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ONSOZ

Oncelikle, bu tez ¢aliymasmi yapma olanagi veren, gerekli alt yapiyi
saglayan, caligmalarimi yonlendiren, fikir ve oOnerileri ile bana yol gdsteren
saygideger hocam Dog. Dr. Aysel UGUR’a, tesekkiirlerimi sunarim.

Calismam siiresince her konuda emegini, destegini, sabrin1 ve giiler yliziinii
hicbir zaman esirgemeyen, bilgi ve tecriibelerinden her zaman yararlandigim ve
birlikte ¢aligmaktan daima zevk aldigim Ogr. Gér. Nurdan SARAC, saymn hocam
Ars. Gor. Dr. Giilten OKMEN ve Dr. Ozgiir CEYLAN’a tesekkiir ederim.
Caligmalarimin ilk giiniinden itibaren bilgi ve zamanini benimle paylagsmaktan hi¢bir
zaman ¢ekinmeyen arkadagim Ars. Gor. Yonca SURGUN’a ve akademik
caligsmalarimin tiimiinde, maddi manevi her tiirlii destegi gosteren, ilgi ve sevgilerini
daima hissettigim sevgili aileme, ve bunun yan1 sira emegi gecen herkese yanimda

olduklar ve bana giivendikleri igin tesekkiirii bir bor¢ bilirim.
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OZET

Bu ¢alismada; Pseudomonas CFC Agar kullanilarak bozulmakta olan ¢ig ve
pastorize siit Orneklerinden 85 izolat elde edilmistir. Biitiin izolatlarin lipolitik
aktiviteleri Tribiitirin Agar ve Rhodamin B Agar’da kalitatif olarak belirlenmistir.

Izolatlara Gram boyama yapilmis ve Gram negatif izolatlar secilmistir. Ayrica
izolatlara katalaz ve oksidaz testleri, Mac Conkey Agarda gelisme durumlart ve O/F
testleri yapilmistir. Gram negatif, katalaz ve oksidaz pozitif, laktoz negatif ve
oksidatif metabolizma gosteren izolatlar API 20NE identifikasyon testi araciligi ile
tiir seviyesinde identifiye edilmistir. Toplam 37 izolat karakterize edilmis ve 36
tanesi (97.30%) P. fluorescens, 1 (2.70%) P. putida olarak identifiye edilmistir.
Lipaz aktivitesi substrat olarak p-nitrofenil palmitatin  kullanilmasiyla
spektrofotometre ile kantitatif olarak olgiilmiistiir. Suslarin tamamu lipaz aktivitesi
gostermistir. Bu suslarin lipaz aktivitesinin 10.03 U/ml ve 22.16 U/ml araliginda
oldugu bulunmus ve en yiiksek lipaz aktivitesinin P. fluorescens RB02-3 susuna ait
oldugu belirlenmistir. P. fluorescens RB02—3’iin zamana bagli enzim {iretimi bazal
mediumda gozlenmis ve maksimum aktiviteyi 40 saat sonra ge¢ logaritmik fazda
tretmistir ve duragan faza ulaginca azalmigtir. P. fluorescens RB02-3 susunun
ekstraseliiler lipazi amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve Sephadex G-100’iin

kullanildig: jel filtrasyon kolon kromatografisi kombinasyonu kullanilarak homojen
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olarak saflagtirilmistir. P. fluorescens RB02-3 susundan ekstraseliiler lipaz % 20.3
verim ile 2.97 kat saflastirilmistir. Saf enzimin molekiiler agirligt SDS-PAGE ile
yaklagik 57 kDa olarak belirlenmistir.

Ardindan, bu enzim karakterize edilmis ve maksimum aktiviteyi pH 7.0 ve 50 °C
‘de gostermigtir. Hekzan, etil asetat ve butanol gibi ¢esitli organik solventlerin
varliginda yliksek stabilite sergilemis, izopropanol ve etanol lipaz aktivitesini
arttirmistir. Bu lipaz MnCl,, FeCls, ZnCl,, CoCl,, CuCl,, NiCl, ve EDTA varliginda
biraz inhibe olmustur fakat SDS ve Tween 80 aktiviteyi etkilememistir.

Anahtar Kelimeler : Pseudomonas, lipaz, siit, saflagtirma, karakterizasyon

Sayfa adedi : 131
Tez yoneticisi : Dog¢.Dr. Aysel UGUR
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ABSTRACT

In this study; 85 isolates from spoilage raw milk and pasteurized milk samples
were obtained by using Pseudomonas CFC Agar. The lipolytic activities of all the
isolates were qualitatively determined in Tributyrin Agar and Rhodamine B Agar.

These isolates were tested for Gram stain and selected Gram negative isolates.
Additionally, catalase and oxidase tests, growth on Mac Conkey Agar and O/F tests
were employed. Isolates determined as Gram-negative, catalase and oxidase positive,
lactose negative and oxidative metabolism were identified at species level by means
of API 20NE identification test. A total 37 isolates characterized and 36 (97.30%) of
the isolates were identified as P. fluorescens, 1 (2.70%) was identified as P. putida.
Lipase activity was quantitatively measured through a spectrophotometer using p-
nitrophenyl palmitate as substrate. All strains displayed lipase activity. This strains
of lipase activity between 10.03 U/ml and 22.16 U/ml was found and P. fluorescens
RB02-3 was determined to give the highest lipase activity. Time course of enzyme
production by P. fluorescens RB02-3 was obserwed in basal medium and maximum
activity was produced in the late logarithmic phase after 40h and levels increased
once the stationary phase was reached. The extracellular lipase of P. fluorescens
RB02-3 strain was homogeneously purified using a combination of ammonium

sulfate precipitation, dialyze and gel filtration column chromatography with
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Sephadex G—100. An extracellular lipase from P. fluorescens RB02-3 strain was
purified 2.97 fold with 20.3% recovery. The molecular mass of the purified enzyme
was determined to be approximately 57 kDa by SDS-PAGE.

After that, the enzyme was characterized and enzyme exhibited maximum
activity at pH 7.0 and 50 °C, respectively. The enzyme exhibited the highest stability
in the presence of various organic solvents such as hexane, ethyl acetate and butanol,
but isopropanol and ethanol enhanced lipase activity. The lipase was slightly
inhibited in the presence of MnCl,, FeCl;, ZnCl,, CoCl,, CuCl,, NiCl, and EDTA

whereas SDS and Tween 80 had no effect on its activity.

Keywords : Pseudomonas, lipase, milk, purification, characterization

Page number : 131

Adyviser : Dog.Dr. Aysel UGUR



IX

SEKILLER DiZiNi
ekil No. Sayfa No.
Sekil 2.1. Lipazlarin katalizlemesi sonucu triagilgliserollerden gliserol ve yag
asitlerinin OlUSUMUL. ... ..ot e e 4
Sekil 2.2. Lipazin katalizledigi transesterifikasyon reaksiyonu........................... 5
Sekil 2.3. Lipazin katalizledigi interesterifikasyon reaksiyon...............................0
Sekil 2.4. Bakteriyel lipazlarin bolgesel seciciligi............ocovvviiiiiiiiiiiininnnn, 27
Sekil 3.1. API 20NE’ya ait bos sonug ¢izelgesi..........ccooeviiiiiiiiiiiiiiiinene.. 49
Sekil 4.1. RB02-3 izolatinin Tribiitirin Agar besiyerinde goriiniimii.....................63
Sekil 4.2. Izolat RB02-3’iin Rhodamin B Agar besiyerinde goriiniir
1s1kta olusturdugu pembe renkli koloniler ...l 64
Sekil 4.3. Izolat RB02-3’iin Rhodamin B Agar besiyerinde olusturdugu
pembe renkli kolonilerin UV 1s181 altindaki goriintimii ..................... 64
Sekil 4.4. Izolat RB02-3’iin katalaz ve oksidaz testleri sonucunda verdigi
POZItIf T€aKSIYON ..ot 65
Sekil 4.5. Izolat RB02-3’iin Mac Conkey Agar besiyerindeki goriiniimii...............67
Sekil 4.6. Izolat RB02-3’iin O/F testi gdriintimil.................cocovvivneinneiieneenn... 67
Sekil 4.7. izolat RB02-3’{in API 20NE stripindeki reaksiyonlari.......................67
Sekil 4.8. pNPP’1n substrat olarak kullanildig1 lipaz aktivitesi standart grafigi....... 72
Sekil 4.9. Pseudomonas fluorescens RB02—3 susunun Bazal Medium’daki
hiicre yogunlugu (#) ve ekstarseliiler lipaz aktivitesi (m).................... 74
Sekil 4.10. Birinci kolon kromatografisi sonucu elde edilen fraksiyonlaridaki
ekstraseliiler lipaz aktiviteleri ...................ccooiiiiiiiinniee 75
Sekil 4.11. Ikinci kolon kromatografisi fraksiyonlarmdaki ekstraseliiler
lipaz aktiviteleri ........ooeieii i 76
Sekil 4.12. Bovine Serum Albumin kullanilarak hazirlanan standart egri...............77
Sekil 4.13. P. fluorescens RB02-3 susu ekstraseliiler lipazinin II. kolon
kromatografisi sonucu SDS-PAGE’deki protein profili.................... 78
Sekil 4.14. P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enziminin farkli pH degerlerinde
ENZIM AKEIVITEST «.euentittitit e 79
Sekil 4.15. P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enziminin farkli
sicaklik degerlerindeki enzim aktivitesi ..............ccoeeiviiiiniininnnn.. 80



Sekil 4.16. P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enzimi {izerine farkli

organik solventlerin etkisi .............oooiiiiiiiii 82
Sekil 4.17. Agir metallerin P. fluorescens RB02—3 susuna ait lipaz enzimi
UZETINE CTKIST . .uvteine it 83

Sekil 4.18. Cesitli ajanlarin P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enzimi

uzerine etkisi



XI

TABLOLAR/ CiZELGELER DIiZiNi

Tablo No. Savfa No.
Tablo 2.1. Lipolitik enzim familyalari...................ooo 9
Tablo 3.1. API 20NE striplerindeki reaksiyonlar ve sonuglari...........ccccceeeveveerennnne. 50
Tablo 4.1. Izolatlarin API 20NE identifikasyon testi sonuglart........................... 69
Tablo 4.2. Pseudomonas izolasyonu yapilan siit ornekleri..................................70
Tablo 4.3. Suslarin ekstraseliiler lipaz aktiviteleri .................cooviiiiiiiiiiininn, 73

Tablo 4.4. P. fluorescens RB02-3 susuna ait saflastirma basamaklarindaki

protein ve ekstraseliiler lipaz enzim aktivitesi ve miktarlart..................... 77
Tablo 4.5. P. fluorescens RB02—-3 susuna ait lipaz enziminin farkli

pH degerlerinde enzim aktivitesi .........c.oovviiiiniiiiiiiiiiiiii e, 79
Tablo 4.6. P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enziminin farkli

sicaklik degerlerindeki enzim aktivitesi .............ccooeveiiiiiiiiiinnin. 80
Tablo 4.7. P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enzimi tizerine farkli

organik solventlerin etkisi ............c.oviviiiiiiiiiiiiii e, 81



XII

SEMBOLLER ve KISALTMALAR DiZiNi

Sembol ve Kisaltma
E.C.

vb

%

SDS-PAGE

pum
ml
°C
EDTA

cm

nm
dk

sn

gr

HCI
H,O
NaCl

c ™

mg

pm

kDa

uv
Tris

HzOz

Aciklama

Enzim siiflandirilmasi

ve benzeri
Yiizde

Sodyum dodesil siilfat- Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Mikrometre

Mililitre

Santigrat derece

Etilen diamin tetra asetikasit
Santimetre

Milimetre

Nanometre

Dakika

Saniye

Gram

Milimolar

Molarite

Hidroklorik asit

Su

Sodyum kloriir

Alfa

Beta

Unite

Miligram

Mikrolitre

mikromol

kilodalton

Dalton

Ultraviyole
Tris(Hydroxymethyl)aminomethane
Hidrojen peroksit



1. GIRIS

Teknolojinin gelismesine paralel olarak enzimlerin kullamim alanlann ve
biyoteknolojik uygulamalar1 artmaya baslamistir. Dolayisiyla diinya genelindeki
enzim iiretimi son yillarda hizla artig gostermis ve enzim tretim sektorii gelismeye
acik biiylik bir pazar haline gelmistir (Pandey vd., 1999). Endiistriyel enzimlerin,
diinya piyasasindaki biit¢esinin 2004 yilinda 2 milyar dolar oldugu tahmin edilmekte
ve % 3.3’lik yillik ortalama artis orani ile 2009’da 2.4 milyar dolar olmasi
beklenmektedir (Rajan, 2004). Endiistriyel enzim pazarinda biiyiik bir paya sahip
olan hidrolitik enzimler i¢inde yer alan lipazlar, endiistriyel uygulamalarda yiiksek
oranda kullanilmaktadirlar (Jaeger vd., 1994, 1999; Pandey vd., 1999). Lipazlarin,
karbohidrolazlar ve proteazlar kadar biiyiik bir piyasa payimna sahip olmamasina
ragmen bu grup 1995°te % 100’lik yiikselme ile en biiyiik talep artisin1 gostermistir.
Bu hizli biiylimenin devam edecegi ve talebin 2015°te % 71°lik artis gostermesi
beklenmektedir (Heler, 2006).

Lipazlar endiistriyel uygulamalarda; lipid igeren atik sularin enzimatik
degradasyonunda, organik sentezlerde, deterjan formiilasyonlarinda, tekstil
sanayinde, biyosiirfaktanlarin sentezinde, kagit yapiminda, farmasoétiklerde,
agrokimyasal (tarim kimyas1) endiistride, pestisitlerde, gida endiistrisinde, siit
endiistrisinde, kozmetiklerde, oleokimyasal endiistride, deri endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadirlar (Jaeger vd., 1994; Gunstone, 1999; Pandey vd., 1999;
Sharma vd., 2001; Gupta vd., 2004).

Endiistriyel alanda  kullanilan  lipazlar, hayvanlarda, bitkilerde ve
mikroorganizmalarda  bulunmakla  birlikte, — mikrobiyal orijinli  lipazlar,
biyoteknolojik uygulamalar ve organik kimyada yiiksek oranda kullanilmaktadirlar.
Ozellikle ekstraseliiler mikrobiyal lipazlar ticari olarak ¢ok énemli olup, bunlarin
iiretimi diger kaynaklara gore ¢ok daha kolaydir (Gupta vd., 2004).

Pseudomonas cinsi, lipazlarin da dahil oldugu ¢ok sayida ekstraseliiler enzim
iretmektedir (Stead, 1986). Birgcok farkli bakteri tarafindan iiretilen bakteriyal
lipazlar igerisinde Pseudomonas’larin lirettigi lipazlarin cazipligi, sahip olduklar
enantiyospesifik biyokatalitik etkinligi, organik solvent toleransi, genis sicaklik ve

pH araliginda aktif ve substrata spesifik olmalar1 nedeniyledir. Bu o6zellikleri



gliniimiizde ve gelecekte tercih edilecek biyokatalizorler olacaklarin1 gostermektedir
(Gupta vd., 2004). Ayrica Pseudomonas lipazlari, diger mikroorganizmalar
tarafindan tretilen lipazlar arasinda yaygin olmayan, 1siya direncli (termoresistant)
ve alkali pH’da aktif olmalar1 gibi 6zel biyokimyasal karakterler gostermeleri
sebebiyle ozellikle deterjan uygulamalarinda biiylik 6nem tasimaktadirlar (Lin vd.,
1996; Kulkarni ve Gadre, 1999; Martinez ve Soberén-Chavez, 2001). Pseudomonas
lipazlarma olan bu ilginin sebebi, ¢esitli biyoteknolojik uygulamalarda potansiyel
faydalarindan yararlanmaktir.

Lipaz kaynagi olarak kullanilabilecek mikroorganizmalarin izole edilebilecegi
degisik materyaller dogada mevcut olmakla birlikte, siit icerdigi laktoz, siit yagi, azot
kaynagi, mineral maddeler ve yilisek su orani nedeni ile bircok bakterinin
gelisebilmesi i¢in uygun bir besiyeri ortami olusturmaktadir (Jackson, 1990;
Unliitiirk ve Turantas, 1998). Bununla birlikte siit yagida 100.000’den fazla farkli
triacilgliserol bulundugu igin (Larsson, 1994) siit ve siit yagi lipaz iiretimini
uyarmaktadir (Stead, 1986; Aires-Barros vd., 1994). Pseudomonas sp., islem
gbrmemis ve pastdrize siitlerde bozulma esnasinda en yaygin bulunan
organizmalardir (Serhaug ve Stepaniak, 1997; Deeth vd., 2002; Mc Phee ve
Griffiths, 2002). Bunlar sogutulmus siitte hizli gelisme yeteneklerinin yaninda 1s1
stabil ekstarselliiler proteazlar, lipazlar ve fosfolipazlar iiretirler ve bazi enzimler
pastorizasyon ve hatta UHT (Ultra High Temperature) 1s1 islemleriyle hayatta
kalabilmektedirler (Braun vd., 1999).

Her gecen giin farkl endiistrilerde 6nemi artan lipazlarin ticari amaca yonelik
kullanim1 ise baslangi¢ asamasindadir (Gupta vd., 2004). Bu nedenle yeni
mikrobiyal kaynaklara ve enzim iretiminin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Yararlanilan c¢esitli bakteriyel lipazlar arasinda Pseudomonas cinsinden elde edilen
lipazlar yiiksek enantioselektif 6zellikleri, genis pH ve sicaklik araliginda aktivite
gostermeleri  sebebiyle farmakologlar ve kimyacilar tarafindan tercih edilen
katalizorler olmuslardir. Bu nedenle, yeni suslarin izolasyonu, enzim firetiminin
optimizasyonu, klonlama ve ekspresyon, mutasyonlarla enzim Ozelliklerinin
gelistirilmesi gibi ¢ok cesitli ve yogun calismalar Pseudomonas tiirleri {izerinde
odaklanmigtir. Bu amagla, bu calismada gii¢lii ve farkli ozelliklere sahip lipaz

ureticisi olabilecek Pseudomonas cinsine ait bakterilerin 1zole edilmeleri



amaglanmistir. Pseudomonas cinsi bozulmakta olan siitlerde dominant florayi
olusturdugu icin yapilan ¢aligmada izolasyon kaynagi olarak siit secilmistir. Siitten
izole edilen Pseudomonas’lardan en yiiksek lipaz aktivitesi gosteren sus segilip sahip
oldugu lipazin c¢esitli ayirma teknikleri kullanilarak saflagtirilmasi ve molekiiler
agirhigimin  belirlenmesi, bu lipazin endiistride kullanilabilirliginin belirlenmesi

amaciyla da saflastirilmis lipazin karakterize edilmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Lipazlarin Genel Ozellikleri

Lipazlar, enzim siniflandirmasinda sirasiyla hidrolazlar (E.C.3), ester baglarim
parcalayanlar (E.C.3.1), karboksilik ester hidrolazlar (E.C.3.1.1) ve triagilgliserol
lipazlar (E.C.3.1.1.3) i¢inde yer almaktadirlar (Anonim, 1992). Lipazlar lipit-su ara
ylizeyinde aktif olup (Sugihara vd., 1992; Lee ve Rhee, 1993; Telefoncu, 1993;
Sharma vd., 2001; Chen vd., 2003; Sayari vd., 2005), suda ¢oziinmeyen uzun zincirli
trigliseritlere karst maksimum aktive gosterirler (Arpigny ve Jaeger, 1999; Droge,
2004).

Bu enzimler suda ¢oziinmeyen trigliseritleri di ve mono-agilgliseridlere, serbest
yag asitlerine ve gliserole hidrolizini katalizlerler (Sekil 2.1) (Jaeger vd., 1999;
Cardenas vd., 2001; Kojima ve Shimizu, 2003; Angkawidjaja ve Kanaya, 2006).
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Sekil 2.1. Lipazlarin katalizlemesi sonucu triacilgliserollerden gliserol ve yag
asitlerinin olusumu (Jaeger ve Reetz, 1998)

Lipazlar, dogal olarak triacilgliserollerin ester baglarini pargalayan hidrolitik
aktiviteye sahip olsalar da, suyun az bulundugu ortamlarda ester sentezini de
katalizleyebilirler (Balcao vd., 1996). Karisimdaki suyun miktari, lipaz katalizleme
reaksiyonunun yoniinii tayin eder (Macrae ve Hammond, 1985; Sharma vd., 2001).
Suyun c¢ok az olmast veya hi¢ bulunmamasi halinde esterifikasyon ve
transesterifikasyon reaksiyonlar1 tercih edilmektedir (Jang vd., 1998; Jennings ve

Akoh, 2000; Sellappan ve Akoh, 2001; Adlercreutz vd., 2002). Suyun fazla oldugu



durumlarda ise sadece hidroliz reaksiyonu meydana gelmektedir (Klibanov, 1997).
Lipazlar, hem sulu hem de susuz solvent sistemlerinde aktivite gosterdikleri igin
(Zaks ve Klibanov, 1985; Reetz ve Jaeger, 1998; Jaeger vd., 1999; Wang vd., 2001;
Gupta vd., 2004; Nie vd., 2006), endiistride ve tiptaki uygulamalarda énemli bir yere
sahiptirler (Andree vd., 1980; Bjokling vd., 1991).

Ester sentez reaksiyonlari reaksiyonun tabiatina bagli olarak esterifikasyon,
transesterifikasyon ve interesterifikasyon olarak smiflandirilabilir. Esterifikasyon
reaksiyonu gliserol ve yag asitlerinden gliserol esterlerin sentezine dahil olan
reaksiyondur (Kulkarni, 2002). Lipiterin transesterifikasyon reaksiyonu a¢il alicinin
tipine bagli olarak degismektedir. Bir triglisetitten bir agil grubu gliserole
aktariliyorsa reaksiyona gliseroliz; bir alkolle aktariliyorsa alkoliz adin1 almaktadir
(Sekil 2.2) (Jaeger vd., 1994; Kulkarni, 2002). interesterifikasyonda ise, agil grup
gliserid ve yag asidi (asidoliz) ya da yag asidi esterleri arasinda degistirilir (Sekil 2.3
) (Kulkarni, 2002).

alcoholysis
HO—R3 _ R1—C—0—R3 + HO—R2
R1—C—0—R2 +

H H
HO—CH R+—C—0O—cCH
HO—CH glycerolysis H cH * HO—R2
HO—CH HO—CH

H H

Sekil 2.2. Lipazin katalizledigi transesterifikasyon reaksiyonu (Kulkarni, 2002)
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Rs—(@—O—m R+—C—0—R4 + R3—C—0—R2

Sekil 2.3. Lipazin katalizledigi interesterifikasyon reaksiyon (Kulkarni, 2002)

Lipazlar, genellikle hidroliz reaksiyonlar1 ve sentez veya acil degisim
reaksiyonlar1 arasinda farkli olabilen yiliksek oranda kimyasal, bolgesel veya

enantiyoselektif biitiin reaksiyonlar1 gergeklestirirler (Gunstone, 1999).

2.2. Lipaz Kaynaklan

Lipazlar, hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunur (Borgstrom ve
Brockmann, 1984; Telefoncu, 1986; Cortez vd., 1999; Carriere vd., 1991; Mukherjee
ve Hills 1994; Winkler ve Gubernator 1994; Gao vd., 2000; Kojima ve Shimizu,
2003). Bazi1 hayvansal lipazlar memeli pankreatik lipazlari, memeli gastrik,
pregastrik, ruminantlarin mide i¢i tarafindan {iretilen dilsel lipazlar, balik ve
omurgalilarin  sindirim lipazlari, lipoprotein lipazlari, doku lipazlar1 ve siit
lipazlaridir. Bitkilerde lipazlar en ¢ok yagli tohumlarda ve daha az derecede tahil
tanelerinde bulunur (Mukherjee ve Hills, 1994).

Okaryotlarda lipazlar; yaglarin sindirimi, absorbsiyon, yeniden olusum ve
lipoprotein metabolizmasinin dahil oldugu lipit metabolizmasimin farkli asamalari
icin gereklidir. Bitkilerde lipazlar enerji rezerv dokularinda bulunmaktadir (Balashev
vd., 2001).

Lipazlar dogada bol bulunmasina ragmen (Faber 1997; Schmid 1998; Klibanov,
1997, 2001) sadece mikrobiyal lipazlar ticari olarak onemlidir (Wiseman, 1995;



Saxena vd., 2003b). Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel
veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi,
yiiksek verim imkanmin olmasi, genetik manipiilasyonlarinin kolayligi, mevsimsel
dalgalanmanin olmamasindan dolay1 diizenli kaynaginin olmasi ve pahali olmayan
ortamlarda mikroorganizmalarin gelisiminin kolay olmasidir (Wiseman 1995).
Lipazlarin hayvansal ve bitkisel dokulardan elde edilmeleri giictiir. Ciinkii bu tiir
dokularda, hiicrenin ya da hiicre duvarinin pargalanmasi gereklidir ve bunun i¢in
ekstra hiicre pargalayicilara ihtiyac vardir. Bu iglemler sirasinda enzimin yapisina da
zarar verilebilmektedir (Taipa vd., 1992). Mikroorganizmalarin ekstraseliiler lipaz
iiretebilme kabiliyetleri mikrobiyal lipazlarin elde edilmesini kolay (Rathi vd., 2001)
ve ekonomik kilar (Sharma vd., 2001). Bunun yan1 sira, mikrobiyal lipazlar kiiglik
hacimlerde ¢ok biiyiik miktarlarda (Jaeger ve Eggert, 2002) iiretilebildiklerinden
endiistriyel agidan hayvansal ve bitkisel lipazlardan daha onemlidirler (Gill ve
Parish, 1997). Mikrobiyal enzimler ayn1 zamanda bitkisel ve hayvansal enzimlerden
daha stabildir ve bunlarin iiriinleri daha kullanisl ve giivenlidir (Wiseman, 1995).

Lipaz tireten mikroorganizmalar; bakteri, maya ve kiiflerdir (Sharma vd., 2001).
Bu mikroorganizmalar, degisik alanlardaki topraklar (Nishio vd., 1987; Palmeros
vd., 1994; Lin vd., 1996; Sztajer vd., 1988; Dong vd., 1999; Gao vd., 2000; Haba
vd., 2000; Jinwal vd., 2003), endiistriyel atiklar (Sztajer vd., 1988; Gombert vd.,
1999), kompost yiginlari (Gowland vd., 1987, Wang vd., 1995; Rathi vd., 2000;
Tsai vd, 2007), komiir madenleri (Gowland vd, 1987; Wang vd., 1995), sicak su
kaynaklar1 (Gowland vd., 1987; Wang vd., 1995; Lee vd., 1999; Castro-Ochoa vd.,
2005; Li ve Zhang, 2005), okyanuslar (Feller vd., 1990), yiiksek tuzlu ya da sekerli
cevreler (Elwan vd., 1985, Ghanem vd., 2000)  gibi farkli habitatlardan izole
edilmislerdir.

Mikrobiyal orjinli lipazlardan en cok bakteriyel ve fungal orjinli lipazlar,
biyoteknolojik uygulamalarda ve organik kimyada en ¢ok kullanilan enzim sinifi
olarak tamimlanmaktadir (Gupta, 2004). Bakterilerde lipazin varligi 1901’den 6nce
Bacillus prodigiosus, Bacillus pyocyneus ve Bacillus fluorescens’de gdzlenmigtir
(Eijkman, 1901; Jaeger vd., 1994). Giliniimiizde ise Pseudomonas, Burkholderia,
Bacillus, Alcaligenes, Staphylococcus, Aeromonas, Achromobacter, Acinetobacter,

Chromobacterium, Lactobacillus, Corynebacterium, Microcccus, Propinobacteriin,



Streptococcus, Streptomyces cinslerinden elde edilen bakteriyal lipazlar, Candida ve
Saccharomyces tarafindan {retilen maya lipazlar1t ve Rhizopus, Penicilium,
Aspergillus, Geotricum, Mucor tarafindan iretilen fungal lipazlar ve diger suslara
dahil lipazlar (Godtfredsen, 1990; Hou, 1994; Jaeger vd., 1994; Miura ve Yamane,
1997; Lotrakul ve Dharmsthiti, 1997; Jaeger ve Reetz 1998; Chen vd., 1999; Gupta
vd., 2007) ile ilgili ¢ok sayida calisma olmasina ragmen ¢ok az sayida yabani veya
rekombinant sus ticari olarak kullanilabilmektedir. Bakteriler arasinda Pseudomonas
tiirlerinin iyi miktarda lipaz irettigi ile ilgili kayitlar vardir (Bornscheuer vd., 1994).
Ticari olarak iiretilen maya kaynakli lipazlar ise en ¢ok Candida rugosa ve Candida
antarctica tirlerinden elde edilmektedirler (Jaeger ve Reetz, 1998).

Arpigny ve Jaeger (1999), ilk defa bakteriyal lipolitik enzimleri aminoasit
sekans1 ve biyolojik ozellikleri farkina gore sekiz familyada simiflandirmistir (Tablo
2.1). Familya I en biiyiik gruptur ve alt1 subfamilyaya ayrilmistir, bunlardan I-1, I-2
ve [-3 Gram negatif bakteriyel gercek lipazlardir (Jaeger ve Eggert, 2002). P.
aeruginosa, P. fragi, P. fluorescens C9, P. wisconsinensis, Vibrio cholerae,
Acinetobacter calcoaceticus ve Proteus vulgaris lipazlan familya 1.1; Pseudomonas
luteola, Burkholderia glumae, B. cepacia ve Chromobacterium viscosum lipazilari
familya 1.2; P. fluorescens ve Serratia marcescens lipazlar1 familya 1.3 iginde yer
almaktadir (Arpigny ve Jaeger, 1999). Familya I-1 ve I-2 lipazlar1 yiiksek oranda
benzer aminoasit sekans1 (30—40 %) gosterirken (Arpigny ve Jaeger, 1999), familya
I-3 lipaz1 diger I-1 ve I-2 lipaz familyalariyla ¢ok az aminoasit sekans benzerligi (<

20 %) gostermektedir (Arpigny ve Jaeger, 1999).



