceklerin  bagirsak  florasinin
kullanilabilirligi ilk kez bu ¢alisma ile test edilmistir.

2019, 66 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bacillus megaterium F25, lipaz, izolasyon, sucul bocek, bagirsak



ABSTRACT

MS. Thesis

INVESTIGATION OF THE LIPAZ PRODUCTION POTENTIAL OF Bacillus
megaterium ISOLATED FROM THE DIGESTIVE SYSTEM OF SOME AQUATIC
INSECTS

Fatima KARAMAN

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Science of Zoology

Supervisor: Prof. Dr. Umit INCEKARA

Enzymes used in almost all areas of industry are usually derived from microorganisms.
Aim of this study was to test the usability of gut of aquatic insects as isolation source of
lipase-producing bacteria. For the isolation studies, the guts of four aquatic insects
Hydrotus impressopunctatus (Dytiscidae), Rhantus suturalis (Dytiscidae), Dytiscus
circumflexus (Dytiscidae), and Laccobius sulcatulus (Hydrophilidae) were used, and the
isolated bacteria were then compared in terms of their ability to produce lipases under
the same culture conditions. Of total eight bacterial isolates, the isolate F25 isolated
from gut of Rhantus suturalis was found to show the maxium lipase activity. This
isolate was identified as Bacillus megaterium according to 16s rDNA sequence analysis.
For lipase production by B. megaterium F25 in shaking flask culture, temperature of
30°C, intial pH of 6.0, waste frying oil concentration of 20 ml/L, Tween 80
concentration of 4ml/L, peptone concentration of 3 g/L and incubation time of 48 h
were determined as the optimal culture conditions. Under the optimal culture
conditions, enzyme production of 518 U/L using this bacterium could be achieved. The
availability of intestinal flora of aquatic insects for the isolation of lipase-producing
microorganisms was first tested in the present study.

2019, 66 pages

Keywords: Bacillus megaterium F25, lipase, isolation, aquatic insects, gut
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1. GIRIS

Enzimlerin hayatimizdaki varligi farkinda olamayacagimiz dl¢iide ¢ok olmustur. Enzim
varligi, yiyecek, igecek gibi iirlinlerin hazirlanmasi, tiretimi, kiyafet temizlemede ve
bircok hastaligin teshis edilmesinde kullanilmaktadir. Protein yapisinda olan bu
biyolojik katalizorler, biyoteknolojide kullanilan tekniklerin ve aletlerin, biyolojik
madde hazirlamada kullanmak i¢in yapilan adaptasyonlardir (Karademir et al. 2002).
Enzimlerin sikga kullanilmakta oldugu endiistri alanlarindan biri deterjan endiistrisi
olmustur. Mikrobiyal ¢esitlilik derinlemesine incelenerek; mikroorganizmalardan ticari
olarak daha kullanishh enzimler iiretebilmek i¢in zaman ve {tretim adina gerekli
maliyetini, performansini ve kalitesini beraber géz 6niinde bulundurarak dis etkilerden
olabildigi kadar bagimli olmadan degisik pH ve sicakliklarda aktivite gosteren enzim
tiretebilen mikroorganizmalarin  tanimlanabilmesi ve bu mikroorganizmalarin

gelistirilmesi oldukca 6nem arz etmistir (Oberoi 2001).

Biyokimya tarihinin genelinde enzim arastirmalariyla karsilasmak miimkiin olmaktadir.
Biyolojik agidan ilk kez kataliz etkisi anlasilan enzimler 1700’lerin sonunda mide
salgist ile et sindirimi tizerinde yapilmig olan arastirmalarda kesfedilmis ve daha sonra
tikriik salgist ile birgok bitkinin Oziitiiniin, nisastayr glikoz maddesine doniistiirmesi
seklinde c¢alismalarla devam ettigi goriilmiistiir. 1800’lerin sonunda Louis Pasteur
sekerin mayayla alkole fermentesinin “fermentler” tarafindan kataliz edildigi ve bu
“fermentlerin” canli maya hiicrelerinin yapilarindan ayrilamaz oldugunu savunmustur.
Diger taraftan maya oziitiiniin glukozu alkole fermente ettigi, bunun yani sira hiicre
disinda islevli olarak gorevini yerine getiren molekiillerle islevinin saglandigini ortaya
koymustur. Frederic W. Kiihne ise bu yapilar1 ‘enzim’ olarak isimlendirmistir (Nelson
2005).

Metabolizma reaksiyonlarinin pek c¢ogunu hizlandiran protein yapisinda biyolojik
katalizor madde seklinde isimlendirilen enzimlerin; besin yapan maddeleri yiktigi,
kimyasal enerjiyi depolayabilidigi, bu enerjinin sekil olarak degistirildigi, basit

prekiirsorlerden  biyolojik bakimdan makromolekiiller olusabildigi metabolik



degisimler, bir¢ok reaksiyon basamagini katalizlemektedir. Hiicre iginde organik
bilesenlerin yapim ve yikimi, hiicre solunumu, kas kasilmasi, sindirim yapimi
seklindeki onem arz eden ¢ok cesitli metabolizmanln islevleri sonucunda olmaktadir.
Bu enzimatik reaksiyonlarin Katalizleme islevi ile miimkiindiir. Ulkemizde enzim
konusunda bilimsel aragtirmalar yapan bir¢ok arastirmaci ve c¢alisma grubu
bulunmaktadir. Enzimler alaninda bazi1 arastirmacilar yeni enzimlerin dogal
kaynaklardan saflastirilmasi ve karakterizasyonu iizerinde g¢alismalar yaparken bazi
arastirmacilar da enzimlerin daha etkin tiretimi ve kullanimi alanlarinda arastirmalarini
sirdiirmektedir. Enzimler biyokimya alaninin en Onemli c¢alisma konularindan biri
olmasi nedeniyle 6zellikle biyokimyacilar tarafindan ¢ok calisilmakta ve giiniimiizde
gida miihendisligi, tekstil miihendisligi, kimya miihendisligi, biyoloji, kimya,
mikrobiyoloji, biyoteknoloji ve biyomiihendislik alanlarin1 kapsayan biiyiik bir ¢alisma

konusu olusturmustur (Celep 2010).

Endiistriyel islemlerde kullanilan enzimlerin hesapli, kalite bakimindan iyi {iriin
yapimina firsat vermektedir. Bugiin, mikroorganizma kullanimi, endiistride kullanilan
bir¢ok enzimin mikrobiyal kdkenli oldugu ve ekonomik anlamda daha diigiik maliyetli
oldugu i¢in endiistriyel enzim tretiminde artmistir. Biyoteknolojideki gelismeler ile
birlikte tretimlerinin hizli bir sekilde gergeklestirilmesi nedeni ile yonlendirilmis
mutasyonlara kolay ve hizli cevap vermeleri ve nitelikli enzim iretebilmelerinden
dolayr mikroorganizmalar muazzam enzim kaynaklari olarak goriilmektedir. Stratejik
bir alan olarak bakildiginda giiniimiiz doneminde rekombinant DNA teknolojisi ile
enzim {Uretmek genis alanlara ulagsmakta bu da enzim teknolojisinin oldukca

yayginlastigini gostermektedir (Aehle 2004).

Enzimler olmasayd: bildigimiz sekliyle yasam olanaksiz olacakti. Yiiriiyen biitiin
fizyolojik olaylarin hizlarini diizenleyen biyokatalizorler olarak enzimler, saglikta ve
hastalikta merkezi bir yer isgal eder. Katalitik RNA molekiilleri i¢inde yer alan ufak bir
grubu disinda enzimlerin birgogu protein yapisindadir (Murray 1998).

Biitlin enzimler katalizledikleri kimyasal reaksiyonlara gore 6’ya ayrilirlar;



Cizelge 1.1. Enzimlerin siiflandirilmasi (Nelson 2005)

Oksidorediiktaz Iki substrat arasindaki yiikseltgenme (oksidasyon) ve
indirgenme  (rediiksiyon) reaksiyonlarmi katalizleyen
enzimler.

Transferaz Molekiilden H+ disinda baska gruplar1 aktaran enzimler
(C, N ve fosfor tagiyan).

Hidrolaz Farkli baglarin hidrolizini saglayan enzimler (C-halojeniir
ya da P-N baglarina su katilmasiyla).

Liyaz C-C, C-O, C-N, C-S baglarin1 oksidasyon ve hidroliz
disinda bir mekanizma ile kiran enzimler.

Izomeraz Optik ve geometrik izomerlerin  rasemizasyonunu
katalizleyen enzimler.

Ligaz Yiksek enerjili fosfatlarin enerjisini kullanarak, S, C, N, O

elementleri arasinda bag olusumu saglayan enzimler.

Enzimlerin biitiinliigii ve kararlilig1i acisindan molekiil i¢i kuvvetler arasindaki denge
cok onemlidir. Dolayisiyla ¢evredeki herhangi bir degisiklik enzimin yapisindaki ve
kararligindaki dengeyi belirleyerek kararli veya denatiire olmasini saglar. Denatiirasyon
veya inaktivasyon sartlarinda enzimlerin yapilar1 degisir ve enzimler inaktif hale
gelirler. Fiziksel, kimyasal, biyolojik bozucu bilesiklerin etkisiyle c¢evre etkili

denatiirasyonlar olugur. Enzim aktivitesi;

* pH,

e  Sicaklik,

e  Substrat konsantrasyonu,

e Enzim konsantrasyonu,

e Radyasyon,

e Kimyasal bilesenler (alkol, iire, hidrojen peroksit vb.),

e Biyolojik etkenler

gibi ¢esitli faktorlerden etkilenir (Schmid 1979; Bailey 1986).



Kimyasal katalizor ile enzim arasindaki en miithim farklilik enzimlerin spesifik yani
0zgiil olmalaridir. Olusan siirekli olmayan kompleks neticesinde iiriin olusumu goriiliir,
sonrasinda enzim substrat ile yaptig1 bilsikten kopar ve yeniden ilk halini alir. Substrat
tizerinde enzimin baglanmay1 gerceklestirdigi aktif (katalitik) bolgedir Enzim ile
substrat arasinda olusan bu baglanti anahtar kilit bagina benzemektedir. Enzimlerin
kendileriyle uyumlu sustratlarina iyi bir spasifite gostermeleri sebebiyle kendine 6zgiin
ve kendiyle uyum gosteren bir substratla yalnizca bir tiriin olusturmaktadirlar (Chaplin

and Bucke 1990).

Enzimlerle kimyasal tepkime veren kimyasal molekiillere substrat denir. Enzimlerin
birgogu ya substartlarina ya da aktivitelerini adlandiran sézciige ‘az’ son eki getirilerek
adlandirtlir. Lipaz, amilaz, proteaz, arjinaz ve iireaz substratiyla adlandirilan; adenilat
siklaz, laktat dehidrojenaz, DNA polimeraz gibi tepkimenin adlandirildigi enzimlerdir.
Enzimlerin hiicrelerde ve dokularda derisimi olduk¢a az miktarlarda olmasi sebebiyle
miktar 6l¢iimii olduk¢a zordur. Enzimin katalitik aktivitesinin dl¢limiinii yapmak en iyi
Olgme usuliidiir. Bu nedenle enzimin derisimi ile miktari arasinda dogru oranti ile
meydana gelen iiriin miktar1 6lgiilmesi ile saptanmaktadir. Biyolojik reaksiyonlarda
gorev alan enzim ‘Enzim Unitesi’ denilen bir birim ile ifade edilmektedir. Enzim iinitesi
ifadesiyle;1 mikromol bir substratin, belli sartlarda (25°C) degisiklige ugramasini
katalizleyen enzim miktarina ‘bir {inite enzim aktivitesi’ seklinde isimlendirilir (Aehle
2004).

Tarihsel gelisim gergevesinde bakildigi zaman enzimlerin olduk¢a degisik kaynaklardan
elde edilmis oldugu goriiliir. Bitkisel kaynak, hayvansal kaynak ve endiistriyel anlamda
ihtiyaglar1 karsilayan mikrobiyal kaynaklarla elde edilen enzimlerdir (Gupta et al.
2003). Endiistrinin her dalinda kullanilmakta olan enzimler genelde mikroorganizma
canlilarda elde edilir. Bunun sebebi mikroorganizma kaynakli olan enzimlerin,
hayvansal ya da bitkisel kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin oldukg¢a fazla
olmalari, stabil ve hesapli olmalari, istenmeyen yan iiriinleri olusturmuyor olmalar1 ve

¢ok miktarda elde edilmeleridir (Kiran et al. 2006).



Mikrobiyal enzimler, hayvansal ve bitkisel enzimlere gore olduk¢a avantajlidirlar.

Bunlar:

a- Hayvanlar ve bitkiler, mikroorganizmalara oranla olduk¢a yavas gelisim gosterirler.
b- Hayvansal ve bitkisel enzim iretimleri mikrobiyal enzimlere gore oldukga
pahalidir.

c- Dogadaki mikrobiyal canli ¢esitliginin fazla olmasi ve enzimlerde goriilen ¢esitlilik
bu canlilar1 hayvan ve bitki enzimlerinden daha avantajli konuma getirir.

d- Giiniimiizde pek ¢ok mikroorganizmanin ¢ogaltilmasi ve kontroliine dair bir¢ok
fizyolojik ve genetik bilgiye sahip olup, neredeyse istenilen tiim metabolizma tiriinlerin

bu bilgilerle iiretimi saglanabilmektedir (Okafor 2007).

Mikroorganizmalar, biyokimyasal cesitlilikleri ve genetik olarak manipiilasyonlara
uygunlugu sebebiyle miikemmel bir enzim kaynagi seklinde degerlendirilir (Rao et al.
2009). Endiistri alaninda kullanilmakta olan enzimlerin %90’1 mikroorganizma

fermantasyonundan elde edilmektedir (Godfrey and West 1996).

Ticari anlamda ©nemli olan enzimlerin birgogu hidrolaz olarak bilinmektedir ve
mikrobiyal kokene sahiptirler. Cogu ticari dneme sahip enzimler ekstraseliiler yapida
bulunurlar. Molekiiler agirhigr yiiksek substratlarla gorev yapmaktadirlar (Kiran et al.
2006). Ticari enzimlerin %3’tini lipazlar, %28’ini karbohidrazlar, %59 unu proteazlar,
%10’unu ise diger enzimler olugturmaktadir. Bu kadar biiyiik bir kullanim payina sahip
olan proteazlar da en kolay ve hizli olarak mikroorganizmalardan elde edilmektedir.

(Woodley 2000).

Lipazlar, sulu ve susuz solvent sistemlerinde aktivasyon oldugu i¢in (Gupta et al. 2004;
Nie et al. 2006) endiistri alaninda ve tipta dnemli yerlere sahiptirler (Bjokling et al.
1991). Enzimlerin lipid igermekte olan atik sularinin enzimatik degradasyonu, deterjan
formiilasyonu, oleokimyasal endiistri, biyosiirfektanlarin sentezi, agrokimyasal endiistri
organik sentez, besin, siit endiistrisi, kimyasal analiz, kagit yapimi, kozmetik ve ilag

prosesinde gelisim sunan uygulama alanlart oldugu soOylenebilir. Lipaz enzimi



teknolojisinde olan gelismeler bilesiklerin sentezi i¢in de bu enzimlerin kullanimlari
hizla artig gostermistir (Ghosh et al. 1996; Sharma et al. 2001). Enzimler, hastaliklarin
tan1 ve tedavisinin haricinde, yiyecek ve igeceklerin iiretim siire¢lerinde ve ayrica
deterjanlar gibi bir¢ok tiiketim maddesinin katki maddesi olarak da Kilit rol
oynamaktadir (Copeland 2000).

