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OZET

Streptomyces TEM ILE LIPAZ URETIMI
KAYTANKAS, Erkan

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Tez yoneticisi: Yrd.Dog¢.Dr. Thsan YASA
Aralik 2006, 97 sayfa

Lipazlar (EC 3.1.3.3) genis bir pH ve sicaklikta stabil ve bir ¢ok
substrati enatiyoselektif ~ olarak  katalizleyebilmeleri nedeniyle
biyoteknolojinin bir ¢ok alaninda uygulamalar1 bulunmaktadir. En yiiksek
miktarda deterjan katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ayrica gida
endistrisinde peynir olgunlastirilmasinda ve aroma {iretiminde; zirai
kimyada, insektisit ve diger pestisitlerin iiretiminde ve ilag endiistrisinde
ibuprofen ve naxopren gibi ilaglarin sentezinde de uygulama alanlar
mevcuttur. Bunlara ilave olarak biyosiirfektanlarin sentezinde, yaglarin

modifiye edilmesinde de kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada, toprak ve yag isletme tesisi atiklarindan izole edilen 52
Aktinomiset izolatinin ilk taramasi tribiitirin iceren kati ortamlarda
gerceklestirilmistir. Izolatlar arasinda 11 tiir (% 21,15) lipolitik aktivite
gostermistir ancak 3 izolat (F6, F10 ve F11 olarak adlandirilan) lipolitik
aktivitenin belirlenmesi amaciyla batik kiiltiir yontemiyle tiretilmistir. Lipaz
aktivitesi, pNPP (p-nitrofenil palmitat) ile belirlenmistir. Streptomyces TEM

olarak identifiye edilen yabani bir Actinomiset izolat1 % 1 zeytin yag1 iceren
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bir fermantasyon ortaminda batik kiiltirde, 0,19 U/mg protein lipaz
aktivitesi gostermistir. Calismalar lipaz iiretimini gelistirmek igin
strdiirilmiistiir. Azot kaynaklarinin etkisi fermantasyon ortamina kazein,
pepton, et ekstrakti, maya ekstrakti, misir 1slatma sivisi, amonyum siilfat,
amonyum nitrat ve amonyum kloriir katilarak arastirilmistir. 96 saatlik
inkiibasyon sonrasinda en iyi verim 0,23 U/mg protein ile maya ekstrakti
kullanildiginda elde edilmistir. Zeytin, misir, soya, balik, aycicegi, findik
yagi ve tween 80 ayni ortamda karbon ve lipaz indiikleyicisi olarak test
edilmis, %1 zeytinyagi ile test edilmis 96 saat sonunda 0,25 U/mg protein

lipaz aktivitesi 6l¢iilmiistiir.

Calismamizda, alginatla immobilize edilip kitosanla kaplanmis
Streptomyces TEM ile batik kiiltiirde lipaz {liretiminin iyilestirilebilecegi de
test edilmistir. Bir ml kiiltiir sivisinda immobilize hiicrelerin sadece 0,18
U/mg protein lipaz aktivitesi olustururken, serbest hiicrelerle iiretilen lipaz
aktivitesi 0,23 U/mg proteindir. Diisliik lipaz iiretimine ilave olarak
immobilize hiicreler dort gilinlik inkiibasyon sonunda boncuklari

hidrolizlemistir.

Streptomyces F11 16S rRNA dizi analizine gore Streptomyces

sampsonii tiirlinlin bir susu olarak tanilanmistir.

Anahtar Kelimeler :  Streptomyces, Lipaz Uretimi, Immobilizasyon,

Molekiiler Karakterizasyon
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ABSTRACT

LIPASE PRODUCTION BY Streptomyces TEM
KAYTANKAS, Erkan

Master of Science Thesis Biology Department
Supervisor: Assos.Prof.Dr. Thsan YASA
November, 2006, 97 pages

Lipases (glycerol ester hydrolases (E.C.3.1.1.3)) find applications in
many areas of biotechnology due to their ability to catalyze enantioselective
reactions with a wide range of substrates and their stability over wide
variations of temperature and pH. Their major application in terms of
quantity is as additives for laundry detergents. However, they also find
applications in the food industry, in the production of aromas and the
maturing of cheeses, in agrochemistry, in the production of insecticides and
other pesticides, and in the pharmaceutical industry, in the synthesis of
drugs such as naxopren and ibuprofen. Further, they can be used to modify

fats and oils and in the synthesis of biosurfactants.

In this study, primary screening of 52 Actinomycetes strain isolated
from soil and waste of Oil Processing Unit was carried out on solid media
using tributyrin, as current substrates. Among them, eleven representative
strains (21.15 %) show lipolytic activity but only three isolates of them
selected and grown in submerged cultures for evaluating their lypolytic
activity. Lipase activity was determined by the pNPP (p-nitrophenyl
palmitate) method.
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A wild Actinomycetes strain preliminary identified as Streptomyces
TEM initially presented a lipase activity of 0,19 U/mg protein in submerged
culture in a fermentation medium containing 1 % olive oil. Studies were
undertaken to improve lipase production. The effect of nitrogen source was
studied by adding casein, peptone, meat peptone, yeast extract, corn steep
liquor, ammonium sulfate, ammonium nitrate, and ammonium chloride to
the fermentation medium. The best yield, of 0.23 U/mg protein after 96 h,
was obtained with the medium supplemented with yeast extract. Olive, corn,
soy, fish, cotton, sunflower, nut oils and tween 80 were tested as carbon
sources and lipase inducer in this medium, with olive oil at 1 % giving a

lipolytic activity of 0,25 U/mg protein after 96 h.

In our study, we also examined that the production of lipase by
Streptomyces TEM would be improved with calcium alginate
immobilization followed coated with chitosan in submerged fermentation.
Results showed that in 1-mL culture broth, immobilized cells produced only
lipase activity of 0,18 U/mg protein, whereas free cells produced lipase
activity of 0.23 U/mg protein. In addition to low lipase production,

immobilized cells hydrolyzed beads after four days incubation.

Streptomyces F11 was identified as a strain of Streptomyces

sampsonii according to 16S rRNA sequence analysis.

Key words: Streptomyces, Lipase Production, Immobilization, Molecular

Characterization
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1. GIRIS

1.1. Lipazlarin Genel Ozellikleri

Lipazlar (triagilgliserol ester hidrolazlar, EC 3.1.1.3) gliserin ester
baglarinin parcalanmasini saglayan hidrolaz grubu enzimlerdir. Sulu
ortamlarda yaglar1 hidrolizleyerek monogliserid, digliserid, serbest yag
asitlerinin ve gliserol olusumunu katalizlerken, su miktarinin sinirli oldugu
hidrofobik organik c¢ozgenlerde gliserol ve yag asitlerinden agilgliserol

olusumunu katalizlemektedir (Gjellesvik et al., 1992) (Sekil 1.1).

Hidroliz;
RC—0R +HO = R-C=CH + Ry=0H

Estet seiten:

11-I!IZ'—IEII'1 ¢ BO0H e H:,—«.:I—nn! + Ha
1
]

Sekil 1.1 Lipaz tarafindan gergeklestirilen hidroliz ve ester sentezi reaksiyonlari

Cogu lipaz, molekiil kiitlesi 20-60 kDa arasinda degisen ekstraseliiler
asidik glikoproteinlerdir. Birgogu % 2-15 oraninda karbohidrat icerir. Aktif
bolgelerine gore serin hidrolazlar olarak smiflandirilirlar. Lipazlar amino
asit diziligleri itiban ile farklilik gosterseler de onbir lipaz ¢esidinin her
birinin ii¢ boyutlu yapilar1 birbirlerine benzer. Bu yapisal karakteristik o/

katlanmasi olarak adlandirilir ve gosterilir. Sekiz paralel B yaprak yapis1 ve



bunlarin c¢evresini saran o-helikslerden olusan bir yapidir. Lipazlarin
katalitik bolgeleri niikleofilik serin, aspartat yada glutamata hidrojenle bagl
histidinden olusmaktadir (Godtfredsen, 1990).

1.1.1. Lipaz ve Esterazlar

Esterazlarla karsilastirildiklarinda lipazlar ¢ok farkli substrata etki
etmelerinin yaninda aktiviteleri substrat konsantrasyonu ile degil substrat

yiizeyi ile iliskilidir.

Protein yapist hakkinda artan bilgiler, enzimlerin {i¢ boyutlu
yapilarma gore smiflandirma c¢alismalarini desteklemektedir. Hidrolazlar,
a/B hidrolaz katlanmasi gosteren protein grubuna dahildirler. Tiim lipazlar
(fungal, bakteriyel ve pankreatik) ve esterazlarin biiyiikk ¢ogunlugu bu

katlanmay1 gosterirler (Godtfredsen, 1990).

Lipazlar ve esterazlar oldukg¢a genis substrat spesifikligi gosterirler,

bu nedenle fonksiyonlar1 géz oniine alinarak siiflandirilamazlar.

Esterazlar i¢in optimum pH 5,5-6,5 iken, lipazlar icin pH 8,0-9,0

civarmdadir.

1.1.2. Spesifiklikleri

Lipazlar gliseritleri hidrolizleme yeteneklerine gore iic ana gruba
ayrilirlar. 1k grup (&rnegin; Rhizopus ve Rhizomucor lipazlar) 2.
pozisyondan pargalayamaz, terminal gruplardan parcaladigindan 1,3 spesifik
olarak adlandirilirlar. ikinci grup lipazlar spesifik degillerdir, hem primer

hem sekonder esterleri pargalayabilirler. Ugiincii grup ise pozisyon olarak



nonspesifik fakat yag asidi se¢imli birka¢ lipazin olusturdugu gruptur.
Sadece 0Ozel bir tip yag asidinin bulundugu ester bagini pargalarlar
(Geotrichum candidum ve ¢imlenmemis yulaf tohumlari Oncelikle 9-10

doymamis yag asitlerinin esterlerini parcalarlar) (Godtfredsen, 1990).

- sn-1 spesifik
J-'-"
ocoy!

-

-

Qg HE :_sn—lj spesifik
—— -'-FF-H_
F ]
0 1
.
x'\.
Al

sn-3 spesifik

Sekil 1.2 Farkli pozisyon spesifikligine sahip lipazlar.

Lipazlar ayrica zincir uzunlugu spesifikligi de gdsterebilirler (peynir
yapiminda kullanilan lipazlar, kisa zincirli esterleri parcalarken, orta ve

uzun zincir uzunluguna sahip esterleri pargalamazlar).

Lipazlar, bir¢ok enzimin aksine olduk¢a genis substrat spesifikligi ve
organik ¢Ozgenlere karsi toleranslarindan dolay1 genis sentetik potansiyele
sahiptirler. Coziicii sisteme baghi olarak hidroliz ya da sentetik
reaksiyonlardan birini katalizleyebilirler. Trigliseritlerden bagska alifatik,
bisiklik ve aromatik esterler hatta organometalik bilesiklerin esterleri
lipazlar tarafindan substrat olarak kabul edilir. Rasemik esterler ya da birden
fazla hidroksil grubuna sahip substratlar kullanildiginda, lipazlar yiiksek
enantiyo ve bolge se¢imlilik ile aktivite gosterirler. Ayrica oldukca fazla
tiyoester ve aktif aminler de lipazlarin substratlar1 olabilirler (Kamini et al.,

2000).



1.1.3. Fizikokimyasal Ozellikleri

Genellikle enzimler suda ¢oziiniirdiirler. Hayvanlara ait ¢ogu lipazin
optimum pH’s1 alkali bolgededir (pH 8,0-9,0). Ancak kullanilan substrata,
tuz varligma ve emiilsifiye edicilerin tiiriine bagli olarak asidik bolgeye
kayabilir. Asidik lipazlar ¢esitli memeli dokularinin lizozomlarinda bulunur.
Cogu mikrobiyal lipaz pH 5,6-8,5 civarinda maksimum aktivite gosterir ve
ndtral pH’ da en yiiksek kararliliga sahiptir. Bir¢cok lipaz 30-40 "C’de
optimum aktivite gosterirken, R. miehei (70°C) ve C. antarctica (60°C) ¢ok
daha yiiksek sicakliklarda optimum aktivite gosterirler. Termostabiliteleri
kaynaklarima bagl olarak degisir, bitki ve hayvan lipazlar1 ekstraseliiler
mikrobiyal lipazlara oranla daha az termal kararliliga sahiptir.
Pseudomonas’in oldukg¢a termofilik bir susunun 100 °C sicakliga dayanikli
lipaz {irettigi rapor edilmistir (Sharma et al., 2001). Lipazin sicakliga
dayanikliligr substrat varligina dayanmaktadir (muhtemelen substratin
enzim etrafindaki asir1 suyu uzaklastirmasi sonucu enzim hareketinin
sinirlanmasina bagli olarak). Sigir pankreatik lipazinin tribiitirin ve heptanol
iceren, su igeri8i %0.4’lin altinda olan reaksiyon ortaminda yiiksek
sicakliklarda (yaklastk 100 °C) birkag saat kararliligini korudugu
bildirilmistir. Bu kararliligin nedeni, diisiik su icerigi durumunda protein
katlanmasinin agilmasina neden olacak olan konformasyonel hareketliligin
azalmasidir. Termal inaktivasyon icin protein katlanmasinin agilmasi (li¢

boyutlu yapinin bozulmast) ilk adimdir (Sharma et al., 2001).



1.1.4. inhibitor ve Aktivatorleri

Serbest yag asitleri ve alkollerin, lipaz katalizli hidroliz
reaksiyonunu inhibe ettigi saptanmistir. Serbest yag asitlerinin, ara ylizeyde
birikerek enzimin trigliserit molekiillerine ulasmasin1 6nlemek yoluyla,
diisitk molekiil agirlikli alkollerin ise enzimin ii¢ boyutlu yapisina zarar

vermek yoluyla etki gosterdigi diistiniilmektedir (Balcao et al., 1998).

Safra tuzlar1 bazi lipazlarin (Phycomyces nitens lipazi) aktivitesini
arttirmaktadir (Krishna and Karanth, 2002). Rhizopus arrhizus lipaz1 safra
tuzlar1 tarafindan inhibe olurken pankreatik lipaz (Lairon et al., 1978),
Pseudomonas (Beher and Lin , 1975), Chromobacterium (Sugiura and
Isobe, 1974), Streptococcus (Tanaka et al, 1999) ve Rhizomucor lipazlar
safra ile inhibe olmaz. Insan pankreatik lipazi, pankreasm ekzokrin
salgisinda yer alan spesifik bir protein (kolipaz) ile baglanir ve ¢éziinmiis

trigliseritlere kars1 yiiksek spesifiklik gosterir (van Tilbeurgh ef al.,1993).

Bazi hafif metal katyonlar1 substratlar1 tizerine etki ederek lipaz
aktivitesini etkilerler. Kalsiyum iyonlar1 genellikle reaksiyon hizini arttirir
(Garcia et al., 1991). Sodyum iyonlar1 ¢oziinlir pankreatik ve Aspergillus
wentii lipazimnin aktivitesini arttirirken, bu iki iyon Aspergillus niger’in iki
lipazin1 inhibe eder (Garcia et al., 1991). Iyon konsantrasyonu ve maruz
kalma siiresine bagli olarak agir metal katyonlar1 doniisimli ya da
déniisiimsiiz inhibisyona neden olabilir. Fe™ iyonlari 4. niger lipaz1 (Garcia
et al., 1991) ve Streptococcus faecalis (Chander et al.,1979) lipaz1 hidrolitik
aktivitelerini arttirirken, Fe'™ iyonlart  A. niger (Chander et al.,1979),
Chromobacterium, Pseudomonas (Sugiura and Isobe, 1974) ve S. faecalis

(Chander et al.,1979) lipaz1 aktivitelerini inhibe etmektedir. Metal



iyonlarinin aktivite lizerindeki pozitif etkisi iyonize yag asitleri ile kompleks
olusturarak ara yiizeydeki ¢oziliniirliik ve davraniglarin1 degistirmesi yoluyla
olabilir, negatif etkisi ise aktif merkeze yarigsmali olarak baglanmalarindan
kaynaklanabilir (Sugiura and Isobe, 1974). Kaybedilen aktivite metal

selatlayici ajanlarin eklenmesi ile geri kazanilabilir.

Susuz c¢oOzgenlerin enzimler iizerine ¢ok cesitli etkileri vardir:
Spesifik olarak baglanabilir, substrat baglanmasiyla yarigabilir, heliks
yapisini degistirebilir, enzimle etkilesebilir yada katalitik reaksiyon hizina
cok degisik yolla etki edebilirler. Zeytinyaginin lipaz katalizli hidrolizi,
¢Ozgen molekiillerinin ara yiizeye adsorpsiyon i¢in trigliserit molekiilleri ile
yarigmalar1 nedeniyle organik ¢dzgen varliginda inhibe olmaktadir (Sugiura

and Isobe, 1974).

1.2. Lipazlarin Katalizledigi Reaksiyonlar

Lipazlarin biyolojik fonksiyonu ester hidrolizidir, ayrica susuz
organik c¢ozgenlerde, bifazik sistemlerde, miselli ¢ozeltilerde, denge ters
yone  kayar ve  esterifikasyon, transesterifikasyon  (asidoliziz,
interesterifikasyon, alkoliziz), aminoliziz reaksiyonlarmin katalizini de
gerceklestirir  (Kulkarni, 2002). Hidroliz ve ters yondeki sentez
reaksiyonlariin kontrolii reaksiyon karigimindaki su aktivitesi ile kontrol

edilir.
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Sekil 1.3 Sulu ve susuz ortamlarda lipaz tarafindan katalizlenen reaksiyonlar
1.3. Lipaz Ureticisi Mikroorganizmalar

Pek cok bakteri, maya ve kiif tiirleri lipaz tiretebilmektedir (Cizelge
1.1). Tek bir strain tarafindan birden fazla enzim tiretilebilir ve bunlar farkli
genetik orijine sahip olabilirler ya da bir amino asidin modifikasyonu
sonucu iiretilebilirler. Ornegin Rhizopus delemar’in kiiltiir filtratindan 3
farkli lipaz (A, B, C) elde edilmistir. Bu enzimler saflastirildiktan sonra,
Lipaz B ve C’nin tek bir proteinin farkli formlar1 oldugu, ancak Lipaz A’ nin
farkli bir protein oldugu goriilmiistir. Bunun yaninda Penicillium
crustosum’dan fermantasyon ile elde edilen 2 lipaz, zeytinyag1 ve tribiitirin
iizerinde farkli aktiviteler gostermelerine ragmen, bunlarin degistirilebilir

olduklar1 gosterilmistir. Taksonomik olarak yakin strainler farkli tiplerde



lipaz iiretebilirler. Topraktan, alkali lipaz iireten 2 Pseudomonas straini izole
edilmistir ve P. nitrorediicens ve P. fragi’den elde edilen lipazlarin ¢ok

farkli termal stabilitelerde olduklar1 bulunmustur (Kulkarni, 2002).