Tablo 2.1. Lipolitik enzim familyalar1 (Arpigny ve Jaeger, 1999)

Similarity (%)
Family Subfamily Enzyme-producing strain Accession no. Family Subfamily Properties
| 1 Pseudomenas aeruginosa” D50587 100 True lipases
Psewdomonas fluerescens C9 AF031226 95
Vitrio cholerae *16945 57
Acinetobacter calvoaceticus XB08B00 43
Pseudomenas fragi 14033 40
Fseudomenas wisconsinensis Ugego7 39
Proteus vuigaris U33845 38
2 Burkholderia glumae” X70354 35 100
Chromobacterium viscosom* Q05489 35 100
Burkholderia cepacia” M58494 33 78
Fseudomenas luteola AFD50153 33 7
3 Pseudomenas fluorescens SIK W1 D11485 14 100
Serratia marcescens D13263 15 51
4 Bacillus subtilis M74010 16 100
Bacillus pumilus A34992 13 80
5 Bacillus stearothemmophilus U78785 15 100
Bacillus thermocatenulatus %95309 14 94
Staphylococeus hyicus 02844 15 29 Phosphalipase
Staphylococeus aureus M12715 14 28
Staphylococeus epidermidis AF090142 13 26
6 Fropionibacterium acnes 99255 14 100
Streptomyoes e oneus 80063 14 50
11 (GOSL) Aeromenas hydrophila P10480 100 Secreted acyltransferase
Streptomyoes scabigs” Ma7297 36 Secreted esterase
Pseudomeonas aeruginosa AF005091 35 OM-bound esterase
Salmonelfa typhimurium AF047014 28 OM-bound esterase
FPhotorhabdus fuminescens X66379 28 Secreted esterase
1] Streptomyoes exfoliatus Mea3st 100 Extracellular lipase
Streptomyoes albus uo3ii4 82 Extracellular lipase
Moraxelia sp. 53053 33 Extracellular esterase 1
IV (HSL) Alicyelobacilius acidocaicarius X62835 100 Esterase
Pseudomenas sp. B11-1 AF034088 54 Lipase
Archaeoglobus fulgidus AE000985 48 Carboxylesterase
Alealigenes eutrophus L36817 40 Putative lipase
Escherichia coli AE000153 36 Carboxylesterase
Moraxella sp. X53868 25 Extracellular esterase 2
v Pseudomenas oleovorans M58445 100 PHA-depolymerass
Haemaphilus influenzae u3zro4 4 Futative esterase
Psychrobacier immabilis 67712 34 Extracellular esterase
Moraxella sp. ¥53869 34 Extracellular esterase 3
Sulfolobus acidocaldarius AFO71233 32 Esterase
Acetobacter pasteurianus ABO13096 20 Esterase
il Synechocystis sp. D90904 100 Carboxylesterases
Spirulina platensis 570419 50
Pseudomenas fluorescens* 579600 24
Rickettsia prowazekii Y1778 20
Chlamydia trachomatis AE001287 16
Vil Arthrobacter oxydans Q01470 100 Carbamate hydrolase
Bacillus subtilis P37967 48 p-Nitrabenzyl esterase
Streptomyces coelicolor CAA22794 45 Putative carboxylesterase
Vil Arthrobacter globiformis AAAG9492 100 Stereoselective esterase
Streptomyces chrysomalius CAA7BB42 43 Cell-bound esterase
Psewdomonas fluorescens SIK W1 AACB0471 40 Esterase [l

* Lipalytic enzyme with known 3D structure.

2.2.1. Pseudomonal lipazlar

Pseudomonas’lar Pseudomonadaceae familyasi igerisinde yer alirlar (Sneath vd.,
1986). 0.5-1.0 um capinda, 1.5-5.0 pm uzunlugunda diiz veya hafif egimli
basillerdir. Gram negatiftirler. Hareketli olmas1 bu cinsin karakteristik 6zelligidir.
Pseudomonas tiirlerinin en 6nemli 6zelligi ¢ok farkli yapidaki organik bilesikleri
kullanabilecek metabolik mekanizmaya sahip olmahidir (Holt wvd., 1994).
Pseudomonas cinsi bakterilerin ¢ogu dogada, toprak ve sularda yogun olarak
bulunurlar (Brooks, vd. 1998). Pseudomonas’larin g¢evrede genis bir yayilim

gostermeleri ¢ok basit gelisim ihtiyaglarina sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir
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(Palleroni, 1984).Glikozu pargalayip asit olustururlar. Ancak laktoz ve sukroza etki
etmezler. Indol ve H,S negatiftirler. Metil kirmizis1 ve Voges proskauer testleri
negatiftir. Ureyi amonyak haline ya da amonyag iireye gevirebilirler ve bunlari azot
kaynagi olarak kullanabilirler (Vasil, 1981; Palleroni, 1984). Hepsi olmamakla
birlikte ¢cogu asidik ortamlarda gelisemezler. P. syringae ve P. viridiflava harig
oksidaz pozitiftirler (Holt vd., 1994). Katalaz pozitiftirler (Palleroni, 1984). Minimal
besin ihtiyaglarmi 4 — 42 °C gibi genig bir sicaklik araliginda tolere edebilirler
(Brooks vd., 1998). Pseudomonas’larin ¢ogu tiirleri i¢in, en iyi gelisme sicakligi 28
°C’dir (Palleroni, 1984).

Gram negatif bakteriler lipaz iiretimi acisindan ele alindiginda Pseudomonas 'lar
bu grup i¢inde kuskusuz ki en Onemli cinslerden biridir. Bu cinse ait lipazlarin
cazipligi, sahip olduklar1 enantiyospesifik biyokatalitik etkinligi ve organik solvent
tolerans1 ve buna ilaveten alkali ve termostabil olmasi nedeniyledir (Singh ve
Banerjee, 2007).

Pseudomonas cinsi bakterilerin {iretmis oldugu lipazlarin ¢ogunlugu hiicre
disidir. Aminoasit sekans analizlerine gore yapilan degerlendirme sonucunda
Pseudomonas lipazlart molekiiler agirhiklarmin (M;) artisina gore ii¢ gruba
ayrilmistir. Grup-1, P. aeruginosa, P. alcaligenes, P. fragi ve diger Pseudomonas
tiirlerini igeren molekiiler agirhigr en kiigiik lipazlarin bulundugu birinci gruptur.
Grup-I lipazlari, yaklagik 285 aminoasit igeren ve M, degeri yaklasik 30.000 dalton
olan lipazlar1 kapsamaktadir. Grup-II lipazlari, P. cepacia ve P. glumae tiirlerini
kapsamaktadir. Bu grup lipazlar, yaklasik 320 aminoasit igeren ve M, degeri yaklasik
33.000 dalton olanlart igeren bir gruptur. Grup-IIl ise yaklasik 475 aminoasitten
olusan ve M; degeri yaklasik olarak 50.000 dalton olan ve P. fluorescens gibi

bakterilere ait biiyiik molekiiler agirlig1 olan lipazlar icerir (Jaeger vd., 1994).

2.2.2. Siitlerde Pseudomonal lipazlar

Siit endiistrisinin temel hammaddesi olan ¢ig siit, sagildig1 hayvandan baslamak
lizere sagim, depolama ve siit isleme fabrikalarina taginmasi sirasinda mikrobiyal
kontaminasyona maruz kalabilmektedir. Cig siitiin mikrobiyolojik kalitesi islenecek

irlinlin  kalitesini de dogrudan etkilediginden biliyilk O6nem tagimaktadir.
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Mikroorganizma faaliyeti sonucu siitiin renk, tat, koku, yap1 ve kivaminda meydana
gelen degismeler tiriinlere de dogal olarak yansimaktadir (Karakus, 1993). Siitlerin
depolama tanklarinda uzun siire ve diisiik 1silarda depolanmas1 psikrotrofik bakteri
sayisinin hizla artmasina neden olmaktadir (Karakus, 1993). Ciinkii siit icerdigi
laktoz, siit yagi, azot kaynagi, mineral maddeler ve yiisek su oranmi ile birgok
bakterinin gelisebilmesi i¢in uygun bir besiyeri ortami olusturmaktadir (Jackson,
1990; Unliitiirk ve Turantas, 1998).

Cok degisik cinslere ait, siitlerde bozulmaya sebebiyet veren bakteri siitten izole
edilmistir. Bunlar Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter, Alcaligenes,
Achromobacter, Enterobacter, Flavobacterium, Klebsiella, Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Microbacterium, Micrococcus ve Escherichia, Citrobacter ve
Klebsiella gibi koliformlar1 kapsamaktadir (Shah, 1994; Stepaniak, 2000; Hayes ve
Boor, 2001). Pseudomonas spp., islem gérmemis ve pastorize siitlerde bozulma
esnasinda en yaygin bulunan organizmalardir (Serhaug ve Stepaniak, 1997; Deeth
vd., 2002; Mc Phee ve Griffiths, 2002). Bunlar taze siitteki toplam mikrofloranin %
10’undan daha az bir kismint olusturmaktadirlar (Suhren, 1989). Fakat sogutmanin
uzamasiyla, Pseudomonas spp. ¢ig siitiin hakim mikroflorasini olusturmaktadir. Bu
organizmalar ¢ig siitteki diger mikroflora ile karsilastirildigi zaman sogutma
sicakliklarinda cok kisa jenerasyon zamanina sahiptirler (Chandler ve McMeekin,
1985; Suhren, 1989). Bunlar 4 °C’de islem gormiis sivi siitlerin raf Omriinii
sinirlandirmaktadirlar (Cousins ve Bramley, 1981; Craven ve Macauley, 1992;
Ternstrom vd., 1993).

Yapilan pek ¢ok calisma Pseudomonas’larin ¢ig ve pastorize siitlerde dominant
floray1 olusturdugunu gostermektedir. Ornegin 4 °C’de 1 hafta depolanan ¢ig siit
orneklerinden izole edilen psikrotroflarin % 70-90’1mnin (Adam vd., 1975), pastorize
siit orneklerinden izole edilen psikrotrofik bakterilerin ise % 87’sinin (Craven ve
Macauley, 1992) Pseudomonas oldugu kaydedilmistir. Bunlar daha cok P.
fluorescens, P. putida, P. fragi, P. putrefaciens ve daha az siklikta olmak tizere P.
aeruginosa’dan olusmaktadir (Gilmour ve Rowe, 1990).

P. fluorescens’in ise siit ve siit {iriinlerinde en g¢ok karsilagilan tiir oldugu
bildirilmektedir (Stevenson vd., 2003). Literatirde P. fluorescens’in ¢ig siit

orneklerinin % 84’iinde mevcut oldugu (Gennarl ve Dragotta, 1992) ve ¢ig siitten
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izole edilen tiim bakterilerin % 55.6’sindan daha fazlasini olusturdugu (Ternstrém
vd., 1993) kaydedilmistir. Baska bir ¢aligmada 6 °C’de depolanan ¢ig siit 6rneginden
izole edilen 9 izolatin 8’ inin P. fluorescens ve 1’inin de P. putida oldugu (Rowe vd.,
2003), yagsiz siit, yarim yagh siit ve yagh siit Orneklerinden izole edilen 37
Pseudomonas’in ise tamaminin P. fluorescens oldugu kaydedilmistir (Rajmohan vd.,
2002). Dogan ve Boor (2003) yaptiklar1 ¢alismada ¢ig siitler, islenmis siitler ve siit
isleme fabrikasi ¢evresinden izole edilen 338 Pseudomonas’m % 51’ini P.
fluorescens, % 14’inii P. putida ve % 25’ini ya P. fluorescens ya da P. putida olarak
identifiye etmislerdir. Bir bagka ¢alismada ise 13 ¢ig siit 6rneginden izole edilen 68
bakterinin ise 60’1 (% 88) psikrotrof olarak bulunmustur. Yapilan identifikasyonda
33 izolat (% 49.2) tamimlanmig ve bunlardan 27’si P. fluorescens 1’1 de P.
aeruginosa olarak identifiye edilmistir (Alatossava ve Alatossava, 2006).

Mikrobiyal kontaminasyona ugramamis temiz ve taze siitte 50—60 farkli enzim
aktivitesi kaydedilmis olup (Andrews, 1991; Muir, 1996) bunlardan sadece birkac
tanesinin siit ve siit {irlinlerinin kalite ve yarilanma omriinde biiyiik bir etkiye sahip
oldugu bildirilmistir (Muir, 1996). Bunlarin en 6nemlilerinin ise proteaz ve lipaz
oldugu rapor edilmistir. Depo edilmis siitler (¢ig ya da iglenmig) mevcut enzimler
disinda kontamine bakteri orjinli enzimler de icerebilmektedirler (Chen vd., 2003).
Yapilan ¢alismalar siitlerde psikrofil mikroorganizma sayisindaki artisla,
mikroorganizmalarin salgiladiklar1 enzimler arasinda da paralellik oldugunu
gostermektedir. Ornegin bir ¢alismada siitteki psikrofil populasyon ml’de 10°—10°
oranina ulastiginda lipaz ve proteaz enziminde artis oldugu kaydedilmistir (Rowe ve
Gilmour, 1985; Stead, 1986).

Siit, lipaz iretimi icin iyi bir vasattir. Cilinkii siit yagimin yaklagik % 98’
triagilgliserollerden olusmaktadir (Taylor ve MacGibbon, 2002) dolayisiyla siit ve
siitte bulunan siit yagi lipaz iiretimini uyarmaktadir (Stead, 1986; Aires-Barros
vd.,1994). Lipazlar, eksimeye neden olan serbest yag asitlerinin olusumuna yol
actiklarindan gidalarin bozulmasina sebep olurlar. Ozellikle et ve siit iiriinleri, balik
gibi  sikca  tiiketilen gidalarda baslica bozulma sebeplerinden  birini
olusturmaktadirlar (Jos ve Veld, 1996; Kim vd., 2004).

Pseudomonas’lar siitlerde lipolitik degredasyondan sorumlu temel bakterilerdir

(Shah, 1994; Mc Phee ve Griffiths, 2002). Bunlar sogutulmus siitte hizli gelisme
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yeteneklerinin yaninda 1s1 stabil ekstarselliiler proteazlar, lipazlar ve fosfolipazlar
iretebilmektedirler (Braun vd., 1999). Uygulanan 1s1 islemleri bakterilerin vejetatif
formlarin1 ortadan kaldirmakta ise de bunlarin enzimleri aktivitelerini koruyarak
depolama sirasinda iiriinlerde istenmeyen tat ve aroma bozukluklarina neden
olmaktadir (Karakus, 1993). Ornegin ¢ig siitten izole edilen psikrotrof Pseudomonas
tiirlerinin Uirettigi ham lipaz ¢ig siitiin 63 °C’de 30 dakika 1s1l igsleminden sonra % 55-
100 oranda aktivitede (Law vd., 1976) ve yagsiz siitiin 100 °C’de 30 saniye 1s1l
isleminden sonra % 75-100 oraninda aktivitesini korumustur (Fitz-Gerald vd., 1982).

Siitte bulunan psikrofil bir bakteri olan P. fluorescens SIK W1’in, kisa ve orta
zincirli triagilgliserollere kars1 yiiksek bir lipolitik aktivite gosteren 1siya dayanikli
lipaz irettigi tespit edilmis ve bu lipazin siitiin dogal bozulmasindan sorumlu
olabilecegi rapor edilmistir (Kim vd., 2005). Ayrica siitten izole edilen P.
Sfluorescens izolatlarinin 7 °C’de % 7’si, 22 °C’de % 44’1, 32 °C’de % 7’sinin
lipolitik aktivite gdsterdigini gozlenmistir (Wang ve Jagarao, 2001). Yapilan bagka
bir ¢aligmada ise, ¢ig ve islenmis siit {irlinlerinden izole edilen 66 Pseudomonas’in
38’inin (% 58) lipaz aktivitesi gosterdigi (Wiedmann vd., 2000), ¢ig siitler, islenmis
siitler ve c¢evresel Oorneklerden izole edilen 338 Pseudomonas izolatinin % 67’sinin

lipaz aktivitesi gosterdigi gozlenmistir (Dogan ve Boor, 2003).

2.3. Lipaz Analiz Metotlan

Lipaz aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in ¢ok sayida metot mevcuttur. Lipazlar,
trigliseritleri hidrolize ederek serbest yag asitleri ve gliseroliin meydana gelmesine
neden olurlar. Bu nedenle, bu enzimler i¢in analiz metotlar1 genel olarak serbest yag

asitlerinin olusumunun analiz edilmesi seklinde gelismistir (Jensen vd., 1983).

2.3.1. Kalitatif analiz

Mikrobiyal kiiltiirlerin salgilamis oldugu lipaz kat1 besiyeri ortaminda
belirlenebilmektedir (Kulkarni, 2002). Bu amagla degisik substratlarin kullanildigi
kalitatif analizler yapilmaktadir. Yaygin olarak Tribiitirin Agar besiyeri
kullanilmaktadir. Bu besiyerinin substratt dort karbonlu sentetik bir trigliserit olan

tribiitirindir (Gao vd., 2000) ve bunun hidrolizi ile olusan zon esteraz veya lipaz
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aktivitesini vermektedir (Lee ve Rhee, 1993; Makhzoum vd., 1996; Kulkarni ve
Gadre, 1999; Braun vd., 2001; Cardenas vd., 2001; Kanwar vd., 2002; Litthauer vd.,
2002; Meghwanshi vd., 2006; Ertugrul vd., 2007; Kiran vd., 2007; Coté ve Shareck,
2008).

Tribiitirin Agar besiyerinde kullanilan yonteme alternatif olarak kullanilan diger
yontemlerde kati besiyerlerine nile blue siilfat (Lawrence vd., 1967; Converse vd.,
1981; Christen ve Marshall, 1984; Samad vd., 1989), victoria blue (Lawrence vd.,
1967; Converse vd., 1981; Christen ve Marshall, 1984; Gao vd., 2000; Dogan ve
Boor, 2003; Alatossava ve Alatossava, 2006), metil red ve fenol red (Lawrence vd.,
1967; Converse vd., 1981; Christen ve Marshall, 1984; Samad vd., 1989) gibi
indikator boyalar eklenerek renkli zon olusumunun gdzlenmesi ile analiz
gerceklestirilmektedir (Gupta vd., 2003). Bu metotta indikatdr boya iceren biiyiime
ortamina emiilsiye yaglar eklenmektedir. Yaglarin hidrolizi mikrobiyal kolonilerin
etrafinda renkli olusum ya da floresan héleler veya zonlara neden olmaktadir
(Kulkarni, 2002). Bu testler kati besiyerlerinde lipolitik mikroorganizmalarin
gelisimlerini hizli bir sekilde arastirmak i¢in uygundur. Ancak bazi pozitif yanlis
sonuglar goriilebilir. Bu durum, mikrobiyal lipazlar tarafindan serbest birakilan yag
asitlerinin asidik metabolit olmasindan dolayr ortamin asidifikasyonundan
kaynaklanmaktadir (Beisson vd., 2000; Gupta vd., 2003).

Bu durumu engellemek icin Kouker ve Jaeger (1987) floresan Rhodamin B
boyasini kullanarak 350 nm dalga boyunda UV 15181 altinda turuncu floresan olarak
lipolizis zonlarmi gostermislerdir. Rhodamin, serbest yag asitleriyle floresan bir
kompleks olusturur. Boylece lipaz iireten koloniler UV 15181 altinda floresan haleler
gosterir (Kouker ve Jaeger, 1987; Lee ve Rhee, 1993; Winteler vd., 1996; Kumura
vd., 1998; Haba vd., 2000; Hube vd., 2000; Kim vd., 2001; Martinez ve Soberon-
Chéavez, 2001; Litthauer vd., 2002; Gupta vd., 2003; Kojima ve Shimizu, 2003).

Ayrica zeytinyagi igeren besiyerlerinde (Hube vd., 2000; Martinez ve Soberon-
Chavez, 2001) ve Tween 80 iceren besiyerinde seffaf zonun gézlenmesi (Smibert ve
Krieg, 1994; Sierra, 1957; Emanuilova vd., 1993) ile de lipaz aktivitesinin

belirlenmesi miimkindiir.
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2.3.2. Kantitatif analiz

Serbest yag asitlerinin olusumunu arastirmak amaciyla kantitatif olarak
titrimetrik (Makhzoum vd., 1996; Beisson vd., 2000; Deeth ve Touch, 2000;
Litthauer vd., 2002; Ruiz vd., 2004; Kiran vd., 2007), spektrofotometrik (Kurooka
vd., 1977; Rollof vd., 1984; Stuer vd., 1986; Lee ve Rhee, 1993; Lin vd., 1996;
Beisson vd., 2000; Litthauer vd., 2002; Kiran vd., 2007), kromatografik prosediirler
(TLC/GC/HPLC) (Kashyap vd., 1980; Ruiz ve Roudriguez-Fernandez, 1982;
Veerraghavan, 1990; Maurich vd., 1991) ve immiinolojik metotlar kullanilmaktadir
(Jaeger vd., 1994; Beisson vd., 2000; Deeth ve Touch, 2000; Gupta vd., 2003; Ruiz
vd., 2004).

Triacilgliseroller lipazlarin dogal substratlaridir ve spektrofotometrik metotlarda
bunlar substrat olarak kullanilmaktadir (Kulkarni, 2002). Bu 6l¢iim temel olarak p-
nitrofenol esterlerinin enzimatik hidrolizi sonucunda meydana gelen p-nitrofenol’iin
410 nm’de kolorimetrik olarak tespit edilmesine dayanmaktadir (Winkler ve
Stuckmann, 1979; Kademi vd., 2000; Barbaro vd., 2001; Gupta vd., 2002; Litthauer
vd., 2002; Bendikiené vd., 2004; Kumar vd., 2005; Gilham ve Lehner, 2005).

Bu substratlara p-nitrofenil biitirat (Lee ve Rhee, 1993; Lee vd., 1999; Cho vd.,
2000; Surinenaite vd., 2002; Lee vd., 2003; Wei vd., 2003; Bendikiené vd., 2004;
Kim vd., 2005) ile birlikte, p-nitrofenil kaproat (Chen vd., 2004), p-nitrofenil
kaprilat (Makhzoum vd., 1996; Baral ve Fox, 1997; Gupta vd., 2002), p-nitrofenil
kaprat (Chen vd., 2004), p-nitrofenil laurat (Lin vd., 1996; Sakiyama vd., 2001), p-
nitrofenil miristat (Chen vd., 2004), p-nitrofenil palmitat (Stuer vd., 1986; Kordel
vd., 1991; Abramic vd., 1999; Kulkarni ve Gadre, 1999; Gupta vd., 2002; Litthauer
vd., 2002; Lopes vd., 2002; Jinwal vd., 2003; Kumar vd., 2005; Karadzic vd., 2006;
Ertugrul vd., 2007; Gupta vd., 2007), p-nitrofenil stearat (Schuepp vd., 1997), p-
nitrofenol valerat ve p-nitrofenol asetat (Gupta vd., 2002) o6rnek olarak verilebilir.

Ancak kisa zincirli esterler suda ¢oziinlir ve o nedenle bu hidroliz lipaz
aktivitesinden ziyade esteraz aktivitesinin Ol¢iilmesini saglar. Asetat ve biitirat gibi
kisa zincirli esterleri esteraz aktivitesini 0lcerken, buna karsin laurat, palmitat veya

oleat gibi daha uzun zincirler lipaz aktivitesini belirlemektedir (Gilham ve Lehner,
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2005). Bu nedenle p-nitrofenil palmitat lipaz aktivitesinin Ol¢iilmesi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir.

Asidik pH’da p-nitrofenol absorbansi yogun olarak etkilendigi i¢in bu estrelerin
bu pH’ larda 6l¢iimii saglikli yapilamamaktadir. Diger taraftan kinetik ol¢iimler bazi
lipazlar ig¢in uygun olmasa da, sadece nétral ya da alkalin pH’ larda
yapilabilmektedir (Kademi vd., 2000). p-nitrofenol farkli pH degerlerinde farkl
absorption katsayilar1 verdigi i¢in farkli pH ortamlarinda standartlarm kullanilmasi
gerekmektedir (Gilham ve Lehner, 2005).

Diger kolorimetrik lipaz ol¢limii naftil esterlerinin hidrolizine dayanmaktadir
(Gilham ve Lehner, 2005). Renksiz B-naftil karpilat (oktanat) esterinin hidrolizi ile
meydana gelen renkli B-naftol’un 560 nm’ de spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesiyle
yapilmaktadir (Degrassi vd., 1999; Gandolfi vd., 2000). a-naftil asetat, naftil
propiyonat ve naftil biitirat gibi o-naftil esterleri bu analizde substrat olarak
kullanilmaktadir (Gupta vd., 2003).

Renk iiretiminin 6l¢iilmesinden baska spektrofotometrik analizler yag asitlerinin,
kalsiyum veya bakirla ¢oktiiriilmesiyle yapilabilir. Substrat olarak Tween kullanilir
ve absorbans artist 500 nm’ de Olgiilmektedir (Von Tigerstrom ve Stelmaschuk,
1989).

Lipaz aktivitesinin kantitatif Slgiimiinde spektrofotometrik yontemin disinda,
lipaz aktivitesi sonucu ortamda olusan yag asitlerinin meydana getirdigi pH
degisiminin Sl¢limiine dayali zeytinyagi emiilsiyon yontemi (Gao vd., 2000; Kojima
ve Shimizu, 2003), polivinil emiilsiyon yontemi (Omar vd., 1987; Kanwar ve
Goswami, 2002; Kulkarni ve Gadre, 2002), pH-Stat yontemi (Jaeger vd., 1994;
Meyers vd., 1996; Beisson vd., 2000; Kambourova vd., 2003) gibi titrasyon

yontemleri de kullanilmaktadir.

2.4. Optimizasyon Kosullar:

Cogu bakteriyal lipazlar, ekstraseliilerdir ve iiremenin ge¢ logaritmik fazinda
(Tan ve Gill, 1985) ve duraklama fazinin basinda iiretilirler ( Fox ve Stepaniak,

1983; Stuer vd., 1986; Sidhu vd., 1998; Matselis ve Roussis 1992; Makhzoum vd.,
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1995). Lipazlarin, iiretim peryodu birkag saatten birka¢ giline kadar degisebilir
(Gupta vd., 2002).

Lipazlarin biiyiikk Ol¢lideki endiistriyel uygulamalar1 i¢in biiyiilk miktarlarda
iretimleri gereklidir. Bu nedenle lipazin yiiksek miktarda iiretilebildigi kosullarin
belirlenmesi igin optimizasyon c¢alismalar1 yapilmaktadir (Kanwar vd., 2002;
Litthauer vd., 2002; Surinenaite vd., 2002; Jinwal vd., 2003; Gupat vd., 2006;
Karadzic vd., 2006; Chen vd., 2007). Karbon ve azot kaynaklari, sicaklik, pH,
inorganik tuzlarin konsantrasyonu ve oksijen varligi gibi faktorler lipaz seviyesini
etkilemektedir (Lee ve Rhee, 1993; Ghosh vd., 1996; Sharma vd., 2001; Chen vd.,
2003).

Lipazlar genellikle indiiklenebilir enzimler olduklari icin lipaz aktivitesinin
meydana gelebilmesinde baslica faktoriin her zaman i¢in karbon kaynagi oldugu
bildirilmektedir (Lotti vd., 1998). Bunlar genellikle yag ya da triagilgliseroller, yag
asitleri, hidrolize olabilen esterler, tweenler, safra tuzlar1 ve gliserol gibi
indiikleyiciler varliginda tiretilmektedir (Ghosh vd., 1996; Dharmsthiti vd., 1998;
Shirazi vd., 1998; Gao vd., 2000; Rathi vd., 2001). Ornegin en yiiksek lipaz
aktivitesini Candida sp. 99-125 mutanti susam yagi (Tan vd., 2003), B. cepacia
hindistan cevizi, hardal yagi, keten tohumu yag1 ve hurma yagi (Rathi vd., 2001) ve
Pseudomonas sp. ise hardal yagi ve keten tohumu yagi (Rathi vd., 2000)
kullanildiginda gostermistir.

Fakat lipaz tiretimi sekerler, seker alkoller, polisakkaritler, siit suyu, kazamino
asitleri ve diger kompleks kaynaklar gibi karbon kaynaklarindan da 6nemli 6l¢iide
etkilenmektedir (Gilbert vd., 1991a; Lotrakul ve Dharmsthiti 1997; Dharmsthiti ve
Kuhasuntisuk 1998; Ghanem vd., 2000; Rashid vd., 2001). Bacillus sp’nin % 0.5
pepton ve % 0.3 yeast ekstrakt bulunan bazal besiyerinde % 20 kesilmis siit suyu +
% 1 triolein igeren bazal ortamda en yliksek lipaz aktivitesi saptanmistir (Ertugrul
vd., 2007). Oleik, lineik ve linoleik asitler gibi uzun zincirli yag asitlerinin, P.
mephitica gibi cesitli bakterilerin lipaz {iretimini destekledigi bilinmektedir (Ghosh
vd., 1996). Fakat P. aeruginosa EF2 (Gilbert vd., 1991a) ve Acinetobacter
calcoaceticus (Mahler vd., 2000) lipazlarimin oleik asit gibi uzun zincirli yag
asitlerinin varhiginda baskilandig1 kaydedilmistir. Pseudomonas sp. G6 susunun ise

maksimum lipaz iiretimini %1 (v/v) n-hekzadekanin tek karbon kaynagi olarak
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kullanilmasiyla sagladigi (25 U/ml), ayrica kiiltiir ortaminda % 0.05 (v/v)
konsantrasyonda tribiitirin kullaniminin da lipaz diretimini 2.4 kat arttirdigi
bildirilmistir (Kanwar vd., 2002).