Mikroorganizmalarin sentezlerinden elde edilen proteolitik enzimler tiim diinyada
kullanilmakta olup, deterjan endiistrisinde en fazla kullanim alanmi1 bulan enzimlerdir.
Endiistriyel enzimlerin kiiresel piyasast 2010 yil1 i¢in yaklasik 3,3 milyar dolar olarak
tahmin edilmistir. Novozymes’in acikladig1 rapora gore bu satiglarin %32’sini deterjan
enzimleri olusturmaktadir (Enzymes in Industrial Applications: Global Markets 2011),
(Enzymes Business 2011). Enzim iiretimi, ticari olarak yilda binlerce tonu bulmaktadir.
Bunun tigte biri Avrupa, licte ikisi ise Kuzey Amerika iilkeleri tarafindan iiretilmektedir

(Sarikaya ve Oztiirk 2006).

Siit endiistrisinde lipolitik enzim aktivitesi olduk¢a Oneme sahiptir. Peynirlerin
tiretiminde yiiksek lipolizis zorunlu olarak kullanilmaktadir. Peynir iiretiminde
kullanilmakta olan renninin kiitlesinde, lipazlar oldugu gibi proteolitik enzimlerde
bulunur. Lipaz enzimi kremalarda, ¢ikolata endiistrisinde, karamellerde, tereyagina hos
koku kazandirma gibi alanlarda kullanilirlar. Margarinler, bitkisel iriinler, firincilik
tiriinleri ve shorteningler (hamur yapiminda kullanilan kat1 yag) gibi iiriinlerde lipazlar
kullanilir. Lipaz enzimi maya, kif ve bakterileri bulunduran mikrobiyal flora sayesinde
oldukca fazla iretilebilmektedir. Yiiksek sicaklik etkisiyle kimyasal deterjanlar
kullanilarak giderilmeye ¢alisilan lekeler, diisiik sicaklik ve daha az mekanik enerji
kullanilarak enzimler istenilen temizligi saglamaktadir. Bunun yani sira ter, kan, ¢imen
ve siit lekelerini ¢ikarmaya ¢alismak biyolojik olmayan deterjanlara gére oldukga etkili
olmaktadir. Deterjanda bulunan proteaz enzimi yumurta, kan gibi lekelerdeki proteinleri
cikarmada etkilidir. Lipaz enzimi yag lekelerinigikarmada etkilidir. Amilaz enzimi ise
nisasta bazli lekeleri temizlemede etkilidirler. Camasirlarin yipranmasi ile meydana
gelen seliilaz fibriller, seliilaz enzimi kullanilarak par¢alanip ¢gamasirlarin daha yumusak

olmasini ve renklerini korumasini saglamaktadir (Hiol et al. 2000).



Lipazlar dericilik sanayinde kullanilirlar. Enzim, yalnizca derinin yiizey kismini degil,
icinde bulunan yaglar1 da temizleyerek deriyi boyama ve deriyi tabaklama gibi islemler
icin uygun bir hale getirilmek igin kullanilir. Derilerin islenmesi amaciyla bazi
proteinler temizlenip deriden uzaklastirilirlar. Derinin ne kadar esneklik kazandirilacagi
derinin kullanildig1 alana bagl olarak degisir. Lipazlar, unda bulunan %21-2 civarindaki
lipid maddesi icerigine de etki edebilmektedirler. Kullanim miktar ve tipi enzim i¢inde
olduk¢a 6nemli olmaktadir. Mesela, hamur yiiksek miktarda kullanildiginda 6zellikleri
bakimindan sorun yasanmasina sebep olabilir. Bununla birlikte uygun olan lipaz enzim
tipinin de secilmesi 6nemli olmaktadir. Tirklerin yapmis oldugu ekmek iiretimine
uygun bi¢imde olmayan lipaz tipinin segilmesi ekmek 6zelliklerine olumlu yonde bir
etkisi olmayacaktir. Un yapisina uygun lipaz enzim tipinin eklenmesi; hamur
stabilitesinde artis, ekmek i¢inin yumusakligi, hamurun islenmesinin kolayligi ve ekmek
hacmindeki artisa etki etmektedir (Kiran et al. 2006).

Lipaz enzimi; insan, domuz gibi memeli canlilarda bulunur. Kolza tohumu (Brassica
napus) ve kene otu tohumu (Ricinus communis) gibi yiiksek yapili bitkilerde
bulunmaktadir. Enzim iiretimi mikrobiyal kaynaklardan iiretilmekle birlikte, Candida
sp., Rhizopus sp. ve Pseudomonas sp. gibi mikroorganizmalar daha fazla enzim
kaynagini olustururlar. Lipaz enzimiyle gergeklestirilen endiistriyel calismalarda

genellikle saflastirilmis ticari enzimler kullanilir (Pandey et al. 1999).

Lipaz enzimi, yag asidi esterlerinin hidrolizini ve sentezini katalizleyebilirler. Esteraz
enzimlerinin aksine, lipaz enzimleri yalnizca su yag ara yiizeyine emilim
gerceklestirdiklerinde aktif olurlar. Katalizleme suyla ¢éziinmeyen substratin meydana
getirdigi ara yiizeyde meydana gelir. Su ile yagin meydana getirdigi bu ara yiizey
enzimin aktivitesi adina gerekli olmaktadir. Lipaz enziminin immobilizasyonu
esnasinda lipaz enzimiyle birlikte kullanilan su, bu ara yiizeyin olusmasin
saglamaktadir. Lipaz enzimi su-yag ara yiizeyinde su ile karigsmayan trigliserid
hidrolizasyonunu kataliz etmektedir. Belli sartlar altinda reaksiyon bilesimindeki suyun
miktari, lipaz  enzimi tarafindan  katalize edilen reaksiyonun  yoniini
belirleyebilmektedir. Suyun az miktarda oldugu durumlarda ya da suyun hi¢ olmadigi

durumlarda sadece transesterifikasyon reaksiyonu ve esterifikasyon reaksiyonu



meydana gelirken, su igeriginin ¢ok fazla oldugu kosullarda hidroliz reaksiyonlar
meydana gelebilmektedir (Rubin and Dennis 1997).

Hidroliz olmasi igin esterifikasyon, iki agilgliserol arasindaki agil gruplarinin degisimi
(transesterifikasyon), asidoliz (bir agil grubu, bir agilgliserol ve bir karboksilik asit
arasinda yer degisimi) ve alkoliz (bir agil grubu, bir agilgliserol ve bir alkol arasinda yer
degisimi) gibi birgok reaksiyonu kataliz etme Ozelligi olan lipaz enziminin, ilimh
reaksiyon kosullarinda c¢alisabilirler. Lipazlar organik olan ¢oziiclilerde de
kullanilabilmektedirler (Jaeger and Reetz 1999).

Lipaz katalizi gergeklestiren biyoteknolojik c¢alismalara bir takim ornekler asagida

verilmistir;

1) Sentez Reaksiyonlar

a) Balmumu sentezi

b) Poliol-yag asidi esterlerinin sentezi

c) Mikroemiilsiyon igerisindeki lipaz katalizli esterifikasyon reaksiyonlari
d) Seker esterlerinin sentezi

e) Acillenmis glukoz sentezi

2) Interesterifikasyon ve Transesterifikasyon
a) Tereyaginin interesterifikasyonu

b) Trigliseritlerin interesterifikasyonu

c) Siit yaginin oleik asitle interesterifikasyonu
d) Hurma yaginin transesterifikasyonu

e) Kilogram dlgekli ester sentezi

3) Hidroliz

a) Zeytinyaginmn hidrolizi

b) Balik yag: ile zenginlestirilmis doymamis yag asidi sentezi (Jaeger and Reetz
1999).



Yag asidi esterleri, yag alkolleri ile bilinen diger yag asidi ester tiirevlerinin
hazirlanmasinda kullanilan ham maddelerdir. Bunun yani sira gida endiistrisi alaninda
katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Kozmetik endiistrisinde ise koku veren
maddelerin sentezi sirasinda kullanilmaktadir. Endiistri alaninda yag asidi esterleri
genellikle yaglarin metanol maddesi iginde 100-200°C’de 1sitilmas: ile elde
edilmektedir. Kismi olarak agillenmis sakkarit esterlerinin yiizey aktif olarak, antitimor
aktivitesi gostermekte olan ve bitkilerin biiyiimesini inaktive eden aktiviteleri
verilebilir. Bu bilesikler gida maddelerinde genellikle keklerde, ekmeklerde, kek
karisimlarinda kullanilirlar. Bunlar monogliserit maddelerle birlikte kek hacminin
arttirilmast ve kekin homojen bir yapiya gelmesi maksadiyla kullanilir. Lipaz
enzimlerinin biiyiik bir kismi aktif bolgelerini kapatan bir helikal segment yapisina
sahiplerdir. Lipid kiimeleri olustugu sirada bu kapak acilir ve yiizeylerarasinda
aktivasyon gergeklesir. Lipazlar i¢in sulu ortamlarda baskin olan konformasyonlar
kapal formdur. Aktif bolgesi ise kapak seklini olusturan bir ya da birden fazla ‘loop’
tarafindan ¢oziici maddeden korunmasi saglanir. Kapagin dista kalan pargasi hidrofilik
ozellikte olmas1 beraber bu konformasyon elektrostatik etkilesimler vasitasi ile kararl
bir hale gelmistir. Su-yag emiilsiyon yapisinda kapagin agilmasi ile beraber substratlarin
aktif bolgeye girisine izin verilir. Buna agik konformasyon denir. Kapagin agilmasi ile
niikleofilik serin artig1 bityiik hidrofobik alanlar ile etkilesim gosterir. Bu lipazlarin aktif

forma gegmesini saglar (Jaeger and Reetz 1999).

Bakterilerde elde edilen lipaz enzimleri, serin hidrolaz grubu igerisinde yer alirlar. Sekiz
grup altinda toplanirlar. Bu sekiz grup i¢inden en biiyiik yere sahip olan grup kendi
icinde toplamda alt1 alt grup daha olusturmaktadir. Siiflandirma islemi sirasinda
korunmus olan dizi motiflerine goére olusmuslardir. Enzimlerin ise biyolojik
Ozelliklerine gore olugsmuslardir. Bulunmus olan birkag lipolitik enzim, bu sekiz genel
grubun igerisine dahil degildir (De Pascale et al. 2008). Bu sebeple dokuzuncu ve

onuncu gruplar i¢in yapilan ¢aligmalar siirdiiriilmektedir.

Grup 1: Pseudomonas, Bacillus, Staphylococcus cinslerinin bulundugu 1. grup temel

lipazlar olarak bilinmektedir.
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Grup 2: Bu grupta yer alan lipaz enzimleri aktif bolgelerinde (Gly-Asp-Ser-Leu)
serisini bulundururlar. Streptomyces, Salmonella cinslerinin trettigi lipazlar bu grupta
yer alir.

Grup 3: Streptomyces tiirlerinin iirettigi bu gruptaki lipazlar, 2. grup lipazlarindan farkli
olarak, ekstraseliiler yapidadirlar.

Grup 4: Bu grupta yer alan lipaz enzimleri memelilerde bulunan hormona duyarl olan
lipazlara benzerler.

Grup 5: Mezofilik bakteri olan Pseudomonas oleovorans ve Haemophilus influenza
gibi olan bakteri lipazlar1 bu grupta yer alir.

Grup 6: bu grup yer alan lipazlar aktif haldeyken dimerik halde bulunurlar. En kiigiik
molekiil yapisinda olan enzimlerdir.

Grup 7: Bu grupta yer alan enzimler oldukga biiyiiktiirler. Aminoasit dizileri, 6karyotik
asetilkolin esterazla homolog yapida bulunurlar.

Grup 8: Bu grupta yer alan enzimler B-laktamazlar ile benzerlik gosterirler (De Pascale
et al. 2008).

Cok yone sahip mikrobiyal lipaz enzimleri hizli bir sekilde gelisme gdstermekte olan
cagimiz biyoteknolojisinde biiyiik bir role sahiptirler. Kullanimlar1 yaygin olan birkag

ticari lipaz Cizelge 1.2°de verilmistir.

Cizelge 1.2. Kullanim1 yaygin baz: ticari lipazlar (Jaeger and Reetz 1999)

Kaynak Uygulama Uretici Firma
Tip
Alam
Candida nigosa Organik sentez | Amano, Biocatalysists, Boehringer
Mannheim, Fluka, Sigma, Genzyme
Fungal Candida antarctica | Organik sentez | Boehringer Mannheim, Novo Nordisk
Thermomyces Deterjan katkis1 | Boehringer Mannheim, Novo Nordisk
lanuginosus
Rhizomucor miehei | Gida islenmesi | Novo Nordisk, Biocatalysists, Amano
Burkholderia Organik sentez | Amano, Fluka, Boehringer Mannheim
cepacia
Bakteriyel | P. alcaligenes Deterjan katkis1 | Genencor
P. mendocina Deterjan katkis1 | Genencor
Ch. viscosum Organik sentez | Asahi, Biocatalysists




11

Hidrolitik lipazlarin en Onemli ticari uygulamalar1 c¢amasir deterjanlarindaki
kullanimlaridir.  Toplam lipaz enzim satisinin = %32’sini  deterjan  enzimleri
olusturmaktadir. Her yil yaklasik 1000 ton lipaz katkili 13 milyar ton deterjan iiretimi
yapilmaktadir (Jaeger and Reetz 1999).

Endiistriyel enzimler, 6zellikle de lipazlar meyve sularindan pisirilmis hazir gidalar, siit
ve siit driinlerinin zenginlestirilmesi gibi alanlarda ve daha pek ¢ok {irliniin iiretiminde
kullanilmaktadir. Kat1 ve sivi yaglar gidalar i¢in énemli bilesenleridir. Trigliseritlerin
fiziksel Ozellikleri, besin degeri ve lezzet; gliserol omurgasindaki yag asitinin
konumundan, zincir uzunlugundan ve doymamighk derecesinden etkilenmektedir.
Lipazlar, gliseritlerdeki yag asiti zincirinin konumunun degistirilmesiyle, lipitlerin
ozelliklerinin degismesine olanak saglamaktadir. Goreceli olarak ekonomik olan bu
metot, yagin daha degerli bir yaga doniistimiine olanak saglayabilmektedir (Ito et al.
1998).

Cizelge 1.3. Mikrobiyal lipazlarin endiistriyel uygulamalar1 (Ito et al. 1998)

Endiistri Gorevi Uriin ya da Uygulama

Deterjan

Yaglarin hidrolizi

Kumaglardan yag lekelerinin uzaklastirilmas:

Siit {irtinleri

Siit yaginin hidrolizi

Peynir ve tereyagindaki tatlandirici ajanlarin

Gelistirilmesi
Hizli olgunlastirma Peynir
Yaglarin modifikasyonu Tereyag

Kozmetik Sentez Emiilsifiye ediciler, nemlendiriciler

Kagit Hidroliz Geligtirilmis kalitede kagit

Deri Hidroliz Deri tirtinleri

Temizlik Hidroliz Yaglarin uzaklastirilmasi

flag Transesterifikasyonu Sindirimi kolaylastirici diizenleyiciler
Hidroliz Ozel lipidler

Yag Transesterifikasyonu Kakao yagi, margarin, yag asitleri, gliserol
Hidroliz Mono ve diagil gliseroller

Icecek Aroma gelistirilmesi Igecekler

Ekmek Tat geligtirilmesi Raf dmriiniin uzatilmasi
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Stereo segici Ozellikleri sebebiyle lipazlar birbiriyle karigmayan tek fazli sistemlerde
cesitli rasemik organik asit karigimlarint ¢6zmek igin kullanilabilmektedir. Bunun yani
sira Rasemik alkoller, lipazlarin kataliz ettigi transesterifikasyon reaksiyonlar: ile
olusturulan saf enantiyomerler i¢inde de ¢oziilebilmektedirler. Deterjanlar igerisinde
bulunan lipazlar, endiistriyel ¢amasirhanelerde ve evlerdeki bulasiklarin temizlenmesi
icin deterjanlara ilave edilirler. Bu yollarla deterjanlarin temizleme giicii, zirveye
ulagsmig goriinmektedir. Biitlin deterjanlar benzer igeriklere sahip olmaktadir. Ayni
zamanda benzer temizleme mekanizmalarina dayanmaktadirlar. Deterjanlar igerisine
temizleme giiclinii arttirmak amaciyla lipaz, amilaz ve proteaz gibi enzimler ilave

edilmektedir (Ito et al. 1998).