Cizelge 1.1. Mikrobiyal lipaz kaynaklar1

Tiirler Fermentasyon (ggtll:’ll/f) Deney Ortami
BAKTERI
Staphylococcus aureus Calkalamali kiiltiir 4.5 Zeytin yag1,37°C.pH 8.0
Staphylococcus aureus Calkalamali kiiltiir 17 Tributirin,37°C ,pH 8.0
Chromobacterium viscosium 30 L-fermentor 10.8 Domuz yag1,40°C,pH 7.0
Micrococcus caseolyticus Calkalamali kiiltiir 15 Zeytin yag1,40°C pH 9.5
Bacillus licheniformis Calkalamali kiiltiir 6 Zeytin yag1 45°C pH 8.5
Pseudomanas fragi 20 L-fermentor 75 Zeytin yag1,37°C pH 9.0
Pseudomanas nitroreducens 20 L-fermentor 500 Zeytin yag1,37°C pH 9.0
Alcaligenes sp. 15 L-fermentdr 800 Zeytin yag1.37°C pH 8.7
Bacillus stearothermophilus Calkalamali kiiltiir - Tributirin,55°C ,pH 8.8
MAYA
Candida cylindracea Calkalamali kiiltiir - Zeytin yag1,30°C pH 7.0
Candida cylindracea Calkalamali kiiltiir - Zeytin yag1,37°C pH 7.0©
Torulopsis ernobii 30 L-fermentdr 110 Zeytin yag1,37°C pH 6.5
Saccharomycopsis lipolytica Calkalamali kiiltiir 40 Zeytin yag1,30°C pH 9.5
Candida lipolytica 2 L-fermentor 1 Zeytin yag1,37°C pH 8.2
KUF
Aspergillus luchuensis Kat1 substrat Zeytin yag1,40°C pH 7.0
Aspergillus niger Calkalamali kiiltiir 4 Zeytin yag1,37°C pH 6.5
Rhizopus delemar Batik kiiltiir 60 Zeytin yag1,37°C pH 7.5
Rhizopus arrhizus 100 L-fermentor 350 Zeytin yag1,37°C pH 8.5
Geotrichum candidum Yiizey kiiltiir 6 Zeytin yag1,32°C pH 58.5
Geotrichum candidum Calkalamali kiiltiir 170 Zeytin yag1,30°C pH 5.6
Mucor lipolyticus Calkalamali kiiltiir 90 Zeytin yag1,37°C pH 8.0
Humicola lanuginosa 600 L-fermentdr 55 Zeytin yag1,45°C pH 8.0
Myricum sp. 20 L-fermentor 4 Zeytin yag1,55°C pH 8.0
Phycomyces spp. Fermentorler 160 Zeytin yag1,37°C pH 7.0
Penicillium funiculosum Calkalamali kiiltiir - Zeytin yag1,37°C pH 8.0
Byssochlamys fulva Calkalamali kiiltiir - Zeytin yag1,37°C pH 8.0
Fusarium solani Calkalamali kiiltiir - Zeytin yag1,37°C pH 8.0
Fusarium oxysporum Calkalamali kiiltiir 220 Tributirin,30°C pH 7.0




1.4. Lipazlarin Endiistriyel Uygulamalan

Endiistriyel uygulamalardaki potansiyelinden dolay1 mikrobiyal lipaz
iretimine ilgi son on yildir giderek artmistir. Protein ekstraksiyonu ve
saflagtirma metotlari, genetik miihendisligi ve buna bagl olarak klonlama
calismalarinin ilerlemesi ile lipaz katalizli reaksiyonlarin klasik kimyasal
yontemlere kiyasla, ticari acidan daha uygun alternatif olusturacagi
diistiniilmektedir. Ekolojik kaygilar da lipaz kullanimini desteklemektedir,
lipaz katalizli reaksiyonlar canli metabolizmasinda gerceklesen metabolik
yollara esdeger oldugundan bu reaksiyonlar, kimyasal katalizli reaksiyonlara

gore ¢evre agisindan sorun olusturmamaktadir (Falch, 1991).

Bu uygulamalara 6rnek olarak; gida katkis1 (lezzet artirict) (Downey,
1980), kaliteli kimyasallar (ester sentezleri), deterjanlar (yaglarin hidrolizi)
(Falch, 1991), atik su aritimi (yag kalintilarinin uzaklagtirilmas: ve
ayrilmasi), kozmetik (lipidlerin uzaklastirilmasi) (Macrae, 1990), eczacilik
(g1dalardaki kat1 ve siv1 yaglarin sindirimi) (Ghosh, 1996), dericilik (hayvan
derisindeki yaglarin uzaklastirilmasi), medikal (kan trigliserit tayini) (Elibol
ve Ozer, 2000; Kamini, 2000) verilebilir. Bunun yami sira lipazlarin diger

avantajlari;

1) Sterospesifiklik, se¢imlilik ve substrat se¢imliligi gibi 6zellikleri
sayesinde kimyasal katalizatorlere gore daha kaliteli iiriin liretimine imkan

tanimasi,

2) Diisiik aktivasyon enerjisine gereksinim duymalarindan ve 1limh

kosullarda (diisiik 1s1 ve pH) reaksiyon vermelerinden dolayi, reaksiyon i¢in
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ihtiya¢ duyulan enerjinin azalmasi ve reaksiyon iiriinlerinin ortam 1sisindan

dolay1 gorecekleri zararin indirgenmesidir.

Yikama esnasindaki yag uzaklastirma islemi, lipolitik yikim
gerektirdiginden sentetik kimyasal deterjanlar yerine enzim igeren deterjan

iretimi lipazlar i¢in biiyiik pazar olusturmaktadir.

Siit endiistrisinde peynirin olgunlastirilma siirecinin hizlandirilmasin
da, peynir benzeri iriinlerin (krema, sos, ¢orba) liretimi amaciyla siitiin

icerdigi yagin hidrolizinde lipazlar kullanilmaktadir (Downey, 1980).

Ayrica lipazlar, katalizledikleri reaksiyon sonucu olusan firiinlerin
safligindan dolay1 kat1 ve siv1 yaglarin hidroliz ve interesterifikasyonu igin
onemli potansiyele sahiptirler. Enzim kullaniminda, enzimatik olmayan
reaksiyonlarin gerektirdigi yiiksek sicaklik gibi sert kosullara gerek
duyulmadigindan, reaksiyon sonucu olusan iriinlerin 1s1 nedeniyle

bozulmasi (koku, renk kaybi) s6z konusu olmaz (Sharma et al., 2001).

Lipaz teknolojisi ayrica kat1 ve sivi yaglara istenen fonksiyonel ve
besinsel ozellikler kazandirilarak yeniden yapilandirilmalarina, disiik kalite
yaglardan yiiksek kalitedeki yaglarin iiretimine olanak saglar (6rnegin kakao
yagi, anne siitlii benzeri ¢ocuk gidalar1 ve ¢oklu doymamis yag asitlerince

zengin yag iiretimi).

Diger bir endiistriyel uygulama alani, ilag ve kimyasal iiretiminde
optikge aktif ve saf polimerlerin (rasemik karigimlari yerine) lipaz katalizli
sentezidir. Lipaz katalizi ile iiretilen monogliseritler, gida ve kisisel bakim
tirtinlerinin (cilt, glines kremleri, banyo yaglari) {iretiminde emiilsifiye edici

olarak gorev alirlar. Tedavi edici krem olarak kullanilan yag asidi ve yag
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alkollerinin esterlerinin ve biyosiirfaktan olarak kullanilan seker esterlerinin

sentezi yine lipaz katalizli reaksiyonlarla gergeklestirilir (Antonian, 1988).
1.5. Lipaz Uretimi

Lipazlarin uygulama alanlar1 giinden giine artmakta ve dolayisiyla
enzim iiretiminde daha ekonomik ve etkin tekniklerin gelistirilmesi dnem
kazanmaktadir. Ticari olarak satilan biitiin lipazlar biyolojik materyallerden

izole edilmektedir (Bormann et al., 1993).
1.5.1. Hiicre I¢indeki Lokasyon

Lipidler suda c¢oziilemezler ve eger hiicre i¢in nutrient olarak
kullanilacaksa, absorbsiyonlarinin kolaylastirilmasi i¢in ekstraseliiler olarak
polar komponentlerine pargalanmalar1 gerekmektedir. Lipazlar, biyolojik
polimerleri pargalayan ve aym1 zamanda yiliksek oranda dretilebilen
ekstraseliiler 6zellikteki enzimlerdendir. Ticari agidan onemli ¢ogu lipaz,
kiiltiir stipernatantlarin test edilmesiyle, ya da sadece ekstraseliiler
enzimlerin belirlenebildigi kat1 substrat fermantasyonlarindan elde edilen
siv1 ekstraktlarla test edilmelidir. Ornegin kat1 substrat fermantasyonu ile en
yliksek oranda lipaz tireticilerini bulmak i¢in 800 Aspergillus niger straini
incelenmistir.  Geothricum candidum’da ise lipazin hiicre zarinda
olusturuldugu ve sentezlenmeden Once bir siire tutuldugu gosterilmistir

(Frost and Moss, 1987).

Bazen hiicreye bagli lipazlar da bulunabilir. Ornegin; Candida
lipolytica’daki yapisal enzim ve Bacillus subtilis’in mutant strainlerindeki

membrana bagli enzimi icerir (Brocca et al., 1998).
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1.5.2. Uretim Kaynaginin Secilmesi

Yag metabolizmasindaki roliinden dolay: lipazlar, hayvan, bitki ve
mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunurlar. Son 35-40 yildir enzimler
icin mikroorganizmalar en 6nemli ve ekonomik kaynak durumuna gelmis
ise de hayvansal ve bitkisel kaynaklar 6zel uygulamalar i¢in hala 6énemli bir
rol oynamaktadir. Mikroorganizmalarda bugiine kadar tespit edilmemis veya
bitki ve hayvan dokularinda ekonomik iiretime olanak saglayacak yiiksek
konsantrasyonda bulunan enzimler bu kaynaklardan elde edilirler. Fakat
mikrobiyal lipazlar hiicre i¢inde sentezlenip hiicre disina salgilanmasindan,
genetik manipiilasyonlarla enzim tiretiminin artirilabilir olmasi ve bitki ve
hayvan lipazina kiyasla daha stabil olmasindan dolay1 endiistrilerde ve
yaglarin  taninmasinda enzimatik olarak genis kullanim alanlar

bulmaktadirlar (Elibol ve Ozer, 2000).

Hayvansal kaynakli lipaz eldesi, genel olarak lipaz enzimi
bakimindan zengin olan pankreastan elde edilir. Yag icerigi yiiksek olan
biitiin bitkilerde ise (zeytin, aygi¢egi, findik vb.) lipaz enzimi mevcuttur.
Fakat enzim igerigi mevsime bagimlilik gosterdiginden iiretimde bu
durumun dikkate alinmas1 gerekmektedir. Mikrobiyal lipaz iliretiminde ise
bakteri (Bacillus megaterium (Godtfredsen, 1990), Burkholderia glumae (El
Khattabi et al., 2000) vb.), fungus (4. niger (Hsiao et al, 1996), R. arrhizus
(Elibol ve Ozer, 2000), Mucor circinelloides (Balcao et al, 1998) vb.),
mayalar (Candida rugosa, (Brocca et al, 1998), Yarrowia lipolytica (Merek
and Bednasski, 1996) vb.) ve Aktinomisetler (Sterptomyces cinnamomeus

(Sommer et al., 1997) vb.) kullanilmaktadir.
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Lipaz iiretimi i¢in secilecek olan mikroorganizma tiirlinde aranmasi
gereken ilk sart lipazi bol miktarda iiretiyor olmasidir. Bunun yaninda
mikroorganizma tiir se¢imini asagida belirtecegimiz baska parametreler de

etkiler.

e Kisa bir fermantasyon siiresi sonunda organizma yiiksek verimle

lipaz tiretmelidir.

e Ekstraselliiler enzim tiretimi tercih edilir. Ciinkii hiicre membrani

parcalama islemi gerektirmeden enzim izolasyonu kolaydir.

e Secilecek mikroorganizma tiirli, toksik madde ve antibiyotik
iretmemeli, ucuz besi ortaminda cogalip faaliyet goOstermeli ve gerek
tiretilecek enzime zarar verecek gerekse izolasyon ve saflastirma
adimlarinda problem yaratabilecek yan iriinleri (renkli ve siimiiksii

maddeler, proteazlar vb.) de salgilamamalidir.

e Mikroorganizma kiiltiir ortami kosularinda enzim verimliligi

acgisindan kararli olmalidir.

o Kiiltiirler filtrasyon veya santrifiijleme ile berraklastirma sirasinda
olabildigince az problem ¢ikarmalidir. Intraseliiler enzimler durumunda

hiicreler kolay parcalanmalidir.

1.5.3. Fermentasyon Tipi

Kiiflerden elde edilen lipazlar, hem kati kiiltiir (KKF) hem de derin
kiiltiir metodu (SmF) kullanilarak iiretilebilmektedir. Ezilmis bugday kepegi
ortaminda Aspergillus luchuensis’i kullanarak kat1 kiiltiir yontemi (KKF)

basar1 ile uygulanmistir. Ayrica Aspergillus niger ile bran-koji ortam1 da
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kullanilmigtir. Rhizopus delemar’in kati kiiltiir yonteminde, bugday kepegi
tizerinde, belirlenebilir miktarda lipaz iiretmedikleri, ancak sulu kiiltlirler
icinde tretebildikleri gosterilmistir. Bu olay sivi kiiltiirlerde degil de yari
kat1 kiiltiirlerde ekstraseliiler olarak iiretilen proteazin, lipazi dejenere
etmesinden kaynaklanir. Arastirmacilar, Aspergillus tiirleri i¢in, kati-
substrat ya da deri kiiltiir yontemlerinden hangisinin kullanilacaginin

strainlere gore degisebilecegini one siirmiislerdir (Falony et al., 2006).

Sivi  kiiltiirlerinin -~ havalandirmali  veya ¢alkalamali  kiiltiir
yontemlerin de oldugu gibi metodlarla havalandirilmasi, tek hiicreli
organizmalardan veya bir¢ok filamentdz kiiften lipaz eldesinde fayda
saglamigtir. Statik kiiltiirtin  havalandirmali veya ¢alkalamali kiiltlire
degistirilmesi ile lipaz verimindeki artiglar literatiirde mevcuttur (Falony et

al., 2006).

S. aureus i¢in ¢alkalamali kiiltiir tekniginin kullanilmasi sonucunda,
verim 1,2 ila 6 kat oraninda artmis ve fermantasyon siiresi 4 giinden 1-2
giine kisalmistir. Bu durumda kullanilan ortam tipinin etkisinin ¢ok biiytik
oldugu sdylenebilir. Bununla birlikte lipazlarin sadece havalandirilan
ortamlarda iiretildigi ve c¢alkalama yoOntemi ile ortama hava piiskiirtme
yonteminin ayni etkide oldugu gosterilmistir. Rhizopus nigricans igin,
havalandirma sonucunda biiylime orani ile beraber, lipaz aktivitesinin de
arttigr  gosterilmistir. Mucor mucedo fermantasyonunda, ¢alkalamali
ortamlarin, calkalamali olmayanlara kiyasla, lipaz aktivitesinin %40
etkilendigi ancak miselyum agirhiginin etkilenmedigi gozlenmistir.
Guiseppin (1984) R. delemar’dan lipaz lretiminde oksijenin siirlayict

etkisi oldugunu bulmustur. Hem filament6z kisimda hem de pellet i¢inde,
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litrede 47 pmol’un altinda O, oldugunu bulmus ve ¢alkalamali kiiltiirde

oksijenin nutrienti sinirladig1 sonucunu ¢ikarmistir. (Frost and Moss, 1987)

Geothricum candidum igin diisiik hizda ¢alkalama ile lipaz veriminin
%60 azaldig1 rapor edilmistir. S. aureus icin yapilan ayni ¢alisma, ¢alkalama
yonteminin faydali oldugunu gostermistir. G. candidum’daki bliylimenin ve
lipaz iiretiminin, ¢alkalama ve havalandirma sonucunda indirgendigi rapor
edilmis ancak daha sonra, calkalanmis kiiltiirlerin biiyiime ve aktivite
iizerindeki diistik etkisinin, stasyoner kiiltiirdekinden daha fazla oldugu
bulunmustur. Mucor racemosus i¢in statik kiiltiir kullanimi tercih edilmistir.
Ayrica, Syncepholostrum racemosum’un statik kiiltiirde, calkalamali kiiltiire

oranla daha yiiksek spesifik aktivitede lipaz irettigi bulunmustur.

Rhizopus delemar’dan lipaz tiretimi igin siirekli kiiltiir yontemi
kullanilmigtir. Siirekli kiiltiirde lipaz tiretimi Candida lipolytica igin de
uygulanmis ve kiiltlir 734 saat boyunca lipaz tliretmistir (Guiseppin, 1984).

Laboratuar fermentorlerinden daha biliylik fermentorler iginde
gerceklesen fermantasyonlarla ilgili raporlar patent korumasinda olmasi
nedeni ile ¢ok azdir. Rhizopus arrhizus ’la iiretim i¢in 100L-fermentor ve

3L-inokulum fermentér kullanilmistir (Guiseppin, 1984).

Humicola lanuginosa igin, ¢alkalamali kiiltiirde, 30L ve 600L 6l¢ekli
fermentor kullanilmistir. Her iki fermentdriin de ayni performansta oldugu
ve calkalamali yontemde daha iyi sonug alindig1 belirtilmistir (Cihangir ve

Sarikaya, 2004).