Uretim ortaminda bulunan nitrojen kaynagmin tiirii de lipaz iiretimini
etkilemektedir (Ghosh vd., 1996). Genellikle ¢esitli Bacillus spp. (Bacillus A30-1, B.
alcalophilus, B. licheniformis H1) ve ¢esitli pseudomonadlar (Pseudomonas sp., P.
fragi, P. fluorescens BW 96CC) ve Staphylococcus haemolyticus’un lipaz iiretimi
icin pepton ve yeast ekstrakt gibi nitrojen kaynaklar1 kullanilmistir (Wang vd., 1995;
Khyami-Horani 1996; Pabai vd., 1996; Oh vd., 1999; Ghanem vd., 2000; Lanser vd.,
2002; Sharma vd., 2002b). Burkholderia multivorans’in lipaz tiretimini indiikleyici
olan zeytinyagi/oleik asit ve nitrojen kaynagi olarak eklenen yeast ekstraktin lipaz
iiretimini maksimum oranda etkiledigi bildirilmektedir (Gupta vd., 2007). Misir
1slatma sivis1 ve soya fasiilyesi unu lipaz iiretimini peptondan daha az derecede
uyarmaktadir (Sztajer ve Maliszewska, 1989). Rhizopus oryzae’nin lipolitik
susundan izole edilen lipaz, nitrojen kaynagi olarak % 4 musir 1slatma sivist ve % 1
oraninda pepton bulunan besiyeri bilesiminde yiiksek ekstraseliiler lipaz aktivitesi
elde edildigi bildirilmektedir (Hiol vd., 2000). Amonyum klorid ve diamonyum
hidrojen fosfat gibi inorganik nitrojen kaynaklarinin bazi mikroorganizmalarin lipaz
iiretimini etkiledigi kaydedilmistir (Gilbert vd., 1991a, 1991b; Bradoo vd., 1999;
Dong vd., 1999; Rathi vd., 2001). Ure ve amonyum siilfat lipaz sentezini inhibe
ettigi bildirilmistir (Sztajer ve Maliszewska, 1989).

Kofaktorler genellikle lipaz aktivitesi igin gerekli degildir fakat divalent
katyonlar enzim iiretimini stimiile etmekte ya da inhibe etmektedir. Fe**, Co*", Ni*',
Hg”" ve Sn®" gibi agir metaller lipaz aktivitesini biiyiik 6l¢iide inhibe etmektedir.
Fakat Zn>" ve Mg2+ lipaz aktivitesi i¢cin 6nemsiz inhibitorlerdir (Patkar ve Bjorkling,
1994). Ca*" ve Mg>" Burkholderia sp’nin lipaz tiretimini stimiile ederken (Rathi vd.,
2001), B. multivorans’ta Ca*" lipaz tiretimine pozitif sinyal vermis Mg”" ise negatif
sinyal vermistir (Gupta vd., 2007). Kalsiyum klorid varlifinda ise Bacillus sp.
RSJ1’in lipaz iiretimini stimiile oldugu bildirilmektedir. Fakat diger metal iyonu
tuzlarinin ¢ogu lipaz iiretimini inhibe etmistir. (Sharma vd., 2002b). Fe’nin ise
Pseudomonas sp. G6’nin lipaz tiretiminde kritik rol oynadig1 kaydedilmistir (Kanwar
vd., 2002).
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Gelisim ortamindaki baglangi¢ pH’s1 lipaz iiretimi igin 6nemlidir. Bakterilerin
cogunlugu Bacillus sp. (Sugihara vd., 1991), Acinetobacter sp. (Barbaro vd., 2001)
ve Burkholderia sp.’de (Rathi vd., 2001) oldugu gibi en iyi lireme ve lipaz iiretimi
pH 7.0 civarindadir. Fakat maksimum aktivite bazi durumlarda pH 7.0’den daha
yiiksek oldugu kosullarda gozlenebildigi gibi (Nashif ve Nelson 1953; Gilbert vd.,
1991a; Wang vd., 1995; Khyami-Horani 1996; Dong vd., 1999; Sharma vd., 2002b;
Kanwar vd., 2002; Kiran vd., 2007) pH 7.0’den daha kii¢iik oldugu durumlarda da
gozlenebilmektedir (Ertugrul vd., 2007).

Lipaz tiretimi i¢in optimum sicaklik, mikroorganizmalarin gelisim sicakliklarina
benzerlik gostermektedir. Ornegin Bacillus sp. RSJ1 (Sharma vd., 2002b) ve B.
cepacia’da (Rathi vd., 2001) oldugu gibi lipaz iiretimi i¢in en iyi sicaklik 50°C’dir.
Genel olarak lipazlarin 20-45 °C arasindaki sicakliklarda iiretildigi goriilmiistiir
(Kanwar vd., 2002; Ertugrul vd., 2007; Kiran vd., 2007).

Bakterilerin maksimum lipaz {iretimi i¢in en uygun inkiibasyon siiresi,
inkiibasyon peryodunun birka¢ saatten birkag giine kadar degistirilmesi ile
belirlenebilmektedir. A. calcoaceticus ve Bacillus sp. RSJ1 12 saatlik inkiibe
edildiginde (Mahler vd., 2000; Sharma vd., 2002b) ve B. thermocatenulatus 16 saat
(Schmidt-Dannert vd., 1997) maksimum lipaz lretimi saglanmistir. Pseudomonas
spp. ve P. fragi’nin 72 saat ve P. fluorescens BW 96CC’nin 96 saat
inkiibasyonundan sonra maksimum lipaz {rettigi tespit edilmistir (Pabai vd., 1996;

Dong vd., 1999).

2.5. Protein Saflagtirma Metotlar

Enzimlerin ticari uygulamalarinin ¢ogunda, enzimlerin homojen karigimlarina
ihtiya¢ yoktur. Fakat belli derecede saflastirilmasi gerekir. Protein saflastirma
caligmalarinda asil amag, istenilen proteinin, diger proteinlerden ve protein olmayan
hiicre bilesenlerinden ayrilmasidir (Berg vd., 2002; Dennison, 2002). Enzimlerin
saflagtirilmasi, 3 boyutlu yapilarinin ve proteinlerin yapi-fonksiyon iligkilerini
anlamak icin gereklidir (Taipa vd., 1992; Aires-Barros vd., 1994; Saxena vd.,

2003a). Bununla birlikte saflastirilmig  lipazlara, hassas kimyasallarin,
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farmasoétiklerin  ve kozmetiklerin biyokatalitik tretimini gerceklestiren  enzim
endiistrilerinde de ihtiya¢ vardir (Saxena vd., 2003a).

Endiistriyel amaglar i¢in saflagtirma yontemleri, pahali olmamali, hizli, yiiksek
verim ve genis ¢apta liretime uygun olmalidir. Lipazlar i¢in ¢ok cesitli saflagtirma
yontemleri kullanilmaktadir (Taipa vd., 1992; Aires- Barros vd., 1994; Palekar vd.,
2000; Saxena vd., 2003a). Saflastirma metotler1 genellikle ¢oktiirme, hidrofobik
interaksiyon kromatografisi, jel filtrasyon ve iyon degisim kromatografisi gibi
spesifik olmayan tekniklere baglidir (Sharma vd., 2001) ve lipazin molekiiler
agirhigt SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez) ile
belirlenmektedir (Lee ve Rhee, 1993; Kojima ve Shimizu, 2003).

Coktiirme islemlerinde, siilfat ve fosfat gibi anyonlarin potasyum, sodyum ya da
amonyum gibi katyonlarla olan tuzlar1 tercih edilmektedir. Bu tuzlar proteinle
dogrudan etkilesime girmek yerine, kiimelenmis su molekiillerine baglanarak,
proteinlerin kolay bir sekilde ¢okelmesini saglayacak niteliktedir. Diger tuzlara gore
daha saf olmasi, ucuz olarak elde edilmesi ve daha iyi bir ¢Oziiniirliige sahip
olmasindan o6tiirli, amonyum siilfat en ¢ok tercih edilen tuzdur. Amonyum siilfat
tuzunun pH, c¢oziiniirlik, 1s1, yogunluk gibi etkenlerle uyumlu olmast ve
proteinlerinin yapilarinin bozulmasia engel olarak proteinleri kararli kilmasi, bu
tuzun tercih edilmesindeki diger nedenler arasinda sayilabilir (Akbulut, 2006).

Coktiirme islemi i¢in ayrica organik ¢oziiciiler de kullanilmaktadir. Bu
yontemde hidrofobik boélgeler etrafindaki su, organik ¢oziicii molekiilleri ile yer
degistirir. Suda ¢oziilebilen proteinlerin ¢oziinme orani azalir ve proteinler arasi
etkilesimin gergeklesmesi sonucunda proteinler bir araya gelerek ¢okerler (Scopes,
1994; Dennison, 2002).

Coktliirme islemi gergeklestikten sonra ortamda kalan tuz, sonraki saflagtirma
basamaklarinda biyolojik aktiviteyi etkilemekte ve iyonik degisimlere neden
olmaktadir. Bu nedenle protein ¢ozeltisi icinde yer alan tuzun ¢oktiirme islemini
takiben ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla diyaliz islemi
gergeklestirilmektedir. Diyaliz isleminde, secilmis biiyiikliikte gdzeneklere sahip
seliloz membran gibi yar1 gegirgen membranlar kullanilmaktadir. Diyaliz fazla
tuzun protein materyalinden uzaklastirilmasi i¢in en sik kullanilan yontemdir

(Akbulut, 2006).
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Bu asamadan sonra gerceklestirilen saflagtirma basamaklarindaki amag;
ilgilenilen poteinin diger proteinlerden daha biiyilk oranda ayrilmasi, istenilen
protein miktarinda ve aktivitesinde azalma olmaksizin proteinin saflastiriimasidir.
Bu asamada c¢esitli kromatografik yontemler kullanilmaktadir. Kromatografik
yontemler sayesinde proteinler biiyiikliikklerine, iyonik yiiklerine veya ozgiil
molekiillere olan ilgilerine gore birbirinden ayrilabilmektedirler. Kullanilacak
kromatografik yontem, calisilan proteinin 6zelliklerine gore secilmektedir (Scopes,
1994; Berg vd., 2002; Dennison, 2002).

P. mendocina PK-12CS lipazinin saflastirilmasi, aseton ¢oktiirmesi ve DE-52
kromatografisi yontemleri kullanilarak yapilmistir. Yaklagik 241 kat saflastirilan
lipazin molekiiler agirligi 80 kDa olarak tespit edilmistir (Jinwal vd., 2003).
Pseudomonas fluorescens HU380 susunun iiretmis oldugu ekstraseliiler lipaz ise 0.5
M amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-sepharose ve Superdex 200HR kolon
kromatografi yontemleri ile 24.3 kat saflagtirilmistir. Protein bantlar1 SDS-PAGE ile
gbzlenmis ve enzimin molekiiler agirligt 67 kDa olarak bulunmustur (Kojima ve
Shimizu, 2003).

Bacillus cereus C71 susunun tirettigi ekstraseliiler lipaz, ardisik olarak amonyum
sillfat coktiirmesi, Phenyl-Sepharoze kromatografisi, DEAE iyon degisim
kromatografisi ve CIM quaternary (QA) amine kromatografisi ile saflastirilmistir.
Saf enzimin molekiiler agirligi SDS-PAGE ve kiitle spektrofotometre ile yaklasik
olarak 42 kDa olarak belirlenmistir (Chen vd., 2007).

Organik solvent toleransli Pseudomonas aeruginosa LST-03’iin salgiladig
organik solvent stabil lipazi, 2-propanolun varliginda iyon degisim kromatografisi ve
hidrofobik interaksiyon kromatografisi ile saflastirilmistir. Lipazin molekiiler agirligi
SDS-PAGE ile 27.1 kDa ve jel filtrasyonu ile de 36 kDa olarak bulunmustur (Ogino
vd., 2000). Pseudomonas sp. S5 susu tarafindan iiretilen, organik solvent toleransh
lipaz da affinite ve anyon degisim kromatografisi ile saflastirilmistir. 387 kat
saflastirilan lipazin molekiiler agirligi 60 kDa olarak belirlenmistir (Rahman vd.,
2005).

Enzimlerin saflagtirilmasi, onlarin ilk aminoasit sekanslariin basarili bir gekilde
ortaya konmasina ve ¢ogunlukla da ii¢ boyutlu yapilarinin agiklanabilmesine izin

vermektedir. Saflastirilmis lipazlarin X-1g11 kristalografisi ile ilgili calismalar, yapi-
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fonksiyon arasindaki iligkilerinin anlagilmasini saglamakla birlikte hidroliz, sentez
ve ester gruplarmin degisimi gibi lipaz aktivitesinin gerceklestigi mekanizmalarin
kinetiginin daha iyi anlagilmasinda rol oynar (Jaeger ve Reetz, 1998). Bununla
birlikte saflastirilmis lipazlara, hassas kimyasallarin, farmasoétiklerin = ve
kozmetiklerin biyokatalitik {iretimini gerceklestiren enzim endiistrilerinde de ihtiyag
vardir (Saxena vd., 2003a).

Yapilan X-iginlart ¢alismalarinda tiim lipazlarin o/ B hidrolaz katlanmasi
familyasinda yer aldigin1 gostermektedir (Ollis vd., 1992). Genel olarak o/p-hidrolaz
katlanmalar1 sekiz telden ibarettir, cogunlukla paralel § tabaka 6 a heliks tarafindan
kusatilmigtir (Ser/Asp/Cys-His-Asp/Glu) (Brzozowski vd., 1991).

Lipazlar her hangi bir kofaktore ihtiya¢ duymayan (Singh ve Banerjee, 2007)
serin hidrolazlardir (Svendsen, 1994; Singh ve Banerjee, 2007) ve G-X;-S-X»-G
sekansinin enzimin katalitik kistmi1 oldugu diisiiniilmektedir. Burada G: glisin, S:
serin, X;: histidin ve X,: glutamik veya aspartik asittir (Svendsen, 1994). Insan
pankreatik lipazi (HPL) (Winkler vd., 1990) ve Rhizomucor michei (RML) lipazinin
katalitik tgliisii Ser- Asp- His’den ibarettir. Buna karsin Geotrichum candidum
lipazinin (GCL) katalitik iclisiiniin  ise Ser- Glu- His’den ibaret oldugu
bildirilmektedir (Hou, 2002).

Lipazlarin aktif bolgeleri, diger enzimlerde de oldugu gibi cep denilen (lid veya
flap) yilizey katlanmalarmin oldugu kisimlardan olugmaktadir. Ortak ylizeye
baglanma sirasinda bu katlanma hareket etmekte ve enzimin ‘kapali’ bir formdan
aktif bolgenin solvent iginde is gorebilecegi ‘agik’ bir forma gegmesini
saglamaktadir. Ayn1 zamanda, ortak yiizeyde lipazin baglanmasimi kolaylastirdigi
diisiiniilen biiyiikk bir hidrofobik yiizey olusturdugu diisiiniilmektedir (Jaecger ve
Reetz, 1998). HPL ve RML’da, aktif bolge kisa bir amfipatik heliks veya kapak
tarafindan sarilmistir. Buna karsin GCL’nin aktif bolgesi hemen hemen paralel iki
amfipatik heliks tarafindan cevrilmis oldugu bilinmektedir. Bu yap1 substrat ile
lipazin etkilesmesini Onler, boylece hidrofobik tortular proteinin yiizeyi araciligiyla
protein ve substrat arasina temas eder (Jaeger vd., 1994).

Enzimin konformasyonel degisikligi suda ¢dzliinemeyen substrat ile karsilastig
zaman olmaktadir (Saxena vd., 2003b). Bir aktivasyon oldugu zaman enzimin kapag1

kapali formdan agik forma doniisiir ve bdylece aktif bolge substratin etkilesebilecegi
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bir hale gelir (Jacger ve Reetz, 1998). Bu olay yiizeyler arasi aktivasyon olarak
bilinmektedir (Verger, 1997). Fakat bu ylizeyler arasi aktivasyon fenomeni tiim
lipazlarda meydana gelmemektedir. Ornegin, Pseudomonas aeruginosa ve Candida
antarctica B (Martinelle vd., 1995) lipazlar bir kapaga sahip degildirler ve bundan
dolay1 ylizeyler arasi aktivasyonlar1 noksandir. Dolayisiyla, lipazlar1t uzun zincirli
triacilgliseritlerin  hidrolizini katalizleyebilen esterazlar olarak tanimlamak

miimkiindiir (Foglia ve Villeneuve, 1997).

2.6. Lipazlar Icin Karakterizasyon ve Stabilizasyon Calismalari

Saflastirilan lipazin karakterizasyonu ve stabilizasyonu asamasinda saflastirilan
enzimin pH ve sicaklik kinetikleri, metal iyonlarinin etkisi, spesifik inhibitorlerin
etkisi, cesitli deterjanlarin etkisi ve substrat spesifitesi belirlenmektedir.

Enzimlerin teknolojik uygulamalarda kullanilabilmesi i¢in ¢alisma kosullarinda
uzun siire stabil olmalan gerekmektedir. Operasyonel stabilitenin uzatilmasi
siiregteki enzim yinelenmelerinin sayisini diisiirecek, boylece oldukg¢a pahali olan
enzim islemlerinin maliyeti azalacaktir. Enzim inaktivasyonlari, sicaklik, ortam
pH’s1, denatiire edici maddeler, oksijen ve proteazlarin mevcudiyeti gibi bir¢ok
faktoriin etkisiyle gerceklesmektedir. Bu nedenle inaktivasyona karsi enzimlerin
stabilizasyonu endiistriyel uygulamalari i¢in kacinilmaz bir istir (Erarslan, 2006).

Genellikle enzimler, organik solventlerde stabil degildir ve denatiire olmaya
egilimlidirler (Schmidt ve Verger, 1998; Sharma vd., 2001). Fakat lipazlar organik
solventlerde bir stabilizer olmadan aktiftirler ve stabil kalirlar (Schmidt ve Verger,
1998; Schmidt-Dannert, 1999; Sharma vd., 2001; Gupta vd., 2004). Organik
solventlerin varliginda is gordiiklerinde reaksiyonun yoniinii degistirebilmektedirler
ya da farkli agilgliseroller, alkoller, esterler, glikozidler ve aminler ve hatta bazi
bilesenlerin  farkli  kimyasal gruplarnt arasindaki a¢il gruplaniyla yer
degistirebilmektedirler (Pandey vd., 1999; Schmidt-Dannert, 1999; Ferrer vd., 2000;
Bornscheuer, 2002; Gupta vd., 2004). Cok sayida organik solvent toleransli
mikroorganizma izole edilmis olmasina ragmen Pseudomonas aeruginosa LST-
03’iin organik solvent stabil enzim {reten ilk organik solvent toleransh

mikroorganizma oldugu bildirilmektedir (Ogino vd., 1994). Pseudomonas
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pseudomallei 12sm (Kanwar ve Goswami, 2002), P. mendocina (Jinwal vd., 2003),
P. fluorescens (Makhzoum vd., 1996), Pseudomonas sp. S5 (Rahman vd., 2005), P.
aeruginosa PseA (Gupta ve Khare, 2006), Bacillus GK-8 (Meghwanshi vd., 2006)
lipazlarinin organik solvent stabilitesi oldugu kaydedilmistir.

Kofaktorler lipaz aktivitesi i¢in genellikle gerekli degildir fakat kalsiyum gibi
divalent katyonlar enzim aktivitesini genellikle uyarmaktadir (Macrae ve Hammond
1985; Godtfredsen 1990). B. subtilis 168 (Lesuisse vd., 1993), B. thermoleovorans
ID-1 (Lee vd., 1999), Pseudomonas sp. S5 (Rahman vd., 2005), P. aeruginosa EF2
(Gilbert vd., 1991b), P. fluorescens HU380 (Kojima ve Shimizu, 2003), P.
fluorescens SIK WI (Kim vd., 2005), S. aureus 226 (Muraoka vd., 1982), S. hyicus
(Van Oort vd., 1989), C. viscosum (Sugiura vd., 1974) ve Acinetobacter sp. RAG-1
(Snellman vd., 2002) lipazlarinin kalsiyum ile stimiile oldugu kaydedilmistir. Buna
karsihk P. aeruginosa 10145 lipaz1 kalsiyum varli§inda inhibe edilmistir
(Finkelstein vd., 1970).

Lipaz aktivitesi Co>", Ni*", Hg”" ve Sn>" gibi agir metaller tarafindan siddetli bir
sekilde inhibe edilmektedir ve Zn*" ve Mg2+ tarafindan ise Onemsiz bir sekilde
inhibe edilmektedir (Patkar ve Bjorkling 1994). P. fluorescens HU380 lipaz1 Co®",
Ni**, Fe*', Fe* (Kojima ve Shimizu, 2003), P. aeruginosa lipaz Zn*, Hg2+, Ccu*
(Karadzic vd., 2006), Bacillus cereus C71 Cu®" ve Zn*" (Chen vd., 2007) varliginda
inhibe edilmistir.

Bakteriyel lipazlarin en iyi aktivite gosterdikleri pH genel olarak notral
(Dharmsthiti vd., 1998; Dharmsthiti ve Luchai 1999; Lee vd., 1999) ya da alkali
(Schmidt-Dannert vd., 1994; Sidhu vd., 1998; Rathi vd., 2001; Kanwar ve Goswami
2002; Sunna vd., 2002; Karadzic vd., 2006; Chen vd., 2007) olmakla birlikte nadir
de olsa asidik ortamda iyi aktivite gosteren lipazlar da vardir (Andersson vd., 1979).

Bakteriyel lipazlar genellikle 30-60 °C araliginda sicakliklarda aktiftirler
(Lesuisse vd., 1993; Wang vd., 1995; Dharmsthiti vd., 1998; Litthauer vd., 2002;
Meghwanshi vd., 2006). Fakat bakteriyel lipazlarmm hem diisiik hemde yiiksek
aralikta aktif oldugu ile ilgili kayitlar bulunmaktadir (Dunhaupt vd., 1991; Brune ve
Gotz 1992; Lin vd., 1996; Dharmsthiti ve Luchai 1999; Lee vd., 1999; Oh vd., 1999;
Sunna vd., 2002). Birka¢ Pseudomonas lipazinin 100 °C’de ya da hatta 150 °C’nin

iistiinde birkac saniye yarilanma omrii ile stabil oldugu kaydedilmistir (Andersson
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vd., 1979; Swaisgood ve Bozoglu 1984; Rathi vd., 2001). Yiiksek termotolerant
lipaz 100 °C’de 15-25 dakika yarilanma Omrii ile B. stearothermophilus’da
kaydedilmistir (Bradoo vd., 1999). Termofilik Bacillus sp. enzimi ise optimal
aktiviteyi 60 °C’de (Nawani vd., 2006), Pseudomonas sp. 90°C (Rathi vd., 2000) ve
Pseudomonas aeruginosa 70 °C’de gostermistir (Karadzic vd., 2006).

Lipazlar, hidroliz reaksiyonlarindaki spesifitelerine gore substrat-spesifik
lipazlar, bolgesel spesifik lipazlar, yag asitleri spesifik lipazlar ve stereospesifik
lipazlar olmak iizere dort gruba ayrilabilmektedirler.

Substrat-spesifik lipazlar trigliseroler, digliseroller, monogliseroller ve
fosfolipitler gibi belirli gliserol esterlerini daha iyi hidrolizleme kabiliyetlerine gore
tanimlanirlar. Triagilgliserol bircok hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal lipazlar i¢in
favori substratlardir (Hou, 2002). Burkholderia cepacia (Pencreach vd., 1997),
Mucor miehei, Geotrichum candidum (Jensen ve Hamosh, 1996), Pseudomonas sp.
ATCC (Kordel vd., 1991) ve diger bazi lipazlar uzun zincirli doymamis
triacilgliserollere spesifik olabilmektedirler (Bendikiené vd., 2005). Buna karsin,
Penicillium camembertii lipaz1 gibi bazi1 lipazlarin gliseritleri triagilgliserol’den daha
iyi hidrolize ettikleri rapor edilmistir (Tornqvist ve Belfrage, 1976; Yamaguchi ve
Mase, 1991).

Yag asidi spesifik lipazlar, bazi yag asitlerine spesifik olup bu yag asitlerinin
olusturdugu ester baglarimi parcalarlar (Jaeger vd., 1994; Telefoncu, 1997). Bu tiir
lipazlar gliserol omurgas1 {izerindeki pozisyona bakmaksizin gliserit esterlerini
asitlere hidrolize edebilirler (Hou, 2002). Ozellikle Geotricum candidum fungal
lipaz1 B agilgliserollerin C9 ve C10 arasindaki ikili ester bagi icin spesifiktir.
Achromobacterium lipolyticum yag asidi spesifitesi gosteren bir lipaz iiretmektedir
(Davranov, 1994). Fakat Bacillus sp. (Wang vd.,1995), P. alcaligenes EF2 (Gilbert
vd., 1991a, 1991b) ve P. alcaligenes 24 (Misset vd., 1994) lipazlar1 uzun zincirli yag
asitleri iceren trigliseritlere spesifiktir (Gupta vd., 2004). Bacillus subtilis 168
(Lesuisse vd., 1993), Bacillus sp. THL027 (Dharmsthiti ve Luchai 1999), P.
aeruginosa 10145 (Finkelstein ve 1970), P. fluorescens (Sugiura vd., 1977),
Pseudomonas sp. ATCC 21808 (Kordel vd., 1991), C. viscosum (Horiuti ve
Imamura 1977) ve Aeromonas hydrophila (Angultra vd., 1993) lipazlar kiigiik ya da

orta zincirli yag asitleri iceren substratlara, P. aeruginosa sana-i, orta zincirli yag
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asitlerini igeren triagilgliserolleri tercih etmektedir (Karadzic vd., 2006). S. aureus
226 (Muraoka vd., 1982), Bacillus sp. (Sugihara vd., 1991) lipazlarmin ise
doymamis yag asitlerini tercih ettigi bildirilmektedir.

Bolgesel spesifik lipazlarda ilk grup, spesifik olmayan gruptur. Bunlar
trigliseritleri tamamen hidrolizleyip yag asitleri ve gliserol olusumunu katalizlerler
(Sekil 2.4). Bu grup lipazlara Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus
(Davranov 1994; Jaeger vd., 1994), Candida cylindracea, Chromobacterium
viscoum, Pseudomonas spp. (Victor vd., 1997), Chromobacterium viscosum (Jaeger
vd., 1994), Corynebacterium acnes (Hassing 1971) lipazlar1 6rnek verilebilir. 1,3-
bolgesel spesifik lipazlar ise triagilgliserol pargasinin 1 ve 3 pozisyonunda hidroliz
gergeklestirirler (Jaeger vd., 1994; Telefoncu, 1997) ve 1,2-diagilgliseroller, 2,3-
diacilgliseroller, 2-monogliseroller ve serbest yag asitleri olustururlar (Sekil 2.4)
(Macrae, 1983). Ancak bu iiriinler kimyasal olarak kararsizdir ve agil gociine maruz
kalmaktadirlar. Bunun sonucunda 1,3-spesifik enzimlerin son iiriinleri; 1,3-
diagilgliseroller, 1-monoagcilgliserol ve serbest yag asitleri olabilmektedir (Macrae,
1983; Jaeger vd., 1994; Chen vd., 2003). Triagilgliserollerin hidrolizi devam ettigi
stirece 1,3-spesifik lipazlar, triagilgliserollerin tamamen serbest yag asitleri ve
gliserole doniismesine sebep olurlar (Chen vd., 2003). Triagilgliserol substratlarinin
lipolizi esnasinda, 1,3-spesifik lipazlar, sn-1 ve sn-3 pozisyonlarim1 sn-2
pozisyonundan daha oncelikli olarak hidrolizlerler (Semeriva vd., 1967). Bu tip
lipazlara 6rnek olarak domuz pankreasi, Aspergillus niger, A. oryzae, A. carneus, A.
terreus, Rhizopus arrhzus, R. delemar, R. japonicus, Mucor miehei, Penicillium
cyclopium, Fusarium heterosporum, Bacillus (GK-8, GK-31, GK-42) ve
Pseudomonas GK-80 lipazlar1 verilebilir (Okumura vd., 1976; Iwai vd., 1980;
Aisaka ve Terada, 1981; Sugihara vd., 1988; Joerger ve Haas 1993; Toida vd., 1998;
Yadav vd., 1998; Saxena vd., 2005; Meghwanshi vd., 2006). 2-spesifik lipazlar
sadece ikinci baglar (gliseroliin C, atomundaki ester baglar1) hidrolize ederler ve
serbest yag asitleri ve 1,3 diagilgliseroller meydana gelir (Gunstone, 1999). Gergek
sn-2-regioselektif lipazlar ¢ok nadirdir. Bu kategoriye Geotricum candidum (
Sugihara vd., 1991), Candida antarctica A (Rogalska vd., 1993) ve Candida

parapsilosis (Briand vd., 1994) lipazlar1 6rnek olarak verilebilir.
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Sekil 2.4. Bakteriyel lipazlarin bolgesel seciciligi (Macrae, 1983)

Stereospesifik lipazlar ise rasemik karigimlarda enantiyomerler arasinda ayirma
yetenegine sahip lipazlardir. Lipazlarin stereoseciciligi biiylik Ol¢lide substratin
yapisi, aktif bolgedeki interaksiyon ve reaksiyon kosullarma baghdir. Boyle
enantiyomerikal olarak saf ya da zenginlestirilmis organik bilesenler farmasdtikal,
agrikiiltiirel, sentetik ve dogal iiriinlerin kimyasinda 6nem kazanmaktadir (Reetz,
2001; Muralidhar vd., 2002; Gupta vd., 2004). Ornegin Pseudomonas cepacia lipazi
hidroliz, esterifikasyon ve transesterifikasyondaki ikincil alkollerin rasemik
karigimlarinin - kinetik ¢6ziilmeleri i¢in organik sentezde olduk¢a popiilerdir
(Petschen vd., 1996; Takagi vd., 1996; Schulz vd., 2000). Bu tip lipazlara P.
aeruginosa (Sharma vd., 2003), P. aeruginosa MTCC 5113 (Singh ve Banerjee,
2007), Bacillus cereus CT71 (Chen vd., 2007), Burkholderia cepacia (Jaeger ve
Eggert 2002) lipazlar1 da 6rnek olarak verilebilir.