Lipazla modifiye edilmis kahve beyazlaticilarina, kremalara, c¢orbalara ve unlu
mamullere, hamurlara ve sekerlemelere siit tadi vermesi amaci ile bu tiir maddelere
ilave edilmektedir. Siit yaglarimin hidrolizi de lipaz tarafindan kontrol edilir. Lipaz
kullanimina yer verilen siit sanayinde; pH, sicaklik, emiilsiyon miktar1 ve lipaz
konsantrasyonunun belirli degerlere ayarlanmasi spesifik yag asitlerinin kontrolli
salinmasina izin verilmektedir. Alisilagelen kimyasal interesterifikasyon islemiyle
yapilmast miimkiin olmayan bu uygulama, ayn1 zamanda koétii tat olusturan spesifik yag
asitlerinin de en aza indirilmesini saglamaktadir. Bununla birlikte farkli kaynaklardan
elde edilen lipazlar farkli 6zellikler ve secicilik gosterdiginden, istenilen 6zellikte iiriin
elde etmek i¢in lipaz tipinin se¢imi olduk¢a onem tasimaktadir (Balcao and Malcata
1998). Sadece birkag termostabil lipaz, endiistriyel amagla iretilen enzim olarak

goriilmektedir (Wu et al. 1996).
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Cizelge 1.4. Yag ve yag asitlerinin lipaz lreticisi ¢esitli mikroorganizmalardaki etkisi
(Wu et al. 1996)

Yag kaynag Organizma Lipaz iiretimine etkisi
Sentetik ve dogal Aspergillus wentii Diisiiriir
Yaglar
Zeytin yagi Saccharomycopsis sp., | Dustiriir
Bacillus licheniformis,

Staphylococcus sp., Mucor
caseiolyticus

Zeytin yagi, Misir Penicillium roqueforti Distiriir
yagi, Tereyag

Zeytin yagi, Yerfistigt | Pseudomonas mephitica Ykseltir
yagi, pamuk tohumu

yag1

Tribiitirin ve Pseudomonas fragi, | Etki etmez
Trioktanoin Micrococcus freudenreichii

Doymamis yag Pseudomonas fragi Diisiirtir
Asitleri

Oleik, Linoleik ve P. mephitica Ykseltir
Linolenik asit

Mikroorganizmalar, hava, toprakta ve su gibi ortamlarin yanisira boceklerin yiizeyinde
ve i¢ organlarinda da yayilis gostermektedirler. Boceklerin, larva ve ergin evrelerinde
bagirsak sistemleri ve diger viicut bolgelerinde bir¢ok mikroorganizmay1 bulundurdugu
ve bu mikroorganizmalarin bdcekler ile patojenik iligkiler nedeniyle baglayict mutualist
iligkilere kadar bir¢ok etkilesim tipine kaynaklik yapmaktadir (Dharne et al. 2006).
Boceklerin mikrobiyal florasinin en onemli tliyelerini bakteriler olusturmaktadir. Bu
mikroorganizmalar bocekler i¢in sindirimine yardimeci olmak, uygun gida olusturmak,
vitaminler sentezlemek, bocek patojenleri ile rekabet etmek, besin faydali enzimler
tiretmek, feromonlar liretmek, azot baglamak suretiyle boceklerin yasamina miithim
etkiler gostermektedir (Demirbag ve ark. 2008). Fakat tiim bu faydali etkileri olmasina
ragmen bocekleri kontrol eden, hastalandiran, pasifize eden ve oldiiren bakteriler de
mevcuttur (Klein and Kaya 1995). Boceklerin viicudundaki kismi bdliimlerin
mikrofloras1 bilhassa de bagirsak mikroflorasi iizerine yapilan c¢alismalar hiz
kazanmigtir. Bu durumun temel anlamda iki nedeni oldugu 6ne siiriilmektedir; birincisi,
genis bir ¢esitlilik gosteren bu mikroflora, antiviral peptidler, antitiiméral, antibakterial,

antimalarial, antifungal gibi yeni ve ¢ok degerli biyoaktif bilesiklerin iiretimi igin
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onemli bir kaynak olabilmektedir. ikinci olarak mikrofloranin bocek patojeni olanlari
zarar veren bdceklerin biyolojik kontroliinde kullanilabilmektedir (Lehane et al. 1997,
Zhang and Yuen 1999, Wilkinson. 2001, Beard et al. 2002, Dillon et al. 2005, Dharne
et al. 2006).

Odunlarda ve bitkilerde yasamakta olan bocekler, biyokiitlenin par¢alanmasi igin
bagirsaklarinda birgok ¢esitte bakteri florasi barindirmaktadir. PaeniBacillus susu, farkli
bitki hidrolize edici enzimler salgilamasi yetenegi sayesinde, bir pamuk solucaninin
bagirsagindan izole edilmektedir. Potansiyel bir seliilaz ve bitkiler {izerinde yasayan bir
bocegin bagirsagindan izole edilen bir bakteriden bir hemiseliilaz belirlenmis,
tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Bu iki hidrolitik enzime dayanan iki fonksiyonlu
kimeralar insa edilmistir. Yapisal ve fonksiyonel olarak 6zellikleri degerlendirilmistir

(Adlakha et al. 2011).

Canli diinyasmin tiir ¢esitliligi yoniinden en genis gruplarinin baginda gelmis olan
boceklerin; beslenme, metabolizma ve yasam alani yoniinden biiylik bir ¢esitlilik
gostermis olmasi, bu organizmalarin viicut florasindan yeni tlir ve yeni suslarin
izolasyon sansini ylikseltmektedir. Ayrica bdcek mikroflorasinin biliniyor olmasi
onlarin bagirsak ekosistemleri, onlara direng gosterme mekanizmalari, ¢esitli mikrobiyal
hiicumlardan etkilenme, beslenme fizyolojisi vb. konularin aydinlatilmasi konusunda
mithim ipuglar1 vermektedir. Bu nedenle bocek bagirsagi ve diger viicut boliimlerinin
mikroflorast hakkindaki caligmalar yogunluk kazanmaktadir (Moraes et al. 2000,
Dharne et al. 2006, Xiang et al. 2006, Yilmaz et al. 2006, Husseneder et al. 2007, Behar
et al. 2008, De Vries et al. 2008). Ozellikle zararli bocekler ile biyolojik miicadelede
uygulanabilecek mikrobiyal ajanlarin, yine bu bdceklerin viicut kistmlarindan izole
edilebilecegi diislincesi, bircok potansiyel biyolojik olan kontrol ajanlarinin kullanimini
saglamaktadir (Frederick and Caesar 2000, Cardoza et al. 2006, Messiha et al. 2007,
Jackson et al. 2008). Yapilan ¢alismalarda, karasal boceklerin bagirsaklarinda amilaz,
lipaz, proteaz ve selulaz gibi enzimleri iiretme kapasitesine sahip olan
mikroorganizmlarin varlhigr tespit edilmistir. Sucul bodceklerin bagiraklarinda da

mikroorganizmalara rastlanimistir (Visotto et al. 2009; Adams et al. 2011; Huang et al.
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2012; Prasanna et al. 2014; Sazama et al. 2017). Bununla birlikte, lipaz enzimleri dahil
endistriyel veya biyoteknolojik dneme sahip olan enzimleri {iiretme kapasitesine sahip
olan mikroorganzimalarin sucul boceklerden izole edilebilecegine yonelik literatiirde bir

¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizda kullanilan bocekleri agiklayacak olursak, kullanilan tiirlerin ait oldugu
coleoptera, dort alttakim (Archostemata, Myxophaga, Adephaga ve Polyphaga) altinda
tanimlanmis yaklasik 350.000 tiir ile en biiyiik bocek takimidir. Familya diizeyindeki
siiflandirmas1 degisken olmasina ragmen yaklasik, 500 familya ve altfamilya
tanimlanmistir. Bocek takimlar igerisinde en zengin olan takim Coleoptera’dir; bilinen
bocek tiirlerinin % 40’1 bu takima baghdir. Cok kiigiik yapilart oldugu gibi, ¢ok irileri
de vardir. Baz1 tropik tiirlerinin boyu 15 cm’ye yaklasir. Ust kanatlar (Elytra; tekil
olarak Elytron) az veya ¢ok kalin kitinsel yapidir (Kansu 1982).

Kinkanatlilar, tatlisular, baz1 deniz ve gelgit habitatt gibi akla gelebilecek her tiirlii
yasam alanlarini isgal ederler, 6zellikle yapraklar, ¢igekler, tomurcuklar, gévde, kabuk
ve govde gibi bitkisel mikrohabitatlarda, canli bitki dokularinda ya da 6lii materyal
ayristirilmasinin tiim basamaklarinda bulunurlar. Saprofaglik ve fungivorluk oldukga
yaygindir, giibre ve lesleri de kullanabilirler. Baz1 kinkanath gruplar parazittir, ancak
Adephaga‘nin hemen hemen tiimiinde, Polyephaga’nin Lampyridae (ates bocekleri) ve
Coccinellidae (ugur bdcekleri) iiyelerinin ¢ogunda ise karnivorluk goriiliir. Bazi
herbivor Chrysomelidae ve Curculionidae tiirleri, yabani otlarin biyolojik kontroliinde
kontrol ajan1 olarak yaygin sekilde kullanilirlar, ancak bu iki familyanin diger tiirlerin
cogunlukla bitki zararlisidirlar. Coccinellidae tiirleri, afit ve kabuklu bitler gibi bitki
zararlisi tiirlere kars1 biyolojik kontrol ajani olarak kullanilirlar. Baz1 kinkanath tiirleri
otlaklarin ve tarim {irlinlerinin koklerinde zararli olabilir (6zellikle Scarabaeidae
larvalar1), bazilari odun zararlis1 (Cerambycidae), bazilar1 ise ambar zararlisidir
(Curculionidae). Bu ambar zararlis1 tirler kuru kosullara adapte olmuslardir ve
depolanmis tahil, hububat, bakliyat ve deri gibi kurumus hayvan materyalleri iizerinde
gelisirler. Sucul kinkanathlar farkli beslenme alisgkanliklar1 sergilerler, fakat bir¢ok

tiirtin hem larvalar1 hem de erginleri avcidir (Kansu 1982).
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Zengin ¢esitlilige sahip holometabol Coleoptera takimi 5000°den fazla sucul tiir igerir
(Ancak bunlar tanimlanmis tiim kinkanatl tiirlerinin %2’sinden daha azini olusturur).
Yaklagik 10 familyada hem larvalar hem de erginler suculdur; birka¢ familyada agirlikli
olarak larvalar sucul, erginler ise karasaldir; olduk¢a nadir olarak larvalar karasal,
erginler suculdur (Ozellikle Dryopidae’de). Birka¢ familyada ise sucul tiirler tek tiik
bulunur. Larva evresinde veya hem larva hem ergin evrelerinde genellikle sucul tiirleri
iceren baslica Coleoptera familyalar1 sunlardir: Gyrinidae (sersem kinkanatlilar),
Dytiscidae (aver dalgic bocekleri), Haliplidae (siiriiniici su kinkanatlilari),
Hydrophilidae (lescil su kinkanatlilart), Scirtidae (bataklik kinkanatlilart), Psephenidae
ve Elmidae (yivli kinkanatlilar). Sucul Coleoptera liyeleri ¢ok ¢esitli beslenme
aliskanliklarina sahip olmakla birlikte, bir¢ok tiiriin hem larvasi hem de erginleri avci

veya les yiyicidir (Gullan and Cranston 2010).

Dytiscidae, genellikle durgun sularda yasayan bocekleri kapsayan genis bir familyadir.
Viicutlar1 yassi, oval ve ¢cok kaygan (cilali) yapilidir. Arka bacaklart yiiziicti, erkeklerin
On bacaklar1 tutucudur. Geceleri sulari terk edip 1s18a ugtuklar1 bilinmektedir. Dytiscus

cinsi en taninmig olandir, her tiirlii sucul tabiatta bulunabilirler (Kansu 1982).

Bu ¢alisgmada kullanilan bocek tiirleri sunlardir; Hygrotus impressopunctatus, Rhantus

suturalis, Dytiscus circumflexus ve Laccobius sulcatulus 'tur.

Hygrotus impressopunctatus (Schaller 1783), Tiim Avrupa’da ve Kuzey Amerika’da
yayilis gosteren bir tiirdiir. Tirkiye‘de Erzurum ve Konya’da bilinmektedir.

Siiflandirmadaki yerti;

Kingdom: Animalia
Phylum: Arthropoda
Class: Insecta
Order: Coleptera
Suborder: Adephaga
Family: Dytiscidae
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Genus: Hygrotus
Species: Hydrotus impressopunctatus

Rhantus suturalis (W.S. MacLeay 1825), Tim Avrupa’da yaygindir. Tiirkiye’de
Aksaray, Erzurum, Konya, Manisa, Rize ve Trabzon’dan bilinmektedir.

Siniflandirmadaki yeri;

Kingdom: Animalia
Phylum: Arthropoda
Class: Insecta

Order: Coleptera
Suborder: Adephaga
Family: Dytiscidae

Tribe: Colymbetini
Genus: Rhantus

Species: Rhantus suturalis

Dytiscus circumflexus (Fabricius 1801), Tiirkiye’de Adana, Aydin, Balikesir, Erzurum,
Igdir, Isparta, Kars ve Kiitahya’dan bilinmektedir. Bu tiir, sivrisinek larvalariyla

beslendiginden biyolojik miicadele aracidir. Siniflandirmadaki yeri;

Kingdom: Animalia
Phylum: Arthropoda
Class: Insecta
Order: Coleptera
Family: Dytiscidae
Tribe: Dytiscini
Genus: Dytiscus

Species: Dytiscus circumflexus

Laccobius sulcatulus (Reitter 1909), Tiim Avrupa’da, kismen Asya’da ve Kuzey
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Amerika’da yayilis gosterir. Tiirkiye’de bircok ilden bilinmektedir Siniflandirmadaki
yeri;

Kingdom: Animalia

Phylum: Arthropoda

Class: Insecta

Order: Coleptera

Suborder: Polyphaga

Family: Hydrophilidae
Genus: Laccobius

Species: Laccobius sulcatulus

Yukaridaki tiirlerin ortak 6zelligi; birgok tiiriin diyapoza ¢ekildigi soguk donemlerde

aktif olmalaridir (Darilmaz and Incekara 2011).

Mevcut ¢alismada, yukarida belirtilen dort sucul sucul bocek tiirliniin  sindirim
sisteminde yasayan ve lipaz iiretme yetenegine sahip olan bakterilerin izolasyonu ve en
iyl izolatla sivi kiiltiirde lipaz {retimi i¢in kiiltiir sartlarinin optimizasyonu

gerceklestirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

1901 yilinda ilk olarak Serratia marescens ve Pseudomonas auroginosa tiirlerinde
goriilen bakteriyel lipaz (Hasan et al. 2006a). Kaynaklar1 arasinda en onemlileri
Arthrobacter, Alcaligenes, Bacillus, Pseudomonas, GeoBacillus, Chromobacterium,
Burkholderia cinsleridir. Genis kullanim alanlar1 arasinda; Pseudomonas tiirlerinin
tretmis oldugu lipaz enzimi yag lekelerinin temizlenmesi amaciyla tekstilde
kullanilmakta ve bu etkilesimi kumaslarla kompleks olusturarak
gerceklestirmektedirler. 1995°te ilk kez endiistriyel lipaz iiretimi gergeklestirilmis olup
tretimi ise Anna University, Life Sciences, AU-KBC Research Center, Genencor
International kuruluslar1 tarafindan yapilmistir. Uretilen ticari lipaz enziminden
Lumafast enzimi Pseudomonas mendocina; Lipomax enzimi ise Pseudomonas
alcaligenes bakteri tiirinden sentezlenmistir (AU-KBC, 2016). GeoBacillus
thermoleovorans ID-1 susu lipaz iiretmekte olan bir bakteri tiirii bilinmekle beraber
zeytinyag1 karbon kaynagi seklinde kullanildigi termofilik basillus lar 65°C’de en hizl
bliylime oranina sahiptir. Lipaz {iretimi gelisme sicaklifinin tersine pH 6.0°’da ve
50°C’de en yiiksek oranda gerceklesmistir. Bu deger G. thermocatenulatus ve G.
stearothermophilus tiirlerine gore biiylime orani agisindan yiiksek bir deger olmaktadir
(Lee et al. 1999). Ayrica G. thermoleovorans ID-1 lipaz geni Escherichia coli’de ifade
edildiginde optimum aktivitesi 50°C’de, pH 7.0-8.0 arasinda gergeklesmistir (Cho et al.
2000).