Nielsen (1984), Fusarium oxysporum’la, havalandirmali-karistirmali

tanklarda gergeklesen 2 basamakli fermantasyonlarin Ornegini ortaya



16

koymustur. En genis skala, 2500L’lik fermentorler igindeki 1400L’lik
kiiltiirli igermektedir. Calkalama siselerinden, fementorlerdeki 300L ve 1400
L’lik ortamlara gegmede, iiriin olusumunda herhangi bir kayip yoktur. (Frost

and Moss, 1987)

1.5.4. Fermantasyon Ortami ve Sartlar

Bazi lipaz iireten organizmalar, enzimi ancak indiikleyici varliginda
tiretebilirler. Bu indiikleyiciler; trigilserid yagi, uzun zincirli yag asidi
esterleri ya da serbest yag asitleri olabilirler. Kerosen de Candida
lipolitica’nin lipaz {iretiminde indiikleyici olabilir ancak burada en etkili
indiikleyicinin zeytin yagi oldugu gorilmiistiir. Candida cylindracea
tarafindan en yiiksek oranda lipaz iiretiminin gergeklesmesi icin, ortamda
sterol ve yag asidinin ya da tilirevinin, bir arada bulunmasi gerektigi
bulunmustur. Bunun yaninda, yag ya da yag asidinin varlig1 lipaz iiretimi
icin sart degildir. Ancak bu tiir materyallerin eklenmesi, lipaz iiretim
seviyesini arttirir. Baz1 kiif strainleri i¢in, ortama yag eklenmesinin lipaz
tretimini  azalttigi  gosterilmistir.  Arastirmacilar, Mucor mucedo,
Byssachlomys fulva ve Geotrichum candidum ig¢in, kompleks nitrojen
kaynaklar1 ve seker bulunan ortama, hayvansal veya bitkisel kokenli
yaglarin eklenmesi sonucunda enzim iiretiminin %20-50 oraninda azaldigini
gostermiglerdir. G. candidum harig, diger iki tlir i¢in ortama tribiitirin
eklenmesinin lipaz iiretimine etki ettigi not edilmistir. Iwai ve arkadaglar1 G.
candidum tarafindan lipaz iiretimi i¢in mutlaka bir indiikleyiciye ihtiyag
oldugunu gostermislerdir ve bu goriis enzimin yapisal olduguna dair
raporlarla uyusmamaktadir. Arastiricilar G. candidum’un farkli strainlerinin

farkl1 indiiksiyon represyon davranmiglar1 gosterdiklerini diistinmiislerdir.
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Cogu arastirmaci, lipaz {iretimi i¢in kullanilan ortami, yag igeren bir ortam
olarak diigiinmiiglerdir. Ancak bunun avantajinin olduguna dair bir kanit
yoktur. Lipid materyali igermeyen ortamlardaki 60 kiifiin lipaz tiretimleri
incelendiginde, bunlarin i¢inden Rhizopus nodosus strainlerinin yiiksek

oranda lipaz iirettikleri goriilmiistir.

Nutrientlerin tipi ve konsantrasyonlarinin, lipaz iiretimi iizerindeki
etkilerini gérmek amaciyla bir¢cok calisma yapilmigtir. Ortamda, genelde
karbon kaynagi olarak basit ya da kompleks karbohidratlar bulunur ama
mayalar hidrokarbonlar1 da kullanabilirler ve bunlar, bu ortamda ya da yag
iceren ortamlarda daha yiliksek lipaz aktivitesi gosterdigi calismalar
mevcuttur. Lipaz {retiminde, karbon kaynag1 olarak kullanilan
karbohidratlarin, dogal yapilarina karsi ¢ok az hassasiyet gosterildigi
gozlenmistir. Mucor mucedo, Humicola lanuginosa, Byssochlamys fulva ve
Geotrichum candidum basit sekerli ortamlarda biiyiirler ve tirettikleri lipaz
oran1 ortamdaki seker tipine baghh degildir. Bununla birlikte Mucor
lipolytica ¢alkalamali ortamlarda, monosakkarit, disakkarit, suksinat
iizerinde diisiik aktivite, gliserol, dekstran, zeytin yagi ve ¢oziilebilir nigasta
tizerinde yiiksek aktivite gostermislerdir. Tween 20, orta diizeyde bir
indiikleyici olarak bulunmustur. Coziiniir nisasta ile elde edilen verimin
%11°1 kadar verim elde edilmistir. Bu ortamlar ayn1 zamanda soya da
icermektedir. Mucor racemosus, ortamda karbon kaynagi olarak glukoz
varliginda hem biokiitle olarak hem de lipaz {iretimi agisindan yiiksek verim
gostermistir. Diger 8 sekerin varliginda ise glukoza gore %55-85’lik lipaz

aktivitesi elde edilmistir.

Bununla beraber, diger bazi sekerlerin kullanimi, diisiik biyokiitle

verimi saglamistir, dolayisiyla biyokiitle fonksiyonu olarak lipaz iiretimi,
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glukozla  daha  yliksektir.  Aspergillus  niger’in  calkalamali
fermantasyonlarda, siikroz varlifinda, glukoz veya diger bazi basit sekerlere
oranla, lipaz veriminin 2 kattan fazla artti§1 bulunmustur. Tiim bu maddeler,
kiiflerin daha 1yi biiylimesini saglarlar. Baz1 sekerler ve karboksilik asitler
ise daha yavag biiylimeyi saglarlar ve lipaz iiretimi bu ortamlarda goriilmez

veya ¢ok azalir.

Rhizopus delemar’in lipaz iiretimi icin, pepton-glukoz-tuzlu
ortamda, optimum nitrojen/karbon orani bulunmustur. Diisiik pepton glukoz
oranlarinda, yiiksek proteaz aktivitesi elde edilmistir. Bu nedenle ortamdaki
optimum pepton miktar1 lipaz iizerine etki eden proteaz ile kontrol

edilmektedir.

Mucor lipolytica kullanilan nitrojen kaynagina karsi yiiksek spesifite
gosterir. Soya, diger kompleks nitrojen kaynaklarina oranla daha yiiksek
aktivite vermektedir. Ayni zamanda amonyum siilfat da diger amonyum
tuzlari, lire ve sodyum nitrata zit olarak yiliksek verim saglamaktadir. Ayrica
ortama kiikiirt kaynaginin ilavesinin de gerekli oldugu tespit edilmistir ve
sodyum stilfat ve amonyum klorid karigimlarinin, amonyum siilfat ile

benzer etki yaptiklar1 goriilmiistiir.

Humicola lanuginosa musir 1slatma sivist (MIS) bulunan ortamda,
nitrojen kaynagi olarak soya ve peptonun oldugu ortama gore daha yiiksek
oranda lipaz iiretimi gosterir; ancak pepton da musir 1slatma sivist gibi iyi
biiyiimeyi saglar. Arastirmacilar ayn1 zamanda lipaz iiretiminin antifoam
yaglar ile de uyarildigim1 gostermislerdir. Ayrica, Aspergillus niger’in lipaz
verimini, nitrojen kaynagmin da c¢ok fazla etkiledigini ve nitratin en iyi

sonucu verdigini bulmuslardir. Pepton ve tripton ise iyi sonuglar vermemistir.
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Test edilmis biitiin tuzlar ve asparaginin, {ire ve peptonun, biomass {iretimini
degistirmedigi ancak lipaz aktivitesini 7 kat arttirdig1 gézlenmistir. Tripton,
aspartik asit ve glutamik asit orta derecede lipaz verimi saglarken, yalnizca
6g/L  biomass eldesini saglar. Rhizopus nodosus, kompleks nitrojen
kaynaginin bulundugu ortamda biiyiitiildiigiinde, iire ya da inorganik
nitrojenli ortama oranla daha yiiksek lipaz aktivitesi gosterir. Eklenen
materyallerin verim siralamasi su sekildedir: Pepton > kazeiton > yeast
extract > musir 1slatma sivisi > bugday kepegi. Eklenen maddelerin orani,
optimize edilmemistir. Mucor mucedo, Byssochlamys fulva ve Geotrichum
candidum’un nitrat ve amonyum iyonunu igeren pek ¢cok kompleks nitrojen
kaynag1r ve inorganik nitrojen kaynagi varliginda ¢ok az farkli davranig
gosterdikleri goriilmiistiir. Ancak Mucor mucedo’nun ortamda iire varken az
verim gosterdigi ve M. mucedo ve Geotrichum candidum i¢in ortama pepton
konuldugunda, diger kaynaklara oranla %25 daha fazla aktivite gosterdikleri
gortilmistiir. Mucor racemosus da peptonlu ortamda en iyi lipaz aktivitesi
gosterir ama musir 1slatma sivist ve diger 3 kaynaktan hemen hemen pepton
etkisine yakin etki gostermektedir. Rhizopus nigricans ise digerlerine gore
farkli sonuglar vermektedir. Ortama pepton kondugunda, bugday kepegine
oranla daha yiiksek verim goriiliir ama yeast extract, kaziton, misir 1slatma

stvisina oranla daha diistik verim goriiliir.

Iwai ve Tsujisaka (1984), kiif lipaz eldesi i¢in fermantasyon
ortaminda, diger enzimlerin elde edilisindeki fermantasyon ortamina oranla,

daha fazla nitrojen konsantrasyonuna ihtiya¢ duyuldugunu belirtmislerdir.

Bacillus stearothermophilus™un 9 g¢esit nitrojen igeren tuzlarin
bulundugu ortamda veya 4 organik nitrojen kaynagi igceren ortamda

biiyiitiildiiglinde lipaz iiretme kapasitesinde oldugu ancak farkli oranlarda
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verim gosterdikleri bulunmustur. Amonyum asetat test edilen en iyi
tuzlardandir; soya da ona benzer sonuclar verir ve o da test edilen organik

kaynaklarin en iyisidir.

Lipaz {retilen fermantasyonlarda gereksinim duyulan diger
nutrientler bulunmamistir. Arastirmacilar gerekli ortamlari, C ve N
kaynagina ek olarak nutrient olarak kullanilan bazi tuzlari i¢eren ortamlar
olarak aciklamiglardir. Ortamlarin cogu yeast ekstrakt ve misir 1slatma sivist
gibi dogal nutrientler icermesine ragmen, bunlar bazen gerekli

olmayabildigi de tespit edilmistir.

Calkalamali kiiltiir veya fermantorlerdeki islemlerde pH sartlar
kontrol edilmez ve son pH degeri nadiren kaydedilir. Baslangi¢ pH’simin

fonksiyonuna bagli olan verimler, sik sik rapor edilir.

Aspergillus niger’den lipaz iiretiminde pH’ nin etkileri aragtirilmistir.
Maksimum lipaz ve biomass pH 7’de olusmus ancak pH 4’te her bir kg
biyomasstan elde edilen lipaz aktivitesi pH 7’ye gore daha yiiksektir.

Mezofilik organizmalarla yapilan lipaz fermantasyonlarinin ¢cogunda
bliylime 1s1s1 genelde 30°C’de test edilir ve 1s1 ¢ogunlukla 25-37°C
arasindadir. Bliylime 1sisinin  optimizasyonuyla ilgili birka¢ rapor
hazirlanmistir. Pol ve ark. (1978), Aspergillus niger igin, optimum biiyiime
sisinin 35°C oldugunu bulmustur. Nielsen (1984), Fusarium oxysporum
i¢in optimum 1sinin 34°C oldugunu bulmus. Chander ve arkadaglar1 (1979)
20-30-37°C’de 6 kiif tiirliniin lipaz iiretimini karsilagtirmiglardir. Sonuglarin
timiiniin 30°C’de 20 ve 37°C’ye gore daha iyi oldugu ancak sadece
Penicillium funiculosum’™un 20°C’de daha iyi sonuglar verdigi gozlenmistir.

(Frost and Moss, 1987).
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20, 30 ve 37°C’de lipaz iiretimi i¢in kullanilan kiif tiirleri :Rhizopus
nigricans, Penicillium funiculosum, Mucor mucedo, Byssochlamys fulva,

Fusarium solani, Geotrichum candidum, Syncephalastrum racemosum’ dir.

Cizelge 1.2. Aspergillus niger’den elde edilen lipaz i¢in ortam sartlari (Frost ve Moss 1987)

Ortam

Amonyum nitrat 1,0g-L"
Potasyum dihidrojen fosfat 2,0 gL
Magnezyum siilfat heptahidrat 0,4 g-L
Ferroz siilfat heptahidrat 0,1 g-L"
Siikroz 0,1 g-L"
Zeytin yagi 10 g-L"
Ortam Sartlar:

Sicaklik 35°C
Siire 96 saat
Baglangi¢c pH’s1 7,0

Cizelge 1.3. Rhizopus arrhizus’dan lipaz {iretimi i¢in ortam sartlari

Calkalamal kiiltiir (150 mL ortamda 50 mL) : 18-24 saat 30 °C
o-Amilaz’l1 nisasta 40,0 g- L™

Misir 1slatma sivisi 50,0 g- L'

Amonyum siilfat 10,0 g- L

Kalsiyum karbonat 15,0 g- L™

Ilk fermentor basamag (3L) : 22-26 saat, 29°C

o-Amilaz’l1 nisasta 20,0 g- L'

Kazein hidrolizat 55g-L"

Amonyum siilfat 5,0 g-L"

Kalsiyum karbonat 10,0 g- L™

H,SO0; ile baslangi¢c pH’s1 7,0’a ayarlanmistir

Kopiik kirict : Rhodorsil 426 R

Esas fermentasyon (100 L)

Ortam sartlar1 3 L basamagindaki gibi, 40-45 saat devam eden
enzim titrasyonu. pH yavasca 6.5 civarina diistiriiliir.
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1.6. Streptomyces Genusu

Streptomyces genusu, aerobik, gram pozitif bakterilerdir. Ureme,
havasal hiflerde bulunan hareketsiz sporlarin ¢imlenmesi ile saglanir.
Streptomyces kolonileri baglangigta diizglindiir fakat sonra pamugumsu,
graniiler, tozumsu veya kadifemsi goriiniiste olan havasal hifler olusur.
Uretilen pigmentlerin cesitliligi vejetatif ve havasal miselin renginden
sorumludur. Renkli yayilabilen pigmentler de olusturulabilir. Cogu strain
optimum 25-35°C’de ve pH 6,5-8 arasinda iyi gelisiriler. Bazi strainler
psikrofilik ve termofilik bolgelerde gelisebilirken digerlerinin asit veya

alkali pH’a ihtiyaci vardir.

Cogu Streptomycetes kemoorganotrofiktir. Bunlar oksitatif tip
metabolizmaya sahiptirler. Tek karbon ve enerji kaynagi olarak organik
bilesikleri kullanirlar. Bazi1 termofilik strainler obligat kemolitotroftur.
Hidrojeni oksitlerler ve kompleks ortamlar ile hetotrofik substratlar iizerinde
biiyliyemezler. Ayrica bazi termofilik strainler korbonmonoksit veya

metanol ilizerinde biiyiiyebilirler.

Streptomycetes blyik oranda LL-diaminopimelik asit igeren
peptidoglikan hiicre duvarina sahiptir ve hiicre duvarlari A3y tipindedir.
Ayrica hiicre duvarlarinda n-asetillenmis formda muramik asit igeririler.
Cogu sus biiylik oranda doymus, izo- ve antiizo- yag asitlerine sahiptirler.

Ancak mikolik asit igermezler.

Streptomyces  turleri; aerobik, gram pozitif bakterilerdir.
Streptomyces lyeleri Ozellikle toprakta genis bir dagilima sahip olmasi,

morfolojileri ve sahip olduklart uzun tarihleri ile Actinomycetales ordosunun
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en iyi tanimlanan grubudur. Bunun yaninda bu genus, antibiyotik ve diger
ikincil metabolitlerin en Onemli ireticilerinin biiyiikk bir kismini

barindirmaktadir (Korn-Wendish and Kutzner 1992).

Streptomyces tiyelerinin diger bakterilerden ayirt edilmesinde onlarin
baz1 oOzellikleri One c¢ikmaktadir. Streptomyces ve Streptomycetaceae
ailesinin diger genuslarinin peptidoglikanlarinda (Hiicre duvar1 Tip 1) LL-
diaminopimelik asit (LL-A;pm) bulundugunu gdstermistir. Oysaki simdiye
kadar  tanimlanan  diger  Actinomycetes  tiirlerinde = meso-A;pm
bulunmaktadir. Streptomycetaceae ailesinin tanilanmasinda en iyi kimyasal
kriter olarak LL-A,pm’nin tespiti gosterilse de Actinomycetales arasinda
LL-A;pm iceren diger bazi genuslar da bulunmaktadir. Bunlar; Arachnia,
Pimelobacter, Sporichthya, Kineosporia, Nocardioides, Kitasatosporia ve

Intrasporangium genuslaridir.

Genel olarak gilinlimiizde Streptomycetaceae ailesinin iiyeleri baslica
peptidoglikan yapisi ile ayirt edilmektedir, fakat bu ayirim sadece yukarida
belirtilen LL-A,pm ile sinirlandirilmamalidir. Ayn1 zamanda peptidoglikan
yapisini olusturan diger ozelliklerde g6z onilinde bulundurulmalidir. Tip
A3y, glisin artifindan olusan bir interpeptid kopriisii icermektedir. Cizelge
1.4°de goriildiigi gibi Streptomycetaceae iiyeleri ayn1 zamanda gesitli diger
biyokimyasal kriterler agisindan olduk¢ca homojen bir gruptur. Ayirimda
kullanilan bu oOzellikler; tiim hiicre hidrolizatlarindaki seker Ornekleri,
fosfolipitler yag asitleri, menaquinonlar ve asetillenmis muramik asit

artiklaridir.