2.7. Lipazlarin Endiistride Kullanimi

Endiistriyel enzim pazarinda biiyiik bir paya sahip olan hidrolitik enzimler iginde
yer alan lipazlar, anahtar enzimler olarak ortaya c¢ikmakta ve endiistriyel
uygulamalarda yiiksek oranda kullanilmaktadirlar (Jaeger vd., 1994, 1999; Pandey
vd., 1999). Endiistriyel anlamda lipazlara olan ilgi; organik solventlerde dogal ve

yapay bilesiklerin kullanimiyla hidroliz, sentez ve a¢il degisimi yapabilmeleri ve
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bunun gibi farkli reaksiyonlar1 katalizleyebilme o&zellikleri nedeniyle ¢ok yonlii
biyokatalist olmalar1 (Bornscheuer, 2002; Gupta vd., 2004), kimyasal se¢icilik
(kemoselektivite), bolgesel secicilik (regiyoselektivite), izomer segicilik
(stereoselektivite=enantioselektivite) gibi ozelliklere sahip olmasi (Gunstone, 1999;
Villeneuve vd., 2000; Sharma vd., 2001; Jaeger ve Eggert, 2002; Snellman vd.,
2002), organik solventlerde (Schmid ve Verger, 1998; Sharma vd., 2001; Hasan vd.,
2005 ) ve genis pH ve sicakliklarda aktif ve stabil olmalar1 (Schmidt-Dannert, 1999;
Gupta vd., 2004), yap1 ve fonksiyonlarinin iyi bilinmesi ve yeni kullanimlar igin
modifiye edilebilmeleri (Schmidt-Dannert, 1999; Jaeger ve Eggert, 2002), iliml
kosullar altinda is gordiiklerinden ve diisiik enerji ve az ekipman gerektirdiklerinden
kullanimlarinda maliyetin diisiik olmasi1 ve daha az kirlilige yol agmalar1 (Gunstone,
1999; Pandey vd., 1999; Jaeger ve Eggert, 2002), mikroorganizmalardan yiiksek
miktarda {iretilebilmeleri, pek c¢ok lipazin kristal yapisinin aydinlatilmig olmasi ve
son olarak lipazlarin genellikle kofaktdre ihtiyag duymamalarindan (Patkar ve
Bjorkling, 1994; Rubin ve Dennis, 1997; Jaeger ve Eggert, 2002; Ghanem ve Aboul-
Enein, 2004; Gupta vd., 2004; Singh ve Banerjee, 2007) kaynaklanmaktadir. Bu
ozellikler, lipazlar1 organik kimyada kullanilan en yaygin biyokatalistik grup
yapmaktadir (Sugihara vd., 1992).

Enzimlere ait endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu  ¢ozeltilerde
gerceklestirilmektedir  (Telefoncu, 1986). Enzimolojinin gelisimiyle susuz
ortamlardaki lipaz uygulama alanlar1 da biiyiik dl¢iide artmistir. Gegtigimiz yillarda
lipazlar organik sentez, yag modifikasyonu ve rasemik kararliligindan dolay1 yeni
kullanim alanlar1 bulmustur. Organik ortamda lipazlar tarafindan gerceklestirilen,
esterifikasyon (Chowdary vd, 2001; Hamsaveni vd, 2001; Kiyota vd, 2001; Krishna
ve Karanth, 2001; Rao ve Divakar, 2001), transesterifikasyon (Ducret vd, 1998;
Metin ve Akpinar, 2000) ve interesterifikasyonu (kat1 ve sivi yaglardaki dogal yag
asit dagilminin degistirilmesi) igine alan g¢esitli reaksiyonlarla tiriinlerdeki
degisiklikler gozlenmistir ve bunlarin yiliksek oranlarda sentezlenmesi saglanmistir
(Gao vd., 2000).

Lipazlar, lipid igeren atik sularin enzimatik degradasyonunda (Pandey vd., 1999;
Masse vd., 2001; Suzuki vd., 2001), organik sentezlerde (Gitlesen vd., 1997; Reetz
ve Jaeger, 1998; Sharma vd., 2001; Gupta vd., 2004), deterjan formiilasyonlarinda
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(Jaeger vd., 1994; Pandey vd., 1999; Saxena vd.,. 1999; Rohit vd., 2001; Sharma vd.,
2001; Kanwar vd., 2002; Droge, 2004; Houde vd., 2004; Ateslier ve Metin, 2006;
Bora ve Kalita, 2007), tekstil sanayinde (Jaeger vd., 1994; Sharma vd., 2001;
Kanwar vd., 2002; Houde vd., 2004; Ateslier ve Metin, 2006; Bora ve Kalita, 2007),
biyosiirfaktanlarin sentezinde (Sharma vd., 2001; Kanwar vd., 2002; Ateslier ve
Metin, 2006; Bora ve Kalita, 2007), kagit yapiminda (Jaeger vd., 1994; Jaeger ve
Reetz, 1998; Pandey vd., 1999; Gutiérrez vd., 2001; Sharma vd., 2001; Houde vd.,
2004), farmasotiklerde (Jaeger vd., 1994; Jesus vd., 1995; Faber, 1997; Jaeger ve
Reetz 1998; Reetz ve Jaeger, 1998; Gunstone, 1999; Rohit vd., 2001; Sharma vd.,
2001; Reetz, 2002; Yadav ve Trivedi, 2003; Gupta vd., 2004; Droge, 2004; Houde
vd., 2004; Gulati vd., 2005), agrokimyasal (tarim kimyas1) endiistride (Kirchner vd.,
1985; Gunstone, 1999; Pandey vd., 1999; Reetz, 2002; Droge, 2004), pestisitlerde
(Kirchner vd., 1985; Pandey vd., 1999; Jaeger ve Eggert, 2002), gida endiistrisinde
(Jaeger vd., 1994; Gunstone 1999; Houde vd., 2004; Pandey vd. 1999; Saxena vd.
1999; Reetz, 2002; Gulati vd., 2005), siit endiistrisinde (Reetz ve Jaeger, 1998;
Sharma vd., 2001; Kanwar vd., 2002; Gupta vd., 2004; Ateslier ve Metin, 2006;
Bora ve Kalita, 2007; Gupta vd. 2007), kozmetiklerde (Jaeger vd., 1994; Rohit vd.,
2001; Sharma vd., 2001; Houde vd., 2004), oleokimyasal endiistride (Jesus vd.,
1995; Faber, 1997; Reetz ve Jaeger, 1998; Sharma vd., 2001; Yadav ve Trivedi,
2003; Gupta vd., 2004), deri endiistrisinde (Jaeger vd., 1994; Gunstone, 1999; Houde
vd., 2004; Gulati vd., 2005) yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.7.1. Lipazlarin gida endiistrisinde kullanim

Lipazlar, gida endiistrisinde diger enzimlerle birlikte ekmek, peynir ve diger
gidalarin raf Omriinii ve bunlarin reolojikal ozelliklerini iyilestirmek icin ya da
emulgatdr veya aroma iiretmek icin in situ olarak kullanilir. Bunlar ayn1 zamanda tat
iiretimi ve besinsel degeri arttirmak ya da uygun parenteral beslenme i¢in inter ya da
transesterifikasyonla elde edilen agcilgliserollerin kompozisyon ya da yapisinin
modifikasyonu i¢in ex situ olarak da kullanilmaktadir (Gunstone, 1999).

Lipazlar peynir olgunlagsmasinda, firmncilik {riinlerinde ve mesrubatlarda tat

gelisiminde (Kazlauskas ve Bornscheuer, 1998), et ve balik iiriinlerinden yagin
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uzaklagtirnlmasina yardimci olarak kullanilmaktadir (Kazlauskas ve Bornscheuer,
1998). Lipazlar siit yagiin hidrolizi i¢in mandira endiistrisinde de kapsamli olarak
kullanilmaktadir. Mevcut uygulamalar peynirde tat zenginlestirme, peynir
olgunlagimimi hizlandirma, peynirli iriinlerin iiretimi ve tereyagr ve kremin

lipolizisidir (http://www.au-kbc.org/frameresearch.html.).

2.7.2. Lipazlarm oleokimya endiistrisinde kullanimi

Yaglar, gidalarda olduk¢a dnemlidir (Sharma vd., 2001). Gliserol iskeletindeki
yag asidinin pozisyonu, yag asidinin zincir uzunlugu ve doymamis yag orami gibi
faktorler trigliseritin fiziksel yapisini, besinsel degerini 6nemli oranda etkilemektedir
(Jaeger ve Reetz, 1998; Sharma vd., 2001). Lipazlar, gliseritteki yag asidi
zincirlerinin konumunun degistirilmesi ve bir veya daha fazla yag asidinin yeni bir
tane ile yer degistirmesiyle lipitlerin 6zelliklerinin farklilagmasina imkan saglar. Bu
yolla digerlerine nazaran daha ucuz ve daha kaliteli yaglar elde edilebilmektedir
(Coleman ve Macrae, 1980; Pabai vd., 1995a, b; Undurraga vd., 2001).

Bu isleme kakao yagina denk yaglarin modifikasyonu g¢aligsmalar1 6rnek olarak
verilebilir (Macrae, 1983; Bloomer vd., 1990; Graile vd., 1991; Gitlesen vd., 1995).
Yiiksek degerli bir yag olan kakao yagi palmitik ve sterik asit icermektedir ve erime
noktas1 yaklasik 37 °C’dir. Kakao yagi agizda eriyince cikolata gibi iirlinlerde
istenen sogutucu duyusu ¢ikmaktadir (Coleman ve Macrae, 1980; Undurraga vd.,
2001). Palmiye yagindaki triacilgliseroller ise palmitatce zengindir ve erime noktasi
23 °C’dir. Sonug olarak oda sicakliginda sividir ve diisiik degerli bir tirlindiir.
Palmiye yaginin yeniden yapilandirilarak kakao yagi yerine kullanilmasi
interesterifikasyonla yapilabilmektedir ve bu mevcut ticari bir uygulamadir
(http://wwwbiol.paisley.ac.uk/Courses/Enzymes/glossary/Esterif.htm.).

Bitkisel yag modifikasyonuna dahil olan lipolitik enzimlerde diger ilgi ¢ekici sey
yaglarin besinsel degerini iyilestirmenin amaclanmasidir (Lee ve Akoh, 1996;
Fomuso ve Akoh, 1998; Mangos vd., 1999; Irimescua vd., 2001). Lipazlar ayni
zamanda tat ve giizel koku bilesenleri olarak bilinen kisa zincirli yag asidi
esterlerinin ve alkollerin sentezi ile modifiye tatli yiyeceklere eklemek igin

kullanilirlar (Macedo vd., 2003).
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2.7.3. Lipazlarin organik sentezde kullanimi

Organik kimya endiistrisi gida endiistrisinden sonra lipazlarin kullanildigi en
onemli uygulama alamidir. Lipazlar, kimyasal olarak {iretilemeyen yada klasik
kimyasal prosesle islenmesi zor ya da pahali olan spesifik tirlinlerin {iretiminde
kullanilmaktadir. Ornegin; farmasédtik ve agrokimyasal —endiistride antibiyotikler,
antienflamatuar bilesikler, pestisitlerin vb sentezi veya modifikasyonu, enantiosaf
bilesiklerde veya rasemik karigimlarin ayirilmasinda kullanilmaktadirlar (Gunstone,
1999; Pandey vd., 1999; Berglund ve Hutt, 2000; Reetz, 2002).

Organik sentezde katalizor olarak kullanilan lipazlar, substrata gore farkli etki
gostermelerinden dolay1 sentetik kimya icin biiylik avantaj saglamaktadirlar (Ghosh
vd., 1996). Lipazlar genis bir ¢esitlilik gosteren kemoselektif, regioselektif ve
stereoselektif transformasyonlar katalizlemede kullanilmaktadir (Rubin ve Dennis,
1997; Kazlauskas ve Bornscheuer, 1998; Berglund ve Hutt, 2000). Organik kimyada
katalizor olarak kullanilan lipazlarin biiyiik ¢ogunlugu mikrobiyal kaynaklhidir

(Sharma vd., 2001).

2.7.4. Lipazlarin deterjan endiistrisinde kullanimi

Enzimler ¢evresel deterjan iirlinleri yiikiinii azaltabilirler, diisilk yikama
sicakliklarinda kullanilarak enerjiyi koruyabilirler, deterjanlarda daha az tercih
edilen kimyasallar azaltilabilir, biyolojik olarak parcalanabilir, zararli kalintilar
birakmaz, kanalizasyon sularinda negatif etkisi yoktur ve sucul yasam igin risk
gostermezler (http://www.au-kbc.org/beta/bioproj2/uses.html).

Yaglar1 hidrolize edebilme kabiliyetlerinden dolay1 lipazlar endiistriyel
camagirthane ve evde kullanilan deterjanlarda biiylik kullanim alani bulmaktadirlar
(Jaeger ve Reetz, 1998; Sharma vd., 2001). Diinya enzim pazarinin en biiylik paymi
deterjan endiistrisi olusturmaktadir (Maurer, 2004). Deterjan enzimleri, toplam lipaz
satiglarinin yaklasik % 32’ sini olusturmaktadir. Deterjanlarda kullanilmasi igin
lipazin, termostabil ve makinede yikanmada alkali ortamda aktif kalmaya
gereksinimi vardir. Yaklagik 1000 ton lipaz, her yil yaklasik olarak 13 milyon ton

deterjan iiretiminde kullanilmaktadir (Jaeger ve Reetz, 1998).
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Lipazlar 1ilimhi yikama kosullar1 altinda uygun olduklar1 i¢in doymus ve
doymamis yag depozitlerinin uzaklastirilmasi i¢in oldukga caziptirler. Deterjanlara
uygun olarak eklenen lipazlar, termostabil olmasmnin yanisira alkalofilik de
olabilmektedirler ve deterjan formulasyonlarinin gesitli bilesenlerinin varliginda
fonksiyon yetenegi vardir (Jaeger vd., 1994).

Yikama genellikle alkali ortamda oldugu icin bdyle kosullar altinda aktif olan
lipazlar tercih edilmektedir. Ornegin A. oryzae lipazi gibi. Acinetobacter
radioresistens tarafindan {iiretilen lipaz pH 10° da optimumdur ve pH 6-10 araliginda
stabildir; boylece deterjan endiistrisi uygulamalan igin biiylik potansiyeli vardir
(Chen vd., 1998). Pseudomonas lipazlar1 da alkali ortamda aktivite gosterdikleri igin
ylksek oranda calisilmistir ve Pseudomonas stutzeri ATCC 19.154, P. fluorescens
IAM 1057 (Ruchi vd., 2007) ve P. glumae (Jaeger vd., 1994) suslar1 deterjan
endiistrisinde biiyiik oranda kullanilmaktadir. Bundan dolay1 pek ¢ok lipaz iireten
organizma ve bunlarin imalat islemleri deterjan lipazlarmin hazirlanmasi igin
patentlenmistir (Mukoyama ve Umehara 1989, Holmes ve Kornacki 1993; Ishida
vd., 1995; Lawler ve Smith, 2000).

1994’te Novo Nordisk ilk ticari lipaz1 diinyaya tanitmistir. Bu lipaz (Lipolase™)
Thermomyces lanuginosus fungusu orjinlidir ve Aspergillus oryzae’ya eksprese
edilmistir (Jaeger ve Reetz, 1998). Deterjan sanayiinde Lipolase’dan sonra 1995°de
iki bakteriyal lipaz olan P. mendocina’dan Lumafast™ ve P. alcaligenes’den
Lipomax™ ortaya konmustur ve her ikisi de Genencor International tarafindan

uretilmektedir (Jaeger ve Reetz, 1998; Sharma vd., 2001).

2.7.5. Lipazlarm atik aritim islemlerine kullanilmasi

Lipazlar yag iceren atiklarin degredasyonunun iyilestirilmesi ig¢in
kullanilmaktadirlar (Masse vd., 2001). Atiksu uygulamalarinda lipazlar, sulu
camurda ve havalandirmali tank yiizeylerinde, ylizeydeki oksijen gecisine imkén
saglanmasi i¢in yiizeyde biriken ince yag bariyerinin uzaklagtirilmasinda diger
aerobik atik prosesleri aktive etmek icin kullanilmaktadir (Hou, 2002). Bunlar aym
zamanda biyofilm birikintisi, yagla kontamine olmus topraklar ve zehirli gazlarin

aritiminda da kullanilmaktadir (Pandey vd., 1999).
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Yag imalathaneleri (Vitolo vd., 1998) ve dondurma fabrikalarindan yagca zengin
atiksu kirleticilerinin degredasyonu icin biyokatalistlerle birlikte mikroorganizma
karigimlart kullanilmaktadir (Vulfson vd., 1994). Wakelin ve Forster (1997) fast-
food restaurantlarindan kat1 ve sivi yaglar ile greslerin uzaklastirilmasi icin atigin
mikroorganizmalar ile aritiminmi aragtirmiglardir. Bunlar saf olarak ve lipaz ve diger
enzimleri irettigi bilinen mikroorganizma karisimlarini kiiltive etmiglerdir ve
Acinetobacter sp’nin yagli materyallerin % 60-65 ini tipik olarak degrede edebilen
en etkili saf kiiltiir oldugunu bulmuslardir (Kulkarni, 2002).

2.7.6. Lipazlarm kagit endiistrisinde kullanimi

Zift veya agacin hidrofobik bileseni (baslica trigliseritler ve mumlar), kagit
hamuru ve kagit sektdriinde bir ¢ok problem yaratmaktadir. Lipazlar, kagit
yapiminda iiretilen kagit hamurundan bu ziftin uzaklastirilmasinda kullanilir (Jaeger
ve Reetz, 1998; Sharma vd., 2001). Bunlar ayn1 zamanda kagidin geri doniisiimii
sirasinda  lipit lekelerinin uzaklastirilmasinda ve yapiskan materyallerin
olusumundan kaginmak i¢in de kullanilmaktadir (Pandey vd., 1999; Gutiérrez vd.,

2001).

2.7.7. Lipazlarin farmasétik endiistrisinde kullanim

Lipazlar agrokimyasallar, pestisitler ve farmasétiklerde kiral yapi1 bloklarinin
sentezinde ve rasemik karisimlarin ¢Oziiminde kullanilabilirler. Bunlar
stereospesifik hidrolizlerde rasemik karigimlarin ¢oziiniirligii gibi suda ¢éziinmeyen
esterlerin hidrolizinde kullanilabilirmektedirler (Kirchner vd., 1985).

Enzimler genellikle organik solventlerde stabil degildirler ve denatiire olma
egilimindedirler. Fakat lipazlar stabilizer olmaksizin organik solventlerde stabil
kalabilmekte ve aktif olabilmektedirler. Organik solventlerdeki kataliz
kabiliyetlerinden dolay1 lipazlarla ilgili bircok yeni potansiyel biyoteknolojik
uygulama tanimlanmaktadir. Bu uygulamalardan birisi kiral agidan 6nemli ilag ve
ilag ara iirlinlerinin sentezidir (Schmidt ve Verger, 1998; Sharma vd., 2001). Kiralite
bazi ilaglarin etkinliginde anahtar faktordiir, bu ila¢ ara bilesenlerinin tek

enantiyomerlerinin iiretimi i¢in farmasotik endiistrisinde gittikge onemli olmaktadir.
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Kiral ara bilesenleri ve iyi kimyasallarin farmasoétikal ve agrokimyasal endiistrilerde
toplu ila¢ maddeleri ve agrikiiltiirel tiriinlerin hazirlanmasi i¢in yiiksek talebi vardir
(Patel, 2003).

Biyolojik aktivite kapsaminda kiralitenin éneminin bilincinin artmasi naproxen
(Xin vd., 2001) ve ibuprofen (Lee vd., 1995; Ducret vd., 1998; Xie vd., 1998; Chen
ve Tsai, 2000) gibi kiral antiinflammatuar ilaglar; antiotension-converting (ACE)
enzim inhibitorleri gibi antihipertansif ajanlar (captopril, enalapril, ceranopril,
zofenapril ve lisinopril) ve diltiazem (Singh ve Banerjee, 2007) gibi kalsiyum
kanalin1 bloke eden ilaglara dahil olan saf enantiyomerlerin endiistriyel sentezdeki
uygulamalar1 artmaktadir. Lipazlar da bu ilaglarin sentezinde kullanilmaktadir
(Berglund ve Hutt, 2000).

Metabolik etkilerinden dolayr PUFA’lar (Polyunsaturated Fatty Acids),
eczacilikta ve gidalarda katki maddesi olarak kullanimi artmaktadir (Gill ve
Valivety, 1997a; Belarbi vd., 2000). Mikrobiyal lipazlar hayvansal ve bitkisel
yaglardan, PUFA’larin elde edilmesinde kullanilmaktadir. Serbest PUFA’lar ve
onlarin mono ve digliseritleri; kolesterol diisiiriicli, iltihap engelleyici ve kan
pihtilagsmasin1  engelleyici ilaglarin {iretilmesinde kullanilmaktadirlar (Gill ve
Valivety, 1997b; Belarbi vd., 2000).

Lipaz uygulamalariyla elde edilen g¢esitli pestisitler kullanima girmistir.
Lipazlarm en 6nemli uygulamasi, pestisitlerin organik sentezinde optik olarak aktif
bilesiklerin iiretimine yonelik kullanimlaridir. Genellikle bu bilesikler karboksilik
esterler ya da alkollerin rasemik karigimlarinin ¢ozeltileri {izerinden {iretilirler.
Stereospesifik sentez reaksiyonlar: da pestisitlerin elde edilmesinde kullanilmaktadir

(Pandey vd., 1999; Jaeger ve Eggert, 2002).

2.7.8. Lipazlarin deri endiistrisinde kullanimi

Deri endiistrisinde lipazlar, deri ile ciltteki artik yaglarin uzaklastirilmasi
isleminde kullanilmaktadir (Hou, 2002). Bu enzim, yanlizca derinin yiizeyindeki
degil, icindeki yaglar1 da temizleyerek, deriyi tabaklama ve boyama gibi iglemler
icin daha uygun hale getirir (Kiran vd., 2006). Su anki genel uygulamalarda bu

amacla lipaz ve proteaz karigimlari kullanilmaktadir (Hou, 2002).
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Geleneksel metotlarda organik solvent ve surfaktanlarin kullanilmasi ugucu
organik bilesen emisyonlar1 gibi ¢evresel problemlere artis verebilmektedir. Hayvan
postu ve derilerinden oOzellikle yag miktari1 azaltarak yag ve gresleri
uzaklagtirabilir. Bu amacgla hem alkalin stabil hem de asit aktif lipazlar deri ve
postlardan yaglarin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir
(http://www.biowise.org.uk/docs/2000/publications/leather.pdf#search="lipases%20i
n%20leather%20industry ).

2.7.9. Lipazlarin medikal sektorde kullanimi

Lipazlar medikal sektorde marker enzimler ya da ilag amacl olarak dnemlidir.
Bunlar tan1 araci olarak kullanilabilirler ve bunlarin varlig1 yada seviyeleri kesin
infeksiyon yada hastalig1 gosterebilir (Hasan vd., 2005).

Kan serumundaki lipaz seviyesi akut pankreatit ve pankreatik yaralar gibi
durumlarda tani araci olarak kullanilabilmektedir. Kronik pankreatitler ve ekzokorin
pankreatit yetersizliginin varligini1 belli eden tanilarda serum amilaz, pankreatik
izoamilaz, lipaz, tripsinojen ve elastaz Olciilerek belirlenebilmektedir (Lott ve Lu,
1991).

Propionibacterium acnes (Higaki vd., 2003), Corynebacterium acnes ve
Staphylococcus aureus (Simons vd., 1998) gibi patojen bakterilerin lipazinin akne
hastalarinda deride kurdesen etkisine sahip oldugu da bulunmustur (Hasan vd.,
2005). Lipazlar sindirime yardimci olarak kullanilabilmektedirler (Gerhartz, 1990).
Bunlar aym1 zamanda Tiimor Nekrozis Faktoriiniin aktivatoriidiir ve kotii huylu
timorlerin tedavisinde kullanilabilmektedirler (Kato vd., 1989). Lipazlar eskiden
beri gastrointestinal rahatsizlik, hazimsizlik, sindirim alerjilerinin deri belirtilerinin
tedavisinde kullanilmaktadir (Mauvernay vd., 1970). Candida rugosa lipaz1 da
serum kolesterol seviyesini diislirtici ila¢ olarak lovastatin sentezinde

kullanilmaktadir (Matsumae vd., 1993).

2.7.10. Lipazlarin biyopolimerlerin iiretiminde kullanim

Polisakkaritler, polifenoller ve poliesterler gibi biyopolimerler oldukca fazla

cesitlilik ve kompleks bir yap1 gosterirler. Bununla beraber bu bilesikler,
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yenilenebilir dogal kaynaklardan {iretilmeleri ve biyodegredasyona ugramalari
nedeniyle bilyiik bir 6éneme sahiptirler. Lipazlar, polimerik sentez i¢in reaksiyon
kosullarinda sahip olduklar yiiksek secilik (stereoselektif, regioselektif ve
kemoselektif)  Ozellikleri ~ gosterebilmeleri  nedeniyle  katalizor  olarak
kullanilmaktadirlar (Jaeger ve Eggert, 2002). 1-Biitil oleat, kisin kullanilan
biyodizelin viskozitesini azaltmak icin oleik asit ve butanolin direk
esterifikasyonuyla tiretilmistir. Trimetilolpropan esterleri de makine yaglar1 olarak
benzer sekilde sentezlenmistir. Lipazlar biyolojik olarak parcalanabilen polimerlerin
enzim katalizli liretim olasiliginin agik oldugu organik solvent sistemlerindeki
transesterifikasyon reaksiyonlar1 ve ester sentezlerini katalizleyebilirler. Aromatik
poliesterler lipaz biyokatalistiyle sentezlenebilirler (Linko vd., 1998).

Lipazlar ayrica sert yiizeylerin temizlenmesinde, tek hiicre proteini {iretiminde,
biyolojik olarak parcalanabilen plastiklerin, yaglama malzemelerinde ve
kozmetiklerde biyosensor bileseni olarak da kullanilmaktadirlar (Schmidt ve Verger,
1998; Gombert vd., 1999; Schmidt-Dannert, 1999; Pandey vd., 1999; Reetz, 2002).

Enzim ortamli islemler ¢evreyi minimal oranda etkilemektedir (Falch, 1991).
Bazi geleneksel kimyasal sentezlerle karsilastirildiginda enzimatik islemler daha
cevre dostudur. Enzimlerin ayirim yetenekleri (stereosegicilik ve substrat segiciligi)
diger katalistlerden daha biiyiiktiir. Bu enzimler yiiksek oranda saflikta yiiksek
degerli iriinler iiretmek icin kullanilabilmektedirler. Enzimlerin katalitik etkisi
(diisiik aktivasyon enerjisi sonucunda) yenilenemeyen kaynaklarin enerji

gereksinimini azaltmaktadir (Victor vd., 1997).



37

3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada kullanilan besiyerleri

Besiyerlerinin tamami 121 °C’de otoklavdal5 dk sterilize edilmistir.

a) Nutrient Broth (NB) (Merck)

Meat pepton S5g

Meat ekstrakt 3g

Distile su 1000 ml
pH 7.0

Bakterilerin aktiflestirilmesinde kullanilmustir.

b) Nutrient Agar (NA) (Merck)

Meat pepton S5g
Meat extract 3g
Agar agar 12¢g
Distile su 1000 ml
pH 7.0

Bakterilerin koloni morfolojilerinin tespiti ve muhafaza edilmesinde kullanilmustir.



¢) Pseudomonas CFC Agar (Oxoid)

Jelatin pepton
Kazein hidrolizat
Potasyum siilfat
Magnezyum klorid
Agar

Distile su

16 g

10g

10g

ldg

11g

1000 ml

pH 7.1

38

Pseudomonas izolasyonunda kullanmilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulan besiyerine

Pseudomonas C-F-C Supplement (cephaloridin fucidin cetrimid) (SR103) ilave

edilmistir.

d) Tribiitirin Agar (TA) (Merck, 1.01958)

Meat pepton

Kazein pepton

Yeast ekstrakt

Agar

Tribiitirin (Merck)

Distile su

[zolatlarm lipolitik aktivitelerinin kalitatif olarak gdzlenmesinde kullanilmustir.

25¢g

25¢g

3g

12 ¢

10 ml

1000 ml

pH 7.5
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¢) Rhodamine B Agar (Haba vd., 2000; Litthauer vd., 2002)

Nutrient broth (Difco) 8g
NaCl 4¢g
Agar 16 g
Distile su 1000 ml
pH 7.0

Izolatlarm lipolitik aktivitelerinin dogrulanmas1 amaciyla kullanilmistir. pH 7’ye
ayarlandiktan sonra besiyerine % 2.5 zeytinyagi eklenip 3 dakika sonikator ile
(KEMA KEUR PRO 200) emiilsiye edilmistir. 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize
edilip 50 °C’ye kadar sogutulan besiyerine, 10 ml 0.2 um por ¢apli (Chromafil CA-
20/25 S) filtre ile steril edilmis Rhodamine B (Merck, 1.07599) boyasindan

(1mg/ml) ilave edilmistir.

f) Mac Conkey Agar (Difco)

Baktopepton 17¢g
Bakto proteaz pepton 3g
Bakto laktoz 10g
Bakto safra tuzlar 15¢g
Sodyum klorid 5¢g
Bakto agar 13.5¢
Neutral red 0.03 ¢
Bakto kristal violat 0.001 g
pH 7.1

[zolatlarm laktozu fermente etme yeteneklerini saptamada kullanilmstir.
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g) Hugh/Leifson (Sigma H-8282)

Peptic digest of animal tissue 2g
Sodyum klorid S5g
Dipotasyum fosfat 03g
Glukoz 10g
Bromtimol mavisi 0.05¢
Agar 2g
pH 7.1

Izolatlarm karbonhidratlar1 ayristirmada oksidatif veya fermentatif metabolik yolu

kullanma durumlarini saptamada kullanilmistir.

h) Bazal Medium (Litthauer vd., 2002)

Nutrient broth 8g
Glukoz lg
Tween 80 25 ml
Distile su 1000 ml
pH 7.0

Ekstraseliiler lipaz {retimini kantitatif olarak belirlemek amaciyla izolatlarin

gelistirilmesinde kullanilmistir.

3.1.2. Calismada kullanilan boya ve solusyonlar

a) Kristal Viyole
Kristal viyole 2¢g
Etil alkol (% 95°1ik) 20 ml

Amonyum oksalat (% 1’lik) 80 ml

Bir gece bekletilip siiziiliir.
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b) Lugol

Iyot lg
Potasyum iyodiir 2g
Distile su 300 ml

¢) Safranin

Safranin 025¢g
Etil alkol (% 95°lik) 10 ml
Distile su 100 ml

Bir gece bekletilip siiziiliir.