G. thermocatenulatus lipaz enzimi aktivitesi zeytinyagi substrat1 ve p-nitrofenil palmitat
substratt seklinde bulundugu ortamin en yiiksek aktivitesini pH 7.5-8.0 degerleri
arasinda 60°C sicakliginda gostermektedir (Schmidt- Dannert et al. 1994).

G.thermocanetulatus lipaz iiretimi yapan onemli bir termofilik bakteri tiiridiir. Bu
bakteriye ait lipaz enzimi iizerinde uygulanan caligmada, besiyerinde iiretilen %1.3’lik
nutrient broth konsantrasyonu %0.65 oranina diisiiriilmiis ve enzimin tiretimi 0.08 U/ml
oranindan 0.2 U/ml oranina arttirilmigtir. Ayrica bu ¢alisma besiyerinde gum arabik

olmasi lipaz enzimi aktivitesini arttiran bir etken olarak gézlenmistir (Schmidt- Dannert
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et al. 1994). Termofilik G. Thermocanetulatus tiirlinden saflastirilan 16 ile 43 kDa’luk
iki farkli lipaz arasindan 16 kDa’luk lipaz en az molekiil agirlhigi olan lipaz

enzimlerinden biri olarak bilinir (Schmidt-Dannert et al. 1996).

Endonezya'daki deri boyama endiistrisinde kullanilan notr proteazlar B. megaterium
tarafindan {retilmektedir ve salgilamada kullanilmaktadir. Ayrica, B. megaterium,
aerobik ve anaerobik olarak B12 vitamini sentezleme yetenegine sahiptir. (Raux et al.
1998). Calismada kullanilan G. thermoleovorans ID-1 susu ile elde edilmis olan
thermostabil lipaz enzimi, 1 saat boyunca 60°C’de ve 30 dakika boyunca 70°C’de
inkiibasyon yapildiginda sicakligin etkisi ile normal aktivite oraninin %50’sini yeniden

elde etmistir (Lee et al. 1999).

Endiistride olduk¢a 6neme sahip olan birkag iiriiniin adim1 vermek igin, B. megaterium,
firin endiistrisinde nisastanin modifikasyonu i¢in kullanilan birka¢ a-amilaz ve B-amilaz
tretimi i¢in kullanilmaktadir. Bunun yanisira B. megaterium, yeni [-laktam
antibiyotiklerinin  sentezi i¢in esas olan penisilin asilazlarin {retimi  igin
kullanilmaktadirlar (Panbangred et al. 2000). Bitkisel yaglar ekonomik ve endiistriyel
olarak miithim olduklarindan bu yaglarin hidroliz etmede kullanilan Cryptococcus sp. S-
2 lipaz enzimi biyodizel yapiminda da kullanilan bir enzim ¢esididir (Kamini et al.
2000).

Bu aragtirmada ise, Tiirkiye’nin mikoflorasini tarim yoniinden yansitan kiiltiir
koleksiyonu kiiflerinin, primer metabolitlerinden baz1 enzim iiretim kapasiteleri
belirlenerek endiistriyel yonden de onemleri arastirilmistir. Tipik ekolojik mikofloray1
temsil eden bu kiiflerin pektinaz, amilaz, b-glukanaz, ksilanaz, lipaz, seliilaz, proteaz
enzimlerini {iretebilme kapasitesi bakimindan yapilacak olan kalitatif tarama
caligmasiyla potansiyellerin tespit edilerek, ileride endiistriyel liretime veya farkli bircok
bilimsel arastirmaya temel olusturmasina ¢alisilmistir. Bu agidan proteaz ve lipaz iiretim
kapasitesinin arastirilmasinda “Derin Kiiltiirle Opasite Kapasitesi”, amilaz enziminde
ise “Diflizyon Teknigi ile Zon Kontroli” ele alinmistir. Toplamda 1558 adet kiif

kiiltiiriinde lipaz, proteaz ve amilaz taramasi yer verilmistir. Bu c¢aligmaya istinaden
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pozitif sonug veren enzimler: lipaz i¢in 591 (%46), proteaz i¢in 1078 (%69) ve amilaz

icin 645 (%41) olan degerleridir (Topal et al. 1998).

Yag asitleri, sckerler ve seker esterleri gibi dogal yenilenebilen kaynaklarin
kullanimasiyla, modifiye edilmis sekerlerin ya da pahali agil donorlerin kullanilmasini
engelleyerek iiretim maliyetinin azaltilmasi bu ¢alismada hedeflenmistir. Bu ¢alismanin
amaci, iyonik sivilar ve fruktoz-stearatin t-butanol: DMSO ¢o6ziicii karisiminin
igcerisinde M.miehei ve C.antarctica immobilize lipaz enzimlerinin katalizorliigiinde

sentezi saglanmistir (Pandey et al. 1999).

Birgok c¢alismada farkli mikraorganizmalarin  ekstraselliiler lipaz iiretimine
deginilmistir. Aspergillus niger ile yapilan bir ¢alismada farkli suslarda ekstraselliiler
lipaz enziminde g¢esitlilik gézlenmistir. Calisma sonucunda Aspergillus’un yiiksek

lipotik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Fanoly et al. 2006).

Candida cylindracea ve Rhizomucor miehei lipaz enzimlerinin 3 farkli polisilikat yap1
lizerine (montmorillonite, palygorskite, sepiolite) immobilize edilmistir. Ticari
bakimdan kullanilan, destek materyali Duolite-A 568 recginesi ile gelistirilen
immobilizasyon yontemlerinin aktivitesini karsilastirmaktadirlar. Olciilmiis olan
secicilik ve aktivite sonuglari, biyodoniisiimlerde c¢ogunlukla kullanilan, goreceli
olmasindan diisiik mol kiitleli proteinlerin immobilizasyonu bakimindan palygorskitin

ve sepiolite destek materyali seklinde kullanilabilir (Fuentes et al. 2001).

Katalizor olarak kimyasal tepkimelerin dengeye ulasmasini cabuklastiran enzimler
diisiiniildiiglinde lipaz enzimlerinde de asidoliz, interesterifikasyon, aminoliz,
esterifikasyon ve hidroliz gibi ¢esitli biyoddniisim reaksiyonlarim1 gerceklesmesini
saglayan c¢ok amagli biyolojik katalizorlerdir. Bu Ozellikleri ile lipazlarin sanayide
katalizor olarak kullanim alanlar1 genislemistir. Tutuklanmis lipaz kullanarak, susuz
ortamda trigliserid ve alkolden biyodizel yakit {iretimi {izerine Japonya ve Cin’de

calismalar yapilmistir (Iso et al. 2001).
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Bacillus sp. bakterilerinin substrati basit trigliseridlere karsi spesifik olma degerleri
oldukga genistir. G. thermocatenulatus lipaz enzim genlerinin, E.coli DH5a susuna
klonlanmis olaugunda, en yiiksek lipolitik aktivitenin zeytinyagi ve tribiitirinin substrat
seklinde kullanildig1 besiyerlerinde, pH 8.0-9.0 araliginda ve 60-70°C sicaklikta oldugu
belirtilmistir (Schmidt-Dannert et al. 1996).

Candida rugosa’ya ait lipaz enzimi olan kitosan iizerine kovalent bag ile immobilize
edilerek, immobilize olan enzimin kinetik 6zelligini degistirebildigi one siirilmiistiir

(Chiou et al. 2004).

Lipaz enzimi immobilizasyonunda kullanmak icin gelistirilen kitosana bagh
poli(akrilonitril-co-maleik asit) hollow fiber membranlart hazirlanmistir. Yapilan
calismada biyomimetik membran yardimci materyali hazirlanmig ve lipaz enziminin

baglama orani 66,5 mg/ml olarak hesaplanmustir (Ye et al. 2005).

Bu calismada Candida rugosa lipaz enzimi, hidrofobik polifenil asetilen polimeri
tarafindan immobilize edilmistir. Immobilize enzim, serbest enzime nazaran sicaklik ve
pH degisimlerine, organik c¢oziiciilere maksimum kararlilik gosterdigi goriilmiistiir

(Panzavolta et al. 2005).

Lipaz immobilizasyonun nano boyutta, aktivasyon islemine gerek olmayan, enzimin
direkt olarak immobilizasyonu yeni bir hidrofobik destek materyali sentezi yapilmis ve

lipaz enziminin immobilizasyonunda kullanimi saglanmustir (Oztiirk 2006).

Bacillus sp. bakterisi olan FH5ten saflagtirilmig lipaz enzimlerinin en yiiksek aktivitesi
pH 10.0 degerindedir. pH 10.0 degerinden 11.0 degerine artirilmasinda ise lipolitik

aktivitenin stabilite oraninin azaldigi gériilmistiir (Hasan et al. 2006b).

Termofilik G. thermocatenulatus lipazi, E.coli DH5a’da ifade edildiginde pH 9.0-11.0
arasinda yiiksek oranda stabilite gostermektedir (Schmidt-Danert et al. 1996).



23

Bu arastirmada; lipaz enzimi kaynagi olan yagli fabrika atiklariyla kontamine olmus
olan topraklardan izole edilmis Bacillus cinsi bakteriler iginden maksimum enzim
aktivitesi gosterenler lipaz enzimi iiretiminde Oonem arzeden ortam sartlartyla ortam
bilesenleri parametre olarak arastirilmistir. Tiirkiye’de karbon kaynagi olarak sikca
kullanilan bitkisel yaglarin (misir 6zii yagi, aycicek yagi, soya yagi, zeytin yagi, susam
yagl), yag asitleri icgerisinden (triolein, tristearin, tripalmitin, tribiitirin, triasetin,
trioktanoat), yag asidi esterlerinin (stearik asit, oleik asit, linoleik asit, palmitik asit) ve
sekerin farkli derisimlerinin: azot kaynaklar1 bakimindan ise bir takim dogal kaynaklar
bugday unu, soya unu, (misir unu) ile organik olan kaynaklarin (iire, maya Oziiti,
jelatin, pepton) ve bir de metal tuzlari olan (NaCl, Na>SOs4, KCI, K2SO4 MgCIy,
MgSQ4, FeCls, CaCly, ZnCly, LiCl,CuSQ4) hiicre i¢i ve hiicre disi lipaz enzimi
aktivitesi, protein derisimi ve hiicre derigimi iistiindeki etkileri arastirilmistir. Optimum
ortam sartlarin1 olusturmak amaci ile baslangi¢ olarak pH araligi 6.0-9.0 ile 37- 50 °C
araliginda tiretimler yapilip bu degiskenlerin lipaz enzimi aktivitesine olan etkileri
aragtirtlmistir. Elde edilen sonuglara gore Bacillus sp. bakterisinin hiicre disinda lipaz
enziminin liretmis oladugu en optimal karbon kaynagmin %]1(h/h) derisiminde susam
yag1, en optimal azot kaynaginin ise %0.3 (a/h)maya 6ziitii + %0.5 (a/h) pepton ve lipaz
tiretimini en fazla indiikte eden metal tuzunun ImM K>SOs oldugu tespit edilmistir.
Optimum ortam sartlartysa pH: 7.5 ve sicaklik 45 °C belirlenmistir. Uretilmis olan
enzim ultra filtrasyonu ve anyon degistirici kromatografisi ile kismi saflastirilmis buna
bagl olarak enzime olasi deterjan katkilarin etkisi (Triton X-100, EDTA, Tween 80,
Tween 20, SDS, proteaz) belirlenerek elde edilmis olan lipaz enziminin endiistriyel

kullanimi potansiyeli sonucuna ulagilmistir (Marul 2007).

Bu c¢alismada 8 ayri kaynaktan (Rhizopus oryzae, Mucor javanicus, Pseudomonas
fluorescens, Penicillium roqueforti, Penicillium camembertii, Aspergillus niger,
Pseudomonas cepacia, Candida rugosa), lipazlarini makrogdzenekli polipropilene
fiziksel adsorbsiyon yolu ile immobilizasyonu saglanmistir. Yapilan ¢aligmada ayni
tasiyiciya farkli lipaz enzimlerinin farkli adapte olma durumlar gozlenmektedir.
Biyodizel elde edebilmek amaciyla biitlin immobilize olan enzimlerin metanoliz

reaksiyonlar1 karsilagtirilmaktadir (Salis et al. 2008).
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Bu calismada Tributyrin Agar besiyeri kullanilarak zeytinyagi fabrikasi ve zeytin
bahgeleri yakinindaki topraklardan, ¢i§ ve pastorize siit Orneklerinden, lipolitik
aktiviteye sahip bakteriler izole edilerek aragtirmada kullanilmistir. Bu calismadaki
izolatlarin gram reaksiyonlar1 belirlenmis olup Gram pozitif 6zellik gosteren lipaz
enzimi aktiviteleri belirlenmek iizere se¢im yapilmistir. Toprak Orneklerinden elde
edilmis olan 20 adet izolatin 14 tanesinin hareketsiz, sporsuz ve diizensiz Gram pozitif
basiller oldugu; 3 tanesinin Bacillus, 2 tanesinin Staphylococcus ve 1tanesinin
Micrococcus cinsine ait tiirler oldugu goriilmiis; siit materyallerinden elde edilmis olan
18 tane izolatin 7 tanesinin diizensiz, hareketsiz, sporsuz Gram pozitif basiller oldugu, 7
tanesinin Staphylococcus, 2 tanesinin Bacillus, 1 tanesinin Listeria ve 1 tanesinin
Streptococcus cinsine ait oldugu tespit edilmistir. Kullanilan suglarin lipolitik
aktiviteleri, Tributyrin Agar besiyerinde zon olusturmasinin yaninda Rhodamine B Agar
besiyeri kullanilarak goriiniir ve UV 151k altinda kalitatif olarak tespit edilir. Sonrasinda
p-nitrophenyl-palmitat’in substrat olarak kullanilmis olan spektrofotometrik metot ile
suslarin hepsinin lipaz enzimi aktiviteleri kantitatif olarak tespit edilmistir. Topraktan
izole edilmis olan 9 adet sus lipaz enzimi aktivitesi goriilmezken, 11 adet susun lipaz
enzimi aktivitesinin 2 U/ml ve 581. 5 U/ml arasinda oldugu belirlenmistir. Bu suslarin
iginde maksimum lipaz enzimi aktivitesinin Staphylococcus sp. NS 02-1’e ait oldugu
tespit edilmistir. Siitten izole edilmis olan suslarin ise 7 tanesi lipaz enzimi aktivitesi
gostermezken, 11 adet susun lipaz enzimi aktivitesinin 1.6 U/ml ve 564.6 U/ml arasinda
oldugu belirlenmistir. Bu suslar igerisinde maksimum aktivitenin Staphylococcus sp.
RB 07-2’ye ait oldugu tespit edilmistir (Sarag et al. 2008).