Cizelge 1.4. Havasal miselyumda bulunan Streptomyces ve bazi Actinomycete genuslarina ait anahtar biyokimyasal &zellikler (Korn-

Wendish and Kutzner 1992):

Familya ve genus

Streptomycetaceae
Streptomyces
Streptoverticillium

Pseudonocardiaceae
Amycolata
Amycolatopsis
Kibdelosporangium
Pseudonocardia
Saccharopolyspora
Saccharomonospora
Actinopolyspora

Kesin grubu

olmayan genuslar
Sporichthya
Kineosporia
Nocardioides
Actinomadura
Microtetraspora
Glycomyces
Kitasatosporia
Saccharothrix
Nocardia
Nocardiopsis
Streptoalloteichus

IPB: Interpeptid kopriileri

Diaminopimeli

k acid (A,pm)

LL
LL

Meso
Meso
Meso
Meso
Meso
Meso
Meso

LL
LL/Meso
LL
Meso
Meso
Meso
LL/Meso
Meso
Meso
Meso
Meso

IPB’deki

Glisin

+
+

o+ o+t

+ 4o

Peptidoglik

an

A3y
A3y

Aly
Aly
Aly
Aly
Aly
Aly
Aly

A3y
ND
Al3y
Aly
Aly
ND
ND
ND
Aly
ND
ND

Seker

Tipi

> > > > > > >

Q
EOUO?UU' N

aa >

Fosfolipid
tipi

PII
PII

PIII
PII
PII
PIIL
PIII
PII
PIIL

ND
PIIT
PI
PI
PIV
PI
PII
PII
PII
PIIL
PII

Mikolik asit

- 2c
- 2¢

- 3e
- 3f
- 3f
- 2f
- 2¢/3e
- 2a
- 2c

- 3a
- 1
- 3¢
- 3a
- 3¢
- 2c
- 2¢c
- 3f
+ 1b
- 3d
- ND

Yag asitleri

GC oram

69-78
69-73

71-75
66-69
66
79
70-72
69-74
64

ND
69
66-73
66-72
66-69
71-73
66-73
70-76
64-72
64-69
ND

Seker tipi sembolleri: A; arabinoz ve galaktoz, B; maduroz, C; tanilayici seker tipi yok, D; arabinoz ve ksiloz, E; ramnoz ve galaktoz, -; LL-A,pm i¢in uygun degildir.

Fosfolipid tipi: PI; fosfatidilgiliserol, PII; sadece fosfatidiletanolamin, PIII; fosfatidilkolin, PIV; glukozamin igeren fosfolipidler

{4
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Ayrica Streptomyces tlirlerinin sahip olduklari yiiksek GC igerigi (%
mol 69-78) ayirt edilmelerinde 6nem kazanmaktadir ve eubakteri aleminin
% GC oran1 en yiiksek filogenetik kolunda yer alirlar (Kroppenstedt et al.,
1981).

Ayrica  karakterizasyonda  morfolojik  Ozelliklerde  6nem
kazanmaktadir. Genel olarak havasal miselyumun morfolojik sekli, vejatatif
miselyumkine gore daha 6nemli kabul edilmektedir. Bu 6zellikler arasinda;
dallanma sekli, spor zincirinin bi¢imi (diiz, spiral veya kivrimli olmasi gibi)
ve spor yiizeyi (diiz, yumrulu, dikenli veya tiiylii olmas1 gibi) siralanabilir.
Streptomyces grubundaki spor zincirleri, yukarida listelenen ¢esitli yiizey
yapilarinin olusumundan sorumlu oldugu diisiiniilen lifli kilif tarafindan
cevrelenir. Sporlar tek basina fungal sporlara benzedikleri i¢in konidia ya da

arthrospor olarak adlandirilirilar.



Cizelge 1.5. Streptomyceteaceae liyeleri ile diger baz1 Aktinomyces’lerin morfolojik kriterleri (Williams ve ark 1989)

Substrat miselyum tipi Havasal miselyum tipi
Cubuk kokkoid Spor Sporangia Sporlarin Spor yiizey tipi Sporangia
Aile ve genuslar elementlerin zincir- benzeri zincir Vertisil . L o benzeri
dagilim leri keseler uzunlugu® iz~ Yumrulu  Dikenli — Tiyld keseler

Streptomycetaceae

Streptomyces - v - + (+)P° + + + + -

Streptomyces  (Elytro) - + + + - + - - - -

Streptomyces (Kitasatoa) - - + + - + - - - +

Streptomyces (Microellob) - + + ) - + - - - +
Streptoverticillium - - - + + + - - - -
Pseudonocardiaceae
Amycolata \% - v - + - - -
Amycolatopsis v - - % - + d - - -
Kibdelosporangium + - - + - + - - - +
Pseudonocardia + + - + - + - - - -
Saccharopolyspora v v - v - + - + + -
Saccharomonospora - Tek - ) - + + - - -
Actinopolyspora Nadir - - + - + - - - -
Uyeligi kesin olmayan tiirler
Sporichthya Substrat miselyumu yok - - BY BY BY BY -
Kineosporia + - +¢ Havasal miselyumu yok
Nocardioides + - - + - + - - - -
Actinomadura - v - v (+)P° + + + - )
Microtetraspora - - - ) - + + - - -
Glycomyces - - - @) - BY BY BY BY -
Kitasatosporia - + - + - + - - - -
Saccharothrix + - - + - BY BY BY BY -
Nocardia + v - + - + - - - -
Nocardiopsis v - - + - + - - - -
Streptoalloteichus - - +¢ + - + - - - -

+: var, -: yok, v: baz tiirler pozitif, d: stipheli, BY: bilgi yok  a i¢in; (+): kisa zincirler, v: bazi tiirler pozitif ~ b: bazi tiirlerde Pseudovertisiller bulunmaktadir.
c: hareketli spor (Sporichthya’da 1-3 flagel, Kineosporia’da demet halinde flagel, Streptoalloteichus’ta tek polat flagel bulunmaktadir.)

9¢
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Streptomyces lyeleri zor gelisen tiirler degildir, onlarin {iremeleri
icin bir inorganik azot kaynag: yeterlidir. Vitamin ve biiyiime faktorlerine
ihtiyag  duymazlar.  Streptomyces’ler  topragin  misel biliylimesini
destekleyecek ylizeylerinde bulunurlar. Biiyiime dongiileri (spor—
miselyum— spor) ile hava ve mevsime bagli olarak kisa siirede degisebilen
nem ve havalandirma gibi habitatin fiziksel kosullarina adapte olabilirler.
Streptomyces’ler bakteriyal endosporlar kadar olmasa da onlarin uzun siiren
kuraklik, donma, hidrostatik basing ve su doygunlugu sonucu olusan
anaerobik kosullarda hayatta kalmasina yardimei olan sporlar (arthrospor,

konidia) olustururlar.

Tiirlerinin ekolojilerine bakildiginda Streptomycetaceae ailesi
iiyeleri her yerde bulunabilir ve {iyelerinin biiylimeleri ve ¢ogalmalari igin
en uygun kosullarin bulundugu dogal habitatlar1 ise topraktir. Toprakta
yaygin olarak bulunmasinin nedenlerine bakildiginda asagida siralanan
ozellikleri ile diger mikroorganizmalara ile yarista basariya ulasirlar. Bu
ozellikler; Streptomyces tiyeleri aromatik bilesiklerin yaninda dayanikli ve
kompleks hayvan ve bitki atiklar1 olan polisakkaritleri (nisasta, pektin, kitin
gibi), proteinleri (keratin, elastin gibi) ve hatta lignoseliilozlar

pargalayabilmeleridir.

Streptomyces’ler ig¢in toprak en Onemli habitattir. En az orman
topraginda bulunmaktadirlar. Organik maddelerce zengin toprakta mineral
giibreli ya da hi¢ olmayan topraklara gére daha fazla bulunurlar. Macaristan
topraklarinin alkali ve yiiksek tuz kosullarina adapte olan bir flora
gozlenmistir. Streptomyces’lerin sayisi mevsim ve iklim kosullarindan
etkilenir. S. malachiticus tropikal ve subtropikal iklim bdolgelerinde

bulunmustur. Toprak disinda, toprak tarafindan kontamine olmus daha
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birgok yerde de Streptomyces’ler bulunabilir. Bunlarin arasinda; yem ve
diger organik materyaller en 6nemlileridir. Mezofilik ve 6zellikle termofilik
Streptomyces tiirleri saman, hayvan yemi, tohum, odun gibi dogal subtratlari
ve pamuk, tekstil, dokuma, kagit, kauguk ve plastik gibi biyodegrade
sentetik tirlinleri kullanabilirler. Bu firiinlerdeki aktiviteleri ve sayilari
depolama kosullar1 ve toz ya da toprak tarafindan kontaminasyon derecesine
baghdir. Igilebilir tatli su sistemleri kadar ve denizsel ortamlara adapte
olduklarinda gelisebilirler fakat onlar bu habitatlarin asil mikroflorasina ait
degillerdir. Aym1 zamanda i¢me suyu kaynaklar1 Streptomyces’lerle

kontamine olabilir ve bazilar1 suyun bozulmasina yol agan kokular iiretirler.

Uyelerin sicaklik ihtiyaglar1 incelendiginde ¢ogu tiiriin 28-55 °C
araliginda gelistigi bulunmustur ve hatta daha yiliksek sicakliklarda
bliyiiyebilen tiirler de vardir. Asagidaki tabloda Streptomyces tiirleri ve

onlarin biiylime sicakliklart verilmistir.
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Cizelge 1.6. Baz1 Streptomyces tiirlerinin biiylime sicaklik araligi (Korn-Wendish and
Kutzner 1992)

Tiirler Strain no 27/28 | 37/40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65
S. albus
psM40313 | C | T T T | T
S. eurythermus DSM 40014 + + + + + - -
S. griseoflavus A77 + + + + + - _
S. macrosporus DSM 41449 + + + | BY | BY | BY | BY
S. megasporus DSM 41450 + + + + R _ _
S. species P46 +P 107 + + + + + - _
S. thermodiastaticus DSM 40573 + + + + + - _
S. thermoflavus
DSM40574 | | T T T T @)
S. thermofuscus + + + + + + +
S. thermolineatus DSM 41451 + + + + - _ _
S. thermonitrificans DSM 40579 - + + + - - _
S. thermophilus + + + + + + +
S. rectus Y N N . . + o -
+ + + |+ -
) o C
S. thermoviolaceus
J'_
subsp. + + + + ) -
thermoviolaceus DSM 40443 - + + + - -
()
(+) + + |+ -
+
(&)
S. thermoviolaceus
+ + + |+ |+ -
subsp. apingens DSM 41392 ™) (+)
S. thermovulgaris +
DSM 40444 EB I I I I J
R 10 ()
S. violaceoruber ) N N N ] ]
- + e [ -
+

+: iyi bilylime, (+): zay1f biiylime, -: bitylime yok, BY: Bilgi yok

Saf kiiltiirdeki toprak izolatlariin pH ihtiyaglarina bakildiginda
notral ve alkali pH tercih ettikleri goriilmiistiir. Baz1 ¢alismalarda diisiik
sayida asidik toprakta yasayan Streptomyces iiyesi rapor etmislerdir. Bunun
nedeni izolasyon ve sayim islemlerinde noétral ortamlari kullanmalaridir.
Diger yandan, ¢ok az sayida alkolofilik (asit—duyarli Actinomyces) straini de

izole edilmistir.
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Bitki dokularini enfekte edebilen ve hastaliga yol acan sadece birkag
Streptomyces vardir. Patates (Solanum tuberosum) ve seker pancari (Beta
vulgaris subsp. esculanta) lezyonlarin olugmasiyla patojenlerle reaksiyona

girerek en fazla enfekte olan kiiltiir bitkileridir.

Hayvanlar icin patojenik Streptomyces tiirleri ile ilgili birkag rapor
bulunmaktadir. Kediden (Lewis et al., 1972) ve iri burun yunusundan
(Jasmin et al., 1972) izole edilen strainler daha sonra S. griseus olarak
tanilanmistir (Mishra et al., 1980). Tibbi literatiirde insanlar i¢in kesin

patojen olarak sadece S. somaliensis gosterilmistir.

Diger yandan Mishra ve arkadaslar1 (1980) bitkisel kaynaklardan ve
insanlardan 600’den fazla izolat bulmus ve bunlardan 110 tanesinin
Streptomyces olarak tanilamistir. Bunlar i¢inde en fazla S. griseus saptanmig
ve ayrica S. albus, S. rimosus, S. lavendulae ve S. somaliensis tlrleri de

tespit edilmistir.

1.6.1. Streptomyces izolasyonu

Havada kurutulmus toprak ornekleri CaCOs ile 10:1 w/w oraninda
kanistirilir ve nemli atmosferde 7-9 giin 26 °C’de inkiibe edilir. Bu yontem,
uygulamanin yapilmadig 6rnek ile karsilastirildiginda izolasyon yiizeyinde
Streptomyces kolonilerinin 100 kat artigin1 saglamaktadir. Ayrica bu yontem

ile fungal floranin azalmasini saglanmaktadir.

Topraga kitin eklenmesi, Actinomyces tiyeleri iizerinde uyarici bir
etkiye sahiptir ve baz1 bitki patojeni funguslarin  gelismesini
baskilamaktadir. Topraga 1s1 uygulamast (40-50 °C’de 2-16 saat)

Streptomyces koloni sayisini etkilemezken bakteri florasini azalttigi
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gosterilmistir.  Nemli  bir ortamda inkiibasyonu gergeklestirmek
Streptomyces sayisinda 1000 kat gibi cok 6nemli bir artis saglamaktadir. Bir
toprak siispansiyonuna fenol uygulamasinin (10 dakika igin %1,4)
Streptomyces tiirleri iizerinde zararhi etki olusturmaksizin bakteri ve

funguslarin azalttig1, Streptomyces izolasyon sansini arttirdigi bulunmustur.

Asagidaki tabloda verilen karbon ve azot kaynaklar ile kullanilan
ajanlar Streptomyces’lerin daha iyi gelismesi i¢in uygundur. Ayrica bu
sekilde hazirlanan ortamlar bakteri ve funguslarin biiyiimesini engellemekte

ya da bliylimelerini yavaglatmaktadir.

Cizelge 1.7. Streptomyces izolasyonu ve kiiltivasyonunda kullanilan karbon ve azot

kaynaklar1
- Ortamdaki segici ajanlar

¢ ve N Kaynagi Antibiyotik Digerleri
Kitin
Nisasta, KNO;
Nisasta, Kazein, KNO,
Gliserol, Kazein, KNO;
Gliserol, Arginin
Rafinoz, Histidin
Nisasta, Kazein, KNO; Rifampisin
Nisasta, Kazein, KNO; Siklohekzimid, nistatin, penisilin,

polimiksin

Gliserol, Arginin Siklohekzimid, pimarisin, nistatin
Dekstroz, Arginin Siklohekzimid
Asparagin Propionat
Nisasta, Kazein, KNO; Siklohegzimid Rose bengal

1.6.2. izolasyon icin pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi

Cogu Streptomyces nétrofiliktir ve izolasyon ortami pH 7,0 ile 7,5
olarak ayarlanir. Zit olarak asidofilik strainler i¢in pH 4,5 (Khan and
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Williams, 1975) ve alkolofilik strainler i¢in ise pH 10-11 (Mikami et al.,
1982) olarak ayarlanmalidir.

Inkiibasyon sicakligi acisindan deniz strainleri 15-20 °C’de
blyiitiiliir. Toprak Streptomyces tiirleri mezofiliktir ve ortamlar genellikle
22-37 °C’de (¢ogunlukla 28 °C) birakilmalidir. Termotolerant ve termofilik
strainler sirastyla 40-45 ve 50-55 °C’de gelisirler. Izolasyon petrileri
tizerinde termofilik gruplarin gelismesi i¢in 2-5 giine, mezofilik gruplar i¢in
7-14 giin ve deniz ve diger psikrofilik strainler i¢in ise 10 haftanin {izerinde

siire gerekmektedir.
1.6.3. Kiiltivasyon

Streptomyces tiirleri kemoorganotrofik, gelismesi kolay olan
organizmalardir. Bu nedenle biiylimeleri i¢in sadece bir karbon kaynagina
(nisasta, glikoz, gliserol, laktat), organik veya inorganik azot kaynagina
(kazein, yeast ekstrakt, NH;  veya NO;') ve bazi mineral tuzlara ihtiyag
duyarlar. Bilindigi lizere vitaminlere ya da biiylime faktorlerine gereksinim
duymazlar. Boylelikle ¢ok sayida basit sentetik ortamlar kiiltivasyonlari i¢in
uygundur. Ancak daha hizl1 biiylime istendiginde genellikle yulaf ezmesi,

malt ve/veya yeast ekstrakt iceren kompleks ortamlar kullanilmalidir.
1.6.4. Oksijen Gereksinimi

Streptomyces’ler obligat aerobik mikroorganizmalardir. Yar1 kati
besiyerinde agar siitununun yiizeyinde biiyiirler. Fakat fakir veya karbon

kaynag1 igcermeyen yar1 kat1 ortamlarda ise mikroaerofilik olarak gelisirler.
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Sabit sivi1 kiiltiirde yiizeyde zar olusturarak gelisirler ve ortam tamamen

temiz olarak kalir.

Streptomyces Tlyelerinin havasal miselyumu siklikla hidrofobik
oldugu icin deterjanlarin eklenmesi daha fazla homojenik spor
siispansiyonunun elde edilmesine yardimc1 olmaktadir. Ornek olarak Triton
X/100, %0,001; Tween 80, %0,1; Sodyum lauril siilfat, %0,01; Carbowax
400, %0,05-0,1 verilebilir.

1.6.5. Streptomyces Tiirlerinin Karakterizasyonu

Bilinmeyen Streptomyces izolatlarinin  karakterizasyonu i¢in
biyokimyasi, makroskobik goriinlimii, morfolojisi, fizyolojisi, fa]
duyarliligi, enzim ve protein Ornekleri, serolojisi ve molekiiler genetigi

kullanilmaktadir.
1.6.5.1. Biyokimyasal kriterler

Biyokimyasal  Ozellikler  Actinomycetales  ordosunun  diger
genuslarindan Streptomycetacae ailesinin ayrilmasi i¢in kullanilmaktadir.

Bu ozellikler;

1) LL-A;pm

2) Sekerlerin karakteristik 6zelliklerini igermemeleri.

3) Fosfatidiletanolamine sahip tip II fosfolipid

4) Mikolik asidin bulunmamasi

5) Yiiksek miktarda iso- ve anteiso- dallanmasi gosteren yag

asitlerinin tipik spektrumu
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6) Menaquinonlarin tipik 6zelligi

1.6.5.2. Makroskobik ozellikler

Makroskobik ozellikler olarak ortam icine diflizlenen havasal ve
substrat miselyumu ile pigmentlerin renkleri 6nem kazanmaktadir. Bunlar
icersinde en Onemli olarak havasal miselyumun rengi One g¢ikmaktadir.
Havasal miselyumlar i¢in sar1, menekse, kirmizi, mavi, gri ve beyaz renkleri
tespit edilmistir (Williams et al., 1989). Ayrica havasal miselyumun
yogunlugu ve de koloni morfolojisi diger incelenen makroskobik

ozelliklerdir.