Kristal viyole, lugol ve safranin izolatlarin Gram reaksiyonlarinin belirlenmesinde

kullanilmastir.

d) Kovaks Ayiraci

Tetrametil-para fenilendiamin dihidroklorid lg
Distile su 100 ml

Sitokrom oksidaz testi i¢in kullanilmistir.

e) Substrat Solusyonu (Winkler ve Stuckmann (1979)° i metodu modifiye
edilmistir)

1. solusyon

pNPP (Sigma) 30 mg

Izopropil alkol (Merck) 10 ml

2. solusyon
Arabic Gum (Merck) 0.1g
Triton X-100 /Merck) 2 ml

Tris-HCI (50 mM, pH 8.0) 90 ml

1. solusyon ile 2. solusyonun karigtirilarak iyice ¢alkalanir.

[zolatlarm ekstraseliiler lipaz aktivitelerinin kantitatif dl¢iimiinde kullanilmigtir.
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3.1.3. Calismada kullanilan tamponlar

50mM Tris-HCl Tamponu

Tris-HCI (Sigma) 44¢

Trizma Base (Sigma) 265¢g

Distile su 1000 ml
pH 8.0

Izolatlarm ekstraseliiler lipaz aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesinde ve

saflastirilmis P. fluorescens RB02—3 lipazinin karakterizasyonunda kullanilmstir.

50mM Tris-HCl Tamponu

Tris-HCI (S1igma) 728 g

Trizma Base (Sigma) 047 ¢

Distile su 1000 ml
pH 7.0

50mM Tris-HCl Tamponu

Tris-HCI (Sigma) 0.76 g

Trizma Base (Sigma) 547 ¢

Distile su 1000 ml
pH 9.0

50 mM Sitrat Fosfat Tamponu
X= 0.2 M sitrik asit ¢ozeltisi (19.21 g/1)
Y= 0.2 M dibazik sodyum fosfat ¢6zeltisi (35.61 g/1)

pH: 3.0 (39.8 ml X +10.2 ml Y)
pH: 4.0 (30.7ml X +19.3 ml Y)
pH: 5.0 (243 ml X +25.7mlY)
pH: 6.0 (179 ml X +32.1 mlY)

X ve 'Y ¢ozeltileri karigtirilarak son hacim distile su ile 200 ml’ye tamamlanir.
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50 mM Glisin-NaOH Tamponu
X=0.2 M glisin ¢ozeltisi (15.01 g/1)
Y=0.2 M NaOH (8 g/l

pH:10 (50ml X +32mlY)
pH: 10.6 (50 ml X +45.5 ml Y)

X ve Y cozeltileri karistirilarak son hacim distile su ile 400 ml’ye tamamlanir.

P. fluorescens RB02-3 lipazinin karakterizasyonunda kullanilmistir

3.1.4. identifikasyonda kullanilan test Kitleri

Identifikasyonda enterik olmayan Gram negatif basiller igin spesifik olan API
20NE (Biomerieux) test kiti kullanilmistir. API 20NE sistemi Enterobacteriaceae
familyas1 disindaki Gram negatif bakteri cinslerinin (Pseudomonas, Acinetobacter,
Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas vb) identifikasyonu i¢in hazirlanmis,
8 geleneksel ve 12 assimilasyon testini icermektedir. API 20NE veri taban1 Brucella
ve Francisella gibi gelisimleri i¢in Ozel Dbesiyerleri gerektiren cinsleri
kapsamamaktadir. Boyle tiirlerin varlig1 i¢in ekstra deneyler ve dogrulama testleri
yapilmasi gerekmektedir.

API 20NE stripleri kurutulmus besiyeri ve substrat iceren 20 mikro tiipten
olusmaktadir. Saf bakteri kolonilerinden, steril tuzlu su siispansiyonlar1 hazirlanarak
bu mikro tiiplere inokiile edilmistir. Inkiibasyon esnasinda metabolizma
kendiliginden veya ayiraglara bagli olarak renk degisikligine sebep olmaktadir.
Asimilasyon testleri i¢in ise AUX besiyeri ile karistirilarak inokiile edilen bakteriler

substrat1 kullanabilirlerse gelisebilmektedirler.
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API 20NE Test Kitini Olusturan Ogeler:
-38 API 20NE stripi

-38 Inkiibasyon kutusu

-38 ampul API 20NE (AUX) besiyeri
-38 adet sonug tablosu

-Mineral yag

-MacFarland standart sivisi

AUX Medium Igerigi:

-Amonyum siilfat 2g
-Agar l5¢g
-Mineral base 82.8 mg
-Aminoasit 250 mg
-Vitaminler vd 359 mg
-Fosfat buffer 0.04 M
-Distile su 1000 ml

pH 7.1
Stripler ve API 20NE (AUX) medium 2-8 °C arasinda buzdolabinda muhafaza
edilmistir.

Ayiraglar ve Icerikleri

James J2183 bilesigi 05¢g
(5 ml) HCI (IN) 100 ml
NIT 1 Siilfanilik asit 04¢g
(5 ml) Asetik asit 30g
H,O 70 ml
NIT 2 N,N-dimetil-1-naftilamin 0.6g
(5 ml) Asetik asit 30g
HzO 70 ml

Zn Cinko tozu 10g
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NIT 1 ve Zn ayiraglar1 oda sicakliginda, James ve NIT 2 ayiraglar1 ise 2—8 °C

arasinda karanlik bir ortamda buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Pseudomonas izolasyonu

Bu calismada, 5 ¢ig siit ve 11 UHT ile pastorize edilmis siit 6rnegi kullanilmistir.
Bu siit 6rnekleri 05.01.2007-27.03.2007 tarihleri arasinda Mugla’dan toplanmis ve
steril 200 ml’lik siselere alinmigtir. Laboratuvara getirilen siit 6rnekleri +4 °C’de
buzdolabinda, sise agizlar1 kapali olarak muhafaza edilmistir. Pseudomonas
izolasyonu igin ¢ig siitlerden 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 10, 12 ve 14 pastdrize siitlerden 1,
2,3,4,5,8,9, 14, 17, 19 ve 20 giinliik 6rneklerden 107", .... ,10""’luk diliisyonlar
hazirlanmig ve steril pipetler ile 0.1’er ml alinarak Pseudomonas CFC Agar
Besiyerlerine inokiilasyonlar yapilmistir. Petriler 30 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
107, 10 ve 10™lik diliisyonlardan ekilen petrilerde ¢ok yogun iireme oldugu igin
bu diliisyonlar izolasyon i¢in kullanilamamistir. Cig siit 6rneklerinden 14. giinden
sonra, UHT siit orneklerinde ise 20. glinden sonra, kullanilan diliisyonlardaki
ekimlerde c¢ok yogun iireme oldugu icin izolasyon gerceklestirilememistir.
Pseudomonas CFC Agar Besiyerinden alinan tipik koloniler NA besiyerinde
saflastirilmis ve kolonilerin rengi, goriiniisii, kivami vb gibi 6zellikleri incelenmistir.
Saf kiiltiirler tiiplere yatik olarak hazirlanan NA besiyerine ekilip +4 °C’de

buzdolabinda muhafaza edilmis ve kiiltiirler 3 ayda bir yenilenmistir.

3.2.2. Muhtemel Pseudomonas izolatlarinda lipolitik aktivitenin belirlenmesi

Calismada yer alan her deney iki kez tekrar edilmistir.

Elde edilen 85 muhtemel Pseudomonas izolatimin lipolitik aktivitelerinin
kalitatif olarak belirlenmesi amaci ile Tribiitirin Agar besiyerlerine ¢izgi ekimleri
yapilmis ve plaklar 30 °C’de 3-5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
etrafinda seffaf zon olusan kolonilerin lipolitik aktivitesi pozitif olarak

degerlendirilmistir (Meghwanshi vd., 2006).
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Izolatlarin lipolitik aktivitelerinin dogrulanmas1 amaci ile de % 2.5 zeytinyag
ilave edilerek hazirlanan Rhodamine B Agar Besiyeri kullanilmigtir. Bu besiyerine
izolatlar ¢izgi ekim yapildiktan sonra plaklar 30 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerindeki kirmizi renkli koloniler tespit
edilmistir. Kolonilerin etrafinda olusan turuncu haleler ve 1s1ma dereceleri de U.V.
transilluminatérde (UVP, LMS-203 model) 365 nm’de goézlenmistir (Haba vd.,
2000; Litthauer vd., 2002).

3.2.3. Lipolitik aktivitesi olan muhtemel Pseudomonas’larin identifikasyonu

Lipolitik aktiviteleri farkli iki yontemle tespit edilen muhtemel Pseudomonas
izolatlarmin cins diizeyinde Gram boyanma &zellikleri, katalaz ve oksidaz
reaksiyonlar, laktozu ve glukozu fermente etme yetenekleri incelenerek

tanimlanmustir (Cruickshank vd.,1975; Collins vd., 1995).

3.2.3.1. Izolatlarin Gram boyanma ozelliklerinin belirlenmesi

[zolatlarmn saf kiiltiirlerinden NA besiyerine ¢izgi ekimleri yapilarak 30 °C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bu petrilerdeki kolonilerden ornekler

almarak Gram boyamalar1 yapilmis ve mikroskop altinda incelenmistir.

3.2.3.2. Katalaz etkinligi

Kiiltiirlerin Nutrient Agar besiyerindeki 24 saatlik kolonilerinden 6ze yardimu ile
alinmis ve fizyolojik su ile lam iizerinde dagitilmistir. Bunun {izerine % 3’lik
H,0,’den 2-3 damla damlatilmig ve gaz kabarciklarinin gézlenmesi pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir (Bradshaw, 1963).

3.2.3.3. Sitokrom oksidaz testi

Kiiltiirlerin 24 saatlik kolonilerinden, % 1’lik Kovaks ayiract emdirilmis filtre
kagidina platin bir 6ze yardimu ile siiriilmiistiir. 10-60 sn i¢inde koyu mavi renk

olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Kovaks, 1956).
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3.2.3.4. Laktozu fermente etme yetenekleri

Izolatlarin laktozu fermente etme yetenekleri Mac Conkey Agar besiyeri
kullanilarak belirlenmistir. Kiiltlirlerin Nutrient Agar’da gelistirilen kolonilerinden
Mac Conkey Agar besiyerine ekimleri yapilmis ve 30 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Mac Conkey Agar besiyerine bulunan ve pH indikatorii olan neutral red
laktozun kullanildigini ya da kullanmilmadigim1 gostermektedir. Laktoz negatif
bakteriler, renksiz koloni verirken; laktoz pozitif bakteriler pH’nin diismesi
sonucunda asit olustugundan kirmizi koloni vermekte ve zon ile ¢evrilmektedir (Mac
Faddin,1985). 24 saatlik inkiibasyondan sonra bu besiyerinde renksiz koloni veren

laktoz negatif izolatlar se¢ilmistir.

3.2.3.5. Oksidasyon/Fermentasyon testi

Het tiipte 5 ml olacak sekilde hazirlanan Hugh ve Leifson besi yerinden her
izolat i¢in 2’ser tane kullanilmistir. Steril igne 6ze taze kiiltiire batirilip her iki besi
yerine dikine daldirilmak suretiyle inokiile edilmistir. Bir tanesine anaerobik
kosullar1 saglamak i¢in 1 cm kalinlikta olacak tarzda sivi steril parafin ilave
edilmistir. Tiplerin agz1 iyice kapatilip 37 °C’de 1-15 giin kadar inkiibasyonda
tutulup her giin kontrol edilmistir.

Parafinsiz tiipte besiyerinin orijinal rengi olan mavi-yesil sartya donerken iistii
kapali olan diger tiipte ise herhangi bir degisikligin goézlenmemesi durumu

oksidasyon pozitif olarak degerlendirilmistir (Collins vd., 1995).

3.2.3.6. API 20NE identifikasyon testi

Izolatlarin iginde Gram negatif basil, oksidaz pozitif, katalaz pozitif, laktoz
negatif ve oksidatif Ozellik gosterenler (Palleroni, 1984) API 20NE stripleri
(BioMerieux) kullanilarak tiir diizeyinde identifiye edilmistir. identifikasyon API
veri taban1 kullanilarak yapilmstir.

Bu amagla Nutrient Broth besiyerinden saf kiiltiirler Nutrient Agar besiyerine
ekilmis ve 30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu petrilerden steril bir
plastik 6ze yardimi ile 1-4 koloni 6nceden kullanima hazirlanmis 2 ml’lik % 0.85’lik

steril serum fizyolojik tliplerine inokiile edilmis ve steril mikropipetler kullanilarak
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0.5 McFarland bulanikliginda homojen bir siispansiyon hazirlanmistir. Bu
siispansiyondan NO; testinden PNPG testine kadar hava kabarcigi kalmayacak
sekilde sadece tiip kisimlarina inokiilasyonlar yapilmistir. Daha sonra bu
siispansiyondan 200 pl AUX Medium’a eklenerek mikropipet yardimi ile
karistirtlmigtir. Bu karisim GLU testinden PAC testine kadar hem tiip hem de kiipiil
kisimlar1 dolacak sekilde inokiile edilmistir. Son olarak GLU, ADH ve URE testleri

icin anaerobik bir ortam saglamak amaciyla mikrotiiplerin kiipiil kisimlar steril
mineral yag ile doldurulmustur.

Bir tabla ve bir kapaktan olusan inkiibasyon kaplarinda nemli bir ortam
saglamak amaci ile 5 ml distile su petekli yapidaki tablaya dagitilmistir.
Mikrotiiplerden olusan stripler bu tablaya yerlestirilmis ve kapaklar1 kapatilmis ve
30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda gelisen reaksiyonlar Tablo 3.1’e gore okunmustur. Buna

gore GLU, ADH, URE, ESC, GEL ve PNPG test sonuglar1 kaydedilmistir. NO; testi

icin ise once NIT 1 ve hemen ardindan da NIT 2 aymraclart damlatilarak 5 dk
beklenmis ve sonug¢ negatif ise 2-3 mg Zn tozu eklenerek 5 dk sonra tekrar sonug
alinmistir. TRP testi icin kuyucuga 1 damla James ayiract damlatilarak reaksiyon
sonucu hemen kaydedilmistir. Asimilasyon testlerinde ise kiipiil kisminda opak renk
gozlenmesi bakteriyel gelismenin pozitif oldugunu gostermektedir.

Identifikasyonda tiir tespiti, elde edilen sonuclarin analitik profil indeksi ile
karsilastirilmasiyla yapilmaktadir. Bu nedenle yapilan bu testlerin sonuglar1 sonug
cizelgesine kaydedilmistir (Sekil 3.1). Sonug cizelgesinde testler 3 testlik gruplar
halinde ayrilmis ve gruptaki testler 1, 2 ve 4 sayilarimi kodlayacak sekilde
numaralandirilmistir. Sonu¢ hanesindeki son test ise API 20NE identifikasyon
testinde bulunmayan ve ayri yapilan oksidaz testidir. Her grup igindeki sonuglara
bagli olarak ortaya 7 haneli bir say1 ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan bu testlerin

sonucuna gore identifikasyon API veri tabanmi kullanilarak yapilmistir.
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Tablo 3.1. API 20NE striplerindeki reaksiyonlar ve sonuglar

TESTLER AKTIF REAKSIYONLAR/ SONUCLAR
ICERIKLER ENZiMLER
NO; Potasyum nitrat Nitrattan nitrite indirgenme NEGATIF POZITIF
NIT1+NIT2/5dk
Renksiz pembe- kirmizi
Nitrattan nitrojene indirgenme Zn/5 dk
pembe renksiz
TRP L-triptofan indol iiretimi James/hemen
renksiz pembe
acik yesil/sart
GLU D-glukoz Fermentasyon mavi yesil sari
ADH L-arjinin Arjinin DiHidrolaz sart turuncu/pembe/
kirmizi
URE Ure Ureaz sar1 turuncu/pembe/
kirmizi
ESC Eskulin Hidroliz (B-glukosidaz) sar1 gri/kahverengi/
siyah
GEL Jelatin Hidroliz (proteaz) siyah pigment yaygin | siyah pigment
degil yaygin
PNPG 4-nitrofenil-BD- B-galaktosidaz renksiz sart
galaktopiranozid
GLU D-glukoz Asimilasyon seffaf opak
ARA L-arabinoz Asimilasyon seffaf opak
MNE D-mannoz Asimilasyon seffaf opak
MAN D-mannitol Asimilasyon seffaf opak
NAG N-asetil- Asimilasyon seffaf opak
glukozamin
MAL D-maltoz Asimilasyon seffaf opak
GNT Potasyum Asimilasyon seffaf opak
glukonat
CAP Kaprik asit Asimilasyon seffaf opak
ADI Adipik asit Asimilasyon seffaf opak
MLT Malik asit Asimilasyon seffaf opak
CIT Trisodyum sitrat Asimilasyon seffaf opak
PAC Fenilasetik asit Asimilasyon seffaf opak
0X Oksidaz testi Sitokrom oksidaz renksiz menekse moru

50
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3.2.4. Kantitatif ekstraseliiler lipaz aktivitesi tayini
3.2.4.1. Lipaz iiretimi icin uygun besiyerinin secimi

Suslarin ekstraseliiler lipaz liretiminin en iyi oldugu besiyerinin secilmesi amact

ile degisik besiyeri ortamlar1 denenmistir.

g/L: Nutrient broth 8, pH 7.0

g/L: Glukoz 2.0, pepton 0.5, yeast extract 5.0, Na,SO, 2.0, KH,PO4 1.0, K;HPO,
3.0, MgS0,4.7H,0 0.1, zeytinyagi 10.0 ml (v/v), pH 7.0 (Meghwanshi vd., 2006).

g/L: Tripton 10.1, yeast extract 0.2, arabic gum 0.2, NaNOs 0.2, MgSOq 1.0, glukoz
0.3, pH 6.5 (Ruchi vd., 2007).

g/L: Nutrient broth 8, glukoz 1, pH 7.0 (Labuschagne vd., 1997).

g/L: Nutrient broth 8, Tween 80 25, glukoz 1, pH 7.0 (Litthauer vd., 2002).

g/L: Tripton 10, yeast extract 5, NaCl 10, Tween 80 0.5, pH 7.0 (Chen vd., 2007).

g/L: Glukoz 20, yeast extract 10, pepton 10, CH;COONa.3H,0O 10, MgSO,4 0.3,
MnSO;4 0.1, KCI1 0.5, CuSO4.5H,O 1.5 mg, zeytinyagt 20ml, pH 7.0 (Sarkar vd.,
1998).

Calismada ise en iyi lipaz aktivitesinin gozlendigi Litthauer vd., (2002)’nin

kullandig1 besiyeri ortami Bazal Medium olarak se¢ilmistir.

3.2.4.2. Enzim iiretimi

Identifiye edilen her sus, on kiiltir calismasi icin Nutrient Broth’da
gelistirilmistir. Kiiltiirlerin gelisme durumu spektrofotometrik olarak oSl¢iilmiistiir.

660 nm’de 0.5 OD absorbans verecek sekilde 30 °C’de Nutrient Broth’da gelistirilen
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on kiiltiir 50 ml’lik erlenlerdeki 25 ml Bazal Medium’a % 2 oraninda inokiile edilmis
ve 30 °C’de 130 rpm’de orbital calkalayicida 48 saat gelistirilmistir.

Inkiibasyondan sonra kiiltiirler 10 000 rpm’de 10 dk +4 °C’de sogutmali
santrifiijde (Thermo-IEC) santrifiij edilerek hiicreler uzaklastirilmigtir. Siipernatant
ekstraseliiler enzim kaynagi olarak kullanilmig ve lipaz aktivitesi spektrofotometrik
olarak belirlenmistir.

Lipaz aktivitesinin tayininde Winkler ve Stuckmann (1979)’in teknigi
kullanilmigtir. Fakat bu teknikle hazirlanan substrat solusyonu yeterince seffaf
olmadigi i¢in lipaz aktivitesinin spektrofotometrik ol¢limiinde sonu¢ alinamamistir.
Bu nedenle bu teknik Gupta vd., (2002)’nin da belirttigi gibi p-NPP’1n enzimatik
hidrolizinden dolay1 aciga ¢ikan yag asitlerinin dagilmasina neden olan Triton X-
100’tin miktar1 arttirilarak turbidite problemi ortadan kaldirilmistir. Bu solusyon 2
saat stabil kalabildigi icin (Savitha vd., 2007) her kullamim Oncesi taze olarak
hazirlanmigtir. Substrat solusyonundan 9 ml almarak 1 ml siipernatant ile

karigtirllmig ve 30 °C’de 30 dakika galkalamali inkiibatérde inkiibe edilmistir.

3.2.4.3. Ekstaraseliiler lipaz aktivitesinin tespiti

Suslarin ekstraseliiler lipaz aktiviteleri, p-nitrofenolpalmitat’in (pNPP, Sigma
N2752-1G) substrat olarak kullanildigi, spektrofotometrik yontemle 410 nm dalga
boyunda Ol¢liim yapilarak belirlenmistir. Bu 06l¢iim temel olarak p-nitrofenol
esterlerinin enzimatik hidrolizi sonucunda meydana gelen p-nitrofenol’iin 410 nm’de
kolorimetrik olarak tespit edilmesine dayanmaktadir (Winkler ve Stuckmann, 1979).

Bir lipaz tinitesi (U), dakikada 1 pmol p-nitrofenol agiga ¢ikaran enzim miktari

olarak tanimlanmigtir.

3.2.4.4. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde standart olarak p-nitrofenol kullanilmistir.
Standart egriyi ¢izmek i¢in derisimi bilinen (10 mM) p-nitrofenol’den seri standart
cozeltiler hazirlanmistir ve OD4 o nm’deki absorbans degerlerine karsilik gelen
regresyon grafiginden elde edilen egim degeri asagidaki formiile yerlestirilmis ve bu

formiilden yararlanilarak enzim aktivitesi U/ml olarak hesaplanmigtir.
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Aktivite (Uml) = AC x Vl x SF
Tdgak) X VE

AC : Absorbans/egim

Ve : Enzim hacmi

T (dak) : Zaman

V1 : Toplam reaksiyon hacmi
SF: Seyreltme faktorii

3.2.5. P. fluorescens RB02-3 susunun hiicre gelisimi ve lipaz iiretimi

En yiiksek lipaz aktivitesi gosteren P. fluorescens RB02-3 susu 660 nm’de 0.5
OD absorbans verecek sekilde 30 °C’de Nutrient Broth’da gelistirilmistir. Bu
kiiltirden 1000 ml’lik erlende 300 ml Bazal Medium bulunan besiyerine % 2
oraninda inokiile edilmis ve 130 rpm’de 30 °C’deki ¢alkalamali inkiibatérde inkiibe
edilmigtir.  Kiltiirin ~ hiicre  yogunlugu ve ekstaraseliiler lipaz aktivitesi
spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Rajmohan vd., 2002). Buna gore 0. saatten
baslayarak her 4 saatte bir 660 nm’de hiicre yogunlugu oOlgiilmiistiir. Kiiltiiriin
ekstraseliiler lipaz aktivitesi ise p-NPP’ 1n substrat olarak kullanilmasiyla 410 nm’de

gozlenmistir

3.2.6. P. fluorescens RB02-3 susunun protein konsantrasyonunun
belirlenmesi

P. fluorescens RB02-3 susunun protein miktar1 standart olarak Bovine Serum
Albumin kullanilarak Bradford Protein Tayin YoOntemine gore belirlenmistir
(Bradford, 1976). Bu yontemde boya olarak proteinlerdeki pozitif yiiklere baglanan
negatif yiiklii Coomassie Brilliant Blue G—250 kullanilmistir.

Bu amagla 100 mg Coomassie Brilliant Blue boyasi, 50 ml % 95’lik etanolde
coziilerek homojen mavi renkli bir ¢ozelti elde edilmistir. Bunun iizerine 100 ml
fosforik asit (% 85) yavas yavas eklenmistir. Boya tamamen ¢dziindiikten sonra bu

cozeltinin lizerine distile su yavagca ilave edilerek toplam hacim 1 L’ye



54

tamamlanmig ve kullanmadan oOnce filtre kagidi (Whatman #1) kullanilarak
stiziilmiistiir (Bradford, 1976; Stoscheck, 1990).

Temiz bir tiipiin i¢ine protein Orneginden 100 pl almip lizerine 5 ml boya
solisyonundan ilave edilmis ve karnstirilmistir. 5 dk sonra, 595 nm’de
spektrofotometrede absorbans degeri alinmistir. Elde edilen absorbans degerlerinden
Bovine Serum Albumin (BSA) kullanilarak hazirlanan standart egriye gore total

protein miktarlar1 belirlenmistir.

3.2.7. BSA standart egrinin hazirlanmasi

Protein miktarinin belirlenmesinde standart olarak Bovine Serum Albumin
(BSA) kullanilmigtir. BSA’dan 10 mg/ml konsantrasyonda stok solusyon
hazirlanmistir. Pipet ile 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 pul BSA (10 mg/ml) test tiiplerine
almmis ve her biri distile su ile 100 pl’ye tamamlanmistir. Bunlarm tizerine 5 ml
boya solusyonu ilave edilmis ve kangstirilmistir. 5 dk sonra, 595 nm’de

spektrofotometrede absorbans degerleri alinmustir.

3.2.8. Ekstraseliiler lipaz enziminin saflagtirilmasi
3.2.8.1. Amonyum siilfat [(NH4),SO4] coktiirmesi

Calismada, ¢oktiirme i¢in Oncelikle bazal besiyerinden 1000 ml hazirlanmstir.
Bu besiyerine P. fluorescens RB02-3 susunun NB’de gelistirilen 0.5 Mc Farland
standartindaki 6n kiiltiiriinden % 2 oraninda inokiile edilmistir. 130 rpm’deki
calkalamali inkiibatérde 30 °C’de en iyi aktivitenin gdzlendigi gec logaritmik faz
olan 40. saate kadar gelistirilmigtir. Daha sonra 10 000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de
santrifiij edilmis ve siipernatant alinmistir. Optimum amonyum siilfat
konsantrasyonunu tespit etmek amaci ile farkli oranlardaki amonyum siilfat ile
coktlirme islemleri yapilmistir. Bu islem icin siipernatantin hacmi dl¢iilmiistiir ve
kat1 haldeki amonyum siilfat’tan ¢oktiirme icin gerekli olan miktar tartildiktan sonra
soguk ortamda protein ¢Ozeltisine yavas yavas karigtirilarak ilave edilmistir. Daha
sonra karistirma iglemine +4 °C’de 1 saat daha devam edilmistir.

1 saat sonra ¢ozelti 10 000 rpm’de 30 dakika +4 °C’de santrifiij edilerek
siipernatant uzaklastirilmistir. Pellet 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) tamponu i¢inde
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cozlilmustiir ve lipazin hangi % amonyum siilfat ¢oktiirmesinde oldugunu anlamak
iizere lipaz aktivite tayini yapilmistir. En yiiksek lipaz aktivitesi gdsteren amonyum

stilfat doygunluk derecesi optimum konsantrasyon olarak belirlenmistir.

2.3.8.2. Diyaliz

Diyaliz yonteminde kullanilacak olan diyaliz tiipiinin (SERVA, MEMBRA-
CEL, MWCO 7.000) kullanima hazir hale getirilmesi i¢in tiip distile su i¢inde 70-80
°C’de tiipe zarar vermeyecek bir aparatla yavas¢a karistirilarak 2 saat isitilmigtir. 2
saat sonra bu su dokiilmiis ve islem en az 3 kere tekrarlanmigtir. Tiip, islemin
yapilacag1 giine kadar % 0.1 sodyum azid soliisyonunda +4 °C’de muhafaza
edilmistir.

Diyaliz tiipiinden diyaliz edilecek olan enzim sivisini alabilecek uzunlukta
kesilmis ve tiipiin i¢i ve dis1 distile su ile iyice yikanmistir. Tiipiin bir ucu diyaliz
klipsleri kullanilarak kapatilmistir. Diyaliz edilecek Ornek diyaliz tiipiiniin igine
konulmustur ve diyaliz tiipiiniin en {ist kisminda diyaliz tiipiiniin sisme ihtimali
diistintilerek bosluk birakilmigtir. Tiipteki hava uzaklastirilarak tiipiin en iist kismi
diyaliz klipsi ile sikica tutturulmustur. Tiim bu islemler sirasinda diyaliz tiipiliniin hig
kurumamasina dikkat edilmistir.

Hazirlanan diyaliz tiipii 50 mM pH 8.0 Tris-HCI tamponu i¢ine birakilmis ve
magnet cubuklar yardimiyla c¢ok yavas bir sekilde tamponun karistirilmasi
saglanmistir. Bu sistem +4 °C’de gece boyunca (yaklasik 16-18 saat) dengeye

ulagmaya birakilmistir.

3.2.8.3. Jel filtrasyon kromatografisi

Saflagtirmanin diger bir basamagi olan jel filtrasyon kromatografisinde dolgu
materyali olarak Sephadex G-100 (Sigma S6147) kullanilmistir. 8 g Sephadex G-
100 tartilarak 300 ml distile suda ¢Oziilmiistiir ve 151k almamasi i¢in sisenin etrafi
aliminyum folyo ile sarilmistir. Oda sicakliginda Sephadex G—100’ iin sismesi i¢in
3-5 giin beklenmistir (SOylemez ve Fadiloglu, 1996). Sephadex G—100 iyice

sistikten sonra 2,5 x 35 cm boyutlarinda cam kolona doldurulup kolonda tam olarak
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oturmasi ve hava kabarcigi olusmamasi icin hafifce kolona vurularak yerlesmesi
saglanmistir.

Kolon i¢indeki Sephadex G-100’iin kurumamasina dikkat edilerek 50 mM pH
8.0 Tris-HCl tamponu ile bir giin boyunca yikanmistir. Daha sonra 150 ml
hacmindeki protein soliisyonu kolona yiiklenmis ve 50 mM pH 8.0 Tris-HCI
tamponu ile yiiriitiilmiistiir. Fraksiyon toplayict (Isco, Foxy 200 model) ile
fraksiyonlar toplanmis ve bu fraksiyonlardaki lipaz aktivitesini belirlemek amaciyla
spektrofotometrik olarak aktivite tayinleri yapilmistir.

Fraksiyon toplama islemi lipaz aktivitesi goriilmez oluncaya kadar devam
edilmistir. Kolonun iyice temizlenmesi amaci ile de 50 mM pH 8.0 Tris-HCI
tamponu ile yikanmistir. Daha sonra lipaz aktivitesi belirlenen fraksiyonlar
birlestirilerek tekrar kolona yiiklenmis ve islem tekrarlanmstir.

