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Tez c¢alismalarim sirasinda elde ettigim ve sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve
belgelerin tarafimdan bizzat ve bu tez calismasi kapsaminda elde edildigini;
akademik ve bilimsel etik kurallarina uygun oldugunu beyan ederim. Ayrica,
akademik ve bilimsel etik kurallar1 geregi bu tez calismasi sirasinda elde edilmemis
baskalarina ait tiim orijinal bilgi ve sonuclara atif yapildigini da beyan ederim.

Burak SEN
15/05/2014



OZET

Streptomyces lienomycini 350-2'NiN LIPAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU ve BiYODIZEL URETIMINDE KULLANIMI

Burak SEN

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Nurdan SARAC
ikinci (Ortak) Danisman: Prof.Dr. Aysel UGUR
May1s 2014, 101 sayfa

Bu calismada; daha once yapilan calismalarda yiliksek lipaz aktivitesi gosterdigi
belirlenen Streptomyces lienomycini 350-2 susu tarafindan tiretilen ekstraseliiler lipaz
tanimlanmis ve karakterize edilmistir.Bu susun lipaz aktivitesi 11.782 U/ml olarak
tespit edilmistir.

S.lienomycini 350-2°den elde edilen lipaz (LipS350-2), amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
diyaliz ve jel filtrasyon kromatografisi ile kismi olarak saflastirilmistir. Kismi
saflastirma sonucu LipS350-2'nin spesifik aktivitesi 1466.8 (U/mg), saflastirma
verimi % 1.17 ve saflastirma katsayis1 1.56 olarak hesaplanmigstir.Saf lipazin
molekiiler agirligit SDS-PAGE ile yaklasik 52 kDa olarak tespit edilmistir.

LipS350-2'nin optimum sicaklik ve pH’si sirasiyla 40 °C ve pH 9.0 olarak
belirlenmistir. Lipaz pH 7.0-11.0 ve 4-40 °C araligindaki sicakliklarda iyi bir
stabilite gostermistir. Cesitli alkol konsantrasyonlarinin ve inkiibasyon siirelerinin
lipaz aktivitesine ve stabilitesine olan etkileri de belirlenmistir. Enzim atik yaglara ve
p- nitrofenil palmitat'a (p-NPP) kars1 yiiksek spesifite gostermistir. LipS350-2'nin
depolanma stabilitesi incelenmis ve enzimin 4 C’de 30. giline kadar depolanabildigi
belirlenmistir.

LipS350-2'nin genis pH ve sicaklik araliklarinda yiiksek stabilite gdstermesi,
alkollerin varliginda aktivitesini korumasi bu enzimin biyodizel {iretiminde
kullanilabilir bir biyokatalizor olabilecegini gdstermistir. Lipazin biyodizel
reaksiyonu gergeklestirilmis ve biyodizel iiretimi kalitatif olarak TLC (ince tabaka
kromatografisi) ile belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Streptomyces lienomycini, Lipaz, Kismi saflagtirma,
Karakterizasyon, Biyodizel



ABSTRACT

Streptomyces lienomycini 350-2 OF THE LIPASE ENZYME PURIFiCATION,
CHARACTERIZATION AND USE OF BIODIESEL PRODUCTION

Burak SEN

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Nurdan SARAC
Co-supervisor: Prof. Dr. Aysel UGUR
May 2014, 101 pages

In this study, the extracellular lipase produced by Streptomyces lienomycini 350-2,
which showed high lipase activity in previous studies was identified and
characterized. The lipase activity of this izolate was determined as 11.782 U/ml.

The lipase produced by S.lienomycini 350-2 (LipS350-2) was partially purified by
ammonium sulphate precipitation, dialysis and gel filtration chromatography. After
the partial purification, thespecific activity of LipS350-2, purification yield and
purification factor were calculated as 1466.8 (U/mg), 1.17% and 1.56,
respectively. The molecular weight of the purified lipase was determined to be
approximately 52 kDa by SDS-PAGE.

The optimal temperature and pH for LipS350-2 determined as 40°C and pH 9.0,
respectively. The lipase exhibited good stability between pH 7.0 and 11.0 and was
stable between temperatures 4 and 40°C. The effects of concentrations and
incubation period of various alcohols were also determined. The enzyme have high
specifity toward waste oil and para- nitrophenyl palmitate (p-NPP). LipS350-2's
storage stability was examined, and the enzyme can be stored at +4°C for 30 days.

Since LipS350-2 displays high stability in a wide pH and temperature ranges, and
maintains its activity in the presence of various alcohols, it can be effectively used as
a biocatalyst in production of biodiesel. The biodiesel reaction of lipase was created
and the biodiesel production was determined qualitative with TLC.