1.6.5.3. Mikroskobik ozellikler

Streptomyces yasam dongiisii mikroskobik karakterizasyon ig¢in 3

belirleyici 6zellik gostermektedir.

1) Vejetatif miselyum (kat1 ve s1v1 ortamlarda)
2) Spor zincirlerini (arthrosporlar ve konidiasporlar) iceren havasal
miselyum

3) Arthrosporlar

Taksonomistler i¢in yasam dongiisiiniin ilk sathast yararh
bulunmanustir. Tkinci ve &zellikle {iiincii safha diagnostik kriterler igin

onem kazanmaktadir.

Havasal miselyum i¢in hiflerin uzunlugu (kisa, orta ve uzun),

dallanma sekilleri (monopodial, simpodial), sporogenous hiflerinin
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diizenlenisi (vertisil) ve bunlarin morfolojisi (diiz, biikiimlii, spiral gibi)
onemlidir. Arthrosporlarin elektron mikroskobu incelemelerinde ise diiz,
sigilli, tiiylii ve dikenli olmak iizere 4 farkl tip tespit edilmistir (Flaig ve
Kutzner, 1960).

1.6.5.4. Fizyolojik testler

Eski calismalarda Streptomyces igin kullanilan ¢ok sayidaki
fizyolojik test glinimiizde giivenilir bulunmamaktadir ve ¢ok az taksonomik
degere sahiptir. Bu testler arasinda sadece melanin pigmentinin olusumu ve
dokuz karbon kaynaginin (genellikle sekerlerin) kullanimi ISP’de
(International Streptomyces Project) kullanilmaktadir (Shirling ve Gottlieb,
1966). Streptomyces karakterizasyonu i¢in yapilan fizyolojik testlerde “+”

(132

ve gibi kesin sonuglar elde edilememektedir. Genellikle; negatif, zayif,
iz, 1iliml1, gliclii ve gec gibi sonuglar elde edilmektedir ve birgok test uzun

stirelere ihtiya¢ duymaktadir.

Streptomyces tanilanmasinda kullanilan bazi fizyolojik ozellikler
sunlardir; biiyiime ic¢in sicaklik ve pH arali§i, melanin olusumu
(chromogenicity), karbonhidrat ve benzer bilesiklerin kullanim1 (%1 w/v),
organik asitlerin (6zellikle okzalat, malonat, sitrat) kullanimi, organik
asitlerin olusumu, azot kaynaklarimin kullanimi (%1 w/v), nitrat ve nitrit
indirgenmesi, eskulin ve arbutin hidrolizi, DNA ve RNA degredasyonu,
Adenin, ksantin, hipoksantin hidrolizi, iire ve allantoin degredasyonu,
hippurik asit hidrolizi, kitin hidrolizi, egg yolk (Lesitovitellin reaksiyonu),
hemoliz, B-laktam antibiyotiklerine duyarlilik, lizozime duyarlilik, sodyum

klorite duyarlik, inhibitor bilesiklere duyarlilik, antibiyotik aktivitesidir.



36

1.7. Bakterilerin Karakterizasyon Yontemleri

1.7.1. Morfolojik Yontemler

Bakterilerin tanilanmasinda morfolojik 6zellikler, karakterizasyonun
ilk adimi olmasi agisindan olduk¢a Onemlidir. Sekil, c¢ap, kolonilerin
yiiksekligi ve kenar sekli, pigment olusturmast direk olarak
gozlenebilmektedir. Bir izolatin hiicresel morfoloji, Gram 0&zelligi, spor
olusumu ve hareketlilik farkli boyama yontemleri ile mikroskopta
saptanabilmektedir. Ayrica faz kontrast mikroskobu spor varligini ve

boyamasiz hiicre morfolojisinin tespitinde kullanilmaktadir.

1.7.2. Fenotipik Yontemler

Fenotipik metodlar biyotiplendirme, antibiyogram, serotiplendirme,
PAGE/imunoblotting ve multilocus enzim elektroforez (MLEE)

yontemlerini igermektedir.

Biyotiplendirmede bir organizma, farkli biyokimyasal reaktanlar ve
parametreler kullanilarak genus ve/veya tiir diizeyinde tanimlanip

siniflandirilabilir.

Antibiyogram, strainin antibiyotik varliginda biiylimesinin analizini
icermektedir. Ancak yontem ¢ok fazla ayirt edici degildir ve antibiyogram
ozellikleri plazmidlerin transformasyonu ile degisebilmektedir (Busch and

Nitschko, 1999).

Serotiplendirme, mikroorganizmalarin verilmis bir antiseruma

gosterdigi reaksiyonun belirlenmesini icermektedir.
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Tim hiicre lizatindan saglanmis proteinler SDS-PAGE ile
ayrilabilmekte ve protein tablolart strainlerin  siiflandirilmasinda

kullanilabilmektedir (Busch and Nitschko, 1999).

1.7.3. Genotipik Yontemler

Genotipik metodlar, krozomal ve ekstrakrozomal (plazmid) DNA

analizlerine dayanmaktadir. Ana avantajlari sdyle siralanabilir;
* Yakin suslarin ayirt edilebilmesi: Yiiksek ayirt edebilme giicii

* Tim suslar, bakteriden DNA ekstrakte edebildigin siirece
tiplendirilebilir.

* Analitik stratejiler bakteriden DNA ekstrakte edebildigin siirece

uygulanabilir.

* DNA diizenlenisi, kiiltiir kosullarindan ve preparat hazirlama

metodlarindan bagimsizdir.

* Elde edilen veriler istatistiksel olarak analiz edilebilir (Farber,

1996).

Genotipik yontemler; plazmid tiplendirmesi, ribotyping, polimeraz
zincir reaksiyonlarima (PCR) dayanan yontemler, niikleotid sekansi, DNA-

DNA hibridizasyonu yontemlerini igermektedir.



38

1.7.3.1. Plazmid Tiplendirme

Plazmidler; kendisini replike edebilen, ekstrakromozal, siiperkoil
genetik materyallerdir (Bush and Nitschko,1999; Farber,1996). Plazmidler
genellikle hiicrenin fenotipini degistiren Uriinleri ve/veya fonksiyonlari

kodlamaktadir.

Plazmid tiplendirmesinde, bakterial suslardan plazmid izole edilir ve
daha sonra say1 ve molekiiler biiyiikliikleri jel elektroforezi ile saptanir.
Ancak farkli pazmidler ayni biiyiiklikkte olabilmektedir. Restriksiyon
enzimlerinin kullanimi ile bu sorun ¢dziilebilmektedir. Farkli plazmidler
enzim uygulamasindan sonra farkli fragment tablolar1 ousturacaktir (Farber,
1996). Bu yontemin dezavantaji ise tiirler ve suslar arasindaki plazmid

transferidir.

1.7.3.2. Kromozal DNA Restriksiyon Endoniikleaz Analizi

Bu yontemde, DNA sik olarak kesen bir restriksiyon enzimi ile
kesilmekte ve fragmentler jelde yiiriitiilmektedir. izolatlar arasinda goriilen
fragment tablolarindaki farkliliklar, restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmde (RFUP)  gosterilmektedir.  Farkli  tablolar DNA
kompozisyonundaki varyasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu yontem, hizli,
pahali olmayan, nispeten kolay ve uluslararasi uygulanabilirligi olan bir
yontemdir. Fakat fragment tablolarmin yorumlanmasi, sayisiz fragmentin
olusmast nedeniyle kolay degildir ve yorumlama agaroz jel {izerinde
fragmentlerin ayrilabilmesi ile yakindan iligkilidir. Yorumlanabilir
sonuglarin elde edilebilmesi i¢in ¢ok sayida restriksiyon enzimi kullanilmasi

gerekmektedir.
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1.7.3.3. Ribotiplendirme

Ribotiplendirme, ribozomal genleri tanimasi igin diizenlenmis
niikleik asit problarinin  kullanildigr bir yontemdir. Bir prokaryotik
ribozomda tic RNA tipi bulunmaktadir (23S, 16S ve 5S rRNA). rRNA’y1
kodlayan genler yiiksek oranda korunmus bdlgelerdir ve bakterilerin
cogunda rRNA operonlarinin bircok kopyasi bulunmaktadir. Bdylece
ribozomal bir geni tasiyan kromozomal fragmentler problarla
hibridizasyondan sonra belirlenebilmektedir. Sonuglanan hibridizasyon
bantlar1 izolatlar arasinda karsilastirilmaktadir. Ribotiplendirme yontemi

bakterilerin gruplandirilmasinda kullanilan bir yontemdir.
1.7.3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PZR) Dayal Yontemler

PZR, DNA’nin 1siya dayanikli bir DNA polimeraz enzimi ile
amplifikasyonuna dayanan bir yontemdir. Spesifik  primerlerin
kullanilmasina bagli olarak istenilen bolge amplifiye edilmektedir.
Reaksiyon, yiiksek sicaklikta DNA’nin denatiirasyonu, primerlerin
baglanmasit ve termostabil DNA polimeraz ile sentez basamaklarinin
tekrarlanmasindan olusmaktadir. Amplifikasyon dongiisii 25-40 kez tekrar

ile hedef DNA bolgesinin 10° kattan fazla ¢ogalmasim saglamaktadir.
1.7.3.4.1. PZR-Ribotiplendirme

Prokaryotlarin rRNA’y1 kodlayan ribozom genleri, cins ve tiir
diizeyinde farkli uzunluk ve dizideki olan aralikli bolgelere ayrilmistir
(Farber,1996). Boylece belirli bir sus icin farkli rRNA’larin aralikli

bolgelerinin amplifikasyonundan sonra ¢esitli bantlar elde edilmektedir.
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Bunun yaninda 16S-23S veya 23S-5S rRNA arasindaki aralikli
bolgeler amplifiye edilebilir ve amplifikasyon {riinleri agaroz jelde
karsilagtirilabilir. Bu yontemde iiniversal primerlerin kullanilabilmesi en

onemli avantajdir.

Ribozomal operonlar arasindaki dizi varyasyonu bakterilerin
tanilanmasinda kullanilmaktadir (Jensen, 1993). Bakteriyal tiirler arasinda
ribozomal aralikli bolgelerinin 16S ve 23S rDNA bolgelerinden daha fazla
kararsiz oldugu tespit edilmistir (Barry, 1997). Ornegin olduk¢a yakin
iliskili B. subtilis ve B. atrophaeus tiirleri ribozomal intergenik aralikli
bolgeler ISRs karsilagtirmast ile ayirt edilebilmistir (Nagpal ve arkadaslari,
1998). Flint ve arkadaslar1 (2001), farkli laktik asit bakteri tiirleri ve ayn1
tiirlin suslar1 arasinda bile ISR dizilerinin uzunluklarindaki farkliliklari

gostermistir.

1.7.3.4.2. PZR-16 S rRNA Bolgesinin Dizi Analizi

Prokaryotlarda tiirler arasindaki diger kromozal bolgelerin rRNA’y1
kodlayan 16S ve 23S bolgelerine gore daha fazla kararsiz oldugu tespit
edilmistir (Barry, 1997). Bu bolgeler cins ve tir diizeyinde farkliliklar
gostermekte ve korunmus boélgeler olduklar1 i¢in prokoryotlarin

tanilanmalarinda kullanilmaktadir.

Elde edilen DNA o6rneklerinden ilgili bolge secilen spesifik primerler
kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmaktadir. Daha sonra elde edilen PZR iirlinii
O0zel olarak hazirlanmis, icinde normal ve bes karbonlu sekerin 3.
karbonundaki —OH grubunun yerine —H molekiiliiniin ge¢mis oldugu

(ddNTP), farkli dalga boyunda absorbsiyon yapan floresans boya ile
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isaretlenmis 4 ¢esit azotlu bazin (ddTTP, ddATP, ddGTP ve ddCTP) ayni1
anda bulundugu ikinci bir PZR karsimi ile ilk PZR karisiminda kullanilan
5’—3> (forward) veya 3’—5° (reverse) primerlerden birisinin
kullanilmasiyla tekrar isleme tabi tutulur. Bu PCR reaksiyonunda sentez
edilen yeni dizilere ddNTP bazlarin girmesiyle enzim senteze devam
edememekte ve bunu bagh olarak farkli uzunluklarda fragmentler elde

edilmektedir.
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Sekil1.4. 4 farkli dANTP ve dNTP’li bazlarin bulundugu karisim ile PCR
reaksiyonunun ve ddTTPnin sematize hali.

Farkli dalga boylarindaki floresan 6zellikte boyalarla isaretli dANTP
ve primerler ile amplifiye olmus DNA fragmentlerinin, tek kapiler igerisinde
elektroforezi esnasinda, 488 nm’de siirekli 1s1ma yapan lazer 1s1gmin
etkisiyle yaydig: floresan sinyalin mikrogip teknolojisi ile iiretilmis bir CCD
kamera tarafindan algilanarak elektronik sinyale donistiiriilmesi ile hedef

dizinin analiz yapilmaktadir.
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Sekil 1.5. a)Tek kapiller sistemi ile ¢alisan sekanslama cihazi. b)Kapiller iginde fragment

uzunluklarma gore siralanan dizilerin basindaki farkli dalga boyundaki
flouresans boyayla isaretli bazlar lazer 6niinden gegerken 1g1ma yapmakta ve bu
151k mercekler araciligryla CCD kamera iizerine diigiiriilmektedir. Daha sonra
bilgisayar araciligiyla istenilen DNA  bolgesinin  niikleotid  dizisi
belirlenmektedir.
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1.7.3.4.3. PZR-RFLP

Bu yontemde PZR iirlinleri uygun restriksiyon enzimleri ile kesilir.
Kesilmig amplikonlar agaroz jelde yiiriitiiliir ve DNA fingerprint sonuglari
elde edilir. 16S, 23S ve 16S-23S rRNA aralik bolgeleri bolge spesifik RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) i¢in kullanilir (Olive and
Bean, 1999; Caccamo, 2001).

1.7.3.5. RFLP’ye dayali genomik DNA

PFGE (Pulse field gel electrophoresis), yiiksek diizeyde ayirt edici
ve tekrarlanabilir olan bir tiplendirme yontemidir. Bu yontemde DNA
ekstraksiyonu siiresince DNA’nin kesilmesini 6nlemek icin tiim hiicre
agaroz boncuklar icine alinir. Daha sonra bu boncuklar DNA izolasyonu
i¢in deterjan ve enzimlerle muamele ettirilir. Ilerleyen adimda, izole edilen
DNA spesifik 8 veya 6 bazlik dizileri taniyan bir restriksiyon endoniikleaz
ile kesilir. Kullanilacak enzim, bakteriyal genomun G+C oranina gore
secilmektedir. Islem sonrasinda ¢ok biiyilk DNA fragmentleri (10-800 kb)
elde edilmektedir.

Bakteriyal boncuklar agaroz jele yiklenir. PFGE sisteminde,
elektriksel alan 6n saptama siiresince degiskendir. Salter veya nabiz siiresi
denilen bu siirede, elektriksel alanin yonii degiskendir. Sonug olarak, yiiksek

molekiiler agirliktaki DNA fragmentlerinin ayrilmasi saglanmaktadir.

Agaroz ve tampon konsantrasyonu, salter siiresi, voltaj ve elektroforez
stiresi fragmentlerin ayrilmasinda etkili olan 6nemli parametrelerdir (Olive

and Bean,1999; Busch and Nitschko,1999; Farber,1996).
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1.8. immobilizasyon

Kelime anlami olarak immobilizasyon hareketi kisitlandirma
demektir. Bilimsel anlamda immobilizasyon ise ¢esitli hiicrelerin ve
enzimlerin suda ¢oziinen veya ¢oziinemeyen bir tasiyiciya fiziksel veya

kimyasal olarak baglanmasi veya tutuklanmasidir.

Enzimatik reaksiyonlarda immobilize hiicrelerin kullanimi gerekli
enzimlerin saflastirilmasi ve izole edilmesi ihtiyacini ortadan kaldirmakla
beraber enzimlerin dogal ortamlarinda olmalarindan dolay1r operasyonel
denaturasyon olasiligin1 azaltmaktadir. Ayn1 zamanda hiicresel ortamda
kofaktdr rejenerasyonunda Onemli bir problem olmaktan ¢ikar. Bu
calisilabilecek enzim araligmi genisletir. Ustelik ¢ok adimli enzimatik

reaksiyonlar gergeklestirilebilir.

Ancak enzimatik reaksiyonlarda immobilize hiicrelerin kullaniminin
cesitli dezavantajlart da mevcuttur. Bunlara hiicre duvarlarinin, plazma
membranin veya organel membranlarinin substratlarin uygun enzime
ulagmasini ve irilinlerin tekrar disar1 ¢ikmasini ciddi bigimde etkileyecegi
gercegi dahildir. Ayrica ortamda pek cok baska enzimin de bulunuyor
olmasi1 istenmeyen yan reaksiyonlarin olusumuna da neden olabilir

(Woodward J.).

Immobilize  hiicrelerle, enzim {iretimi  yapilabilmesi igin
mikroorganizmalarin mutlaka istenilen enzimi ekstraselliiler olarak liretmesi
gerekmektedir. Aksi taktirde immobilizasyonun hi¢bir 6nemi kalmaz. Fakat
secilen tilir iyi bir enzim iireticisi ise yapilan genetik manipiilasyonlarla

hiicre zarinda gegirgenlik saglanabilir.
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Mikrobiyal hiicrelerin hidrojel gibi matrikslere immobilizasyonu
hiicreleri pH, sicaklik, organik ¢oziiciiler ve zehir gibi ¢evresel etkilerden
korur, ayrica immobilize hiicrelerin ortamdan uzaklagtirilmasi kolayca
gerceklestirilir. Immobilizasyonla, siirekli kiiltiirlerde yiiksek akis hizina
ragmen hiicre kaybi olmaksizin istenilen hiicre konsantrasyonlarinda
calisilabilir. Sonug olarak {iriin verimliligi artar (Park J.K., Chang H.N.,
2000). Kesikli kiiltiirlerde ise hiicrelerin ortamdan kolayca uzaklastirilmasi
gibi alt akim islemleri basite indirgenir. Neticede filtrasyon, santrifiij gibi

maliyeti artiran prosesler uygulanmadan iiriin elde edilir.