Ekstraseliiler lipazin saflagtirma basamaklarinin her asamasinda lipaz aktivitesi
ve protein miktarlar1 hesaplanmis ve toplam hacim, toplam protein, toplam aktivite,
spesifik aktivite, lirlin verimi ve saflagtirma katsayis1 asagidaki formiillere gore

hesaplanmstir.

Protein (mg/miy = Absorbans (sos) / Egim x Seyreltme Faktorii

1000

Toplam Protein (g = Protein x Toplam Hacim

Toplam Aktivite () = Lipaz Aktivitesi x Toplam Hacim

Spesifik Aktivite /mg) = Toplam Aktivite

Toplam Protein

Uriin Verimi = O Basamakta Olciilen Toplam Aktivite x 100

{1k Basamakta Okunan Toplam Aktivite

Saflagtirma Katsayis1 = Olgiilen Spesifik Aktivite
[k Okunan Spesifik Aktivite
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3.2.9. Lipazin molekiiler agirhginin belirlenmesi (SDS-PAGE)

Protein ve peptitleri molekiiler agirliklarina gdére ayirma ilkesine dayanan,
sodyum dodesil siilfat/poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) enzim
caligmalarinda en c¢ok kullanilan elektroforetik yontemdir (Copeland, 2000).
Calismada saflastirma basamaklarindan gegirilen 6rneklerdeki proteinin izolasyonu
Pot ve ark. metoduna gore elde edilmis olup (Pot vd., 1994), proteinin molekiiler
agirhigma gore ayirmm SDS-PAGE teknigi ile Laemmli’ye gore yapilmistir
(Laemmli, 1970).

Bu teknikte kullanilan tamponlar ve hazirlanislar1 asagida verilmistir:

1. Resolving jel (Ayirici Jel) (% 10°luk)

Acryl-Bisacryl (% 30) 11.56 ml
Distile su 14.26 ml
1.5M Tris.HCI. (pH : 8.6) 8.66 ml
Amonyum persulfat (APS) % 10’luk 173.4 pl
TEMED 30 pl

2. Stacking Jel (Yigma Jel) (% 4’lik)

Acryl-Bisacryl (% 30) 1.64 ml
Distile su 5.86 ml
0.5M Tris.HCL. (pH : 6.8) 2.5 ml
Amonyum persulfat (APS) % 10’luk 60 ul
TEMED 10 pl

3. Running buffer (Yiiriitme Tamponu)

Trizma-base 121 g
Glisin 576¢g
SDS 10g

Distile su 1000 ml
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4. Sample Buffer (Ornek Tamponu) (pH : 6.8)

Trizma-Base 0.75 ¢
2-merkapto etanol 5ml
Gliserol 10 ml
Brom fenol mavisi 1 mg
Distile su 100 ml
5. Staining Solution (Boyama Soliisyonu)
Coomassie Brilliant Blue R 250 l5¢g
[zopropil alkol 250 ml
Asetik asit 100 ml
Distile su 650 ml
6. Destaining Solution (Boya Cikarici Soliisyon)
[zopropil alkol 250 ml
Asetik asit 100 ml
Distile su 650 ml

3.2 9.1. Orneklerin hazirlanisi

Protein o6rneklerinden 100 pl, 1.5 ml’lik konik uglu ependorf tiiplerine alinmustir.
Orneklerin {izerine 25 pl sample buffer (6rnek tamponu) eklenmis ve vorteksle
siispansiyonun iyice karismasi saglanmstir. Orneklerin iizerine 0.1 ml % 20 SDS
ilave edilmistir. Elde edilen siispansiyonlar 95-100 °C sicakliktaki kaynar suda 10
dakika bekletilmistir.

Elde edilen protein ornekleri % 10’luk SDS-PAGE’ de kosturulmustur.

Yiikleme haricinde geri kalan 6rnekler de - 20 °C’ de saklanmistir. Protein 6rnekleri
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ile birlikte her jelde 116.0, 66.2, 45.0, 35.0, 25.0, 18.4, 14.4 kDa molekiiler
agirligina sahip 7 saf protein bandi igeren protein molekiiler agirlik marker1 (MBI
Fermentas, SM 0431) yiiklenmis ve elde edilmis olan protein ornekleri ile birlikte

yuritilmistir.

3.2.9.2. SDS-PAGE uygulamasi

Aparatin camlar1 (0.75mm x 16cm x 2lcm) alkolle iyice temizlenip
kurulandiktan sonra spacer yerlestirilmistir. Islem sonunda spacer, 2 cam arasinda
kalmig ve arada bosluk olugmasi saglanmistir. Aparat hazirlandiktan sonra 6nceden
hazirlanmis olan % 10’luk ayirict jel (resolving jel) iki cam arasina dokiilmiistiir.
Burada jelin hava ile temasini kesmek i¢in {izeri tamamen saf su ile doldurulmustur.
Jelin polimerize olmast i¢in yaklasik 30 dakika beklenmistir. Resolving jel
polimerize olduktan sonra lizerindeki saf su bosaltilmis ve bunun yerine % 4’liik
yigma jel (Stacking jel) ilave edilmistir. Bu islemden sonra yigma jel igerisine
plastik tarak yerlestirilerek 6rneklerin yiiklenecegi gukurluklar hazirlanmstir.

Jel polimerize olduktan sonra tarak cikarilmig ve g¢ukurluklarin igi yiiriitme
tamponu ile yikanmistir. Elektroforez tankinin i¢i de yiirlitme tamponu ile
doldurulmus ve hazirlanan protein 6rnekleri jel cukurluklarina yiiklenmistir. Tiim bu
islemler esnasinda jelin i¢inde ve arasinda hava kabarciklarinin olmamasina dikkat
edilmistir.

Yiiklenmis 6rnekler 100 Volt, 25 miliamperde elektroforeze tabi tutulmustur.
Daha sonra izleme boyasina bakilarak jelin altinda 1.5 cm mesafe kalinca
elektroforez durdurulmustur. Elektroforezden sonra jel camlarin arasindan dikkatlice
cikarilarak boyama soliisyonunda bir gece bekletilmistir. Ertesi giin boya cikarici
soliisyona alinarak devamli yikanmis ve bu solusyonda bir gece bekletilmistir. Bu
islemlerle jelin boyasinin ¢ikarilarak protein bantlarinin goriiniir hale gelmesi
saglanmigtir. Protein bantlari tamamen goriiniir hale gelince white light
transilluminator (UVP Model TW-26) cihazi kullanilarak jelin fotografi ¢cekilmis ve

olusan bantlar marker bantlari ile karsilastirilmistir.
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3.2.10. P. fluorescens RB—02-3 susu lipazinin karakterizasyonu

Saflatirilmis P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enziminin sahip oldugu
ozellikler belirlenerek karakterize edilmistir. Bu enzimin en iyi aktivite gdsterdigi
pH ve sicaklik degeri belirlenmistir. Bu amagla, bu enzimin en iyi aktivite gosterdigi
pH ve sicaklik degeri belirlenerek, farkli organik ¢oziiciiler, agir metaller ve gesitli
ajanlarm varliginda aktivite profilininin belirlenmesi amaciyla aktivite testleri

yapilmustir.

3.2.10.1. Optimum pH’nin belirlenmesi

P. fluorescens RB02-3 susu lipazinin en yiiksek aktivite gosterdigi pH’y1
belirlemek iizere yapilan ¢aligmada, pH’lar1 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 ve
10.6 olan 50 mM’lik farkli tamponlar kullanilmistir. pH 3.0-6.0 araliginda sitrat
fosfat tamponu, pH 7.0-9.0 araliginda Tris-HCI tamponu, pH 10.0-10.6 araliginda da
glisin-NaOH tamponu kullanilmigtir. Caligmada farkli pH degerlerindeki tamponlar
kullanilarak substrat ¢ozeltileri hazirlanmistir. Substrat solusyonundan 9 ml alinarak
1 ml enzim ile karigtirilmig ve 30 °C’de 30 dakika calkalamali inkiibatoérde inkiibe
edilerek spektrofotometrik olarak lipaz aktiviteleri belirlenmstir. Belirlenen pH, bu

asamadan sonra yapilan tiim aktivite testlerinde kullanilmistir.

3.2.10.2. Optimum sicakhgin belirlenmesi

P. fluorescens RB02-3 susu lipazinin en yiiksek aktivite gosterdigi reaksiyon
sicakligin1 belirlemek amaciyla; 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C sicakliklarda
lipaz aktiviteleri belirlenmistir. Caligmada lipazin en iyi aktivite gosterdigi pH’s1 7.0
olan Tris-HCIl tamponu kullanilarak hazirlanan substrat solusyonu kullanilmistir.
Lipazin en iyi aktivite gosterdigi sicaklik, bundan sonra yapilan tiim aktivite

testlerinde kullanilmistir.
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3.2.10.3. Organik c¢oziiciilerin P. fluorescens RB02-3 susu lipazi iizerine

etkileri

Ayn1 susa ait lipaz enziminin aktivitesi lizerine organik coziiciilerden hekzan,
etil asetat, izopropanol, etanol ve butanoliin etkisi aragtirilmigtir. 3 ml enzim 1 ml
organik ¢oziicli ile karistirilmig ve 30 °C sicakliktaki ¢alkalayict da 1 ve 2 saat 6n
inkiibasyona tabi tutulmustur. Kontrol olarak ayni deneysel kosullar altinda organik
solvet icermeyen enzim tampon (3:1) karisgtmi kullanilmistir. On inkiibasyon
sonucunda 1. ve 2. saatlerde 1 ml enzim alinmis ve pH’s1 7.0 olan Tris-HCI tamponu
kullanilarak hazirlanan substrat solusyonundan 9 ml alinarak karistirtlmistir. 50 °C
sicaklikta 30 dk 130 rpm’deki ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edilmis ve

spektrofotometrik olarak lipaz aktivitesi belirlenmistir.

3.2.10.4. Agir metallerin P. fluorescens RB02-3 lipazi iizerine etkisi

Agir metal iyonlarinin enzim aktivitesi {izerine etkisinin belirlenmesi amaci ile
MnCl,, FeCls, CdCl,, ZnCl,, CoCl,, CuCl, ve NiCl, kullanilmistir. Kontrol olarak
ayni deneysel kosullar altinda agir metal icermeyen Ornekler kullanilmistir. Son
derisimi 1 mM olacak sekilde metal iyonu ile enzim karistirilmig ve 30 dk oda
sicakliginda 6n inkiibasyona tabi tutulmustur. On inkiibasyon sonunda pH’s1 7.0 olan

Tris-HCI tamponu kullanilarak, 50 °C sicaklikta lipaz aktivitesi belirlenmistir.

3.2.10.5. Cesitli ajanlarin P. fluorescens RB02-3 lipaz iizerine etkisi

P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enziminin aktivitesi lizerine c¢esitli
ajanlarm etkisinin aragtirilmasi amaci ile son derisimi 5 mM olacak sekilde, sirasiyla
SDS, Tween 80 ve EDTA ile enzim karigtirilmis ve 30 °C sicaklikta 30 dk o6n
inkiibasyona tabi tutulmustur. Kontrol olarak ayni deneysel kosullar altinda herhangi
bir ajan icermeyen drnekler kullanilmistir. On inkiibasyon sonunda pH’s1 7.0 olan

Tris-HCI tamponu kullanilarak, 50 °C sicaklikta lipaz aktivitesi belirlenmisgtir.



62

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Pseudomonas Izolasyonu

Arastirmada 05.01.2007-27.03.2007 tarihleri arasinda Mugla’dan toplanan 5 ¢ig
siit ve 11 UHT ile pastorize edilmis siit 6rneklerinden hazirlanan seri diliisyonlardan
Pseudomonas’lar igin secici bir besiyeri olan Pseudomonas CFC Agar besiyerine
inokiilasyonlar yapilmistir. 30 °C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra koloni
morfolojileri degerlendirilerek 85 izolat elde edilmistir. Bu izolatlar ¢ig siitlerden 3,
4,5,6,7,8, 10, 12 ve 14 pastorize siitlerden 4, 5, 8, 9, 14, 17, 19 ve 20 giinliik
orneklerden elde edilmistir. 85 izolatin 50°si ¢ig siit 6rneklerinden, 35 tanesi de UHT
siit orneklerinden izole edilmistir. Izolatlar NA besiyerine alinarak koloni

morfolojileri incelenmistir..

4.2. Muhtemel Pseudomonas izolatlarinda Lipolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Elde edilen muhtemel Pseudomonas izolatlarimin lipolitik aktiviteleri kalitatif
olarak Tribiitrin Agar besiyerlerinde 30 °C’de 3-5 giin inkiibe edilerek belirlenmistir.
Inkiibasyon sonunda tiim izolatlara ait kolonilerinin etrafinda seffaf zon olustugu
gozlenmis ve lipolitik aktiviteleri pozitif olarak degerlendirilmistir. Sekil 4.1°de
RB02-3 izolatmin Tribiitirin Agar besiyerinde lipolitik aktivitesinden dolay1

olusturdugu zon goriilmektedir.
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Sekil 4.1. RB02-3 izolatinin Tribiitirin Agar besiyerinde goriiniimii

Aynti izolatlarin ekstraseliiler lipolitik aktiviteleri Rhodamine B Agar besiyeri
kullanilarak tekrar test edilmistir. Bu amagcla izolatlarin Rhodamin B Agar
besiyerinde 30 °C’de 24 saat’lik inkiibasyonlar1 sonunda, tiim izolatlarin farkli
tonlarda pembe renkli koloni olusturduklar1 ve 365 nm’deki UV 15181 altinda da
farkl1 derecelerde 151ma yaptiklar: gdzlenmistir. Izolat RB02-3’iin Rhodamin B Agar
besiyerinde olusturdugu pembe renkli kolonilerin Sekil 4.2 de goriiniir 1s1ktaki,

Sekil 4.3’te UV 15181 altindaki goriiniimleri verilmistir.
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Sekil 4.2. [zolat RB02-3’iin Rhodamin B Agar besiyerinde goriiniir 1s1kta
olusturdugu pembe renkli koloniler

Sekil 4.3. Izolat RB02-3’iin Rhodamin B Agar besiyerinde olusturdugu pembe
renkli kolonilerin UV 15181 altindaki goriiniimii
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4.3. Lipolitik Aktivitesi Olan Izolatlarin Tanimlanmasi

Lipolitik aktiviteleri farkli iki yontemle tespit edilen muhtemel Pseudomonas
izolatlarinin 6ncelikle Gram boyanma o6zellikleri, katalaz ve oksidaz reaksiyonlari,
Mac Conkey Agar besiyerindeki gelisme durumlari ve glukozu fermente yetenekleri
incelenmistir.

Pseudomonas CFC Agar besiyerinden izole edilen 85 izolatin Gram boyamalari
yapilmis ve mikroskop altinda incelenmistir. Yapilan Gram boyama sonucunda 2
izolatin Gram pozitif kok, 83 izolatin da Gram negatif basil oldugu bulunmustur ve
¢aligmanin bundan sonraki agamalarina 83 Gram negatif izolat ile devam edilmistir.

83 Gram negatif izolata yapilan katalaz ve oksidaz testi sonucunda 82 izolatin
katalaz (+) ozellik, 50 izolatin da oksidaz (+) ozellik gosterdigi gozlenmistir. Sekil
4.4’de izolat RB02-3’1in katalaz ve oksidaz testi sonucunda verdigi pozitif reaksiyon

goriilmektedir.

Sekil 4.4. Izolat RB02-3’iin katalaz ve oksidaz testleri sonucunda verdigi pozitif
reaksiyon a) katalaz b) oksidaz

83 Gram negatif izolatin laktozu fermente yeteneklerini saptamak amactyla,
kiiltiirler Mac Conkey Agar besiyerine inokiile edilmistir. 30 °C’de 24 saatlik

inkiibasyon sonunda 68 izolatin Mac Conkey Agar’da renksiz koloni olusturdugu



66

(laktoz negatif) gozlenmistir. Sekil 4.5°de izolat RB02-3’tin Mac Conkey Agar

besiyerinde olusturdugu renksiz kolonilerin goriiniimii verilmistir.

Sekil 4.5. Izolat RB02-3’iin Mac Conkey Agar besiyerindeki goriiniimii

Tiim bu testler sonucunda 83 Gram negatif izolat i¢inden katalaz (+), oksidaz (+)
ve laktoz (-) 45 izolat oldugu saptanmistir. Bu 45 izolatin glukozu fermente etme
yeteneklerini saptamak amaci ile O/F testi yapilmig ve 37 izolatin oksidatif 6zellik
gosterdigi gozlenmistir. Sekil 4.6°da izolat RB02-3’{in O/F testi sonucunda oksidatif
ozellik gostermesi nedeni ile acik tiipiin orijinal rengi olan mavi-yesil’in sariya

donerken kapali tiipte herhangi bir degisiklik olmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Izolat RB02-3’iin O/F testi sonucu goriiniimii

4.4. izolatlarin Tiir Diizeyinde Tespiti

Gram negatif basil, katalaz (+), oksidaz (+), laktoz (-) ve O/F testi sonucunda
oksidatif 6zellik gosteren 37 muhtemel Pseudomonas izolatinn tiir diizeyinde tespiti
amaci ile API 20NE identifikasyon test kitleri kullanilmistir. Sekil 4.7°de RB02-3
kodlu izolatin API 20NE stripindeki reaksiyonlar1 goriilmektedir.

Sekil 4.7. izolat RB02-3’{in API 20NE stripindeki reaksiyonlari
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37 izolata yapilan API 20NE identifikasyon testi sonucunda tiim suslarin
Pseudomonas cinsine ait oldugu dogrulanmistir. Bu suslarin 36 tanesi (% 97.3) P.
fluorescens, 1 (% 2.7)’de P. putida olarak identifiye edilmistir. Tablo 4.1°de
izolatlarin API 20NE identifikasyon testi sonuglari verilmigtir.

Bu 37 susun 4 (% 10.81)tniin UHT, 33 (% 89.19)’unun da ¢ig siit kokenli
oldugu gortilmiistiir. Elde edilen bu sonuglara gore Pseudomonas izolasyonu yapilan
siit ornekleri ve izolasyonlarin ka¢ giinliik siit 6rneklerinden elde edildigi Tablo

4.2’de verilmistir.



Tablo 4.1. Izolatlarin API 20NE identifikasyon testi sonuglari
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Izolat No Identifikasyon Sonucu Identifikasyon (%)
RBO1-1 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB01-2 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB02-3 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB024 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB02-5 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB02-6 Pseudomonas fluorescens % 99.8
RB02-7 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB02-8 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB02-9 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB02-11 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB02-13 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB02-14 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB02-15 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB02-16 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB074 Pseudomonas putida % 99.7
RB07-13 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB08-1 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB08-2 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-1 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-3 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-6 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-7 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-8 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-9 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-10 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-11 Pseudomonas fluorescens % 82.3
RB16-13 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-14 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-15 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-19 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-20 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-22 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-23 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-24 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-27 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-28 Pseudomonas fluorescens % 99.9
RB16-29 Pseudomonas fluorescens % 82.3




Tablo 4.2. Pseudomonas izolasyonu yapilan siit 6rnekleri

Sus

Siit Ornegi

Pseudomonas fluorescens RBO1-1

8 giinliik UHT siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RBO1-2

8 giinliik UHT siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB02—3

7 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB02—4

7 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB02-5

3 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB02—6

3 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB02—7

3 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB02—8

3 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB02—9

3 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB02—11

4 giinliik ¢ig siit Ornegi

Pseudomonas fluorescens RB02—13

4 giinliik ¢ig siit Ornegi

Pseudomonas fluorescens RB02—14

4 giinliik ¢ig siit Ornegi

Pseudomonas fluorescens RB02—15

4 giinliik ¢ig siit ornegi

Pseudomonas fluorescens RB02—16

4 giinliik ¢ig siit ornegi

Pseudomonas putida RB07-4

17 giinliik UHT siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB07—13

17 giinliik UHT siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RBOS—1

5 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB08—2

5 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16—1

3 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16-3

3 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16—6

4 giinliik ¢ig siit 0rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16-7

4 giinliik ¢ig siit ornegi

Pseudomonas fluorescens RB16-8

4 giinliik ¢ig siit 0rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16—9

4 giinliik ¢ig siit 0rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16—10

3 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16—11

3 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16—13

3 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16—14

5 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16—15

5 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16-19

6 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16-20

4 giinliik ¢ig siit Ornegi

Pseudomonas fluorescens RB16-22

5 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16-23

5 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16-24

7 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16-27

7 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16-28

5 giinliik ¢ig siit 6rnegi

Pseudomonas fluorescens RB16-29

8 giinliik ¢ig siit 6rnegi
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4.5. Kantitatif Ekstraseliiler Lipaz Aktivitesi Tayini
4.5.1. Lipaz iiretimi icin uygun besiyerinin secimi

Identifikasyonu tamamlanan ve Pseudomonas oldugu kesinlesen 37 sus
ekstraseliiler lipaz iiretimi i¢cin NB’da gelistirilmistir. Besiyeri igeriginde yer alan
karbon ve azot kaynaklari, inorganik tuzlarin konsantrasyonu gibi faktorlerin
ekstraseliiler lipaz {iiretimini etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle suslarin lipaz
iiretimlerinin belirlenecegi besiyerinin secilmesi amaci ile NB dahil 7 farkli besiyeri
ortami denenmis ve bu besiyerlerinde suslarin lipaz aktiviteleri dl¢iilmiistiir. En iyi
aktivite Litthauer vd., (2002)’nin Pseudomonas luteola’nin enzim {retimi igin

kullandig1 besiyerinde goriilmiis ve bu besiyeri Bazal Medium olarak se¢ilmistir.

4.5.2. Ekstraseliiler lipaz aktivitesinin tespiti

Suslarin ekstraseliiler lipaz aktiviteleri, p-nitrofenolpalmitat’in substrat olarak
kullanildigi, spektrofotometrik yontemle 410 nm dalga boyunda ol¢iim yapilarak
belirlenmistir.

Derigimi  bilinen pNPP’in  substrat olarak kullanilmasiyla yapilan
spektrofotometrik Ol¢lim sonuglarina gore elde edilen absorbans degerleri
kullanilarak hazirlanan standart egriye gore lipaz aktiviteleri belirlenmistir. Sekil
4.8’de pNPP’in substrat olarak kullamildig1 lipaz aktivitesi standart grafigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.8. pNPP’1n substrat olarak kullanildig1 lipaz aktivitesi standart grafigi
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Ekstraseliiler lipaz aktivitesinin kantitatif tayini i¢in yapilan spektrofotometrik

6l¢iim sonucunda suslarin farkli oranlarda lipaz aktivitesi gosterdigi gozlenmistir.

Suslarin ekstraseliiler lipaz aktiviteleri Tablo 4.3’de gdsterilmistir.



Tablo 4.3. Suslarin ekstraseliiler lipaz aktiviteleri
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Sus Enzim Aktivitesi (U/ml)
Pseudomonas fluorescens RBO1-1 18.73
Pseudomonas fluorescens RBO1-2 14.00
Pseudomonas fluorescens RB02—3 22.16
Pseudomonas fluorescens RB02—4 15.00
Pseudomonas fluorescens RB02—5 20.00
Pseudomonas fluorescens RB02—6 13.73
Pseudomonas fluorescens RB02-7 21.22
Pseudomonas fluorescens RB02—8 13.70
Pseudomonas fluorescens RB02—-9 18.70
Pseudomonas fluorescens RB02—11 13.50
Pseudomonas fluorescens RB02—13 20.56
Pseudomonas fluorescens RB02—14 19.00
Pseudomonas fluorescens RB02—15 17.06
Pseudomonas fluorescens RB02—16 21.50
Pseudomonas putida RB07-4 19.63
Pseudomonas fluorescens RB07-13 19.03
Pseudomonas fluorescens RB08—1 21.90
Pseudomonas fluorescens B08—2 21.84
Pseudomonas fluorescens RB16—1 18.27
Pseudomonas fluorescens RB16-3 18.30
Pseudomonas fluorescens RB16—6 18.80
Pseudomonas fluorescens RB16-7 13.33
Pseudomonas fluorescens RB16-8 19.70
Pseudomonas fluorescens RB16—9 19.83
Pseudomonas fluorescens RB16—10 18.00
Pseudomonas fluorescens RB16—11 17.03
Pseudomonas fluorescens RB16—13 19.20
Pseudomonas fluorescens RB16—14 20.30
Pseudomonas fluorescens RB16—15 20.60
Pseudomonas fluorescens RB16—19 18.90
Pseudomonas fluorescens RB16-20 21.20
Pseudomonas fluorescens RB16-22 17.60
Pseudomonas fluorescens RB16-23 18.60
Pseudomonas fluorescens RB16-24 11.60
Pseudomonas fluorescens RB16-27 17.00
Pseudomonas fluorescens RB16-28 19.30
Pseudomonas fluorescens RB16-29 10.03
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4.6. P. fluorescens RB02-3 Susunun Hiicre Gelisimi ve Lipaz Uretimi

En yiiksek lipaz aktivitesi gosteren P. fluorescens RB02-3 susunun Bazal
Medim’da saatlere gore gelisimi ve ekstraseliiler lipaz tlretimi spektrofotometrik
yontemle belirlenmistir. Susun hiicre yogunlugu 660 nm’de, lipaz iiretimi ise p-
NPP’in substrat olarak kullanilmasiyla 410 nm’de tespit edilmistir. Pseudomonas
Sfluorescens RB02-3 susunun Bazal Medium’daki hiicre yogunlugu ve ekstraseliiler
lipaz aktivitesi Sekil 4.9°da gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek lipaz
tretimi 40. saatte gec logaritmik fazda gozlenmistir. 40. saatten sonra ise lipaz

aktivitesi azalmaya baslamustir.

a
~ e
= )
E 3
2 = —a— U/ml
[}
5 >§) ——0O.D
g >
e
3]
3
I

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56
Zaman (h)

Sekil 4.9. Pseudomonas fluorescens RB02—3 susunun Bazal Medium’daki hiicre
yogunlugu (#) ve ekstraseliiler lipaz aktivitesi (m)

4.7. Ekstraseliiler Lipaz Enziminin Saflastirilmasi

P. fluorescens RB02-3 susunun 40 saatlik siv1 kiiltiirii 10 000 rpm’de 10 dakika
+4 °C’de santrifiijlenmis ve siipernatant enzim solusyonu olarak kullanilmistir. Bu
sekilde elde edilen ekstraseliiler lipaz enziminin saflagtirllmasi amaci ile yapilan
amonyum siilfat ¢oktliirmesinde en iyi ¢okmenin saglandig1 izoelektrik noktasi olan

pH 4’e ayarlanmistir. Optimum amonyum siilfat konsantrasyonu tespiti i¢in farkl
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oranlardaki amonyum siilfatta ¢oktiirme islemleri yapilmis ve en iyi aktivite % 70
konsantrasyondaki amonyum siilfat ¢oktiirmesinde goriilmiistiir.

Enzim solusyonuna % 70 konsantrasyonda ¢oktiirme oranina gére amonyum
siilfat ilave edilerek yavasca karistirllmistir. Karistirmaya +4 °C’de 1 saat daha
devam edilmistir ve elde edilen ham enzim ile amonyum siilfat karistmi 10 000
rpm’de 30 dakika +4 °C’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda amonyum siilfat
ile ¢oktiiriilen proteinlerin olusturdugu pellet 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tamponu
kullanilarak ¢oziilmiistiir. Ortamdaki amonyum siilfat fazlasin1 gidermek amaci ile,
50 mM pH 8.0 Tris-HCI tamponu ile +4 °C’de gece boyunca diyaliz yapilmistir.

Diyaliz isleminden sonra enzim soluyonu, jel filtrasyon kromatografisi
kullanilarak molekiiler agirliklarina gore ayristirilmistir. Bu amacla yapilan birinci
kolon kromatografisinde 3.7 ml hacminde fraksiyonlar toplanmis ve fraksiyonlarda
spektroftometrik olarak enzim analizleri yapilmistir. En yiiksek lipaz aktivitesi
gbzlenen 5-45. fraksiyonlar bir araya getirilmis ve temiz kolona tekrar yiiklenmistir.
Bu sekilde yapilan ikinci kolonda da 2.5’er ml’lik fraksiyonlar toplanmis ve
fraksiyonlardaki lipaz aktivitesine bakilip en iyi aktivitenin gozlendigi 15-60.
fraksiyonlar bir araya getirilmistir. Sekil 4.10’da birinci kolondan toplanan
fraksiyonlarda gbzlenen enzim aktiviteleri, Sekil 4.11°de ise ikinci kolondan ¢ikan

fraksiyonlardaki enzim aktiviteleri gosterilmistir.

l. Kolon Kromatografisi

25
20 +
15 +

°

Aktivite (U/ml)

4 5 6 912151821 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57

Fraksiyon No

Sekil 4.10. Birinci kolon kromatografisi sonucu elde edilen fraksiyonlarindaki
ekstraseliiler lipaz aktiviteleri



Aktivite (U/ml)

20 +

15 |

10 +

Il. Kolon Kromatografisi

Fraksiyon No

P o R PSP A

Sekil 4.11. Ikinci kolon kromatografisi fraksiyonlarindaki ekstraseliiler lipaz
aktiviteleri
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Ekstraseliiler lipazin saflastirma basamaklarinin hepsinde ayr1 ayri lipaz

aktivitesi ve protein miktarlar1 hesaplanmis ve toplam hacim, toplam protein, toplam

aktivite, spesifik aktivite, {irlin verimi ve saflastirma katsayisi belirlenmistir. P.