Yapilan bu arastirmada haloalkalifilik 6zellikteki bacterium sp. AH-6" ya ait seri alkalin
proteaz enziminin %0.05 SDS’ in varligindaki enzim aktivitesi % 2’lik oranda azalmus,
9%0.2’lik SDS’nin varliginda ise proteaz enzim aktivitesinin tiimiiniin inhibe oldugu
gorilmisiitr. %0.05’1ik TritonX-100 varliginda ise enzimin aktivitesi %23 oraninda
artarken %0.2°lik TritonX-100 varlifinda ise enzimin aktivitesinin tlimiiniin inhibe
olmus oldugu goriilmiistiir. %0.1°’lik Tween-80 varliginda enzimin aktivitesi %35
oraninda artarken, %2’lik Tween-80 varliginda enzimin aktivitesinin tiimiiniin inhibe

oldugu goriilmiistiir (Dodia et al. 2008).
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Yapilan ¢aligmada kullanilan izolatlarin, 10 tanesi B. megaterium, 6 tanesi B. pumilus
ve 12 tanesi Bacillus sp. olarak belirlenmistir. VITEK 2 cihazinin kullanimi yapilan
caligmanin sonucuna gore T20, T30, T33, T39, T43, T48, T49, T50, T55 ve T70 olarak
numaralandirilmis kullanilan izolatlarin B. aryabhattai ve B. megaterium oldugu
belirlenmistir. Calisma da B. megaterium bakterisinin koloni renginin ise beyaz-krem
renginde oldugu belirlenmis B. aryabhattari bakterisinin renginin seftali roldugu
belirlenmistir (Shivaji et al. 2009).

Arastirmada kullanilan izolatlarda bulunan kolonilerin krem renkli olmas1 ve molekiiler
arastirmalart  destekleyen biyokimyasal arastirmalar sonucunda izolatlarin B.
megaterium bakterisi oldugu tespit edilmistir. VITEK 2 cihaziyla elde edilen sonuglarda
T21, T22, T26, T29, T36, T58 kodlu izolatlarda B. pumilus’a benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir. 16S rDNA sonuglarinda maksimum oranda B. pumilus’ benzemesi
nedeniyle kullanilan bu izolatlarin B. pumilus’a ait suslar olabilecegi diisiiniilmektedir

(Kat1 et al. 2016).

Bu arastirma ergin olmayan ve ergin Oncorhynchus mykiss‘in karacigerindeki lipaz
(E.C.3.1.1.3.) enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Ergin olmayan ve
ergin O. mykiss karaciger lipaz enziminin saflastirilmasi islemleri ti¢ asamadan olusmus
olup, bunlar; amonyum fosfat ¢oktlirmesi, homojenatin hazirlanmasi1 ve Diethylamino
ethyl (DEAE) seliilozik iyon derisim kromatografisi seklindedir. Saflagtirma siiresince,
ergin olan baliklarin karacigerlerinden elde edilmis olan lipazin spesifik aktivitesi
2.23+1.59 pmol/mg protein, verimi ise % 0.037 ve saflastirma katsayis1 2.65+1.94
olarak bulunmustur. Baliklarin ergin olmayanlarinda spesifik aktivite 1.86+0.14
umol/mg protein, verimi ise %3.24+0.51 ve saflastirma katsayist 15.50+1.13 olarak
belirlenmistir (Akpinar et al. 2009).

Bu arastirmada, tabakhanelerden elde edilen atiklardan izole edilen Bacillus strain
SAL1’den alkalin proteazinin saflagtirilmasinin  karakterizasyonunu ¢alisilmistir.
Enzim, DEAE sefakril iyon degisim kromatografisi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve

fenil sefaroz hidrofobik etkilesim kromatografisi kombinasyonu kullanilarak saflagtirma
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yapilmistir. Proteazin 11.8 kat saflastirma yapilmis ve proteaz enziminin spesifik
aktivitesinin 4250 PU/mg oldugu hesaplanmistir. SDS-PAGE ile proteaz enziminin
bagil molekiil agirliginin 27 kDa oldugu hesaplanmistir. Proteaz enziminin proteolitik
aktivitesi, jelatin zimogram jeli ile belirlenmis, proteaz enziminin pH degeri 7.0-10.0
degerlerinde stabil kalabildigini ve 50°C sicaklikta 1 saat stabilitesini koruyabildigi
goriilmiistiir (Almas et al. 2009).

Lipaz enzimi Ozellikle lipitlerin ester baglarinin hidrolizini katalizleme 6zelligi
nedeniyle biiylik onem tagimaktadir. Son yillarda atik ve artiklarin degerlendirilmesinde
biiyiik rol oynamaktadir. Evlerde kullanilmis yaglarin tekrar degerlendirilmesi, yaglarla
kirlenmis kentsel ve evsel atiklarin aritimi, gesitli fabrika atiklarinin degerlendirilmesi

ve biyodizel iiretimi gibi alanlarda lipaz enzimi kullanimi giderek artmaktadir

(Bhumibhamon et al. 2001; Ghaly et al. 2010).

Bir diger ¢alismada P. aeruginosa ATCC 27853 tiirlinden tiirlinden proteaz enzimini
izole etmisler ve kismi olarak saflastirmislardir. Yapilan denemeler sonunda elde edilen
proteaz enzimi sadece notral ve bazik pH kosullarinda stabil kalabilmis asidik
kosullarda ise aktivitesini neredeyse tamamen kaybetmistir. Sicaklik stabilitesi
acisindan enzim, 50°C’de 1.5 saat bekletildiginde sadece %20 civar bir aktivite kaybi
yasarken 60 ve 70°C sicakliklarda ise aktivitesini yaklasik olarak %80 ile 90’in1
kaybetmis oldugu goriilmiistiir (Izrail-Zivkovic et al. 2010).

Ham petrol bulagmis 6rneklerin toplandig1 Siiveys Korfezinde yapilan galismada izole
ettiklert AK187 izolatinin oksitleyici, deterjan ve organik ¢oziicli ajanlara karsi tolerans
gosteren bir serin alkalen proteaz enzimi iirettigini ortaya koymuslardir. Serin alkalen
proteazinin saflastirma islemi ve karakterizasyonunu gergeklestirmistir. Saflagtirma
asamas1 Ui¢ basamakli olan proteazin 58 kat saflastirabildigi goriilmiistiir. Enzimin
optimal pH’s1 9.0 ve 60°C sicaklik olarak belirlenmiistir. Cu*?, Hg*? ve Cr*3 gibi agir
metallerin enzimi inhibe ettigi goriilmiis K* Ba*2, Li*, Mn*2 ve Mg*? iyonlarmin ise
enzim aktivitesini etkilemedigi goriilmiistiir. Enzimin, Tween 80 ve Triton X-100 gibi

hidrojen peroksid ve iyonik olmayan deterjanlar gibi oksitleyici ajanlarin ve beyazlatici
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ajanlarin olmasi durumunda stabil oldugu goriilmiistiir. Proteaz enziminin saflastirilip
karakterize edilmesiyle kirlenme karsit1 ajanlarin formulasyonunda, biyotransformasyon
reaksiyonlarinda, deterjan formulasyonunda ve enzimatik peptid sentezinde

kullanilabilecegi gortilmiistiir (Shah et al. 2010).

Yaglarla kirlenmis mutfak atiksularimin aritiminda lipaz iireten mikroorganizmalar

kullanmiglardir (Bhumibhamon et al. 2011).

Bu calismada arastirmacilar ise Trichoderma harzianum tiiriinin drettigi lipaz
enziminin izolasyonu ve karaterizasyonu konulu arastirmada elde ettikleri lipaz
enzimini 20 dakika boyunca 20 ila 80°C sicakliklarda maruz birakmislar. Sonugcta,
enzimin sadece 20 ila 40°C arasinda yiiksek stabilite gosterdigini, sicakligin artmasi ile

enzimin tamamen aktivitesini kaybettigi goriilmiistiir (Ulker et al. 2011).

Yapilan bu arastirmada Pseudomonas aeruginosa KM110 bakterisinden lipaz iiretimi
gerceklestirilmis calismamiza benzer sekilde yapilan aktivite g¢aligmalar1 sonuncunda,
sustrat olarak zeytinyagi kullanilarak pH 7.0’da maksimal lipaz aktivitesini 0,46U/ml
olarak tespit etmislerdir (Mobarak-Qamsari et al. 2011).

Immobilize lipaz kullanarak atik kizartma yagindan biyodizel {iretimini

gerceklestirmiglerdir (Chesterfield et al. 2012).

Topraga dokiilen yaglar {izerinden bakteriyal lipaz izlemesi, {iretimini, se¢ilmesi,
tanimlanmasi, {liretimi ve optimizasyonu arastirilmigtir. Calisma sirasinda yag isleme
fabrikalarindan yag dokiilen topraktan bakteriyel lipaz iireticileri izole edilmistir.
Calismalar sirasinda izole edilen 20 tane tiiriin bir tanesi morfolojisine, fizikokimyasal
Ozelliklerine gore ve 16s rRNA sequensi gdz Oniine alinarak digerlerine gore daha fazla
lipaz aktivitesi gostermistir. Calismada kulugka siiresi, ortam pH’1, sicaklik, ¢alkalama,
inokulum, konsantrasyon, karbon ve azot kaynagmin lipaz {retimine etkileri
incelenmistir. Bir lipaz iireten bakteri olan BLP2 Pseudomonas gessardii’nin 37°C, pH

7 ve 48 saat sonunda maksimum lipaz irettigi ¢alismalar sirasinda gozlemlenmistir.
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Ayni bakteri ortama %1 proteaz pepton eklendigi zaman enzimatik iiretimin 168,7 Uml-
1 olarak artigi gozlemlenmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda Pseudomonas
gessardii’nin endiistriyel diizeyde ekstraseliiler lipaz iiretiminde ¢ok uygun oldugu

goriilmiistiir (Veerapagu et al. 2013).

Yapilan ¢alismanin Tiirkiye’den izole edilmis 32 tane izolat ile 13 tane standart susa ait
termostabil lipaz enzimi Uretimleri aragtirllmistir. 45 adet bakteriden elde edilen
termostabil lipaz enzimini iiretebilenler, fenol kirmizis1 bulunduran zeytinyagh ve
tribiitirinli kat1 besiyerleri kullanilmistir. Tarama deneyleri sonucunda ise 11 tane izolat
ve 7 tane susun toplaminda 18 bakteri, kalitatif olarak termostabil lipaz enzimi {iretimi
tespit edilmistir. Secilmis olan bu 18 bakteri lipaz enzimi iretim miktar1 kantitatif
olarak bulunurken bu bakterilerin tribiitirin ve zeytinyaginin substrat seklinde
kullanilmis ve iki farkli enzim tiretimi yapilan besiyerinde 60°C’de ve pH 7.0°da 24, 48
ile 72 saat slirede gelisimleri saglanmistir. Bu siire zarfinda kiiltiirlerin absorbans
degerleri olgiiliirken diger enzimlerin aktivite 6lglimiinde kullanilmis olan kiiltiirlerinde
yas agirligi ile besiyerinin pH degerlerindeki degisimlerde olgiilmiistiir. Aktivite tayini
yapilirken substrat olarak kullanilan paranitrofenol biitirat ile enzim aktivitesi 50 nm
olan ve pH 7.0 olan fosfat tamponunun 60°C degerlerle gerceklestirilmesidir.
Zeytinyaginin  substrat seklinde kullanilmis besiyerlerinde 0.008-0.052 U/ml
degerlerinde tribiitirinin substrati olarak kullanildigi besiyerlerinde ise 0.002-0.019
U/ml degerleri arasinda lipaz enzimi aktivitesi gdzlemlenmistir. Izolatlar ile standart
besiyerlerinin lipaz enzimi iiretim miktarin1 karsilagtirmak icin Slgiilmiis olan enzim
miktarlari, her bir kiiltiirdeki yas agirliklarina boliiniip hiicrelerin her birine diisen enzim
miktarinin U/mg cinsinden hesaplanarak bir seri meydana getirilmistir. Bu seriye gore
maksimum termostabil lipaz enzimi aktivitesi zeytinyagi besiyerinde, GeoBacillus
termodenitrificans subsp. calidus F84b(0.008U/mg) ve F84a(0.009 U/mg) izolatlar: ile
GeoBacillus termodenitrificans DSM 4657 standart susu sayesinde iiretildigi tespit
edilmistir. Bunun yaninda GeoBacillus stearothermophilus A113 izolatinin tribiitirinli
besiyerinde maksimum lipaz enzimi aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir (Kog
2013).
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Alkalofilik bakteri olan Bacillus sp tarafindan firetilen ekstracellular lipaz miktarini
arttirmak icin kritik bliylime parametrelerinin optimizasyon g¢alismalarini yapmislardir.
Calismalarda kullanilan lipaz iireten bakteriler yag ile kontamine olmus topraktan izole
edilmislerdir. Yapilan ¢alismalarda sadece kalitatif olarak degil ayn1 zamanda kantitatif
olarak da bakteri tiirleri incelenmistir. Maksimum ekstrcelluler lipaz aktivitesinden
dolay1 (0,612U/ml) alkalofilik bakteri tiirii olan Bacillus sp. KS4 segilmistir. Caligmalar
sirasinda lipaz {iretiminin arttirilmas1 i¢in daha fazla optimizasyon c¢alismalari
istatistiksel bir yaklasim kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismalarda segilen soy
tarafindan maksimum lipaz {iretimi i¢in zamana gore tek degisken yaklasimi ile pH,
inkiibasyon sicakligi, karbon kaynagi, azot kaynagi, ylizey aktif madde ve metal iyonu
gibi ¢esitli kiiltlir ortam parametreleri incelenmistir. Calismalar sirasinda karbon
kaynagi olarak zeytinyagi, surfaktant olarak tween80, metal iyonu olarak MgCl. ortam
parametreleri olarak kullanilmistir. Maksimum lipaz iiretimi sirastyla %1.16 zeytinyag,
%0,12 tween80, 5,99 mM MgCl> ve %7,16 inokuliim miktarinda elde edilmistir.
Dogrulama deneyleri modelin gegerliligini ve tahmin edilen sonuglari dogrulamistir.
Uretim ortaminin  optimizasyonu lipaz iiretiminde 3,54°liik bir artisa yani

0,612U/ml’dan 2,17 U/ml’ye ¢ikmasini saglamistir (Sharma et al. 2014).

Bu calismada topraktan izole edilmis yeni fungal bir kaynaktan lipaz iiretimi elde
edilmeye calistlmistir. Lipaz kaynagi olarak ise Kocaeli, [limtepe bdlgesinden topraktan
izole edilen ve daha sonra 18S rRNA dizi analizi sonucu Trichoderma citrinoviride
oldugu saptanan fungus kullanilmistir. Lipaz liretiminde 6nem arz eden iiretim ortami
kosullar1 ve reaksiyon ortam parametreleri incelenmistir. Cesitli azot ve karbon
kaynaklarimin lipaz aktivitesine etkisi incelenmis ve lipaz iiretimi i¢in en uygun karbon
kaynaginin glukoz en uygun azot kaynagimin ide pepton oldugu belirlenmistir.
Zeytinyagiin ise ¢alismada kullanilan en uygun karbon kaynagi oldugu belirlenmistir.
Uretim igin en uygun inkiibasyon kosullari pH 5.5, sicaklik 30°C ve inkiibasyon
stiresinin 4 giin oldugu belirlenmistir. Reaksiyon ortam kosullarinda inkiibasyon
stiresinin 30 dakika, inkiibasyon sicakligimin 40°C ve %1 substrat konsantrasyonunun
lipaz iiretimi i¢in en uygun kosullar oldugu belirlemistir. Karbon kaynagi icin seker

fabrikas1 atig1 olan melas kullanilmigtir. Besiyeri igeriginin zengin yapisina ragmen
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melasli ortamda lipaz sentezinde diisiis goriilse de maliyetin diisilk olmasit bu

olumsuzlugu kapatmaktadir (Aykil 2014).