Hiicrelerin immobilizasyonunda temel olarak kullanilan yontemler;
Baglama yontemlerinden g¢apraz baglama ve tasiyiciya baglama (yiizeye
adsorpsiyon, tastyiciya kovalent baglama vb), tutuklama yontemlerinden ise
polimerik jellerde (aljinat, kitosan, agar, poliakrilamid vb.) tutuklamadir.
Kullanilan en yaygin ve bu calismada da kullanilan ydntem jelde

tutuklamadir.

1.8.1. Tutuklama Yontemleri

Prensip olarak tutuklama, molekiilii veya hiicreyi belirli bir mekanda
durmaya zorlamaktir. Hiicre bulundugu cevreden disariya c¢ikamaz. Bu
islem polimer matriks i¢indeki kafeslerde gerceklestirilebilecegi gibi yart
gecirgen membranlar icinde mikrokapsiilleme ve miseller ile de
gerceklestirilebilir. Bu yontemi kovalent baglama ve ¢apraz baglama ile
immobilizasyondan ayiran en Onemli 6zellik molekiiliin veya hiicrenin

fiziksel ve kimyasal olarak bir tasiyictya baglanmamis olmasidir.
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1.8.1.1. Jelde Tutuklama

Yontemin temeli ¢apraz baglamanin ve polimerizasyonun
olusturuldugu ortamda hiicrenin de bulunmasi halinde, hiicrenin ¢apraz
baglama sonucu olusan odaciklarda tutuklanmasi olayma dayanir. Béylece
hiicrelerin ortama ge¢meleri engellenirken, besinler (C ve N kaynaklari) ve
tiriinler (enzimler) gozeneklerden kolayca igeri ve disar1 difiize olabilirler.
Gozeneklerin boyutu ise matriksin konsantrasyonuyla ters orantilidir.
Konsantrasyon artmasi gézenek boyutunu kiiciiltiir. Konsantrasyon dyle bir
ayarlanmalidir ki hiicreler tutuklanabilsin ama besinler ve iirlinler iceri ve

disari ¢ikabilsin.

Jel matriksi olarak genellikle agar, agaroz, x-karrajenan, jelatin,
aljinat, kitosan ve seliiloz kullanilmaktadir. Bunlarin bazilar1 pahali
olmalarina ragmen mekanik giicleri zayiftir. Bundan dolay1 jel boncuklara
yiiklenebilecek maksimum hiicre, hacmin % 25 kadardir. Poliakrilamid ve
poliiiretan ise mikrobiyal hiicreler ic¢in toksiktir. Hayvansal hiicrelerin,
mikrobiyal hiicrelerin, mitokondrilerin, kloroplastlarin, protoplastlarin ve
alyuvarlarin tutuklanmasinda en uygun polimer aljinattir (Park J.K., Chang

H.N., 2000).

1.8.2. Jelde tutuklamada kullanilan Kullanilan Dogal Polimerler

1.8.2.1.Aljinat

Aljinat 0Ozellikle Kuzey Atlantik’deki kayalik kiyilarda (ABD,
Norveg, Ingiltere, Isve¢) cok yaygmn bulunan kahverengi alglerden elde

edilmektedir. Aljinat alglerde kalsiyum tuzu seklinde bulunur ve hiicre
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zarinda iyon degistirici olarak etki eder. Son zamanlarda fermentatif olarak
Pseudomonas putida, P. aeruginusa ve Azobacter vinelendii ile aljinat
iiretimi gergeklestirilmistir. Ticari olarak piyasaya daha ¢ok sodyum-aljinat
formunda sunulmaktadir ki bu iiriin de aljinatin su baglayic1 6zellikteki bir
polisakkarit olmas1 nedeniyle gida endiistrisinde jel yapici, stabilizatér ve

koyulastirict madde olarak ¢ok tiiketilmesiyle sonuclanir (Kiling, A. 1990)

Kimyasal Kompozisyon Ve Yapisi

[
COOH
0 o
o HO OH
COOH COOH 0
o HO OH
0
HO OH
L J-n

Sekil 1.6 Aljinik asidin yapisi. (Telefoncu, A. 1993)

Aljinatlar yiiksek oranda, hiicre tutuklayict olarak ve enzim

immobilizasyonunda kullanilirlar.

Kalsiyum aljinat jellerinde hiicre tutuklamak giinlimiizde hiicre
immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan yontem haline gelmistir. Hiicre

tastyan aljinat boncuklar tiretmek oldukga basittir.

Bir hiicre veya enzim ¢dzeltisi, sulu aljinat soliisyonu ile %2-4
oraninda karistirilir. Karistm multivalent katyon soliisyonu tasiyan bagka bir
sollisyona (0,05-0,1 M) CaCl, damlatilir. Damlalar ¢abucak katilagsarak

iyonotropik jel olustururlar ve bu arada da hiicreleri tutuklarlar.
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1.8.2.2. Kitosan

Kitin N-asetil D glukozamin' in (N-asetil 2-amino 2-deoksi D-
glukopiranoz) B1-4 baglariyla baglanms, yiiksek molekiil agirlikli, diiz bir
polimerdir (sekil 1.14). Kabuklularin ve mikroorganizmalarin viicut
yapilarmi korudugu gibi bir arada tutma islevini de iistlenmistir. Dogada
binlerce ton kitin mevcuttur. Ticari olarak kitin deniz endiistrisinin yan

atiklar1 olan, yengeg, karides ve 1stakoz kabuklar1 atiklarindan elde edilir.

Kitosan, kitinin deasetillenmis tiriiniidiir (sekil 1.15). Kitosan iiretimi
yiiksek sicaklikta konsantre alkali ¢ozeltilerde kitinin asetamid gruplarinin
hidrolizi sonucu gergeklestirilir (sekil 1.15). Kitosan birka¢ fungus tiirii

disinda dogada bulunmaz.

Kitosan

Sekil 1.7 Kitin ve Kitosanin Yapisi

Kitosan toksik degildir. Kolayca biyoabsorblanabilen ve diisiik pH’
larda jel olusturma yetenegine sahiptir. Ayrica basit serbest aminler igerir ve

bir¢ok inorganik ve organik tuzlarla tuz olusturabilir. Bu tuzlarin bircogu
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suda ¢oziilebilir ve genellikle kitosan organik ve inorganik asitlerin sulu
cozeltilerinde ¢oziilebilir. Kitosanin amin gruplarinin asetilasyonu, reaktif
olarak acil anhidritlerin kullanimi ile gergeklestirilir. Acilasyon islemi

sirasinda kitosan sollisyonu yavas yavag ¢Oziiniirliigiinii kaybederek jel hale

geger.

NaOH
Deasetilazyon

J;

Sekil 1.8 Deasetilasyon islemi

Bu ozellikler dogal polimer olan kitosani hiicre immobilizasyonu

pozisyonunda ideal bir polimer yapar.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

Calisma stiresince kullanilan aljinat, kitosan, CaCl,, Glukoz,
(NH4),S04, Trizma Base, NaCl, Tween-80, Triton X-100 Sigma Chemical
Co., Mg (S04),.7H,0, Fe (SO4),.7H,0. Merck firmalarindan saglanmistir.
Calismada kullanilan diger kimyasallar ise analitik safliktadir. CSL, Pepton,
kazein, tripton, yeast ekstrakt, balik yagi, zeytin yagi, aycicegi yagi, misir
yagi, soya yagi, findik yagi, pamuk yagi, (NH4),SO4, NaNOs, (NHy)2NOs3,
NH4Cl, Agar mikroorganizma kiiltivasyonunda kullanilmis ve farkli ticari

firmalardan temin edilmistir.

Besiyeri 1. Glikoz Yeast Ekstrakt Agar (GYA)

Yeast ekstrakt 5gr
Pepton 3gr
Glikoz 10 gr
Agar 15 gr
Siklohekzimid 100mgr/ml
Distile su 1000 ml

Besiyeri pH’s1 7,0’a ayarlanir ve otoklavda 121 °C’de 20 dakika
steril edilmistir. Pastor firinda 180 °C’de steril edilmis petri kaplarina 20

ml dagitilarak kullanima hazirlanmistir. Antifungal olarak kullanilan
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siklohekzimid membran filtrasyonu ile steril edildikten sonra otoklavda

steril edilmis besiyerine ilave edilmistir. Aktinomisetlerin izolasyonunda

kullanilmistir.

Besiyeri 2. Lipaz aktivitesi tarama ortama:

Tri-n-butirin
Yeast ekstrakt
Pepton
Glukoz

Agar

Distile su

5ml
Sgr
3gr
Sgr

15 gr
1000 ml

Ortam pH’st 7,0’a ayarlandiktan sonra 121 °C’de 20 dakika

otoklavlanmugtir. Pastor firminda 180 °C’de steril edilmis petri kaplarina 20

ml dagitilarak kullanima hazirlanmistir.

Besiyeri 3. Bennet’s Agar (DAP analizi icin)

Yeast Extrakt
Lab Lemko
Bakto Kasiton
Gliserol

Agar

Distile su

lg
0,8 g
2g
10g
18 g
1000 ml

Ortam pH’s1 7,2’ye ayarlandiktan sonra 121 °C’de 20 dakika

otoklavlanmigtir. Pastor firminda 180 °C’de steril edilmis petri kaplarina 20

ml dagitilarak kullanima hazirlanmigtir.
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Besiyeri 4. Lipaz Uretim Ortam1

Yeast Ekstrakt Segr
Pepton 3gr
Indiikleyici Ajan % 1

Ortam pH’s1 7,2’ye ayarlandiktan sonra erlenlere dagitilarak 121
°C’de 15 dakika otoklavlanmustir.

2.2. Yontem
2.2.1. Orneklerin toplanmasi ve hazirlanmasi:

Denemede kullanilan mikroorganizmalarin izole edildigi topraklar
Ege Universitesi kampiisiinde bulunan zeytin bahgesi ve Rize’den temin
edilmistir. Bu Orneklerden zeytin bahgesinden alinan toprak pH’s1 nétral
iken, Rize’den alinan toprak ise asidik Ozelliktedir. Mikroorganizmalarin
izolasyonunda kullanilan pirina 6rnegi ise bir zeytinyagi iiretim fabrikasi

(Bornova) atiklarindan alinmustir.

Toprak drneklerinin kuru agirliklarinin tespit edilmesi i¢in 100 gram
toprak 105 “C’de sabit agirliga gelinceye kadar bekletilmistir. Siire sonunda
tekrar 6lgiim yapilarak 100 gram yas topragin ka¢ gram kuru topraga denk

geldigi bulunmustur.
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2.2.2. Actinomycetes izolasyonu

Actinomycetes liyelerini zenginlestirmek i¢in toprak ve pirina
orneklerine, 1:10 (w/w) oraninda CaCO; eklenerek 27 °C’de 4 giin inkiibe

edilmistir.

Bu orneklerden 25 gram tartilarak aseptik kosullarda 225 ml’lik
fizyolojik tuzlu su (%0,85 tuz igeren steril distle su) icerisine aktarilmistir.
Stispansiyon haline getirilen Orneklerden 1/10 oraninda seyreltmeler
hazirlanarak her seyreltmeden iki parelelli olarak steril petri kaplarina
aktarilmistir. Otoklavlanmis ve yaklagik 50 °C sicakliga getirilmis Glukoz
Yeast Ekstrakt Agar (GY A) besiyerine membran filtrasyonu (0,45 pm ¢apli)
ile steril edilmis Siklohekzimid 100pg/ml konsantrasyonunda ilave
edilmigtir. Her petriye 20 ml olacak bicimde besiyeri ilave edilmis ve
petriler 27 °C’de 5 gilin boyunca inkiibe edilmistir. Petrilerde olusan
kolonilerden, morfolojik ve pigmentasyon 6zelliklerine gore Actinomycetes

tiyeleri lup yardimla se¢ilmistir.

Izole edildigi yere gére adlandirilan izolatlar, ard: ardmna izolasyon
besiyerinde c¢izgi ekim teknigiyle saf koloni haline getirilmis ve daha
sonraki uygulamalar i¢in yattk GYA besiyerinde +4 °C’de stoklanmustir.

Stoklar ayda bir yenilenmistir.
2.2.3. Lipaz Ureticisi Aktinomiset’lerin Saptanmasi

Izole edilen organizmalarin lipaz aktiviteleri belirlenmistir. Bu

amagcla kalitatif ve kantitatif metotlar kullanilmistir.
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2.2.3.1. Kalitatif Yontem ile Lipaz Aktivitesinin Belirlenmesi

GYB besiyerinde 24 saatlik, aktiflestirilen izolatlar lipaz tarama
ortammna nokta ekimi ile aktarilarak 27 ‘C’de 4 giin inkiibe edilmistir.
Tribiitirin substratini hidrolizleyerek koloni etrafinda agilma zonu olusturan
izolatlar, lipaz iireticisi olarak degerlendirilmis ve en biiyiik hidroliz zonu

olusturan izolatlar kantitatif lipaz aktivitelerinin 6l¢iilmesi i¢in se¢ilmistir.

2.2.3.2. Kantitatif Yontem ile Lipaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Lipaz aktivitesi Rapp ve Backhaus’a (1992) gore kromojenik bir
substrat olan p-nitro fenil palmitat (pNPP) kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

50ml Lipaz iiretim ortamimna Iml aktif pelletlerin aktarilmasiyla,
27°C’de 200 rpm’de iiretilen mikroorganizmalarin ekstraselliiler lipaz
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla, belirli siirelerde iiretim ortamindan 1
ml alimmis ve +4 °C de 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Elde

edilen siipernatant lipaz aktivitesi 6l¢iimlerinde kullanilmistir.

Substratin hazirlanmasi: 30 mg pNPP 10 ml n-propanol igerisinde
¢ozilir, iizerine 200 mg Triton X-100 igeren 90 ml 0,05 M Tris/HCI (pH

7,2) tamponu ilave edilir.

Standartin hazirlanmasi: Standart ¢ozelti olarak, 10 pmol/ml
derisimindeki ticari pNP (Sigma) ¢ozeltisi kullanilirak, 0,005-0,1 pmol/ml

derisimlerinde standartlar hazirlandi.

Islem asagida cizelgede belirtildigi sekildedir.
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Cizelge 2.1 Lipaz aktivitesi 6l¢iim yontemi

Kor Ornek Standart
Tampon 0,1 ml - -
Ornek - 0,1 ml -
Standart - - 0,1 ml
pNPP Substrati 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml
Tiipler karistirildiktan sonra 37° C de 15 dk. inkiibe edilir.
0,1M Na,CO; 0,15 ml 0,15 ml 0,15

410 nm de absorbanslar1 okunur.

Islem sirasinda gergeklesen lipaz enziminin katalizledigi reaksiyon

asagida verilmistir.

Reaksiyon:

o) OH 0

JK/\/\/\/\/\/\/\

e CH, M
© + HC OH

+ OH Lipaz
NO, OH, __ P%= . No,
PNPP Su PNP Palmitik asit

[(Abs),,=410 nm]

Bir birim lipaz aktivitesi 37 °C’de aktivite Olglim kosullarinda
dakikada 1 pumol p-nitrofenil olusturan enzim miktar1 olarak ifade edilir.
Spesifik aktivite ise reaksiyon kosullarinda 1mg protein tarafindan

olusturulan 1pumol PNP olarak ifade edilmistir.
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2.3. Protein Tayini

Protein konsantrasyonu Bradford (1976) metodu ile tayin edilmistir.

Bu amagla, aktivite 6lgmek i¢in hazirlanan siipernatant sivisi kullanilmistir.

Bradford Reaktifinin Hazirlamisi: 40 mg. Coomassie Brillant Blue
G-250, %95’lik 50 ml etanolde ¢oziiliip, lizerine 55 ml %88’lik fosforik asit
ilave edilerek distile su ile 1 litreye tamamlanmistir. Daha sonra filtre

edilmistir.

Standart Protein Cozeltisi: Sigir serum albliminin (BSA), distile
suda hazirlanmig 10 mg/ml’lik stok standart ¢ozeltisinden 0,02-0,2 mg/ml
konsantrasyon araliginda hazirlanan protein ¢ozeltileri ile cizilen standart

grafik kullanilarak, 6rneklerin protein miktarlar1 hesaplanmistir.

Standart ve Orneklerin protein miktarlari tablodaki isleme gore

belirlenmistir.
Cizelge 2.2 Bradford yontemi:

Kor Standart Ornek
Distile su 0,1 ml - -
Standart ¢oz. - 0,1ml -
Ornek coz. - - 0,1 ml
Bradford Reak | 2,0 ml 2,0 ml 2,0ml
Kiivetler karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.
595 nm’de absorbanslar okunur.
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2.4. immobilize Sporlar ile Lipaz Uretimi
2.4.1. Sporlarin Aljinat ile Immobilizasyonu

Tiiplerde 4 ml distile suda ¢oziinerek hazirlanan Na-aljinat ¢6zeltisi,
121°C de 15 dk. steril edilmistir. Uzerlerine GYB besiyerinde 27 °C’de 48
saatte iiretilen sporlardan (107 adet/ml) 1 ml ilave edildikten sonra istenilen
son aljinat konsantrasyonlarina (%2, %3, %4, %5) ulasilmistir. Tipler
vorteksle karistirildiktan sonra steril, otomatik pipet uclariyla, +4 °C’deki
150 ml’lik steril CaCl, (% 0,2 w/v) ¢ozeltisine damlatilarak immobilizasyon
gerceklestirilmistir. Boncuklar ayni sicaklikta CaCl, igerisinde 1 saat
bekletilerek sertlesmesi saglanmistir. Siire sonunda boncuklar steril distile

su ile iki kez yikanmustir.
2.4.2. Kitosanla Kaplama

Kitosan, %1’lik glasiyel asetik asit i¢inde %0,3 olacak sekilde
hazirlanmis ve 80 °C’de karistirarak ¢6ziilmiistiir. Daha sonra 121 °C’de 15

dakika steril edilmistir.