Sfluorescens RB02-3

susu lipazimin saflagtirma basamaklarindaki protein ve

ekstraseliiler lipaz enzim aktivitesi ve miktarlar1 Tablo 4.4’de verilmistir. Total

protein miktarlari, Bradford protein tayin yontemine gore spektrofotometrik olarak

elde edilen absorbans degerlerinden BSA kullanilarak hazirlanan standart egriye gore

hesaplanmistir. Sekil 4.12°de Bovine Serum Albumin kullanilarak hazirlanan

standart egri goriilmektedir.
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Tablo 4.4. P. fluorescens RB02-3 susuna ait saflagtirma basamaklarindaki protein
ve ekstraseliiler lipaz enzim aktivitesi ve miktarlar1

Hacim | Toplam | Toplam | Spesifik Verim | Saflastirma
(ml) Protein | Aktivite | Aktivite (%) Katsayist
(mg) ) (U/mg)
Ham enzim
(stipernatant) | 900 387 20097 51.93 100 1
%70
Amonyum 150 37.5 4324.5 115.3 21.5 2.19
siilfat
cok.+Diyaliz
Sephadex G-
100 kolon | 114 26.45 4085 154.4 20.3 2.97
kromatografis
1
Toplam protein
y = 0.001x
0.12 - R? = 0.9831
01 4
_ 0.08 - ’
2 0.06 -
(@)
0.04 -
0.02 -
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
BSA (10 mg/ml)

Sekil 4.12. Bovine Serum Albumin kullanilarak hazirlanan standart egri.
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4.8. Lipazin molekiiler agirhiginin belirlenmesi (SDS-PAGE)

P.  fluorescens RB02-3 susunun {retmis oldugu ekstraseliiler lipazin
saflagtirilmasinin ardindan elde edilen protein 6rnegi SDS-PAGE’de yiiriitiilmiis ve
protein bantlar1 goriintiilenmistir. Saflastirilan lipazin molekiiler agirliginin yaklasik
57 kDa oldugu belirlenmistir. Sekil 4.13’de II. kolon kromatografisi sonucu elde
edilen lipazin SDS-PAGE’deki protein profili goriilmektedir.

Marker Enzin

116.0 kDa

66.2 kDa
45.0 kDa
35.0 kDa

25.0 kDa

18.4kDa -

14.4KDa =

Sekil 4.13. P. fluorescens RB02-3 susu ekstraseliiler lipazinin I1. kolon
kromatografisi sonucu SDS-PAGE’deki protein profili

4.9. P. fluorescens RB02-3 Susuna Ait Lipazin Karakterizasyonu

4.9.1. Optimum pH’nin belirlenmesi

Saflagtirllmis  P. fluorescens RB02-3 lipazinin optimum pH degerinin
belirlenmesi amaci ile farkli pH’larda hazirlanan tamponlar ile aktivite ¢aligmalari

yapilmustir. Reaksiyon ortaminin sahip oldugu pH’nin P. fluorescens RB02-3 susuna
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ait lipaz aktivitesine etkisi 3-10.6 araliginda Tablo 4.5’te verilmistir. Ancak lipazlar
tarafindan serbest birakilan p-nitrofenoliin asidik bir metabolit olmasindan dolay1
absorbans yogun olarak etkilenmektedir ve bu esterlerin asidik pH’larda ol¢iimii
dogru sonuglar vermektedir. Bu nedenle asidik pH’lardaki lipaz aktivite degerleri
dikkate alinmamistir. pH 6-10.6 aralifinda olciilen lipaz aktivite degerleri Sekil
4.14’de verilmistir. Bulgularda da net olarak goriilecegi tizere pH 7.0 en yiiksek lipaz
aktivitesinin goriildiigii noktadir. pH 7.0°deki lipaz aktivite degeri % 100 kabul
edilmistir ve diger pH degerlerindeki aktiviteler buna oranlanmigtir. Enzimin pH

6.0-9.0 araliginda da aktif oldugu gozlenmistir.

Tablo 4.5. P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enziminin farkli pH
degerlerinde enzim aktivitesi

pH Enzim Aktivitesi (U/ml) Kalan Aktivite (%)
3 57.83 -
4 31.5 -
5 29.16 -
6 20.5 74.5
7 27.5 100
8 24.16 87.8
9 10.5 38.2
10 - 0
10.6 - 0
Optimum pH

—~ 120 -

& 100 -

2 80

€ 60 -

© 40 -

§ 20

g 0 ¢ V'S

6 7 8 9 10 10.6
pH

Sekil 4.14. P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enziminin farkli pH
degerlerinde enzim aktivitesi
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4.9.2. Optimum sicakhigin belirlenmesi

P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipazin optimum sicaklik degerinin
belirlenmesi amaci ile farkli sicakliklarda enzim aktivitesi belirlenmis ve lipazin
optimum reaksiyon sicakligi 50 °C olarak tespit edilmistir. Bu sicaklikta enzim
aktivitesi 41.33 U/ml olarak belirlenmistir. Enzimin 10-80 °C araliginda aktif oldugu
gozlenmigtir. Sicakligin P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enziminin
aktivitesine etkisi Tablo 4.6’da verilmistir. 50 °C’deki aktivite degeri % 100 kabul
edilmistir ve diger sicaklik degerlerindeki aktiviteler buna oranlanarak Tablo 4.6 ve
Sekil 4.15°de verilmistir. Bu basamaktan sonra yapilan biitiin karakterizasyon

calismalar1 50 °C sicaklikta gerceklestirilmistir.

Tablo 4.6. P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enziminin farkli sicaklik
degerlerindeki enzim aktivitesi

Sicaklik (°C) Enzim Aktivitesi (U/ml) Kalan Aktivite (%)

10 31.83 77

20 31.83 77

30 31.83 77

40 33.66 81.44

50 41.33 100

60 35.5 85.9

70 34.33 83

80 26 63

Optimum Sicakhk

120 —+

50 | 0—0—0/‘/‘\‘\‘\‘

10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik (C)

(o]
o
|

N B
o o
[
—

Kalan aktivite (%)
D
o

o

Sekil 4.15. P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enziminin farkl sicaklik
degerlerindeki enzim aktivitesi
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4.9.3. Organik ¢oziiciilerin P. fluorescens RB02-3 susu lipazi iizerine etKisi

P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enzimi iizerine hekzan, etil asetat,
izopropanol, etanol ve butanoliin etkisi aragtirilmistir. Bu amagla 3 ml enzim 1 ml
organik solvent ile karistirilmis ve 30 °C sicakliktaki calkalayici da 1 ve 2 saat 6n
inkiibasyona tabi tutulmustur. Kontrol olarak ayni deneysel kosullar altinda organik
solvet icermeyen enzim tampon (3:1) karisimi kullanilmistir. Inkiibasyon sonunda
enzim aktiviteleri U/ml olarak belirlenmis ve ¢ikan degerlerden kontrol % 100 kabul
edilip digerleri kontrole gore kiyaslanmigtir. P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz
enzimi tizerine c¢esitli organik solventlerin etkisi Tablo 4.7 ve Sekil 4.16’da

verilmistir.

Tablo 4.7. P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enzimi {izerine farkli organik
solventlerin etkisi

Kalan Aktivite (%)
Solvent 1 saat 2 saat
Kontrol 100 100
Hekzan 155 98
Etil asetat 107 65
Izopropanol 165 137
Etanol 112 108
Butanol 68 76
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Sekil 4.16. P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enzimi {izerine farkli organik

4.9.4. Agir metallerin P. fluorescens RB02-3 susu lipaz iizerine etkisi

solventlerin etkisi
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P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipazin enzimatik aktivitesi {izerine metal

iyonlarinin etkisinin belirlenmesi amaci ile MnCl,, FeCls;, CdCl,, ZnCl,, CoCly,

CuCl, ve NiCl, kullamlmistir. P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipazin belirtilen

metal tuzlan ile son konsantrasyon 1 mM olacak sekilde karistirilmasinin ardindan

elde edilen veriler, metal iyonu icermeyen kontrole gore degerlendirilmistir. Kontrol

% 100 kabul edilip diger sonuglar buna kiyaslanmigtir. Sekil 4.17°de metal

iyonlarinin  P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enzimi {izerine etkisi

gosterilmistir.
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Metal iyonlan

100 101 97 95

88 91

Kalan Aktivite (%)
N A OO @ 8
o O O O O o
_ R
[{e]
- &
N

Kontrol  MnCl2  FeCI3 CdCl2  ZnCI2 CoCl2  CuCl2 NiCl2

Sekil 4.17. Agir metallerin P. fluorescens RB02—3 susuna ait lipaz enzimi {izerine
etkisi

4.9.5. Cesitli ajanlarin P. fluorescens RB02-3 lipazi iizerine etkisi

SDS, Tween 80 ve EDTA’nin P. fluorescens RB02-3 susunu lipazi1 iizerine
etkisi incelenmistir. Caligmada son derisimi 5 mM olacak sekilde, sirastyla SDS,
Tween 80 ve EDTA ile enzim karistirilmis ve 30 °C sicaklikta 30 dk 6n inkiibasyona
tabi tutulmustur. Kontrol olarak ayni deneysel kosullar altinda herhangi bir ajan
icermeyen Ornekler kullanilmistir. Kontrol % 100 kabul edilip diger degerler buna
kryaslanmistir. Sekil 4.18’de ¢esitli ajanlarin P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz

enzimi lizerine etkisi gosterilmistir.

120

100 102 100

100

80

60

40 +

Kalan Aktivite (%

20

Kontrol Tween 80 SDS EDTA

Sekil 4.18. Cesitli ajanlarin P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enzimi {izerine
etkisi
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Yapilan ¢alismada Pseudomonas izolasyonu amaci ile ¢ig ve UHT ile pastorize
edilmis olmak {iizere toplam 16 siit 6rneginden, Pseudomonas CFC Agar besiyeri
kullanilarak 85 izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin kalitatif lipolitik aktiviteleri
Tribiitirin Agar ve Rhodamin B Agar besiyerinde belirlenmistir. Yapilan
identifikasyon sonucunda; 37 izolatin Pseudomonas oldugu, bunlardan birinin (%
2.7) P. putida, 36’sinin (% 97.3) da P. fluorescens oldugu belirlenmistir. Suslarin
irettigi ekstraseliiler lipaz enziminin miktart p-NPP’1n substrat olarak kullanilmasi
ile spektrofotometrik olarak tespit edilmistir. En yiiksek lipaz aktivitesi gosteren
susun P. fluorescens RB02-3 oldugu saptandiktan sonra bu susa ait lipaz
saflastirilarak molekiiler agirlig1 belirlenmis ve karakterize edilmistir.

Pseudomonas spp.’nin iglem gérmemis ve pastorize siitlerde bozulma esnasinda
en yaygin bulunan organizma oldugu bilinmektedir (Serhaug ve Stepaniak, 1997;
Deeth vd., 2002; Mc Phee ve Griffiths, 2002). Bu bilgiden hareketle bu ¢aligmada,
izolasyon amaci ile ¢ig ve UHT ile pastorize edilmis siitler bozulma goriiliinceye
kadar +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Degisik amagclarla birgok
calismada, Pseudomonas izolasyonu igin ¢ig ve pastorize siitler kullanilmistir
(Wiedmann vd., 2000; Dogan ve Boor, 2003).

Calismada izolasyon i¢in secgici bir besiyeri olan Pseudomonas CFC Agar
kullanilmigtir. Bu besiyeri iginde cetrimide, fucidin ve cephalosporin bulunmaktadir.
Bu 3 farkli antibiyotik Gram pozitif ve diger Gram negatif rekabetci floray:
baskilamaktadir. Arastirmacilar da CFC ortammin ¢esitli tipteki gidalardan
Pseudomonas sp. sayimida kullanilabilecegini bildirmislerdir (Jeppesen, 1995). Bu
besiyeri Pseudomonas’larin gelisimini etkilememekle beraber, Gram pozitif ve diger
Gram negatif bakterilerin ise gelisimini baskilamaktadir (Jeppesen, 1995).
Kristiansen (1983) c¢ig siitlerde yaptigi calismada Pseudomonas CN (Cetrimid,
nalidiksik asit) ve Pseudomonas CFC besiyerini kullanmistir. Pseudomonas CN ve
Pseudomonas CFC besiyerinde P. aeruginosa, P. putida, P. fluorescens, P.
cepecia’nin ireme gosterdigi saptanmistir (Kristiansen, 1983). Baird vd. (1987)
yaptiklar1 ¢calisma sonucunda ise, 6zellikle mikroorganizma sayisinin diisiik oldugu

durumlarda Pseudomonas sp. i¢in hicbir besiyerinin yeterince selektif olmadigim
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bildirmiglerdir. Bununla birlikte CFC besiyerinin gidalardan Pseudomonas sp.
izolasyonunda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Calismada inokiilasyonlarin yapildig: plaklar 30 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Cig siit orneklerinden 14. giinden sonra, UHT siit 6rneklerinde ise 20. giinden
sonraki zaman dilimlerinde gerceklestirilen inokiilasyonlarin yapildigi plaklarda gok
yogun iireme oldugu i¢in izolasyon gerceklestirilememistir. Stead (1986) nin yaptigi
calismada, 7 °C’de depolanan siitlerde bakteri sayisinin zamanla arttig1 bildirmistir.
Calismada, baslangigta siitiin ml’sinde 10* olan psikrofil bakteri sayismin giderek
arttigi ve 3. ginde ml’de 10° oldugunu saptamigtir. Rajmohan vd. (2002)’de
yaptiklar1 calismada 4 °C’de depolanan yagh siit 6rneginden 4-37. yarim yagl siit
orneginden 33-47. ve yagsiz siit orneginden de 4-37. giinlerde Pseudomonas CFC
agar besiyerine inokiilasyonlar yapmislar ve Pseudomonas izolasyonu
gerceklestirmislerdir.

Bu caligmada 50’si ¢ig siit 6rneklerinden, 35 tanesi de UHT siit 6rneklerinden
olmak tiizere 85 izolat elde edilmistir. Bu izolatlar ¢ig siitlerden 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12
ve 14 giinliikk 6rneklerden, pastorize siitlerden ise 4, 5, 8, 9, 14, 17, 19 ve 20 giinliik
orneklerden 10™.....107 diliisyonlardan elde edilmistir. Elde edilen izolatlar NA
besiyerine alinmig ve koloni morfolojileri incelenmistir.

Mikrobiyal kiiltiirlerin salgilamis oldugu ekstraseliiler lipaz kati besiyeri
ortaminda belirlenebilmektedir (Kulkarni, 2002). Bu amagla elde edilen 85
muhtemel Pseudomonas izolatlarinin lipolitik aktivitelerinin kalitatif olarak
belirlenmesi amaci ile Tribiitirin Agar besiyeri kullanilmistir. Bu besiyeri karbon
kaynag olarak dort karbonlu sentetik bir trigliserit olan tribiitirin igermektedir (Gao
vd., 2000). izolatlar % 1 oraninda tribiitirin iceren Tribiitirin Agar besiyerine inokiile
edilmis ve kolonilarin etrafinda agik zon olusumu incelenmistir (Sekil 4.1). Calisma
sonucunda tiim izolatlarin zon olusturdugu goriilmiistiir.

Ancak yapilan bazi ¢aligmalarda tribiitirinin, lipaz aktivitesine 6zgiil bir substrat
olmadig1 ve esteraz aktivitesi sonucunda da hidrolize edilebildigi belirtilmistir
(Brockerhoft ve Jensen, 1974; Lee ve Rhee, 1993; Kim vd., 2001; Lopes vd., 2002).
Yapilan bazi c¢alismalarda esteraz aktivitesinin tahmin edilmesi i¢in tribiitirin

kullanilirken (Kaiser vd., 2006), bir ¢ok c¢alismada tribiitirin lipaz aktivitesinin
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belirlenmesi i¢in kullanilmistir (Jarvis ve Thiele, 1997; Lee vd., 1999; Ben-Gigirey
vd., 2000; Braun vd., 2001b; Meghwanshi vd., 2006; Kiran vd., 2007).

Bu nedenle muhtemel 85 Pseudomonas izolatinin ekstraseliiler lipolitik
aktiviteleri Rhodamin B agar besiyeri kullanilarak tekrar test edilmistir. Bu metotta
indikator boya igeren biiylime ortamina emiilsiye yaglar eklenmektedir (Kulkarni,
2002). Rhodamin, serbest yag asitleriyle floresan bir kompleks olusturmakta boylece
lipaz iireten koloniler UV 15181 altinda floresan héleler olusturmaktadir (Kouker ve
Jaeger, 1987). Calismada tiim izolatlarin farkli tonlarda pembe koloni olusturdugu
(Sekil 4.2) ve UV 15181 altinda farkli oranlarda floresan haleler meydana getirdikleri
(Sekil 4.3) gozlenmistir. Rhodamin B Agar besiyerinde substrat olarak zeytinyagi
bulundugu ve zeytinyagindaki oleik asitin 18 C’lu olmasi nedeni ile Rhodamin lipaz
aktivitesini vermektedir. Rhodamin B Agar metodu, tribiitirinin lipazlara spesifik bir
substrat olmamasindan dolay1 lipaz {iretiminin arastirlmasinda genis c¢apta
kullanilmaktadir (Winteler, 1996; Kumura vd., 1998; Hube vd., 2000; Kim vd.,
2001; Martinez ve Soberon-Chavez, 2001; Castro-Ochoa vd., 2005; Meghwanshi
vd., 2006).

Lipolitik aktiviteleri farkli iki yontemle tespit edilen muhtemel Pseudomonas
izolatlarinin yapilan Gram boyamalar1 sonucunda 83’iinlin Gram negatif basil 2’sinin
de Gram pozitif kok oldugu tespit edilmistir. Benzer bir ¢caligmada ise 81 ¢ig ve
pastorize siit 6rnegi, 5 °C’de ve 7 °C’de 2-4 giin depolanmustir. 5 °C’de depolanan ¢ig
stit 6rneklerinin ml’sinde Gram negatif bakterilerin oran1 % 80, 7 °C’de ise bu oran
% 65 olarak bulunmustur. 5 °C’de depolanan pastdrize siitlerde ise Gram negatif
bakteri oran1 % 65 iken 7 °C’de bu oran % 52 olarak bulunmustur (Ternstrom vd.,
1993).

83 Gram negatif izolata yapilan katalaz ve oksidaz testi sonucunda 82 izolatin
katalaz (+) ozellik, 50 izolatin da oksidaz (+) ozellik gosterdigi gozlenmistir (Sekil
4.4). Mac Conkey Agar besiyerinde bulunan kristal viyole ve safra tuzlar1 Gram
pozitif organizmalarin gelisimini inhibe etmektedir. pH indikatorii olan neutral red,
laktozun kullanildigmi ya da kullanilmadigim1 gostermektedir. Laktoz negatif
bakteriler, renksiz koloni verirken, laktoz pozitif bakteriler pH’nin diismesi

sonucunda asit olugtugundan kirmizi koloni vermekte ve zon ile ¢evrilmektedir (Mac
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Faddin, 1985). 83 izolatin Mac Conkey Agar besiyerine yapilan inokiilasyonlari
sonucunda 68 izolatin renksiz koloni olusturdugu goriilmiistiir (Sekil 4.5).

Tiim bu testler sonucunda 83 Gram negatif izolat i¢cinden katalaz (+), oksidaz (+)
ve laktoz (-) 45 izolat oldugu saptanmistir. Bu 45 izolatin glukozu fermente
yeteneklerini saptamak amaci ile yapilan O/F testi sonucunda da 37 izolatin oksidatif
ozellik gosterdigi gdzlenmistir (Sekil 4.6).

Fischer (1987) ¢ig siit oOrneklerinde yaptigi calismasinda Pseudomonas
izolasyonu amaci ile katalaz, oksidaz ve O/F testini uygularken, Litthauer vd. (2002)
ise bu testlere ek olarak Mac Conkey Agar besiyerindeki gelisimi de incelemistir.

37 izolata yapilan API 20NE identifikasyon testi sonucunda (Sekil 4.7) tim
izolatlarin Pseudomonas cinsine ait oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1). Bu suslarmn 4
(% 10.81) tanesi UHT, 33 (% 89.19) tanesi de ¢ig siit 6rneklerinden izole edilmistir
(Tablo 4.2).

Yapilan bir caligmada 6 ¢ig siit 0rneginden 348 izolat elde edilmistir. Yapilan
API 20NE identifikasyon testine gore izolatlarin ¢ogunlugu Pseudomonas olarak
identifiye edilmistir (Alatossava ve Alatossava, 2006). Benzer bir ¢alismada +4
°C’de 1 hafta depolanan ¢ig siit drneklerinden izole edilen psikrotroflarin % 70-
90’min (Adam vd., 1975), pastorize siit drneklerinden izole edilen psikrotrofik
bakterilerin ise % 87’sinin (Craven ve Macauley, 1992) Pseudomonas oldugu
kaydedilmistir.

Bu calismada, 37 Pseudomonas’m 36 (% 97.30) tanesi P. fluorescens, 1’1 (%
2.70) de P. putida olarak identifiye edilmigtir. P. fluorescens’in siit ve siit
irinlerinde en ¢ok karsilagilan tiir oldugu bildirilmistir (Stevenson vd., 2003).
Yapilan bir ¢alismada, P. fluorescens’in ¢ig siit orneklerinin % 84’{inde mevcut
oldugu (Gennarl ve Dragotta, 1992) ve ¢ig siitten izole edilen tiim bakterilerin %
55.6’sindan daha fazlasim1 olusturdugu (Ternstrom vd., 1993) kaydedilmistir.
Yapilan baska bir ¢caligmada, 6 °C’de depolanan ¢ig siit 6rneginden izole edilen 9
izolatin 8’inin P. fluorescens ve 1’inin de P. putida oldugu (Rowe vd., 2003), yagsiz
siit, yarim yagh siit ve yagh siit érneklerinden izole edilen 37 Pseudomonas’in ise
tamaminin P. fluorescens oldugu kaydedilmistir (Rajmohan vd., 2002). Dogan ve
Boor (2003)’un yaptig1 benzer bir calismada ise 338 Pseudomonas’im % 51°1 P.

fluorescens, % 14’1 P. putida ve ve % 25’1 ya P. fluorescens ya da P. putida olarak
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identifiye edilmigtir. Bu ¢alismada daha 6nceki yapilan ¢alismalarda da belirtildigi
gibi siitlerde P. fluorescens’in dominant organizma oldugu gorilmiistiir.

Daha onceki calismalar Pseudomonas gibi Gram negatif psikrotrof bakterilerin
ticari amag ile yapilan pastorizasyonla canli kalamadiklarini gostermistir (Cousin,
1982). Diger taraftan taze pastorize siitlerde Gram negatif bakterilerin varlig
genellikle pastorizasyon sonrasi kontaminasyonu gostermektedir (Cousin, 1982).
Fakat bazi durumlarda baglangi¢ bakteriyel populasyon oldukca fazla ise 1siya
duyarli Pseudomonas gibi bakteriler ticari amag¢ ile yapilan pastorizasyonda
kullanilan 1s1 iglemleri ile canli kalabilmektedirler (Griffiths vd., 1984).

Calismada bir sonraki adim, izole ve identifiye edilen suslarin ekstraseliiler lipaz
aktivitelerinin belirlenecegi besiyeri se¢imi olmustur. Zira karbon ve azot kaynaklari,
sicaklik, pH, inorganik tuzlarin konsantrasyonu ve oksijen varligi gibi faktorlerin
lipaz seviyesini etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle besiyeri ortamina bakterinin
ekstraseliiler lipaz aktivitesini tesvik edecek cesitli ajanlar eklenmis ve lipaz
aktiviteleri spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiistiir.  Yapilan aktivite Ol¢timleri
sonucunda Litthauer vd., (2002)’nin Pseudomonas luteola’nin enzim iiretimi i¢in
kullandig1 besiyerinde aktivitenin diger besiyerlerine goére daha yiiksek oldugu
goriilmiis ve bu besiyeri Bazal Mediim olarak belirlenmistir. Bu besiyerinde
ekstraseliiler lipaz aktivitesini indiikleyici olarak Tween 80 bulunmaktadir
(Labuschagne vd., 1997).

Lipaz iiretimi ayn1 zamanda sekerler, seker alkoller, polisakkaritler, siit suyu,
kazamino asitleri ve diger kompleks kaynaklar gibi diger karbon kaynaklarindan da
onemli Olglide etkilenmektedir (Gilbert vd., 1991a; Lotrakul ve Dharmsthiti 1997;
Dharmsthiti ve Kuhasuntisuk 1998; Ghanem vd., 2000; Rashid vd., 2001). Bu
nedenle bu ¢alismada kullanilan besiyerinde glukoz bulunmaktadir. Benzer sekilde
yapilan bir calismada, ¢ig deve siitiinden izole edilerek P. fluorescens RMy olarak
tanimlanan susun kiiltiir besiyerine 4 g/L. glukoz eklenmesinin lipaz tiretimini tesvik
ettigi belirtilmistir (Al-Saleh ve Zahran, 1999).

Kiiltiiriin calkalanmasi ile lipaz aktivitesi (Brune ve Gotz 1992; Aires-Barros
vd., 1994; Jaeger vd., 1994; Kim vd., 1996) ve gelisim oranimin arttig1 (Birkeland
vd., 1985) bilinmektedir. Bu nedenle bu caligmada sivi kiiltiir 130 rpm’de
calkalamal1 inkiibatorde gelistirilmistir. Birkeland vd. (1985) kiiltiiriin ¢alkalanmasi1
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ile P. fluorscens susunun gelisim oraninin arttigini bildirirken, Al-Saleh ve Zahran
(1999) 100 rpm’de P. fluorescens RM, Kkiiltiirlinlin ¢alkalanmas1 ile lipaz
aktivitesinin artirdigini belirtmistir.

Lipaz aktivitesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi icin spektrofotometrik,
titrimetrik, kromatografik, immiinolojik vb gibi farkli yontemler bulunmaktadir.
Fakat hizli ve basit oldugu i¢in spektrofotometrik 6l¢iim en cok tercih edilen
yontemdir. Lipaz aktivitesinin spektrofotometrik dlglimiinde, farkli  zincir
uzunluguna sahip p-nitrofenil esterleri kullanilabilmektedir. Asetat ya da biitirat gibi
kisa zincirli esterlerin esteraz aktivitesinin dl¢limiinde kullanilirken laurat, palmitat
ya da oleat gibi uzun zincirli esterlerin lipaz aktivitesinin arastirilmasi amaci ile
kullanildig: bildirilmektedir (Gilham ve Lehner, 2005).

Lipazlar uzun zincirli triacilgliserollere spesifik oldugu icin bu ¢alismada lipaz
aktivitesinin kantitatif 6l¢limiinde 16 C’lu sentetik bir substrat olan p-nitrofenil
palmitat kullanilmistir. Spektrofotometrik lipaz 6l¢iim metodlar1 hizli ve basit oldugu
gibi ya dogal substratlar ya da sentetik substratlarla kullanilabilmektedir (Jaeger vd.,
1994). Bu nedenle ekstraseliiler lipaz aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesi igin
spektrofotometrik yontem kullanilmis ve 410 nm’de absorbans alinmustir.

Bu calismada, substrat solusyonu Winkler ve Stuckmann (1979)’1n teknigine
gore hazirlanmistir. Bu solusyonda arabic gum p-NPP’m emiilsiye olmasi igin
eklenmistir. Ciinkii lipazlar yag su arayiizeyinde is géormektedirler. Lipazlarin dogal
substratlar1 olan triagilgliseroller suda c¢o6ziinemezler. Bu nedenle reaksiyon
ylizeyinin arttirtlmasi i¢in bunlar1 emiilsiye etmek gerekmektedir (Kulkarni, 2002).
Goodman ve Durgan (1969) yaptiklar1 calismada zeytinyaginin arabic gum ile sonike
edilmesiyle 6l¢limiin hassasiyetinin arttigini belirtmislerdir.

Substrat solusyonunda seffaf bir solusyon elde edebilmek i¢in de Triton X—100
eklenmistir. Triton X-100’tGn eklenmesi ile turbidite problemi ortadan
kaldirilabilmektedir. Triton X-100 bir sirfaktandir ve p-NPP’in  enzimatik
hidrolizinden dolay1 agiga ¢ikan yag asitlerinin dagilmasina neden olmaktadir.
Sonugta da solusyon seffaf bir hal almaktadir (Gupta vd., 2002).

Fakat Winkler ve Stuckmann’in metoduna gore hazirlanan substrat solusyonu
yeterince seffaf bir hal almamistir. Bu nedenle bulaniklik spektrofotometrik 6l¢tiimde

yanlis sonuc¢lara neden olmustur. Tiirbidite sorununu ortadan kaldirmak amaci ile
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Gupta vd. (2002)’nin bir ¢aligmalarinda belirttikleri gibi substrat solusyonundaki
Triton X—100 miktarinin hacmi, 2.5 reksiyon hacmi i¢in 50 ul’den az olmayacak
sekilde arttirilarak seffaf bir solusyon elde edilmistir. Calismada, bir miiddet sonra
substrat solusyonunun renginde sararma meydana gelmektedir. Baz1 ¢alismalarda bu
solusyonun 2 saat stabil kalabildigi bildirilmektedir (Mahadik vd., 2002; Savitha vd.,
2007). Bu nedenle substrat solusyonu her kullanim 6ncesi taze hazirlanmstir.

Ekstraseliiler lipaz aktivitesinin kantitatif tayini i¢in yapilan spektrofotometrik
Olciim sonucunda suslarin farkli oranlarda lipaz aktivitesi gosterdigi gozlenmistir.
Tim suslarin lipaz aktiviteleri 10.03 U/ml ile 22.16 U/ml arasinda oldugu tespit
edilmistir (Tablo 4.3). Bu suslarin i¢inde en yiiksek lipaz aktivitesinin Pseudomonas
fluorescens RB02-3’¢ ait oldugu goriilmiistiir. Calismada en yliksek lipaz aktivitesi
gosteren P. fluorescens RB02-3 susu 7 giinliik ¢ig siitten, en kiiciik aktivite gosteren
P. fluorescens RB16-29 susu ise 8 giinliik ¢ig siitten izole edilmistir. Tek P. putida
RBO07—4 susu ise 17 giinlitk UHT ile pastdriize edilmis siitten izole edilmis ve enzim
aktivitesi 19.63 U/ml olarak belirlenmistir.

Benzer bir ¢alismada ¢ig siit, pastorize siit ve siit isletmeleri ¢evrelerinden alinan
orneklerden izole edilen 338 Pseudomonas izolatinin % 67’sinin lipaz aktivitesi
gosterdigi bildirilmistir. Calismada P. fluorescens olarak identifiye edilen izolatlarin
% 69’unun lipolitik, proteolitik ve lekitinaz aktivitelerinin tamami pozitif iken, P.
putida suslariin % 87.5’inin biitlin enzim aktiviteleri negatif olarak bulunmustur
(Dogan ve Boor, 2003). Baska bir ¢alismada ise 66 Pseudomonas izolatinin 33 (%
58)’1 lipaz aktivitesi gostermistir (Wiedmann vd., 2000).