Endiistriyel lipazlar genel olarak hiicre disinda lipaz enzimi iireten mikroorganizma
tiirlerinden saglanmaktadirlar. Mikrobiyal lipaz enzimleri ekseriyetle sivi ortamda
tiretilmekte olup aktiviteleri azot/karbon kaynaginin ortam pH’sindan, tiir ve
derisiminden, metal iyonlarindan ve sicakliktan etkilenmektedirler. Yapilan ¢alismada
Eskisehir ili Hasanbey Koyiinden izole edilen Rhodotorula mucilaginosa lipaz kaynagi
olarak kullanilmistir. Lipaz enzimi iiretiminde 6nem arz eden ortam kosullar1 ve ortam
parametreleri arastirllmistir. Karbon kaynagi olarak bitkisel yaglar (findik yagi,
zeytinyag1, aycicek yagi, soya yagi ve misir 6zii yagl) ve seker olarak (fruktoz, maltoz,
galaktoz, laktoz, glukoz ve sukroz), azot kaynagi olarak (pepton, proteose pepton,
kazein, amonyum oksalat, amonyum siilfat, maya 0ziitii, lire ve amonyum karbonat)
iceren ortamlarda lipaz aktivitesi arastirilmigtir. Optimal ortam kosullarini belirlemek
icin, 10-40°C sicaklik araliginda ve 3.0-9.0 baslangi¢ pH araliginda iiretimler yapilmis
ve bu degiskenlerin lipaz enzimi aktivitesine etkileri arastirllmistir. Reaksiyon
ortaminda inkiibasyon sicakligi 30-90°C ve siiresi 30-90 dakika aralifindaki lipaz
aktivitesi incelenmistir. Calismalar sonucunda Rhodotorula mucilaginosa nin lipaz
iirettigi, optimal ortam kosullar1 olarak pH’nin 5.0, sicakligin 30°C, ¢alkalama hizi 200
rpm, karbon kaynaginin %1 derisimde zeytinyagi, en uygun azot kaynaginin pepton
oldugu sonucuna ulasilmistir. Karbon ve azot kaynaklarinin zeytinyag ile birlesmesi
sonucunda lipaz aktivitesinin yiikseldigi belirlenmistir. Optimum reaksiyon kosullar
incelemesinde, inkiibasyon sicakliginin 60°C, inkiibasyon siiresinin 50 dakika ve
substrat konsantrasyonu %1 oraninda zeytinyagi olarak belirlenmistir. Seker fabrikasi
at1ig1 olan melas incelenerek lipaz iiretiminde karbon kaynagi olarak kullanilabilecegi

belirlenmistir (Hammamchi 2014).

Yapilan bu c¢alismada, hiicre dis1 proteazlarin izolasyonu ve karakterizasyonu
konusunda gergeklestirilen ¢aillsmada arastirmacilar, Streptomyces flavogriseus HS1
aktinobakteri tiiriinden elde ettikleri proteaz enziminin pH 6 ila 10 dereceleri arasinda

%380 civarinda termal stabiliteye sahip olduklar1 belirtilmistir. Aragtirmacilar, bu enzimi
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bir saat boyunca 40 ve 50°C’de bekletildiginde yaklasik olarak sirasiyla %10 ve 25
civari aktivite kaybettigini, 60°C’de bir saat bekletildiginde ise aktivitenin tamamen yok

oldugunu rapor etmislerdir (Ghorbel et al. 2014).

Lokal sekilde izole edien Stenotrophomonas maltophilia bakterisiyle agro-endiistriyel
atiklar kullanilmis ve lipaz iiretimi gergeklestirilmistir. Calismalarinda 74,117 U/ml’lik
aktivite ile en fazla enzim tretimi yerfistig1 kekinde incelenmistir. Sonrasinda ard1 sira,
hindistan cevizi (61,911 U/ml), bugday kepegi (49,614 U/ml ) ve piring kepegi (28.165
U/ml) izlenmeye devam edilmistir. Yerfistig1 keki ve Hindistan cevizi iceren kiiltiir
ortaminda lipaz liretimi i¢in en uygun pH 6.0, bugday kepegi ve piring kepegi ortaminda
ise pH 7.0 olarak tespit edilmistir. Calismada kullanilan tiim substratlar i¢in maksimum
lipaz iiretiminin %60°lik nem oraninda basar1 gosterdigi gozlemlenmistir. Saflagtirilan

enzimin molekiil agirlig1 49,1 KDa olarak belirlenmistir (Neethu et al. 2015).

Yapilan ¢alismada, Curculionidae (Coleoptera) familyasina ait olan 5 tiirtin Sitona
pucticollis (Stephens1831); Hypera postica (Gyllenhal, 1813); Eusomus ovulum
(Germar, 1824); Lixus cardui (Olivier, 1808); Curculio nucum (Linnaeus, 1758)
sindirim sistemlerinde yer alan bakteri floralar1 arastirilmistir. Numuneler 2014’te
Mayis/Agustos aylart arasinda Kirsehir bolgesindeki farkli lokalitelerden elde
edilmistir. Yakalanmis olan numuneler steril tlipler i¢ine alinarak laboratuvara canli
sekilde getirilmis; disekte edilip sindirim sistemleri disar1 ¢ikarilmis ve steril ortamda
nutrient agar plaklara yayma ekimislemi yapilarak gelisen tek koloniler i¢in saflagtirma
islemi yapilmistir. Bu izolasyon isleminden 17 adet izolata ulasilmistir. Biyokimyasal
testler, fizyolojik testler, morfolojik testler ve molekiiler tan1 yontemi yapilarak (16S
rRNA gen bolgesi DNA dizi analizi ve 16S rRNA PCR) izolatlarin tanimlanma islemi
yapilmistir. Genotipik ve fenotipik verilerin beraber degerlendirilmesiyle 17 adet
izolatin tanis1 ve karakterizasyonu yapilmis olup 11 adet izolatin farkli bakteri tiiriine ait
(Pseudomonas trivialis, Bacillus pumilus, Enterobacter cloacae, Bacillus subtilis,
Escherichia  coli,  Stenotrophomonas  rhizophila,  Klebsiella  pneumonia,
Stenotrophomonas maltophilia, Pantoea agglomerans, Lactococcus garviae ve Bacillus

amyloliquefaciens) oldugu tespit edilmistir (Erbey 2015).
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Bocek ilacina direncli olan bdceklerin mikroflorasinin ve bdcek odldiirticiilerin biyolojik
bakimdan parcalanmasi i¢in kullanilan bakterilerin izolasyonu igin potansiyel
olabilecegi  diisiinlislilmiistiir. Calismada  a-endosulsan  biyolojik  bakimdan
parcalanabilen toplamda 24 adet bakteri izolati olan Dermaptera, Hymenoptera,
Mantodea ve Orthoptera takimlarina ait bdceklerin viicut pargalart mikroflorasindan
yalitilmistir. Baz1 biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik 6zelliklerine dayanarak ve yag
asidi profillerine kaynak olarak Acinetobacter, Bacillus, Brevibacillus, Flavimonas,
Pseudomonas, Rhodococcus ve Stenotrophomonas cinsleri oldugu belirlenmistir. Bu
izolatlar  degisik ortamlarda a-endosiilfan kalintilarinin  tedavisi amaciyla

kullanilabilecegi belirlenmistir (Ozdal et al. 2016).

Bu ¢alismada {i¢ adet Beauveria bassiana (Bals.) Vull. izolatlarinin Tetranychus urticae
Koch’a (Acari: Tetranychidae) kars1 kontrol potansiyellerinin ve lipaz enzimi, kitinaz
enzimi ve proteaz enzimi aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Boylece, daha
oncesinde Coleptera, Hymenoptera ve Lepidoptera’ya karsi entomopatojenik aktivite
gostermis olan B. Bassiana (PaF76, PaF09 ve PaF04) izolatlar1 kullanilmistir. Testte
kulamlan organizma ise T. Urticae’dir. Ug degisik dozda hazirlanan siispansiyon
(1x10%, 1x107, 1x10® kodini mI™) Tween 80’de hazirlanmis, 2ml olan tek dozdaki spor
slispansiyonu el spreyi vasitasiyla fasiilyenin yaprak disklerinin alt yiizeyine
puskiirtiilmiigtiir. T. Urticae tiiriiniin 6lim oranlar1 bes giin siiresince takip edilmistir.
Enzim aktivitelerini belirlemek icin petri plate yontemi kullamilmis ve koloninin
etrafinda olusan acik zonlar enzim aktivitesinin varligini kanitlamistir. Test edilmis olan
biitlin fungus izolatlar1 islemden bes giin sonrasinda %100 ve %64.2+5.6 arasinda
mortaliteye sebep olup T.urticae tiiriine patojenite etkiye sebep olmustur. LT50
degerleri 3.72+0.5 ve 3.16+0.2 giinleri arasinda de8isim gdstermistir. Sonug olarak B.
bassiana PaF izolatlarinin Hymenoptera, Lepidoptera ve Coleptera’yr kontrol
potansiyellerinin oldugu kadar T. urticae tiiriiniin baskilama potansiyeline de sahip

oldugu tespit edilmistir (Ortiicii and Albayrak iskender 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bocek Materyalleri

Calismada kullanilan boceklerin toplandigi bolge Erzurum ilinin Aziziye ilgesi
giizergahina 10 km. uzakliktaki daimi bir goletten toplanmistir. Kullanilan bdceklerin

fotograflar Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4°te belirtilmistir.

Sekil 3.1. Hygrotus impressopunctatus (Schaller, 1783) (Anonyamous 2019b)

Sekil 3.2. Rhantus suturalis (W.S. MacLeay, 1825) (Anonyamous 2019c)



34

Sekil 3.3. Dytiscus circumflexus (Fabricius, 1801) (Anonyamous 2019a)

Sekil 3.4. Laccobius sulcatulus (Reitter, 1909)

3.2. Lipaz Uretici Bakterilerin izolasyonu ve Saflastirilmasi

Calismada kullanilan 4 farkli sucul bocek ilk olarak %70’lik alkol igerisinde 15-20
saniye siireyle bekletilerek yiizey sterilizasyonu gerceklestirilmeye calisilmistir.
Ardindan, boceklerin bagirsaklari steril sartlar altinda ¢ikartilmis ve bir mikrosantrifiij
tiipti icerisindeki steril fizyolojik suya aktarilmistir. Tipler yaklasik 30 sn siireyle
vorteks edilerek bagirsak florasindaki mikroorganizmalarin steril fizyolojik su igerisine
gecmesi amaglanmistir. Vorteks isleminin ardindan tiip icerisindeki siispansiyondan 0,2
ml alinarak izolasyon amagli kullanilan agar besiyerinin iizerine yayilmistir. Asilanan
besiyerleri 25°C’de inkiibasyona birakilmistir. Yaklasik 24-48 saatlik inkiibasyon
peryodu sonunda peptrilerde gelisen koloniler mikroskopta incelenerek bakteri ve maya

kolonileri birbirinden ayirt edilmistir. Bakteri oldugu diisiiniilen koloniler alt kiiltiire
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alinarak saflagtirtlmistir. Izolasyon amacli hazirlanan besiyerinin igerigi 1 It saf su
icerisinde, 20 ml tributyrin, 2 gr KH2PO4, 1 gr MgSO4, 0,2 gr CaCly, 0,1 gr NaCl, 0,03
gr FeSO4 ve 20 gr agar olacak sekilde dizayn edilmistir (pH 7,0).

3.3. izolatlarin Taranmasi

Izole edilen ve saflastirilan bakteriler bu asamada bir 6n tarama islemine tabi
tutulmustur. Bu besiyerinin igerigi 1 It saf su icerinde 20 ml atik zeytinyagi (2 ml/100
ml), 2 gr KH2PO4, 1 gr MgSOg4, 0,2 gr CaCly, 0,1 gr NaCl ve 0,03 gr FeSO4 olacak
sekilde dizayn edilmistir (pH: 7.0). Tarama calismalar1 sirasinda esit inokulasyonun
saglanmasi i¢in her izolat i¢in On kiiltiir hazirlanmistir. Bunun i¢in, test bakterileri ilk
Once agar besiyerinde 48 saat siireyle aktiflestirilmistir. Aktiflestirme islemi sirasinda
bakteriler i¢in trypticase soy agar (TSA) besiyeri kullanilmistir. Daha sonrada agar
besiyeri tizerinden bir 6ze dolusu bakteri hiicresi alinmig ve 100 ml TSB besiyeri
(trypticase soy broth) igeren 250 ml’lik erlenmayerler igerisine asilanmistir.
Erlenmayerler 150 rpm ve 25°C’de 24 saat siireyle ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda bu kiiltiirlerin 1 ml’si (600 nm’de yaklasik
olarak aym absorbans verecek sekilde kiiltiirler steril fizyolojik su ile seyreltilmistir)
hazirlanan besiyerinin inokulasyonu i¢in kullanilmistir. Asilanan besiyerleri 150 rpm ve
25°C’de 24 saat siireyle c¢alkalamali inkiibatdrde gelismeye birakilmistir. Tarama
deneyleri sonucunda en iyi lipaz {ireticisi oldugu belirlenen izolatin teshisi sekans

analizine gore yapilmustir.

3.4. F25 izolatinin Molekiiler Tanisi

En 1iyi izolatin molekiiler diizeyde teshisi icin ilk olarak DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bunun icinde izolat TSA besiyerinde 25°C’de 24 saat siire ile
inkiibasyona birakilmis ve bu siirenin sonunda gelisen tek koloniden TSB besiyeri
iceren sivi besiyerine inokulasyon gergeklestirilmistir. Asilanan besiyeri calkalamali
inkiibatorde 25°C’de, 150 rpm de 2 giin siire ile inkiibeedilmistir. Daha sonra safligi
kontrol edilen kiiltiirden Promega wizardR genomic DNA purification kit (A2360)
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protokoliine uygun olarak genomik DNA izoalsyonu gerceklestirilmigtir. DNA miktar1
260 nm’deki genetik materyalin temizligi yani protein kirliligi tasiyip tasimadigi ise 280
nm’de absorbans ol¢iimiiyle belirlenmistir. Izolattan saflastirilan olan genomik
DNA’dan, 16S rRNA gen bolgesi UNI16S-F (5-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA) ve UNI16S-R (5'-
ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA) primerleri kullanilarak PCR yardimi ile
cogaltilmis elde edilen PCR iiriinlerinin Sul’si %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek istenen
bolgenin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigr kontol edilmistir. PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan 16S
rRNA genleri, pPGEM-T Easy klonlama vektoriine, satict firmanin kullanma klavuzunda
belirttigi konsantrasyon ve sartlar saglanarak klonlanlanmistir. Klonlama sonucunda
gelisen kolonilerden rekombinant plazmitler, Promega firmasinin belirttigi kosullara
uygun bir sekilde “Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” plazmit
izolasyon kiti kullanilarak izole edilmis ve sekans analizleri yaptirilmistir (Macrogen,
Hollanda). Elde edilen 16S rRNA dizileri Gen Bankasinda var olan dizilerle

karsilastirilarak bakterilerin tiir seviyesindeki tanilamalar1 yapilmistir.