Alginatla kaplanmis boncuklar, +4 °C’ye kadar sogutulmus kitosan
¢Ozeltisi icinde 1 saat bekletilmistir. Boncuklar steril saf su ile iki kez
yikanarak tretim ortamma alinmistir. Sonu¢ olarak aljinatin karboksil
gruplart ile kitosanin amin gruplari arasinda elektrostatik etkilesim olmakta

ve aljinatin etrafinda ekstra bir tabaka olugmaktadir.
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2.5. Batik Kiiltiir Yontemi ile Lipaz Uretimi
2.5.1. Farkh Karbon Kaynaklarinin Lipaz Uretimine Etkisi:

Besiyeri icerigindeki karbon kaynagi degistirilerek lipaz
aktivitelerine bakilmistir. Bu amacla karbon kaynagi olarak %1 oraninda
zeytin yagi, aycicegi yagi, misir yagi, soya yagi, pamuk yagi, balik yagi,
findik yag1 ve Tween 80, GYB besiyerindeki glikoz yerine kullanilmustir.

2.5.2. Farkh Azot Kaynaklarinin Lipaz Uretimine EtKisi:

En iyi karbon kaynagi belirlendikten sonra lipaz {iretimine azot
kaynaginin etkisi arastirilmistir. Bunun igin inorganik azot kaynagi olarak
(NH4),S04, NaNO3, (NH4),NO3;, NH4Cl ve organik azot kaynagi olarak ise
yeast ekstrakt, tripton, corn steep likér (CSL), pepton ve kazein
kullanilmistir. Azot kaynaklart GYB ortamindaki azot kaynaklar1 yerine %1

oraninda ilave edilmistir.
2.5.3. Farkli pH Degerlerinin Lipaz Uretimine Etkisi:

Aktivitenin en iyi oldugu karbon ve azot kaynaklar1 kullanilarak ortam

pH’s14-8 olarak ayarlanmis ve gilinlere bagl lipaz aktivitesi dl¢iilmiistiir.
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2.5.4. Izolatin Biiyiime Egrisinin Cikarilmasi

Icerisinde % 1 yeast ekstrakt, % 1 aycicek yagi bulunan iiretim
besiyerinde pH 7.0’da, giinlere bagimli olarak lipaz aktiviteleri ve kuru

hiicre agirliklar 6l¢iilmistiir.
2.6. izolatin Tamlanmasi:
2.6.1 Diamopimelik Asit (DAP) Analizi :

Modifiye Bennet’s agar iizerinde 2 hafta 27 *C’de biiyiitiilen izolat,
petri yiizeyinden kazinarak toplanmis ve liyofilize edilmistir. Liyofilize
edilen 50 mg ornek geri sogutucuda 1 ml 6 N HCI ile 100 °C’de 18 saat
hidrolizlenmistir. Hidrolizat sogutulduktan sonra 5.5 cm’lik Whatman
No.1’den filtre edilmistir. Tiip i¢ine kiigiik bir parca turnusol kagidi atilmig
ve 6N NaOH damla damla ilave edilerek notralize edilmistir. Ornek
stizlildiikten sonra 1 ml steril distile su ile iki kez yikanmistir. Son olarak
300ul distile su eklenmis ve 20 x 20 cm seliiloz ince tabaka plaklar1 (TLC)

tizerine 5 pl 6rnek uygulanmustir.

DAP’1n ince tabaka kromotografisinde yiiriitiilmesi i¢in kullanilan
gelistirme soliisyonu metanol: su: 10N HCI: piridin (80 : 26,25 : 3,75 : 10,
v/v ) karisimi kullanilmistir. Ornek bu soliisyon iginde 5 saat yiiriitiilmiistir.
Siire sonunda olusan DAP bantlarinin goézlenmesi i¢in aseton iginde
¢Oziinmiis ninhidrin (% 0.2) puskiirtiillmiis ve 100 °C’de yakilarak goriiniir
hale getirilir. Olusan mavi renk pozitif sonucu verir. Bantlarin belirlenmesi

icin standart DAP karisimi (Sigma-D1377) kullanilmastir.
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2.7.2 Molekiiler Tanilama:

Lipaz aktivitesi en yliksek izolat olan Streptopmyces sp. F11’in DNA
ekstraksiyonu i¢in Invisorb Spin Bacteria (Invitek 10332002, Almanya) kiti,
pelletten ekstraksiyon protokoliinde cesitli modifikasyonlar yapilarak,

kullanilmustir.

DNA ekstraksiyonu i¢in GYB besiyerinde 2 gin 27 °C’de
calkalamali olarak biiyiitiilen pelletler kullanilmigtir. Pelletlerden aseptik
kosullarda 1 ml alinip steril ependorf tiiplerine aktarilmistir. Tiip +4 “C’de
12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen pellet lizerine Resuspension Buffer
R’den 400 pl eklenmistir. Kisa siireli vorteksleme ile pellet soliisyon iginde
homojenize edilmistir. Karisim Extraction Tube L’ye alinarak 65 “C’de 30
dakika calkalamali olarak inkiibe edilmis ve sonra tiip 95 °C’deki su

banyosuna alinarak 15 dakika daha lizis islemine devam edilmistir.

Stire sonunda aciga ¢ikan DNA’nin filtreye baglanmasim
kolaylagtiran Binding Buffer B6’dan 400 pl eklenip kisa siireli vorteksleme
ile karigmasi saglanmigtir. Karistm RTA Receiver tiipiine yerlestirilmis
RTA Spin filtre kolonuna aktarilmistir. 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilerek DNA’nin filtreye baglanmasi ve diger hiicre atiklarinin Receiver

tiipline gecmesi saglanmigtir.

Filtreye baglanmasi istenmeyen diger yan iiriinlerin arindirilmasi i¢in
filtre kolonu yeni Receiver tlipiine alinarak {izerine 500 pul Wash Buffer I
eklenip 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra filtre kolonu
tekrar yeni Receiver tiiptine alinmig ve 700 pl Wash Buffer II eklenerek
10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
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Yikama soliisyonlarinin (Wash Buffer 1 ve II) aktif olarak
calismasini saglamak i¢in onceden iglerine konulan saf etanoliin filtreden
uzaklastirilmasi igin filtre kolunu yeni Receiver tiipiine alinarak 14000
rpm’de 4 dakika santrifiij edilmis ve boylece filtredeki etanoliin Receiver

tiipiine gecmesi saglanmstir.

Filtreye baglanmis olan DNA’nm filtreden kurtarilmasi icin filtre
kolonu Elution tiipiine yerlestirilerek 200 pl Elution Buffer D eklenmistir.
Tiip, oda 1sisinda 3 dakika inkiibe edildikten sonra 8000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmis ve filtredeki DNA’nin Elution tiipiine ge¢mesi

saglanmistir. Son olarak filtre kolonu atilmistir.

Elde edilen ekstraksiyon {iriinii, % 2’lik agoroz jelde yiiriitiilerek

kontrol edilmistir. Daha sonra -20 °C’ye kaldirilarak saklanmugtir.

PZR islemi igin; 5’-TCACGGAGAGTTTGATCCTG-‘3 Forward
Primeri ve 5’- GCGGCTGCTGGCACGTAGTT-3 Reverse Primeri (Lee et
al., 2002) ile 5~ ACAAGCCCTGGAAACGGGGT-3’ forward primer 5’-
AGATCGGAATTCCTGGTG-3 ve 5 -TGTCTTGGGCTGCACACGT-3

reverse primerleri kullanildi (Rintala, 2003).

Ayrica bu primerler http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ adresindeki gen
bankalarinda arastirilarak AB026199 Streptomyces scabies (ATCC 49173)
strainin 16S Ribozomal RNA boélgeleriyle karsilastirilarak uygunlugu tespit

edilmistir.

PCR karisimi ve protokolii asagida ¢izelgelerde verilmistir.
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Cizelge 2.3. PZR protokolii 1

Applied Biosystems Gene Amp® 10 X Buffer Sul
(100mM Tris-HCI, pH 8.3; 500 mM KCI)
Applied Biosystems Gene Amp® MgCl, (25 mM) 3ul
dNTP (2 mM , Fermentas) 3ul
Forward Primer (10 pmol) ( TCACGGAGAGTTTGATCCTG) 2,5 ul
Reverse Primer (10 pmol) ( GCGGCTGCTGGCACGTAGTT) 2,5 ul
Applied Biosystems Native Taq DNA Polymerase (5 U/ml) 0,5 ul
ddH,0O 28,5 ul
[zolat DNA’s1 Sul

Cizelge 2.4. Thermalcycler protokolii 1
Sicakhik 95°C | 95°C 60°C | 72°C | 72°C 4°C
Siire 5dk 60 sn 45 sn 80 sn 5dk o0
Dongii sayis1 1 30 1

Cizelge 2.5. PZR protokolii 2

Applied Biosystems Gene Amp® 10 X Buffer 5ul
(100mM Tris-HCI, pH 8.3; 500 mM KCI)
Applied Biosystems Gene Amp® MgCl, (25 mM) 3ul
dNTP (2 mM , Fermentas) 3ul
Forward Primer (25 pmol) ( ACAAGCCCTGGAAACGGGGT) 2,5 ul
Reverse Primer (25 pmol) ( AGATCGGAATTCCTGGTG) 2,5 ul
Applied Biosystems Native Taqg DNA Polymerase (5 U/ml) 0,5 ul
ddH,0O 28,5 ul

[zolat DNA’s1

5ul




Cizelge 2.6. Thermalcycler protokolii 2
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Sicakhik 95°C | 95°C 54°C 72°C | 712°C 4°C
Siire 5dk | 45sn | 130sn | 70sn 7 dk 0
Dongii sayisi 1 45 1
Cizelge 2.7. PZR protokolii 3

Applied Biosystems Gene Amp® 10 X Buffer S5ul
( 100mM Tris-HCI, pH 8.3; 500 mM KCI)
Applied Biosystems Gene Amp® MgCl, (25 mM) 3ul
dNTP (2 mM , Fermentas) 3ul
Forward Primer (25 pmol) (ACAAGCCCTGGAAACGGGGT) 2,5 ul
Reverse Primer (25 pmol) ( TGTCTTGGGCTGCACACGT) 2,5 ul
Applied Biosystems Native Taqg DNA Polymerase (5 U/ml) 0,5 ul
ddH,O 28,5 ul
Izolat DNA’s1 S5ul

Cizelge 2.8. Thermalcycler protokolii 3
Sicakhik 95°C | 95°C 64 °C 72°C | 712°C 4°C
Siire 5dk 45sn | 130sn | 70sn 7 dk 00
Dongii sayisi 1 45 1

PZR reaksiyonu 9700 model Perkin-Elmer (Foster City.CA. U.S.A)
thermalcycler1 kullanarak gerceklestirilmistir. Islem sonrasinda PZR

iriinleri % 2’lik agoroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir.




64

PZR iirlinliniin Cycle sequencing dncesi saflastirilmasi i¢in Invisorb
Spin PCRapid (Invitek, 10202004 Almanya) kiti kullanilmistir. PZR iiriiniin
tizerine 130 pl Buffer P’den eklenmistir. Karigim Receiver tiipiine
yerlestirilmis Spin filtre kolonuna aktarilarak oda sicakliginda 1 dakika
inkiibe edilmistir. Tiip siire sonunda 10000 rpm’de 30 saniye santrifiij

edilmistir.

Filtrenin temizlenmesi i¢in yeni Receiver tiipiine alinmig filtre
kolonuna 700 pl Wash Buffer eklenerek 10000 rpm’de 30 saniye santrifiij

edilmistir.

Filtreden Wash Buffer icine dnceden konulmus etanoliin ve Wash
Buffer fazlaliginin uzaklastirilmasi i¢in, filtre kolonu yeni Reveiver tiipiine

alimmig ve 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

Son olarak filtre kolonu Elution tlipiine alinarak 30 pl Elution
Buffer’dan eklenmistir. Oda sicakliginda 3 dakika inkiibasyondan sonra
10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve PZR iiriiniiniin Elution tiipiine

gecmesi saglanmustir.

Purifikasyondan sonra PZR iiriinlinde kayip olup olmadigini ve de
Cycle sequencing i¢in iiriinden kullanilacak miktarin belirlenmesi i¢in PZR

tirtinii tekrar % 2’lik agaroz jelde yirtitiilmiistiir.

Purifiye edilmis PZR iiriinii Forward ve Reverse primerler ile ayri
ayr1 Sekans PZR’ma (Cycle sequencing) alinmistir. Sekans PZR’1 asagida
verilen miks ve protokole gére BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Perkin Elmer Applied Biosystems ; part no: 43031539) kullanilarak 9700
model Perkin-Elmer (Foster City.CA. U.S.A) thermalcyclerinda
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gerceklestirilmistir (BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit,
Applied Biosystems).

Cizelge 2.9. Cycle sequencing PZR karisimi

Ready Reaction Mix 8 ul

Forward ya da Reverse | 0,5 pul
Primer (3.2 pmol)

Ornek DNA’s1 2-8 ul

ddH,O Aktarilan DNA miktarini gore toplam
hacmi 20 pl’ye tamamlayacak sekilde
ayarlanir.

Cizelge 2.10. Cycle sequencing PZR protokolii

Sicakhik 96 °C 50°C | 60°C 4°C
Siire 10 sn 5sn 4 dk 00
Dongii sayisi 25

Cycle sequencing PZR isleminden sonra sodyum asetat
(CH3COONa) piirifikasyon islemi uygulanmistir. PZR iiriinii lizerine, pH
4.6 olan 3 mM’lik sodyum asetattan 2 pl eklenip iizerine 50 pl %95°1ik
etanol pipetlenmistir. Karisim 1,5 ml’lik ependorf tiipiine aktarilmistir. Bu
ptrifikasyon isleminin hi¢bir asamasinda vorteks kullanilmamaktadir, bu

nedenle karisim hafifce elle vurularak karistirilmistir.

Tiip buz ig¢inde 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda

hi¢ bekletilmeden 13000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
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yeni 1,5 ml’lik ependorf tiipiine almip iizerine 250 pl %70’lik etanol

eklenmistir. Karigim hafifce elle vurularak karigtirilmigtir.

Tiip 13000 rpm’de 5 dakika santriflij edilip siipernatant tamamen

atildiktan sonra oda sicakliginda kurumaya birakilmstir.

Kuruyan iiriin -20 °C’de 1 hafta saklanabilir veya direk sekans

cihazina yiiklenebilir.

PZR iiriiniine 20 pl formamid eklenip kisa siire vortekslenmistir.
PZR iirlintindeki ¢ift sarmal yapinin agilmasi i¢in termalcyclerda 95 °C’de 5
dakika bekletilen iiriin daha sonra buz iginde 2-3 dakika soklanmis ve

boylelikle sarmal yapinin tekrar olusmasi engellenmistir.

Omek onceden 50 °C’ye getirilmis ABI 310 sekanslama cihazina
(ABI Prism 310 Genetic Analyzer-The Measure of Enabling Technology,
1997. PE Applied Biosystems) yiiklenmistir. Cihazda 47 ve 61 cm’lik
kapiller, kapiller iginde POP 6 polimeri ve tampon olarak EDTA’l1 10X

Buffer kullanilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Kalitatif ve Kantitatif Lipaz Aktiviteleri

Kantitatif lipaz aktivitesinin belirlenmesi amaci ile kullanilan pNP

standart grafigi ve aktivite 6l¢timiinde kullanilan formiil asagida verilmistir.

A410XVT

Lipaz Aktivitesi (U/ml) =——————
T, XV .xEgim

x Seyreltme Katsay1si

V1 = Toplam reaksiyon hacmi (ml)
Vg = Enzim hacmi (ml)

Tink = 1nk1'ibasy0n stiresi (dak.)

y = 11,276x

R? = 0,9998
1,2

1 —
08 _—
0,6 _—
0,4 —
0,2 —
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

pNP (mmol/ml)

Absorbans (Asgs)

Sekil 3.1. pNP standart grafigi

Orneklerdeki protein miktarmni dlgmek amaci ile Bradford yontemi

ile BSA kullanilarak olusturulan protein standart grafigi asagidadir.
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y = 2,1248x
2 _
0.35 - R®=0,9974
0,3 P
é 0,25 -
o 0,2
g
£ 0,15
o]
2 01 /
<
0,05
0 T T T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
BSA (mg/ml)

Sekil 3.2. BSA ile hazirlanan protein standart grafigi
3.2. Izolatlarn Lipaz Aktiviteleri

Seyreltme plaka yontemi ile yapilan ekimler sonucunda olusan
kolonilere lup altinda bakilarak farkli koloni morfolojileri ve olusturduklar
pigmentlere gore 52 Actinomycetes iiyesi secilmis ve bu ornekler ¢izgi

ekimler yapilarak saflastirilmistir.

Saflastirilan izolatlar lipaz aktivite screening ortamina ekilen
izolatlardan 11 (% 21,15) tanesinde lipaz hidroliz zonu goézlenmistir. En
genis zon capina sahip ii¢ izolatin (F6, F10, F11) lipaz aktivitesi pNPP

yontemi ile dl¢ililmiis ve en iyi tiretici olarak F11 izolati se¢ilmistir.
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Sekil 3.3. izolatlarm batik kiiltiir fermentasyon teknigi ile yapilan iiretim ortamindaki lipaz

aktiviteleri

Streptomyces tiirlerinin antibiyotik liretimleri ile ilgili bir¢ok ¢alisma
olmasina karsin, onlarin lipaz aktivitelerinin taranmasi ve endistriyel

Olcekte lipaz iiretimleri i¢in literatiirde oldukca az ¢alisma bulunmaktadir.

Mikrobiyal lipazlar gerceklestirdikleri pek ¢ok reaksiyon tipi nedeni
ile son yillarda iizerinde yaygin ¢alismalara konu olmustur. Bir¢ok bakteri
ve fungus tiirii lipaz iiretmesine karsin ticari Ol¢ekte lipaz iiretiminde
kullanilan tiirler; Pseudomonus fragi, Alcaligenes sp., Chromobacterium
viscosum, Rhizopus delemar, Aspergillus niger ve Candida cylindracea’dir.
Yiiksek aktivitede lipaz preparatlarina duyulan endiistriyel ihtiyacin hala
karsilanamamig olmasi, yeni lipaz kaynaklarinin arastirilmasini tesvik

etmektedir.