Matselis ve Roussis (1998)’un yaptiklar1 calismada c¢ig siitten izole edilen P.
fluorescens MR1’in skim milk kiiltiirlerinde 25 °C’de 800 U/ml, 5 °C’de ise 700
U/ml lipaz aktivitesi gosterdigi bildirilmistir.  Pseudomonas ve Bacillus’lar ile
yapilan bir ¢alismada en yiiksek lipaz aktivitesi Pseudomonas GK-80 susunda 30
U/ml olarak bulunurken, en diisiik aktivite ise Pseudomonas GK-117 susunda 0.95
U/ml olarak bulunmustur (Meghwanshi vd., 2006).

P. fluorescens NS2W 10 U ml (Kulkarni ve Gadre, 2002), Pseudomonas sp.
MSI057 750 U/ml (Kiran vd., 2007), Pseudomonas sp. G6 susu ise tek karbon
kaynag1 olarak n-hekzadekan bulunan kiiltlir ortaminda maksimum oranda 25 U/ml

lipaz trettigi bildirilirken (Kanwar vd., 2002), P. mendocina PK-12CS 20 saatlik
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fermentasyon peryodu sonucunda 3510 U/ml (Jinwal vd., 2003), Pseudomonas sp.
3AT’de 2748 U/L, P. aeruginosa ATCC 111°de 1703.8 U/L (Haba vd., 2000),
Pseudomonas sp.’de ise triolein karbon kaynag1 olarak kullanildigi zaman 7.4 U ml
lipaz liretimi gozlenmistir (Kulkarni ve Gadre, 1999).

Inkiibasyon peryodu birka¢ saatten birka¢c giine kadar degistirildiginde,
bakterilerin maksimum lipaz liretimi icin en uygun oldugu inkiibasyon siiresi
belirlenebilmektedir. Bu nedenle en yiiksek lipaz aktivitesi gosteren P. fluorescens
RB02-3 susunun Bazal Medium’da gelisimi ve ekstraseliiler lipaz iiretimi saatlere
gore spektrofotometrik olarak incelenmistir. En yiiksek lipaz tiretimi 40. saatte geg
logaritmik fazda goézlenmis ve 22.33 U/ml oldugu belirlenmistir. 40. saatten sonra ise
lipaz aktivitesi azalmaya baglamistir (Sekil 4.9).

Yapilan pek ¢ok calismada c¢ogu bakteriyel lipazin iiremenin gec logaritmik
fazinda ve duraklama fazinin basinda {iretildigi bildirilmistir (Fox ve Stepaniak,
1983; Stuer vd., 1986; Jaeger vd., 1994; Pabai vd., 1996; Matselis ve Roussis, 1998;
Sidhu vd., 1998; Al-Saleh ve Zahran, 1999; Dong vd., 1999). Pseudomonas sp.
KLB1 susu maksimum aktiviteyi 72 saat sonra logaritmik fazin sonunda 72.1 U/ml
(Bhumibhamon vd. 2002), P. aeruginosa LST-03 susu ise 35 saat sonra duraklama
fazinda 96 U/ml degerinde lipaz aktivitesi gdstermistir (Ito vd., 2001). P. aeruginosa
PseA ile yapilan calismada da 24. saatte lipaz iiretiminin bagladig1 ve 48 saat sonra
gec logaritmik fazda maksimuma ulagtigi bildirilmistir (Ruchi vd., 2007).

Yapilan bazi1 calismalarda psikrotrofik bakterilerin genellikle ayni es zamanli
olarak hem lipaz hem de proteaz iiretebildikleri ve iiretilen bu proteazin da ham
enzim solusyonundaki lipazi inaktive edebildigi bildirilmistir (Christen ve Marshall,
1980). Yapilan bu ¢alismada 40. saatten sonra lipaz aktivitesinin diismesinin enzim
solusyonundaki proteazdan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Benzer bir ¢alismada Pseudomonas sp. no. 33 susunun tiretmis oldugu lipazin
proteaz tarafindan kismi olarak inaktive edildigi bildirilmistir (Kumura vd., 1991).
Kojima ve Shimizu (2003) ise P. fluorescens HU380 susunun hiicre gelisimi ve
ekstraseliiler lipaz aktivitesini incelemiglerdir. Calismada 20 saatlik kiiltivasyonda
maksimum lipaz aktivitesi 16 saat sonra gozlenmis ve bu saatten sonra lipaz

aktivitesinin giderek azaldigini belirtilmistir.
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Ekstraseliiler lipazin saflastirilmasinda ilk adim santrifiij ya da filtrasyon ile
hiicrelerin uzaklastirilmasidir. Bu nedenle saflastirmanin ilk basamaginda santrifiij
yapilarak P. fluorescens RB02-3 susuna ait hiicreler uzaklastirilmistir. Bu islemden
sonra proteinlerin ¢oktiiriilmesi amaci ile amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmis ve en
1yi ¢coktiirme oraninin pH 4’te % 70 amonyum siilfat doygunluk derecesinde oldugu
saptanmuistir.

Coktiirme islemlerinde en cok tercih edilen yontem tuz c¢oktiirmesi olup,
amonyum siilfat ucuz ve iyi ¢Oziinlir oldugu ic¢in en c¢ok kullanilan tuzdur.
Coktirmede kullanilan amonyum siilfat orani ve amonyum siilfat ile
gerceklestirilecek ¢oktiirmenin kag¢ basamakta yapilacagi, saflastirilmasi istenen
proteinin yiizeyinde konumlanan ve hidrofobik yan zincirler tasiyan aminoasitlerin
miktarina, ¢ozeltinin pH’sma ve sicakliga bagh olarak farkliliklar gostermektedir
(Scopes, 1994).

Literatiirde amonyum siilfatin degisik derigimlerinin kullanildig1 ¢esitli drnekler
bulunmaktadir. P. aeruginosa LST—03 susu lipaz1 % 45, Pseudomonas sp. AG-8
(Ogino vd., 2000) ve Pseudomonas sp. G6 (Kanwar vd., 2002) susu lipazlar1 % 60 ve
P. aeruginosa san-ai susu lipaz1 (Karadzic vd., 2006) da % 80 amonyum siilfat ile
¢cOktlirilmiistiir.

Calismada ortamdaki amonyum siilfat fazlasin1 gidermek amac ile de diyaliz
islemi gerceklestirilmis ve ardindan Sephadex G-100 kolon kromatografi yontemi
kullanilarak enzim saflastirilmistir. Calismada kullanilan Sephadex G-100,
polimerlestikten sonra 5 kDa ve flizeri proteinleri ayristirabilecek yapida por
¢aplarma sahip bir dolgu materyalidir. Calismada ardisik iki kolon kromatografisi
yapilmistir. Yapilan birinci kolonda yiiksek lipaz aktivitesi gozlenen 5-45.
fraksiyonlar (Sekil 4.10), ikinci kolonda ise 15-60. fraksiyonlar (Sekil 4.11)
toplanarak calisilmistir. Ekstraseliiller lipazin saflagtirma basamaklarinin  her
asamasinda lipaz aktivitesi ve protein miktarlar1 hesaplanmig ve toplam hacim,
toplam protein, toplam aktivite, spesifik aktivite, {iriin verimi ve saflastirma katsayisi
belirlenmistir (Tablo 4.4).

Yapilan amonyum siilfat ¢oktiirmesinde % 21.5 verim ile 2.19 kat saflagtirilmig
ve spesifik aktivite 115.3 U/mg olarak belirlenmistir. Ardindan yapilan 2 jel

filtrasyon kromatografisi sonucunda ekstraseliiler lipaz % 20.3 verim ile 2.97 kat
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saflastirilmis ve spesifik aktivite 154.4 U/mg olarak belirlenmistir. Saflastirilan
lipazin molekiiler agirhigr da SDS-PAGE ile yaklasik 57 kDa olarak belirlenmistir
(Sekil 4.13).

Yapilan benzer bir calismada, P. aeruginosa san-ai susunun ekstraseliiler
lipazinin saflagtirilmasi i¢in amonyum siilfat ¢oktliirmesi kullanilmis ve ardindan
diyaliz edilmistir. Elde edilen enzim solusyonu Butyl Toyopearl kolonu ardindan da
Toyopearl HW-55 kolon kromatografi yontemleri ile lipaz % 16 verim ile 12.5 kat
saflagtirilmistir. Saf lipazin molekiiler agirhigi 54 kDa olarak tespit edilmistir
(Karadzic vd., 2006). Ogino vd. (2000) LST-03 organik solvent tolerantl lipaz1 %
12.6 verim ile 34.7 kat saflagtirilmistir. Saf lipazin molekiiler agirligr 27.1 kDa
olarak belirlenmistir. P. fluorescens HU380 lipazt % 14 verim ile 24.3 kat
saflastirilmis ve spesifik aktivitesi 9854 U/mg olarak belirlenmistir. Saflastirilan
lipazin molekiiler agirligi 67 kDa olarak belirlenmistir (Kojima ve Shimizu, 2003).
Kanwar vd. (2002) ise yaptiklar1 ¢alismada Pseudomonas sp. G6 susu lipazini
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Silicone 21 Defoamer kullanarak % 83’liik verim ile
1.45 kat saflagtirmislar ve spesifik aktiviteyi 20.1 U/mg olarak belirlemislerdir.
Yapilan bir ¢alismada B. thermoleovorans CCR11 susuna ait lipazin molekiiler
agirhg 11 kDa olarak belirlenmistir. Calismada, bu lipazin bilinen en kiiglik
molekiiler agirliga sahip lipaz oldugu belirtilmistir (Castro-Ochoa vd., 2005).

Stepaniak ve Fox (1983), P. fluorescens AFT36 susu ekstraseliiler lipazinin
amonyum siilfat ¢oktlirmesi ile kismi olarak inaktive oldugunu kaydetmistir. Bu
nedenle bu ¢alismada bu saflagtirma basamagi kullanilmamustir. Siitlerden izole
edilen P. fluorescens ile yapilan bir ¢alismada ise ekstraseliiler lipaz1 saflastirma
girisimleri basarisiz olmustur (Rajmohan vd., 2002).

Coktirme islemi i¢in organik ¢oziiciiler de kullanilabilmektedir. Yapilan bir
calismada, P. aeruginosa MTCC5113 susunun iiretmis oldugu lipazin ¢oktiiriilmesi
amaci ile farkli ¢oktiirme ajanlar1 (aseton, etanol, poli etilen glikol ve amonyum
siilfat) kullanilmistir. Poli etilen glikol ve etanol ile yapilan ¢oktiirmede lipaz
aktivitesi ihmal edilebilecek kadar kiiciik ¢ikmugtir. Fakat aseton ve amonyum
stilfattaki aktivite ise fark edilir derecede oldugu bildirilmistir. Maksimum lipaz
aktivitesi ise 1:2 (slipernatant:aseton) oraninda aseton ile ¢oktiiriildiigli zaman

gozlenmistir. Aseton ile enzim verimi % 42 olarak bulunmustur. Aseton
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coktliirmesinden sonra Q-sepharose kolon kromatografisi yapilmis ve % 4 enzim
verimi ile 30 kat saflastirilmistir. En son ise Sephacryl-S200 kolon kromatografisi
yapilmis ve % 2’lik verim ile enzim 21 kat saflastirilmistir. Saf lipazin molekiiler
agirligit SDS-PAGE’de 59.4 kDa olarak belirlenmistir (Singh ve Banerjee, 2007).

Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111’den elde edilen lipazin saflastiriimasi
amaci ile aseton ¢oktiirmesi, 2 kez Sephadex G—-100, Fractogel phenyl 650M kolon
kromatografi yontemleri kullanilmigtir. Calisma sonucunda P. pseudoalcaligenes F—
111 lipazi, % 15 verimle 144 kat saflastirilmistir. Son saflastirma basamaginda ise
spesifik aktivite 5.920 U/mg olarak belirlenmistir (Lin vd., 1996). Pseudomonas
mendocina PK-12CS lipaz1 aseton c¢oktiirmesi ve iyon degisim kromatografisi
kullanilarak % 14.8 verim ile 240 kat saflastirilmistir (Jinwal vd., 2003).

Pseudomonas sp. S5 lipaz1 Con A-Sepharose ve DEAE-Sephacel kolon
kromatografisi ile % 52 verim ile 387.5 kat saflastirilmis ve spesifik aktivitesi 1240
U/mg olarak belirlenmistir. Saf lipazin molekiiler agirligi da 60 kDa olarak tespit
edilmistir (Rahman vd., 2005). Solvent direncli Pseudomonas putida 3K’ya ait
ekstraseliiler lipaz iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografileri kullanilarak % 5.3
verim ile 21 kat saflagtirllmistir. Saflastirilan enzimin molekiiler agirligit SDS-PAGE
ile 45 kDa olarak belirlenmistir (Lee ve Rhee, 1993).

Cesitli yontemlerle saflastirilan lipazin karakterize edilmesi, lipazin endiistriyel
kullanim alaninin  belirlenmesi acisindan son derece gereklidir. Deterjan
endiistrisinde kullanilmak tizere alkali pH’larda ¢aligabilen lipazlarin yani sira, farklh
endiistriyel kullanim alanlarinda yiiksek sicakliklarda ve cesitli organik ¢oziiciiler
varliginda aktivite gosterebilen lipazlara gereksinim artmistir. Bu nedenle son
yillarda arastirmalar, yliksek sicakliga ve pH’ya dayanikli lipazlarin yani sira organik
¢ozilciiler varliginda aktivite gosterebilen lipazlarin elde edilmesine yonelmistir
(Dharmsthiti ve Luchai, 1999; Hun vd., 2003). Tiim bu nedenlerden dolay1 elde
edilen lipazin karakterizasyonu yapilmalidir. Bu amagla calismada, saflastirilan
enzim sicaklik, pH, metal iyonlari, organik solventler ve cesitli ajanlarn etkisi
agisindan karakterize edilmistir.

P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipazin en iyi aktivite gosterdigi pH’ nin
belirlenmesi amaci ile yapilan ¢alismada, susun en iyi aktiviteyi pH 7.0’de gosterdigi

tespit edilmistir (Sekil 4.14). Fakat pH 3.0, 4.0 ve 5.0’de de enzim aktivitesinin



95

yiiksek oldugu gozlenmistir (Tablo 4.5). Ciinkii lipazlar tarafindan serbest birakilan
p-nitrofenoliin asidik bir metabolit olmasindan dolay1 absorbans yogun olarak
etkilendigi i¢in bu estrelerin asidik pH’larda 6l¢timii dogru sonuglar vermemektedir
(Kademi vd., 2000). Bu nedenle 3.0, 4.0 ve 5.0 pH’lardaki sonuglar dikkate
almmamistir. Daha sonraki karakterizasyon calismalarinda aktivitenin % 100 kabul
edildigi pH 7.0 kullanilmistir.

Benzer sekilde yapilan birgok calismada Pseudomonas lipazlarinin optimum
pH’smin nétral ya da alkali oldugu kaydedilmistir. Bunlara P. tolaasii (Baral ve Fox
1997), Pseudomonas sp. MS1057 (Kiran vd., 2007), P. mendocina PK-12CS (Jinwal
vd., 2003), P. aeruginosa PseA (Ruchi vd., 2007), P. putida 3SK (Lee ve Rhee,
1993), P. fluorescens HU380 (Kojima ve Shimizu 2003), P.aeruginosa MTCC 5113
(Singh ve Banerjee 2007), P. fluorescens NS2W (Kulkarni ve Gadre 2002) lipazlar
ornek olarak verilebilir. Ancak pH 4.8 gibi asidik pH’da optimum aktivite gosteren
P. fluorescens SIK W1 lipazi (Andersson vd., 1979) gibi istisnalar da mevcuttur.

Enzimin en iyi aktivite gosterdigi sicakligin belirlenmesi amaci ile yapilan
calismada elde edilen bulgulara gore 50 °C sicaklikta optimum aktivite gosterdigi
gozlenmistir (Tablo 4.6) (Sekil 4.15). Aynm1 zamanda 70-80 °C gibi yiiksek 1silarda
da aktivite gostermesi enzimin yiiksek bir 1s1l kararliliga sahip oldugunu
gostermektedir. Reaksiyon hizinin artmasi, ortam viskozitesinin diisiikk olmasi,
substrat ¢Oziiniirliigliniin  yiikksek olmasi1 ve mikrobiyal kontaminasyonlarin
minimuma inmesi gibi 6zelliklerinden dolay1 yiiksek sicakliklarda yiiriitiillen enzim
katalizli islemler ilgi gérmektedir ve bu sicakliklarda aktivitesini koruyabilen enzim
arayiglart devam etmektedir. Bu c¢alismada P. fluorescens RB02-3 susu lipaz
aktivitesinin sicaklik ile artis gostermesinin bu enzimin endiistriyel ihtiyaglara
katkida bulunabilecek bir potansiyel olabilecegini ortaya koymaktadir.

Benzer sekilde Pseudomonas GK—80 susuna ait lipaz optimum aktiviteyi 50 °C
sicaklikta gostermistir (Meghwanshi vd., 2006). P. aeruginosa EF2 (Gilbert vd.,
1991), P. fluorescens NS2W (Kulkarni ve Gadre 2002) lipazlar1 en yiiksek aktiviteyi
55 °C’de gosterirken, Pseudomonas sp. (Yamamoto ve Fujiwara, 1988),
Pseudomonas sp. KWI-56 (lizumi vd., 1990), P. aeruginosa MTCC 5113 (Singh ve
Banerjee 2007) lipazlar1 da optimum aktiviteyi 60-80 °C aralifinda gostermistir.
Pseudomonas sp. (Gao vd., 2000), P. fluorescens HU380 (Kojima ve Shimizu 2003)
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lipazlar1 45 °C, P. tolaasii (Baral ve Fox, 1997) P. mendocina PK-12CS (Jinwal
vd., 2003 ), P. putida 3SK (Lee ve Rhee, 1993), P. aeruginosa LST-03 (Ogino vd.,
2000) lipazlar1 da 37 °C de maksimum aktivite gostermistir.

Lipaz substratlar1 genellikle suda c¢oziinmeyen ya da kismen ¢oziilebilen
bilesiklerdir. Bazi reaksiyonlar i¢in organik c¢oOziiciilerden veya sulu organik
¢oziiciilerden yararlanilmaktadir. Bununla birlikte organik coziiciilerin, enzimler ve
mikroorganizmalar {izerinde zararli etkilerinin de oldugu bilinmektedir. Organik
¢Oziicli varliginda bir¢ok organizma iglevini kaybeder ve biiytimesi durur. Enzimler
genel olarak organik  ¢Oziici varliginda denatiire olarak aktivitelerini
kaybettiklerinden organik ¢oziiciilere tolerans gdsteren enzimler endiistride oldukca
genis bir uygulama alani bulabilmektedir (Hun vd., 2003).

Bu caligmada, cesitli organik coziiciilerin P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz
enzimi lizerine etkisi incelenmistir. % 25 etanol varliginda, 1 saatlik 6n inkiibasyon
sonunda kalan enzim aktivitesi % 112 iken, 2 saatlik 6n inkiibasyon sonunda bu oran
% 108 olmustur. Izopropanol varliginda ise 1 saatlik 6n inkiibasyon sonunda kalan
enzim aktivitesi % 165 iken, 2 saatlik On inkiibasyon sonunda % 137 olarak
belirlenmistir. Hekzan ve etil asetatta ise 1 saatlik 6n inkiibasyon sonunda enzim
aktivitesi artarken 2 saatlik On inkiibasyon sonunda bir miktar inhibe olmustur.
Butanolde ise her iki inkiibasyonda da enzim kismen inhibe olmustur (Tablo 4.7).

Elde edilen bu sonuglara gore 1 saatlik 6n inkiibasyon sonucunda butanol
varliginda enzim aktivitesi azalirken, etil asetatta dikkate alinmayacak kadar az bir
artma gozlenmistir. En iyi aktivite ise izopropanolda gozlenmistir. 2 saatlik 6n
inkiibasyon sonunda ise tiim solventlerde enzim aktivitesi azalirken butanolde ¢ok az
miktarda artma gdzlenmistir (Sekil 4.16).

Literatiirde B. thermoleovorans CCR11 lipazinin etanolde 1 satlik 6n inkiibasyon
sonunda kalan aktivitesi % 98.6 iken bu oranin 2 saatlik 6n inkiibasyon sonunda %
71.8’e distiigi bildirilmistir (Castro-Ochoa vd., 2005). Pseudomonas sp. AG—8
lipaz1 aktivitesinin ise % 20 etanol varliginda 2.9 kat arttig1 rapor edilmistir (Sharma
vd., 2001). P. aeruginosa KKA-5 lipazinda % 50 etanol varliginda aktivite kayb1
saptanmamugtir (Sharon vd., 1998). Rhizopus oryzae lipazinin % 30 etanol varliginda
kalan aktivitesi % 33 olarak belirlenmistir (Hiol vd., 2000). Aspergillus carneus

lipaz1 ile yapilan diger bir calismada ise 30 dk sonunda etanol varliginda aktivite
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yaklagik % 50’ye diismiis ve 24 saat boyunca ayni oranda korunmustur (Saxena vd.,
2003b).

B. thermoleovorans CCRI11 lipazinin izopropanolde 1 saatlik 6n inkiibasyon
sonunda kalan aktivitesi % 101.3, 2 saatlik 6n inkiibasyon sonunda ise % 82.8
oldugu bildirilmistir (Castro-Ochoa vd., 2005). P. aeruginosa PseA lipazi
izopropanol ve butanolde inhibe olurken hekzanda aktive olmustur (Ruchi vd.,
2007). P. aeruginosa LST-03 lipazinin butanol varliginda kalan aktivitesinin %
20’den diisiik oldugu belirlenmistir (Ogino vd., 2000). Pseudomonas GK—80
lipazinin aktivitesi ise butanolde degismezken hekzanda inhibe olmus, Bacillus GK—
8 lipaz1 da butanolde %120 oraninda aktivite gosterirken hekzanda inhibe oldugu
kaydedilmistir (Meghwanshi vd. 2006).

Pseudomonas sp. susu S5 lipazi (Rahman vd., 2005), P. aeruginosa LST-03
lipaz1 (Ogino vd., 2000) ve P. cepacia lipazinin (Sugihara vd., 1992) hekzanda giiglii
bir sekilde inhibe olurken, P. mendocina PK-12CS lipazinda ise 6nemli bir degisiklik
olmamistir (Jinwal vd., 2003). B. stearothermophilus MC 7 lipaz1 butanol, etanol ve
izopropanol varliginda inhibe olmustur (Kambourova vd., 2003). % 30 izopropanol
varliginda 21 saat sonunda B. thermocatenulatus lipazinin ise biraz inhibe oldugu
bildirilmistir (Rua vd., 1997).

Metal iyonlarinin, genellikle enzimin spesifik bolgelerdeki negatif yiiklii
aminoasit birimlerine baglanarak enzimin aktif ve kararli yapisin1 korumasinda etkili
bir rol oynadig1 bilinmektedir (Sisik, 2003). Aktivite {izerine etkisi incelenen metal
iyonlarindan Mn®', Fe*', zn*, Co*', Ni*', Cu* varliginda enzim kismen inhibe
olurken Cd*"’da Gnemli bir degisiklik gozlenmemistir. Bir aragtirmaci tarafindan
Fe*', Zn*" ve ozellikle Cu*nun diliie solusyonlarmin bile lipaza yiiksek oranda
toksik oldugu (Wills, 1960), pek ¢ok arastirmaci tarafindan da Zn*" ve Cu®*" gibi
metal iyonlarinin Pseudomonas lipazlarina inhibitér etkiye sahip oldugu
kaydedilmistir (Yamamato ve Fujiwara 1988, lizumi vd., 1990, Kumura vd., 1993,
Chartrain vd., 1993). Bu calismada ise P. fluorescens RB02—3 susundan izole edilen
lipaz bu metallere karsi aktivitesini yiiksek oranda korumustur (Sekil 4.17).

Benzer calismalarda P. mendocina PK-12CS lipazt Mn*" ve Zn*" (Jinwal vd.,
2003) ve Pseudomonas lipazi Co*", Ni*', Fe*' (Gao vd., 2000) tarafindan zayif bir
sekilde inhibe edilmistir. P. fluorescens HU380 lipazi Co*", Ni**,Ccu™® Fe*', Fe*,
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Zn*" (Kojima ve Shimizu, 2003), P. aeruginosa (Karadzic vd., 2006), ve Bacillus
cereus C71 lipazi (Chen vd., 2007) Zn*" ve Cu®" tarafindan, P.aeruginosa MTCC
5113 lipaz1 Ni*", Cu, Mn"?, Fe*' ve Zn*" (Singh ve Banerjee 2007), Pseudomonas
sp. S5 susu lipazi Fe*', Zn*" ve Cu** (Rahman vd., 2005), Pseudomonas sp. AG-8
lipaz1 Fe*", Zn*" (Sharma vd., 2001), P. putida 3SK lipazi Co™ (Lee ve Rhee,
1993), Pseudomonas lipaz1 da Cu*" (Gao vd., 2000) varliginda giiclii bir sekilde
inhibe edilmistir.

P. pseudoalcaligenes F-111 susuna ait lipaz aktivitesinde (Lin vd., 1996) 1 mM
Cd**, Co™, Cu™, Zn*" ve Mn*" varliginda énemli bir degisiklik gozlenmemistir. P.
aeruginosa KKA-5 lipaz ise Mn? ", Cd* “ ve Cu® " tarafindan kismi olarak inaktive
edilmistir (Sharon vd., 1998). P. fluorescens HU380 (Kojima ve Shimizu 2003) ve
P. fluorescens NS2W (Kulkarni 2002) lipazlar1 ise Mn”" tarafindan aktive edilirken,
Pseudomonas sp. MSI057 lipazi Zn*" ve Co*" (Kiran vd., 2007) ve B. coagulans
BTS-3 lipaz1 da Fe™ ve Mg+2 (Kumar vd., 2005) tarafindan aktive edilmistir.

P. fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enzimi aktivitesi lizerine SDS, Tween 80
ve EDTA’nin etkisi arastirilmis ve enzimin EDTA varliginda % 25 oraninda inhibe
olurken, Tween 80 varliginda % 2 oraninda bir artis gdzlenmistir. SDS varliginda ise
enzim aktivitesinde bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 4.18).

Mevcut calismalarda EDTA’nin bazi lipazlarin aktivitesini inhibe ettigi
kaydedilmistir (van Oort vd., 1989; Baral ve Fox 1997; Sharon vd., 1998; Kulkarni
2002; Snellman vd., 2002; Jinwal vd., 2003; Kojima ve Shimizu, 2003; Castro-
Ochoa vd., 2005). 1 mM EDTA Bacillus sp. RSJ-1 lipazinin aktivitesi tizerinde etkili
olmamistir (Sharma vd., 2002a). Ayni sonuglar Pseudomonas sp. S5 (Rahman vd.,
2005), P. pseudoalcaligenes F-111 (Lin vd., 1996), Penicillum roqueforti IAM7268
(Mase vd., 1995) lipazlarinda da gézlenmistir. P. aeruginosa MTCC 5113 (Singh ve
Banerjee 2007) ve P. aeruginosa san-ai suglarina ait lipaz enzimleri de (Karadzic
vd., 2006) EDTA’nin varliginda aktive olmustur.

P. aeruginosa MTCC 5113 (Singh ve Banerjee 2007), P. aeruginosa san-ai susu
(Karadzic vd., 2006), Pseudomonas sp. MSI057 (Kiran vd., 2007), B. cereus C71
(Chen vd., 2007) lipazlar1 Tween 80 tarafindan aktive olmustur. P. mendocina PK-
12CS lipazinda (Jinwal vd., 2003) herhangi bir degisiklik olmazken P. aeruginosa
PseA (Ruchi vd., 2007), B. thermoleovorans CCR11 (Castro-Ochoa vd., 2005),
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Pseudomonas sp. (Gao vd., 2000) ve Burkholderia cepacia (Rathi vd., 2001)
lipazlar1 Tween 80 varliginda inhibe olmustur.

Gilglii iyonik deterjanlardan birisi olan SDS’in B. thermoleovorans CCRI11
(Castro-Ochoa vd., 2005), Pseudomonas sp. (Gao vd., 2000), Aspergillus carneus
(Saxena vd., 2003b), P. mendocina PK-12CS (Jinwal vd., 2003), P. aeruginosa
PseA (Ruchi vd., 2007), B. cereus C71 (Chen vd., 2007) ve P. aeruginosa san-ai
susu (Karadzic vd., 2006) lipazlarin1 kuvvetli bir sekilde inhibe ederken,
Pseudomonas sp. MSI057 lipazinin ise SDS’de aktivitesi artmistir (Kiran vd., 2007).

Enzimlerin endiistride en ¢ok kullanildiklar1 alanlardan birisi hi¢ kuskusuz ki
organik sentezlerdir. Sentez reaksiyonlar1 genellikle yiiksek sicakliklarda ve organik
¢Ozlicii bulunan ortamlarda gerceklestirilmektedir. Bu nedenle, bu amaca hizmet
etmek icin kullamlacak bir enzim yiiksek sicakliklarda ve organik ¢o6ziicii
ortamlarinda kararli olmasi ve bu sartlarda katalitik fonksiyonunu yiiksek oranda
gerceklestirmesi gerekmektedir. Lipazlar da sentetik kimya, ilag, gida ve deterjan
sanayi gibi alanlarda ¢ok kullanilan enzimlerdir. Bu agidan ele alindiginda P.
fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enziminin yiiksek 1s1l kararliligina sahip olmasi
nedeni ile organik sentezlerde ve yukarida belirtilen sanayi kollarinda kullanilmasi
uygun olabilecegi sonucuna varilabilir. Ancak bunun i¢in enzimin daha yiiksek
oranda saflagtinlip daha ileri derecede de karakterize edilmesi yaninda organik
¢cOziici ortamlarindaki  kararliligt ve kimyasal sentez reaksiyonlarinda
kullanilabilirliligi ayrintili bir sekilde ele alinmalidir. Aym1 zamanda P. fluorescens
RB02-3 susu lipazinin metal iyonlar1 ve ¢esitli ajanlara kars1 davranigi, bu enzimin
farkl1 sanayi kollarinda, farkli reaksiyonlarin katalizinde kullanimmna olanak

saglayabilecek tiirden olabilecegini gdstermektedir.
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