3.5. F25 izolatiyla Siv1 Kiiltiirde Lipaz Uretimi

Bu asamada deneyler, yiiksek aktivite verildigi belirlenen izolat ile 100 ml bazal
besiyeri iceren 250 ml’lik erlenler igerisinde gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda tyriptic
soy broth besiyerinde gelistirilen bakterilerin 6n kiiltiiriiniin 1 ml’si yukarida da
belirtildigi gibi erlen igerisindeki bazal besiyerinin asilanmasinda kullanilmistir.
Besiyeri inokule edildikten sonra 150 rpm ve 25°C’de 24 saat siireyle ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Optimizasyon deneyleri sirasinda ilk olarak en
1yi kiiltiir pH’s1 (pH 4-8) test edilmistir. Bunun ardindan, farkli sicaklik degerleri (20-
35°C), atik yag konsantrasyonlar1 (10-40 ml/It) pepton (0-5gr/lt) ve Tween 80 (0-8
ml/1t) konsantrasyonlar1 ve inkiibasyon siireleri (12 saat araliklarla 0-96 saat) test

edilmistir.
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3.6. Lipaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiirlerden alinan 5 ml 6rnek 10000 rpm’de 5 dk
siireyle santrifiij islemine tabi tutulmus ve ardindan hiicreler uzaklastirilmistir. Elde
edilen siipernatant lipaz kaynagi olarak kullanilmistir. 15 ml’lik santrifiij tiiptine 100 pl
numune, 1000 pl substrat (0,013 M p-nitrofenil palmitat) ve 1000 ul tampon (0,05 M
K2HPO4 tamponu pH 7,0) eklenerek 30°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Reaksiyonun
durmasi i¢in 2000 pl 0,5 M NaCOs3 ¢ozeltisi eklenmis ve 10000 rpm’de 15 dk santrifiij
edilmistir. Siipernantantin 410 nm’de absorbansi 6l¢iilmiis ve enzim aktivitesi 13290

(uM-1cm-1) absorbtivite katsayist kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bakterinin izolasyonu ve Taranmasi

Calismada farklt ortamlardan toplanan 4 farkli sucul bdcek tirii secilmis ve bu
boceklerin bagirsaklar1 lipaz iireten mikroorganizmalarin izolasyon kaynagi olarak
kullanilmustir. Izolasyon calismalari sonucunda agar besiyeri {izerinde gelisen bakteri
izolat1 ¢izgi ekimi ile saflastirilmis ve ¢alismanin takip eden asamalarinda
kullanilmistir. Calismada dort bocekten bir tanesinin  (Laccobius sulcatulus)
bagirsagindan lipaz iireten bakteri ya da maya izolasyonu gerceklestirilememistir.
Bununla birlikte TSA iizerinde yapilan izoalsyon caligmalarinda TSA iizerinde gelisen
cok sayida bakteri kolonisine rastlanilmistir. Tributyrin iceren izolasyon besiyeri
tizerinde diger sucul bocek Hygrotus impressopunctatus’ un bagirsagindan 3, Rhantus
suturalis’ inkinden 2, Dytiscus circumflexus’ unkinden ise 3 farkli bakteri straini izole
edilmistir. Bu ii¢ bocegin bagirsaklarindan yapilan izolasyonlarda tributyrin besiyerine
oranla TSA besiyeri tlizerinde de daha ¢ok sasyida bakteri kolonisine rastlanilmistir.
Tributyrin besiyerinde izole edilen toplam 8 izolat ise daha sonra sivi kiiltiirde lipaz
iiretme yetenekleri ve hiicre biiyiime performasnlari bakimindan karsilastirilmistir.
Sekiz izolat arasinda da maksimum lipaz aktivitesine (47 U/L) Rhantus suturalis
tiirlinden izole edilen F25 izolat1 ile ulasilmistir. Bu izolat ise 16S sekans analizine gore
Bacillus megaterium olarak teshis edilmis ve caligmanin takip eden asamalarinda

kullanilmistir.
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Cizelge 4.1. Saflastirilmis izolatlarin lipaz aktivitesi bakimindan taranmasi

Bocegin  Toplandigr | Bakteri Aktivite (U/L)
ortam izolat kodu
Hygrotus Daimi golet, Erzurum- | H3 35
impressopunctatus Aziziye yolu, 10.km H7 27
H11 22
Rhantus suturalis | Daimi gdolet, Erzurum- | F25* 47*
Aziziye yolu, 10.km 78 33
Dytiscus Daimi golet, Erzurum- | D7 28
circumflexus Aziziye yolu, 10.km D8 23
D11 30

Laccobius

sulcatulus

Daimi golet, Erzurum-
Aziziye yolu, 10.km

Kiltiir sartlari: sicaklik 25°C, pH:7.0, c¢alkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon siiresi 24 saat, yag

konsantrasyonu 2ml/100ml, Tween 80 konsantrasyonu 0 ml/It, pepton O gr.

Sekil 4.1. Lipaz aktiviteli kiiltirde beyaz renk olusumu (solda inokule edilmemis

besiyeri, sagda ise 48 saatlik F25 izolatinin kiiltiirii)
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Sekil 4.2. Saflagtirilan F25 izolatinin TSA’daki goriintiisii

Caligsmada en 1yi izolatla lipaz liretimi i¢in en iyi pH derecesi belirlenmistir. Cizelgeden

de goriilecegi deneyler 25°C’de gergeklestirildiginde besiyerindeki maksimum lipaz

tiretimi (55 U/L) ve hiicre biiylimesi (0,78s00nm) pH 6.0°da gerceklesmistir. Bu degerin

altinda ve Ustlinde olan pH’larda lipaz aktivitesinde ve hiicre biiylimesinde kademeli

azalmalar goriilmiistiir.

Cizelge 4.2. Bacillus megaterium ile lipaz iiretimi tizerine kiiltiir pH’sinin etkisi

pH Aktivite (U/L) Hiicre biiyiimesi (600 nm)
4 21 0.49

5 36 0.56

6* 55* 0.78*

7 48 0.75

8 41 0.67

* Kiltiir sartlari: sicaklik 25°C, calkalama hiz1 150 rpm, inkiibasyon siiresi 24 saat, yag konsantrasyonu

2ml/100ml, Tween 80 konsantrasyonu 0 ml/It, pepton O gr.
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Sekil 4.3. Bacillus megaterium ile lipaz iiretimi tizerine kiiltiir pH’sinin etkisi
Kiiltiir sartlart: sicaklik 25°C, calkalama hizt 150 rpm, inkiibasyon siiresi 24 saat, yag konsantrasyonu
2ml/100ml, Tween 80 konsantrasyonu 0 ml/It, pepton O gr.

Calismanin bir sonraki asamasinda besiyerinin pH’s1 6.0°da sabit tutularak lipaz iiretimi
ve hiicre biiylimesi i¢in farkli sicakliklar (20°C-35°C) test edilmistir. Cizelgeden de
goriilecegi gibi kiiltiirde maksimum lipaz aktivitesine (81 U/L) ve hiicre bliylimesine

30°C’de ulasilmistir.

Cizelge 4.3. Bacillus megaterium ile lipaz tiretimi tizerine sicakligin etkisi

Sicaklik (°C) Aktivite degeri Hiicre biiyiimesi (600 nm)
20 38 0.61

25 56 0.79

30* 80* 1.05*

35 61 0.82

Kiiltiir sartlart: pH 6.0, ¢alkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon siiresi 24 saat, yag konsantrasyonu 2ml/100
ml, Tween 80 konsantrasyonu O ml/lt, pepton O gr.
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Sekil 4.4 Bacillus megaterium ile lipaz tiretimi tizerine sicakligin etkisi

Kiiltiir sartlart: pH 6.0, calkalama hiz1 150 rpm, inkiibasyon siiresi 24 saat, yag konsantrasyonu 2ml/100
ml, Tween 80 konsantrasyonu 0 ml/It, pepton O gr.

Farkli atik yag konsantrasyonlar: test edildiginde maksimum lipaz iiretimine (82 U/It)
ve hiicre biiytimesine (1,09600nm) %2°lik (20 ml/It) yag konsantrasyonunda ulasildigi,

daha yiiksek yag konsantrasyonlarinin ise kademeli olarak hem hiicre biiylimesini hem

de lipaz tiretimini azalttig1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Bacillus megaterium ile lipaz iiretimi yag konsantrasyonunun etkisi.

Yag miktari (ml/It) Aktivite degeri Hiicre biiyiimesi (600 nm)
10 60 0.80

20* 82* 1.09*

30 75 0.98

40 63 0.88

Kiiltiir sartlari: sicaklik 30°C, pH 6.0, calkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon siiresi 24 saat, Tween 80
konsantrasyonu 0 ml/It, pepton O gr.
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Sekil 4.5. Bacillus megaterium ile lipaz iiretimi iizerine yag konsantrasyonunun etkisi
Kiiltiir sartlari: Sicaklik 30°C, pH 6.0, ¢alkalama hiz1 150 rpm, inkiibasyon siiresi 24 saat, Tween 80
konsantrasyonu 0 ml/It, pepton O gr.

Pepton miktarinin lipaz {iretimi tizerine etkisi test edilirken 100 ml besiyerine 0- 5 gr/lt

konsantrasyonda pepton eklenmistir. Cizelge de goriilecegi gibi besiyerinde maksimum

lipaz aktivitesine (274 U/L) ve hiicre biliylime performansina (1.59e00nm) 3 gr/lt pepton

iceren besiyerinde ulagilmistir.
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Cizelge 4.5. Lipaz iiretimi iizerine pepton miktarinin etkisi

Pepton (gr) AKktivite degeri Hiicre biiyiimesi (600 nm)
0 81 1.06

1 124 1.22

2 198 1.36

3* 274* 1.59*

4 221 1.48

9) 173 1.24

Kiltiir sartlari: sicaklik 30°C, pH 6,0, ¢alkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon siiresi 24 saat, yag
konsantrasyonu 20 ml/It ve Tween 80 konsantrasyonu 0 ml/It.

—A-LA —-o—HB
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500 f L,
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=400 S
. L O
E 1,5;
2 300 274 UNt S
3 | . 5
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] - 0,522
100 ] T
O T T T T T O
0 1 2 3 4 5
pepton konsantrasyonu (gr/It)

Sekil 4.6. Bacillus megaterium ile lipaz {iretimi iizerine pepton konsantrasyonunun
etkisi.

Kiltiir sartlari: sicaklik 30°C, pH 6,0, ¢alkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon siiresi 24 saat, yag
konsantrasyonu 20 ml/It ve Tween 80 konsantrasyonu 0 ml/It.

Tween 80 konsantrasyonu lipaz {liretimi lizerine etkisi incelenirken 100 ml besiyerine 0-
20 ml/lt konsantrasyonunda Tween 80 eklenmistir. Cizelgede goriildiigli iizere
maksimum lipaz {iretimi (518 U/L) ve hiicre biiyimesi (1.93600nm) 4 ml/lt Tween 80
konsantrasyonunda basarilmig, daha yiiksek konsantrasyonlarin enzim iiretimi ve hiicre

biiylimesi lizerinde inhibisyon etkisi yaptig1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. Lipaz iiretimi iizerine Tween 80 konsantrasyonunun etkisi

Tween-80 (ml/It) Aktivite degeri Hiicre biiyiimesi (600 nm)
0 275 1.57

2 336 1.68

3 413 1.70

4* 518* 1.93*

5 493 1.85

6 428 1.78

Kiltiir sartlari: sicaklik 30°C, pH 6,0, ¢alkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon siiresi 24 saat, yag
konsantrasyonu 20 ml/lt ve pepton konsantrasyonu 3 gr/It.
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Sekil 4.7. Bacillus megaterium ile lipaz tiretimi tizerine Tween 80 konsantrasyonunun
etkisi.

Kiltiir sartlari: sicaklik 30°C, pH 6,0, ¢alkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon siiresi 24 saat, yag
konsantrasyonu 20 ml/lt ve pepton konsantrasyonu 3 gr/It.

Inkiibasyon siiresinin lipaz aktivitesi ve hiicre bilyiimesi iizerine etkisi arastirilirken
yukarida bahsedilen optimal parametreler sabit tutulup 96 saat siiresince 12 saatlik
araliklarla kiiltiir sivisindan alinan 6rneklerden analizler gerceklestirilmistir. Cizelgede
de goriilecegi gibi maksimum hiicre absorbansina (2.15600nm) 36 saat maksimum lipaz
aktivitesine (583 U/L) ise 48 saat sonra ulasilmistir. Hiicre absorbansi 36-60 saatlar
arasinda sabit kalmig ve 60. saatten sonra azalmistir. Lipaz aktivitesi ise 48-60 saatler

arasinda sabit kalmis 60. saaten sonra lipaz aktivitesi de azalmaya baglamistir. Hem
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lipaz hemde hiicre biiylimesinde maksimum artiglar inkiibasyonun 12-24 saatleri

arasinda gerceklesmistir.

Cizelge 4.7. Lipaz iiretimi {lizerine inkiibasyon siiresinin etkisi

Siire (saat) Aktivite degeri Hiicre biiyiimesi (600 nm)
12 245 0.81

24 514 1.96

36 568 2.15*

48 583* 2.15

60 583 2.15

72 527 1.91

96 483 1.63

Kiiltiir sartlart: sicaklik 30°C, pH 6,0, calkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon siiresi 24 saat, yag
konsantrasyonu 20 ml/It, Tween 80 konsantrasyonu 4ml/It ve pepton konsantrasyonu 3 gr/It.
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Sekil 4.8. Bacillus megaterium ile lipaz iiretimi iizerine inkiibasyon siiresinin etkisi
Kiiltiir sartlari: sicaklik 30°C, pH 6,0, calkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon siiresi 24 saat, yag
konsantrasyonu 20 ml/It, Tween 80 konsantrasyonu 4ml/It ve pepton konsantrasyonu 3 gr/It.
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Cahsmada Kullanmilan Besiyerinin Dizayn Edilmesi, Mikroorganizmalarin

Izolasyonu ve Taranmasi

Giliniimiiz biyoteknolojik gelismelerle fazlaca iiretilen ve ticari onemi oldukca fazla olan
tiriinlerden birisi de enzimlerdir. Endiistriyel enzimler ile ilgili yapilan caligmalar
tirtinlerin kullanim alanlarmin ¢esitlilik gostermesi ve ekonomik olarak degerlerinin
oldukca yiiksek olmas1 sebebiyle olduk¢a 6nem arz etmektedir (Giil 2013). Endiistri
alaninda oldukg¢a genis bir uygulama alana sahip olan biyokatalizoér olarak karsimiza
cikan lipaz enzimi mantar, maya, bakteri, hayvan ve bitki kaynakli olabilmektedirler.
Lipaz enziminin dretiminde farkli bakteri tiirleri olarak (Serratia marcescens,
Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa, Acinetobacter sp., Streptomyces sp. ve
Aeromonas sp.) ve mantar tiirleri olarak (Aspergillus niger, A. terreus, A. carneus,
Candida cylindracea, Geotrichium candicum, Fusarium solani, Humicula lanuginosa,

Mucor miehei ve Rhizopus arrhizus) kulanilabilmektedir (Treichel et al. 2010).

Yapilan ¢alismalarda karasal boceklerin bagirsaklarinda Aeromonas, Chrysobacterium,
Asaia  Enterobacter, Pseudomonas, Pantoea, Proteus, Bacillus, Acinetobacter,
Streptomyces, Microbacterium, Micrococcus ve Serratia gibi bir¢ok degisik bakterinin
yasadigr belirtilmistir (Dillon et al. 2004; Dharne et al. 2006; Valiente-Moro et al.
2013; Minard et al. 2013; Chandel et al. 2013; Jupatanakul et al. 2014). Arastirmacilar
ise bu mikroorganizmalarin bdceklerin gelisiminde, tiremesinde ve patojenlere karsi
direng gostermesinde etkili oldugunu gostermislerdir. Hatta bu bakterilerin boceklerin
barsaklarinda sindirim (lignosellulozik ve nisasta yikiminda) olaylarinda, metanogenez,
asetogenez ve azot fiksasyonu olaylarinda ve diisiik redoks potansiyelinin devam
ettirilmesinde gorev aldig1 belirtilmistir (Leadbetter et al. 1999; Fukatsu and Hosokawa
2002; Moran et al. 2005; Azambuya et al. 2005; Kudo 2009).

Karasal boceklerin bagirsaklarinda bulunan bakterilerin sindirime yardimer olma

potansiyelini gz Oniline alan aragtirmacilar ise amilaz, sellulaz, xylanaz, pektinaz ve



48

proteaz gibi enzimleri iiretme yetenegine sahip olan bakterileri bu bodceklerin
bagirsaklarindan izole etme yoluna gitmislerdir (Visotto et al. 2009; Prem Anand et al.
2010; Adams et al. 2011; Huang et al. 2012; Prasanna et al. 2014).

Bazi aragtirmacilar sucul boceklerin bagirsaklarinda da bakterilerin  yasadigini
gostermistir (Sazama et al. 2017). Bununla birlikte, karasal boceklerin aksine sucul
boceklerin bagirsaklarinda yasayan bakterilerin amilaz, lipaz, sellulaz ve lipaz gibi
hidrolitik enzimleri liretme kapasiteleri hi¢ bir ¢alismada gosterilmemistir. Bu yiizden,
mevcut c¢aligmada sucul ortamlarda yasayan boceklerin lipaz enzimlerini {iretme
kapasitesine sahip olan mikroorganizmalarin izolasyon kaynagi olarak kullanilabilme

potansiyelleri arastirilmistir.