Streptomyces tiirlerinin antibiyotik tiretimleri ile ilgili bir¢ok bilimsel
arastirma olmasina karsin, onlarin lipaz aktivitelerinin taranmasi ve
endustriyel Olgekte lipaz iiretimi i¢in literatiirde olduk¢a az ¢aligma

mevcuttur. Lipidler karbonhidratlarla karsilastirildiginda hem daha ucuz
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karbon kaynaklaridir, hem de antibiyotik diretim ortamlarinda
kullanildiklarinda antibiyotik iiretim verimlerini arttirmaktadir. Ayni
zamanda dogal kopiik kirict olmalar1 onlarin fermantasyon ortamlarinda,
eger istenilen ana {iriiniin sentezini etkilemiyorsa, kullanilmalarini tegvik
etmektedir (Large et al., 1999). Streptomyces sp. p 6621°de Sefomisin C
biyosentezinin soya yagi kullanimi ile (Park et al., 1994), Streptomyces
clavaligerus’de ise hurma yagiin klavulonik asit ve Sefomisin sentezini
arttirdig1 bulunmustur (Lee and Hoo, 1999). Szatajer et al. (1988) test ettigi
15 Streptomyces tip tiirlerinden sadece 3 tanesinin hem tributinin hem de

zeytin yagini hidrolize ettigi belirlemislerdir.

Arastirmamizda Aktinomiset izolatlarindan 11 tanesi (% 21,15)
tarama ortaminda lipaz aktivitesi gostermistir. Szatajer ve arkadaslar1 (1998)
test ettigi 15 Streptomyces tip tiiriinden sadece 3 tanesinin hem tributinin
hem de =zeytin yagini hidrolizledigini belirlemislerdir. Borman ve
arkadaslar1 (1993) ise 243 Streptomyces izolatinin % 51’inin kat1 ortamda,

% 33’iiniin ise s1v1 ortamda lipaz aktivitesini gosterdigini bulmuslardir.
3.3. KarbonKaynaklarinin Lipaz Uretimine Etkisi

Farkli karbon kaynaklar1 veya c¢esitli yaglarin F11 izolatinin lipaz
aktivitesi lizerine etkisi balik yagi, pamuk yagi, ay¢icegi yagi, zeytin yagi,
tween 80, soya yagi, misir yagi ve findik yagt (% 1v/v) kullanarak
belirlenmistir. % 1 oraninda besiyerine eklenen zeytin yaginin 0,25 U/mg
protein lipaz aktivitesi liretimine neden olmustur. Kullanilan diger yaglardan
hepsinde F11 izolati lipaz iiretiminde etkili olmustur. Soya yag1 1,15 U/mg

protein ile en etkisiz lipaz indiikleyicisi olarak belirlenmisgtir.
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Rapp ve Backhaus (1992) Streptomces caelestis DSM 40084,
Streptomyces lavendulae DSM 40708 ve Streptomyces lipmanii DSM 40070
tiirlerinden lipaz iiretimi amaci ile % 1 zeytin yagi kullanmiglardir. Ayni
arastiricilar Streptomyces tirlerinden lipaz iiretimi esnasinda diistik lipaz

aktiviteleri elde etmelerini pNPP’in zayif bir lipaz substrati olmasina

baglamislardir.

g: 0,3

=) 0,25

_gg 0,2

% «3 0,15

x 2 01

2 005

& 0
1.gun 2.gin 3.glin 4.gun 5.glin

zaman (gun)

—— Tween 80 —&— Soya —>— Misir —X¥— Findik
—&—Balik —+— Pamuk —=—Aygicegi —=— Zeytinyagi

Sekil 3.4. Karbon kaynaklarinin lipaz {iretimi tizerine etkisi

Lipaz aktivitesinin indiiksiyonu ile iligskili mekanizmalar bir ¢ok
arastirmanin  konusu olmaktadir. Uretici mikroorganizma ve enzimin
lokalizasyonuna bagli olmaksizin karbon kaynagi enzim aktivitesini
indiikleyerek veya baskilayarak kontrol eden en Onemli faktorlerden
birisidir. Lipazlar iiretimleri i¢in en énemli lipid bazl bir karbon substratina
gereksinim gosterirler. Bu maddelerin lipaz sentezi ve stimiilasyondaki
rolleri tam olarak anlasilamamistir. Bazi lipazlarin bir lipid igermeyen
ortamlarda, O0rnegin A. niger, yapisal olarak sentezlendigi bulunmustur.
Ancak ortama yag ilave edildiginde, yagsiz ortamla karsilastirildiginda

enzim aktivitesinin 3 kat arttigi gozlenmistir. Lipid ilaveli ortamda A.
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niger’de lipazin sentezlendigini ve lipaz sentezinin gliserol ve glukoz ilavesi
ile baskilandig1 belirlenmistir. Bu c¢alisma sonucunda lipaz sentezinin
triagilgliseridteki yag asiti zinciri karbon iskeleti kontrol edildigi
bulunmustur. Benzer sonuclar Fusarium oxysporum ile de gosterilmistir.
Pseudomonadlarda lipaz aktivitesinin indiiklenebilir oldugu onlarin
indiiksiyonunun gerekli olmadig1 ve ortamdaki yag mevcudiyetinde inhibe

edilebilecegi de rapor edilmistir (Sharma et al.,2001).
3.3. Azot Kaynaklarimn Lipaz Uretimine Etkisi

Lipaz iretimini artirmak icin fermantasyon besi yerine azot
kaynaklarin ilavesi gereklidir. Streptomyces F11 izolatinin fermantasyon
ortamindaki azot kaynaklar1 yerine 1 (w/v) oraninda inorganik ve organik
azot kaynaklar1 eklendiginde en iyi lipaz iiretiminin fermantasyon 4.
glinlinde gerceklestirdigi goriilmiistiir. Yeast ekstraktdan sonra etkili diger
azot kaynaklar1 kazein > triton > NaNO; > (NH4),SO4 > Pepton > CSL >
NH4CI seklinde siralanmastir (Sekil 3.5).
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—&— Corn Steep Ligour —8— Kazein —a— Pepton
—%— Triton —e— Yeast ekstrat —+— (NH4)2S04
—— NH4NO3 —=—— NH4CI —e— NaNO3

Sekil 3.5. Azot kaynaklarinin lipaz iiretimi {izerine etkisi
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Streptomyces F11 izolati1 lipaz iiretiminde organik azot kaynaklar ile
en yiiksek lipaz aktivitesini gostermistir. Triton-X 100 katilan fermantasyon
ortaminda ise lipaz aktivitesi yliksek bulunmustur. Bu durum enzimin
yapisal ve hiicreye bagli bir enzim oldugunu gostermektedir. Benzer
bicimde S. clavuligerus, S. erythrea, S. lividans, S. coelicolor ve S. rimosus

lipazlarinin hiicreye bagl olduklar1 gosterilmistir (Large et al., 1999).

3.4. Ortam pH’1mn Lipaz Uretimine Etkisi

Fermantasyon ortaminin pH’sinin 4-8’e ayarlandiktan sonra yapilan
lipaz iiretiminde ise, pH 4.0 disindaki tiim ortamlarda lipaz iiretiminin 4.
giinde optimum oldugu gorilmiistiir. Bu durum Streptomyces tiirlerinin
dogal yasam kosullarinin nétral ve hafif alkali olmasi ile uygunluk

gostermektedir.
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Sekil 3.6. Ortam pH’min lipaz iiretimi iizerine etkisi
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Batik kiiltiir ¢aligmalarinda pH, metal iyonu konsantrasyonu gibi
kimyasal ¢evredeki degisiklikler, siirfaktanlarin bulunmasi, C ve N
kaynaklar1 ve diger ortam bilesenlerinin {iretim ortamindaki lipaz
stabilitesini etkiledigi gosterilmistir. Fiziksel ¢evredeki degisiklikler lipaz
enzimi aktivitesini de etkileyecektir. Yaglarin lipaz ile hidroliz hiz1 yag-su
ara ylizeyinin yiizey alaninin direk bir fonksiyonudur. Eksternal lipazlarin
aktivasyonu i¢in bu ara ylizey ¢cok onemlidir. Ayn1 zamanda gazlar gaz-sivi
ara yiizeyinde inaktivasyona olduk¢a duyarlidir. Lipaz enzimi c¢alkalamali
kosullarda denatiirasyona duyarlilik gosterir ve batik kiiltiirlerde olusan
proteolitik aktivite lipazlari hidrolizleyerek iiretim tiizerine etkili olurlar

(Sharma et al., 2001).

3.5. Biiyiime Egrisi

Fermantasyon ortami icerisinde % 1 zeytinyag1 ve % 1 yeast ekstrakt
ilave edilerek pH 7.0 da, 27°C’de ve 200rpm’de yapilan denemede, F11
izolatinin 4.glinde 9.0g/l hiicre {iiretimine ve 0,25 U/mg protein lipaz
aktivitesine ulastig1 goriilmiistiir (Grafik 3.7). Streptomces caelestis DSM
40084, Streptomyces lavendulae DSM 40708 ve Streptomyces lipmanii
DSM 40070 tiirlerinin maksimum lipaz iiretimini 5 glinde gergeklestirdigi
bildirilmistir (Rapp and Backhaus, 1992). F11 izolatinin bir litre besiyerinde
260 U/mg lipaz aktivitesi gosteren biyomas: 9 g’dir. Bu durum FI11
izolatinin  28.8 U lipaz/g biyomas olusturdugunu gdostermektedir.
Streptomyces caelestis DSM 40084’in 0,018 U/ml, Streptomyces lavendulae
DSM 40708’nin 0,030 U/ml, Streptomyces lipmanii DSM 40070’nin 0,020
U/ml lipaz aktivitesi gdsterdigi bildirilmistir (Rapp and Backhaus, 1992).
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Sekil 3.7. Biiyiime egrisi

3.6. Iimmobilize Sporlar ile Lipaz Uretimi

Fermantasyon yolu ile mikrobiyal metabolit iiretiminde yiizey kiltiir
teknigi, derin kiiltiir teknigi ve stirekli kiiltiir teknigi kullanilabilmektedir.
Saflastirtlmis enzimlerin suda ¢dziinen veya ¢Oziinmeyen bir tasiyiciya
fiziksel veya kimyasal olarak baglanmasi; anlamina gelen immobilizasyon,
mikrobiyal hiicrelerden o0zellikle enzim iiretiminde kullanilabilecek bir
yontem olarak son zamanlarda biiyiik ilgi c¢ekmektedir. Mikrobiyal
hiicrelerin yukarida belirtilen matrikslere immobilizasyonu; hiicreleri pH,
sicaklik, organik ¢oziiciiler ve zehirli atiklara kars1 korur, ayrica immobilize
hiicrelerin besiyeri ortamindan ayrilmasi, buna ilave olarak iirliniin geri
kazamimi da kolay olur. Immobilizasyonla, siirekli kiiltiirlerde hiicre kaybi
olmaksizin istenilen hiicre konsantrasyonlarinda c¢alisabilir. Hiicrenin
matriksi parcalamadigi durumlarda fermantasyon besiyerinin degistirilmesi

sureti ile birkag¢ kez aktif hiicrelerle tekrarlanabilir.
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Sonugta irlin  verimliligi artar. Kesikli kiiltlirlerde hiicrelerin
filtrasyon, santrifiij gibi maliyeti arttiran, islemlerle ortamda uzalastiriimasi
gerekmektedir. Ancak immobilize hiicrelerle enzim iiretimi yapilabilmesi i¢in
istenilen enzimin hiicre dis1 olmasi gerekmektedir. Bu amagla iiretici
mikroorganizmada genetik manipulasyonlar yapilabilmekte, besi yerine hiicre
zarindan gegisi kolaylastirict maddeler (6rn. deterjanlar) ilave edilebilmekte
veya lizozim ile hiicre zar1 uzaklastirilmig protoplatlar kullanilabilmektedir

(Johri et al., 1993; Cunha et al., 2002; Sharma et al., 2001).

Arastirmamizda 107 adet spor/ml igeren spor karisimi % 2-5 alginat
ile immobilize edilmis ve % 0,3 oraninda kitosanla kaplanmis immobilize
spor boncuklart lipaz {retim ortaminda 27°C’de 200 rpm’de inkiibe
edilmistir. Giinlere bagh lipaz aktivitesi dl¢timlerinde lipaz aktivitesinin 4.
giinde 0,19 U/mg proteine ulastig1 gdzlenmistir. Ancak kitosanla kaplanmis
spor iceren baloncuklarda 4. giinde asir1 misel biiylimesi sonucu lizis
meydana gelmistir. Bu durum ardisik lipaz {iretim amacimizi ortadan
kaldirmigtir. Fermantasyon ortamina % 1 (w/v) alginat ve % 5 (w/v) kitosan
ayri ayr1 ilave edilerek yapilan kiiltivasyonlarda Streptomyces F11 i1zolatinin
her iki polimeri de hidrolizledigi goriilmiistiir. Bu durum Streptomyces F11
izolat1 ile immobilize lipaz iretiminin yapilamayacagi sonucunu ortaya
c¢ikarmistir. Bu nedenle ¢alismamiz Streptomyces F11 izolatindan batik

kiltiir ile lipaz iiretimi seklinde yeniden planlanmustir.
3.7. DAP Analizi

Streptomyces TEM  izolatimizin  tanisina  yonelik  yapilan
kemotaksonomik bir yontem olan DAP analizi sonucunda, izolatinin hiicre

ceperinde L-DAP igerdigi bulunmustur. Aktinomiset gruplari i¢cinde ¢eper
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analizine gore yapilan siniflandirmada (Lechavalier and Lechovalier 1970)
L-DAP igeren tiirler kemotip 1 i¢inde yer almaktadir. Mikroskobik
incelemeler sonucunda izolatin substrat ve havasal misel icermesi hareketsiz
sporlara sahip olmasi, ayrica havasal misel iizerinde uzun spor zincirleri
icermeleri nedeni ile DAP analizi sonucuna gore kemotip 1 iginde

siiflandirilan bir Streptomyces genusu olduguna karar verilmistir.

3.8. Molekiiler Tanilama

Materyal metotta belirtildigi sekilde izole edilen F11 izolatinin
DNA’s1 saflik kontrolleri yapildiktan sonra ilgili primerlerle PZR’da
cogaltilmistir. PZR fdrlinleri agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra jel
goriintilenmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. PZR iirliniiniin %2’lik agaroz jel goriintiisi

Sekilde ikinci kuyuda F11 izolatinin 500 bp’lik dizisinin PZR iiriinii,
ticlincli kuyuda ise 700 bp’lik PZR iiriinii goriilmektedir. Bu iirtinler ilk
kuyuda bulunan 250 bp’lik DNA parcasi ile kontrol edilmistir.

Cycle sequencing iriinlerinin ABI Prism 310 Genetic Analyzer

cihazinda yliriitiilmesi sonucunda asagidaki baz dizileri elde edilmistir.
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Sekil 3.11. PZR protokolii 3’e gore Streptomyces TEM izolatinin elde edilen baz d
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Elde edilen baz dizilerindeki ortak boélgeler c¢ikartildiktan sonra
asagidaki bolge elde edilmistir.

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAA
CACATGCAAGTCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGT
GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTG
GGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACTGTCC
ATCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAG
CCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGG
CGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTG
AGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAG
AAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCG
GTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACG
GGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTA
GCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAG
GCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGC
AGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGG
AGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGG
CTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTG
GTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGT
GTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACC
GCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT
CATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGT

Elde edilen 1206 bp’lik bu bolge http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
adresindeki Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) tarama segenegine gore
analiz edilmis ve sonug olarak Streptomyces sampsonii tiiriiniin tim 16S rRNA

bolgesinin 1531 bp’lik bolgenin 1206 bp’lik bolgesi ile %100 uyum gostermistir.
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Nucleotide-nucleotide BLAST secenegine gore saptanan yakin
organizmalarin 16S rRNA bolgeleri ve F11 nolu izolatin baz dizisi
Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA2) (Kumar, 2001)

software’i kullanilarak asagidaki soyagaci elde edilmistir.
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D638711-Streptomyces-sampsonii
Streptomyces-TEM-F11
B1848681-Streptomyces-exfoliatus
B2499371-Streptomyces-globisporus
Y9997371-Streptomyces-violascens
B1841291-Streptomyces-felleus
B1841961-Streptomyces-coelicolor
B1846431-Streptomyces-champavatii
CZ76684-Streptomyces-canescens
Y9998711-Streptomyces-albus
Q0862431-Streptomyces-sp
Q0862391-Streptomyces-sp
QO0862481-Streptomyces-sp
Y6361551-Streptomyces-fungicidicus
B1843801-Streptomyces-coriofaciens
Q086247 1-Streptomyces-sp
Y8943321-Streptomyces-sp
QO0862461-Streptomyces-sp
QO0862421-Streptomyces-sp
QO0862371-Streptomyces-sp
Q0862361-Streptomyces-sp
Q0862381-Streptomyces-sp

Q08624 11-Streptomyces-sp
F0405331-Streptomyces-sp
Q4487381-Streptomyces-sp
J781376-Streptomyces-spinoverrucos
B1845481-Streptomyces-sahachiroi

B1847751-Streptomyces-alboflawus

—— QO0862511-Streptomyces-sp

QO0862501-Streptomyces-sp
Q5135161-Streptomyces-sp
QO0862491-Streptomyces-sp
Q5135151-Streptomyces-sp
Q5135031-Streptomyces-sp
Q4082981-Streptomyces-sp
DQ826593-Streptomyces-albidoflawus

AY6337161-Streptomyces-sp
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Bu sonuglara gore iyi bir lipaz treticisi olan Streptomyces TEM F11
izolatinin S. sampsonii tlirliniin bir straini oldugu tespit edilmis ve S.

sampsonii TEM F11 olarak adlandirilmistir.

S. sampsonii TEM FI11 straininin S. sampsonii bakterisinin
biyokimyasal 6zellikleri ile benzerlik durumu ayrica 16S bdlgesinin tamami
ile 5S ve 23S rRNA bolgelerinin dizi analizi yapilarak strain diizeyinde
tanilanmasi, S. sampsonii TEM F11 straininin tim 6zelliklerinin

belirlenmesi i¢in gerekmektedir.

Bu c¢alisma, dogadan izole edilen bir mikroorganizmanin
tanimlanmasinda yol gostermesi ve lipaz iretimleri hakkinda cok fazla
literatiir bulunmayan Actinomycetes gurubunun lipaz tiretimlerine bir 6rnek

olmasi agisindan onem kazanmaktadir.
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