Lipaz lreten mikroorganizmalarin izolasyonunda %0,5 pepton, %0,3 maya ekstrati
ekstrati, %1 tributyrin ve %2 agardan olusan Tributyrin agar besiyeri yaygin olarak
tercih edilmektedir. Bununla birlikte, bu besiyerinin iceriginde pepton ve maya
ekstratin1 bulunmaktadir (Komesli 2015). Bu bilesenlerde, besinsel ihtiyaci fazla olan
mikroorganizmalarin gelismelerine de iman tanimaktadir. Besinsel ihtiyaci fazla olan
mikroorganizmalarda endiistriyel calismalarda ¢ok fazla tercih edilmemektedir. Bu
yiizden mevcut ¢alismanin izolasyon asamasi, Komesli (2015)’ iin ¢alismasinda oldugu
gibi bu selektif besiyeri yerine ucuz mineral tuzlardan ve Tributyrin’ den olusan besiyeri
tizerinde gergeklestirilmistir. Ancak, bu boceklerin bagirsak mikroflarasindaki bakteri
cesitligini ortaya koymak amaciyla tryptic soy agar (TSA) besiyerinde de izolasyonlar
yapilmugtir.

TSA iizerinde gergeklestirilen izolasyon calismalarinda dort bocegin bagirsagindan da
bakteri izolatlar1 elde edilmistir. Tributyrin agar besiyeri tizerinde dort bocek drneginin
ticiiniin (H. impressopunctatus, R. suturalis ve D. circumflexus) bagirsagindan lipaz
tiretme kapasitesine sahip olan bakteri izolasyonu gerceklestirilebilirken, bir bdcegin
(Laccobius sulcatulus) bagirsagindan ise lipaz ireten bakteri izolasyonu
gerceklestirilememistir. Bu durum bu bocegin bagirsaginda yasayan bakterilerin
besinsel ihtiyaclarinin fazla olmasi ve bu ylizden de tributyrin agar besiyerindeki

bilesenlerin bu bakterilerin besinsel ihtiyaglarin1 (aminoasit, vitamin gibi biiylime



49

faktorleri) karsilayamamasma baglanmistir. Ciinkii mevcut calismada bu bocegin
bagirsagindan alinan ornekten tributyrin besiyerinin aksine TSA gibi zengin bir besiyeri
tizerinde cok sayida bakteri kolonisi elde edilmistir. Ancak, TSA besiyerinde
gelisenlerin besinsel ihtiyaglarinin fazla olacagi ve endiistriyel ¢alismalarda ¢ok fazla
ragbet gormeyecegi diislinlilerek ¢alismanin takip eden asamalarinda bu izolatlarin
kullanilmamasina karar verilmistir. Benzer sekilde, H. impressopunctatus, R. suturalis
ve D. circumflexus bocekleri iginde sadece tributyrin agar besiyerinde gelisenler

secilmistir.

Cok sayida mikroorganizmanin bir irlinii liretme yetenekleri agisindan 6n secilim
islemine tabi tutulmasi tarama (screening) olarak ifade edilmektedir. Tarama sirasinda
biitiin mikroorganizma strainleri i¢in aym kiiltiir sartlar1 segilmekte ve bu
mikroorganizmalarin istenilen iirlinii liretme yetenekleri kiyaslanmaktadir. Belirlenen
inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiirlerde iiriin analizi yapilmakta ve bu {iriinii en iyi
iireten mikroorganizma  belirlenerek  calismanin  takip eden asamalarinda
kullanilmaktadir. Tarama prosediirii Ozellikle is yilikiiniin ve zaman tiiketiminin
azaltilmasi agisindan Oonemli bir kriter olarak kabul edilmektedir (Komesli 2015). Bu
yiizden mevcut ¢alismada, {ic bocek tiirlinden izole edilen toplam 8 bakteri izolati 6n
tarama deneyine tabi tutulmus ve tarama deneyleri sonucunda F25 kodlu izoaltin en iyi
lipaz ireticisi oldugu belirlenmistir. Bu bakteride molekiiler diizeyde Bacillus

megaterium olarak teshis edilmis ve ¢alisanin takip eden asamalarinda kullanilmistir.

Bacillus cinsi bakteriler, Bacillaceae familyasina dahil olup Gram pozitif (baz1 tiirleri
degisken), aerobik veya fakiiltatif anaerobik, spor olusturan, c¢ubuk seklinde
bakterilerdir (Kalkan and Halkman 2006). Endospor olusturma 6zellikleri vardir. Genel
olarak beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptirler. Baz tiirlerinde ise sar1, pembe,
portakal rengi ve siyah renklerde pigmentli koloniler de goriilebilir. Bacillus'larin

termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur (Kalayl et al. 2003).

Bacillus megaterium normalden biiyiik olan boyutlariyla ‘megat(h)erium’ (yunanca;

bliylik hayvan) bu mikroorganizma 1.5x4 pm biyiikliglinde biiyiik bir bakteridir. B.
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megaterium vejetatif formu ve spor biiyiikliigi ile sitoplazmik membran biyosentezi,
hiicre duvari, spor yapist ve organizasyonu ve sporiilasyon gibi morfolojik aragtirmalar
i¢cin olduk¢a uygundur (Vary 1992). Bacillus megaterium 1960’larda B. subtilis’ten
once sporiilasyon i¢in oldukca yaygin kullanilan model organizma olmustur. Genellikle
toprak bakterisi olan B. megaterium Kkurutulmus gidalardan piring tarlalarina, deniz
sularindan tortullara, normal floralardan baliklara, hatta ar1 balina varincaya kadar
birgok ortamda bulunabilmektedir (Vary 1994). B. megaterium endiistride genel olarak
ilgi alaninda yer almasinin nedeni birkag¢ biyoteknolojik maddenin iiretimi igin
kullanilmasidir. Patojenik degildir. Bu 6zellikleri nedeniyle B. megaterium’lar gida ve
ilag endistrilerinde kullanima uygundurlar. Oldukg¢a c¢esitli karbon kaynaklarinin
kullanilmast bu mikroorganizmalarin diisiik maliyetteki maddeler {izerinde kullanimina
uygun hale gelir (Von Tersch and Robbins 1990; Kim 2003). Yapilan ¢alismlarda B.
megaterium bakterisinin proteaz, lipaz ve amilaz gibi enzimleri liretme yetenegine sahip
oldugu gosterilmistir (David et al. 1987; Ruiz et al. 2002). Bu yiizden, izole ettigimiz B.

megaterium F25’in lipolitik aktivite gostermesi literatiirle uyumluluk gostermektedir.

5.2. Bacillus megaterium F25 ile Lipaz Uretimi icin Kiiltiir Sartlarinn

Optimizasyonu

Literatiirde cesitli besinsel, kimyasal ve fiziksel faktorlerin mikroorganizmalarin enzim
liretme yetenegini Onemli Olciide etkiledigi ve bu ylizden de bu faktdrlerin optimize
edilmesinin ¢ok Onem arz ettigi belirtilmektedir (Giil 2013). Bu yiizden, mevcut
calismada B. megaterium F25 bakterisi ile lipaz tiretimini artirmak i¢in bazi, besinsel,

kimyasal ve fiziksel faktorlerin etkisi aragtirilmistir.

Optimizasyon caligsmalar1 sirasinda ilk olarak pH’nin etkisi test edilmistir. Arastirma
bulgularinda da belirtildigi tizere maksimum lipaz iiretimine pH 6.0’da ve bunun
ardindan da pH 7.0 ve 8.0’da ulasilmistir. Bu sonug lipaz enzimlerinin iiretimini pH’ nin
etkiledigini gosteren onceki caligmalarla benzerlik tagimaktadir (Kumar et al. 2005;
Ertugrul et al. 2007).
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Sicakligin etkisi arastirildiginda maksimum enzim iiretiminin ve hiicre bilylimesinin
30°C’de basarildigi daha yiiksek ve diisiik sicakliklarin bu parametreler {izerinde
kademeli azalmalara neden oldugu tespit edilmistir. Yapilan onceki ¢alismalarda da
ortam sicakliginin mikrobiyal biiylimeyi ve enzim {retimini etkileyebilecegi
gosterilmistir (Di Luccio et al. 2004; Kumar et al. 2005; Basharat et al. 2018). Diger
taraftan, ozellikle 30°C’de maksimum hiicre biliylimesinin gdzlenmesi bu bakterinin
mezofilik karakterde oldugunu gostermektedir. Ciinkii, literatiirde mezofilik
organizmalarin 45°C’ye kadar gelisme gosterebildigi ve optimum gelisme

sicakligininda 30-39°C civarinda oldugu belirtilmektedir (Schiraldi and De Rosa 2014).

Mikrobiyal fermentasyon calismalarinda ucuz substrat secimi énemli bir kriter olarak
kabul edilmektedir. Ornegin, atik kizartma yaglarinin lipaz iiretiminde substrat olarak
kullanilabilecegi literatiirde belirtilmektedir (Rywinska et al. 2008; Smaniotto et al.
2014). Bu yiizden mevcut ¢alismada lipaz liretim substrati olarak atik kizartma yaglari
tercih edilmistir. Test edilen farkli kizartma yag1 konsantrasyonlarinda ise maksimum
lipaz tiretimi ve hiicre biiyiimesi 20 ml/It atik yag konsantrasyonunda basarilmis, daha
yiiksek veya diisilk konsantrayonlarin ise hem hiicre biiylimesini hemde lipaz
aktivitesini azalttig1 tespit edilmistir. Lipaz aktivitesinde gézlenen bu diisiisler atik yag
icerisinde bulunan bazi maddelerin yada elementlerin artan yag konsantrasyona bagli
olarak daha fazla toksik etki gostermesiyle aciklanmistir. Yapilan onceki ¢aligsmalarda
da yiiksek yag konsantrasyonlarinin lipaz aktivitesini azaltabilecegi gosterilmistir

(Lakshmi et al. 1999; Damaso et al. 2008; Turati et al. 2019).

Peptonlar besiyerlerinde basta organik azot kaynagi (aminoasit, peptit vb) olmak tizere
mineral ve karbon kaynagi olarakda kullanilmaktadir (Taskin 2013a). Yapilan
caligmalarda peptonlarin lipaz enzimlerinin iiretiminide artirdirdigi belirtilmektedir
(Fickers et al. 2004; Oshoma et al. 2010; Rajendran and Thangavelu 2012; Mazhar et
al. 2017; Riyadi et al. 2017). Bu bilginin 1518inda, mevcut ¢alismada lipaz iiretimi
lizerine peptonlarin etkiside test edilmistir. Aragtirma bulgular1 kisminda da belirtildigi
gibi besiyerine hi¢ bir inorganik ya da organik azot takviyesi yapilmadiginda da
bakterinin sadece atik kizartma yagi ve minerallerden olusan besiyerinde gelistigi ve

lipaz {irettigi gozlenmistir. Bu durum atik kizartma yaginin dogal yapisinda azotlu
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bilesiklerin bulunmasi veya kizartma islemi sonrasinda yapisina azotlu bilesiklerin
gecmesiyle acgiklanmigtir. Bununla birlikte, ortama pepton eklendiginde hiicre
bliylimesinin ve lipaz iiretiminin ¢ok daha fazla oldugu ve ozelliklede maksimum
seviyelere 3gr/lt pepton konsantrasyonunda ulasildig tespit edilmistir. Yapilan onceki
caligmalarda da pepton konsantrasyonlarinin lipaz iiretimi {lizerinde benzer etkilere

sebep oldugu belirtilmistir (Lima et al. 2003; Baltaci et al. 2018).

Aragtirmacilar, besiyerlerine katilan karbon, azot ve mineral kaynaklarmin yanisira
tween 80’ ve triton x-100 gibi baz1 kimyasallarinda lipaz iiretimini tesvik ettigini
gostermistir (Henriette et al. 1993; Elibol and Ozer 2001; Sharma et al. 2001; Acikel et
al. 2011; Anbu et al. 2011; Grbav¢ic¢ et al. 2011; Taskin et al. 2016). Mevcut ¢alismada
da, besiyerinde Tween 80 inducer olarak test edilmis ve uygun konsantrasyonlarda
uygulandiginda lipaz tiretimini ve hiicre biiylimesini tesvik ettigi tepit edilmistir. 1Lpaz
tiretimi iizerindeki pozitif etkisi Tween 80’ nin hiicre membranlariin gegirgenligini
artirmasina baglanmistir (Galabova et al. 1996; Dalmau et al. 2000). Optimumun
(4ml/1t) iizerindeki Tween 80 konsantrasyonlarinin ise hem hiicre biiylimesini hemde
lipaz iiretimini azalttig1 tespit edilmistir. Bu durum, membran permeabilesinin asiri
artmasi, hiicre iceriginin disar1 ¢ikmasi ve buna bagli olarakta hiicre canliliginin
azalmasina baglanmistir. Yapilan 6nceki ¢alismalarda, Tween 80’ nin enzim {iretimini
tesvik ettigi belirtilse de ¢ok yiiksek konsantrasyonlarinin hiicre biiyiimesini ve enzim
aktivitesini azaltabilecegi gosterilmistir (Espinosa et al. 1990; Sidhu et al. 1998; Anbu
et al. 2011; Rajendran and Thangavelu 2012; Eddehech et al. 2019).

Arastirmacilar, gerek sivi gerekse kati kiiltiirlerde yapmis olduklar1 c¢aligmalarda
proteaz, lipaz, tannaz ve invertaz gibi mikrobiyal enzimlerin {iretiminde inkiibasyon
stiresinin optimize edilmesi gereken ¢ok dnemli bir parametre oldugunu gostermislerdir
(Taskin 2013b; Akbari et al. 2016; de Oliveira et al. 2016). Bu yiizden, mevcut
caligmada B. megaterium bakterisi ile lipaz {iretimi iizerine inkiibasyon siiresinin
etkiside test edilmistir. Arastirma bulgularindan da goriilebilecegi gibi hem hiicre
biliyiimesi hemde lipaz aktivitesinde maksimum artislar inkiibasyon siiresinin 12-24
saatleri arasinda gerceklesmistir. Lipaz aktivitesi 48. saatte maksimum seviyeye

ulagmis, 48-60. saatler arasinda kadar sabit kalmis ve 60. saatten sonra azalmistir. 48-60
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saatler arasinda lipaz aktivitesininde herhangi bir artisin olmamasi ortamda atik yagin
tamamen parcalanmasi ile aciklanmistir. 60.saatten sonra enzim aktivitesinde goriilen
parcalanma ise enzim stabilitesinin bozulmasi veya enzimin pargalanmasi ile

acgiklanmustir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgular gostermektedir Kki;

1- Sucul boceklerin bagirsak florasinda lipaz aktivitesine sahip olan bakteriler
yasamaktadir. Bu bulgu diinya literature agisindan ilk olma 6zelligi tasimaktadir.

2- Bu bakterilerin bazilar1 gelismek i¢in zengin besiyerlerine ihtiya¢ duyarken bazilari
ise bazi mineraller ve atik kizartma yagi ile hazirlanan basit besiyerlerinde
gelisebilmektedirler.

3- Bu bakterilerin lipolitik aktiviteleri farklilik gosterebilmektedir.

4- En iyi lipaz iiretici izolat olan Bacillus megaterium F25’in lipaz liretme kapasitesini
sicaklik, pH, yag, pepton ve Tween 80 konsantrasyonnun yanisira inkiibasyon siiresi
etkileyebilmektedir.

5- Gelecek caligmalarda, bu bakteri ile {iiretilen lipaz enziminin saflagtirilmasi,
karakterizasyonu ve gida endiistrisinde kullanilabilme potansiyelinin arastirilmasi
distiniilmektedir.

6- Dahasi, gelecek ¢aligmalarda invertaz, selulaz ve pektinaz gibi diger endiistriyel ve
biyoteknolojik ©neme sahip olan enzimleri {iretme kapasitesine sahip olan
bakterilerinde sucuk boceklerin  bagirsak mikroflorasinindan izole edilmesi

planlanmaktadir.
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