Keywords: Streptomyces lienomycini, Lipase, Partial purification, Characterization,
Biodiesel



ONSOZ

Oncelikle banabu tez galismasini yapma olanag: veren, gerekli alt yapiyr saglayan,
fikir ve Onerileri ile beni aydinlatan ve higbir zaman destegini esirgemeyen, ilk
yiiksek lisans Ogrencisi olma onuruna eristigim saygideger hocam Yrd. Dog. Dr.
Nurdan SARAC'a ¢aligmalarim sirasinda gostermis oldugu kolayliklar, bilimsel bir

¢alismanin ve diistinmenin temellerini 6grettigi i¢in tesekkiirti bir borg bilirim.

Tezin ana hatlarinin belirlenmesinde degerli katkilarini esirgemeyen, tez ¢alismasini
yapma olanagi veren, ¢caligmalarim boyunca her tiirlii konuda yardim ve desteklerini
gordiigiim, bilgisi, disiplini ve hosgoriisiiyle bana her zaman destek olan, akademik
calismalardaki basarisi ve anlayisiyla her zaman 6rnek alacagim ikinci danismanim
Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Ogretim iiyesi saygideger hocam Prof. Dr.

Aysel UGUR' a da siikranlarim1 sunarim.

Tez calismam boyunca bilgilerinden yararlandigim, laboratuvar ¢aligmalarimda bana
her konuda katkida bulunan degerli hocalarrm Yrd. Dog. Dr. Ozgiir Ceylan ve Yrd.

Dog Dr. Rukiye Boran'a, sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica c¢aligmam sirasinda bana her konuda yardimci olan degerli arkadaglarim
Burcu BASGEDIK, Filiz OZCAN ve mikrobiyoloji laboratuvarindaki arkadaslarima

tesekkiir ederim.

Bu giinlere gelmemde her tiirlii maddi manevi destegini benden esirgemeyen ve her

zaman destek¢im olan aileme tesekkiirii bir borg bilirim.
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1. GIRIS

1.1. Amac ve Kapsam

Petrol rezervlerinin azalmasi, klasik yakitlarin olusturdugu g¢evresel sorunlar, sera
gaz1 emisyonlarindaki artig ve artan enerji ihtiyaci nedeniyle alternatif enerji kaynagi
arayislart giiniimiizde 6nem kazanmaktadir. Alternatif enerji kaynaklarindaki ana
hedef diisiik maliyetli, sera gazi emisyonunda artisa neden olmayacak, ekolojik ve
cevre dostu alternatiflerin degerlendirilebilmesidir. Bu alternatif kaynaklardan
biyodizel son yillarda biiyiik ilgi gormektedir. Cilinkii yenilenebilir bir enerji kaynagi
olan biyodizel hem enerji ihtiyacin1 6nemli oranda karsilayabilecek hem de fosil
yakitlarin neden oldugu ekolojik sorunlar1 biiylik oranda azaltacak potansiyele

sahiptir.

Ulke ekonomisi i¢in son derece dnemli bir yere sahip olan ve enerji ihtiyacinda yurt
dist bagimhiligi azaltacak olan biyodizel iiretiminin arttirilmast ve kimyasal
transesterifikasyon ile biyodizel iiretiminden kaynakli ¢cevresel sorunlarin 6nlenmesi
biiyiilk oranda enzimatik transesterifikasyonla miimkiin olacaktir. Bu enzimatik
transesterifikasyonda atik yaglarin kullanimi ile hem atik yaglarin neden oldugu
cevresel sorunlar biiyilkk oranda giderilecek hem de iilke ekonomisine Onemli

miktarda kazang saglanacaktir.

Biyodizel iiretiminde yenilebilir, yenilmeyen ve atik yaglarin hammadde olarak
kullanim1 s6z konusudur. Tiirkiye'de kanola, aygigek, soya, aspir gibi yagh tohum
bitkilerinin enerji amacl tarim1 miimkiindiir (Sariyildiz, 2005). Ayrica Tirkiye'de her
y1l 300 bin ton atik yag olugmaktadir ve biiyiik bir atik yag potansiyeline sahip olan
tilkemizde bu yaglar da biyodizel iiretiminde degerlendirilebilir (Aybastier, 2010).

Bunun yani sira kullanilmamais yaglardan daha ucuz olan kullanilmis yaglar biyodizel

maliyetini de 6nemli oranda azaltmaktadir (Fjerbaek vd., 2009).



Atik yaglar biyodizel iretiminde kullanildiginda yilda 480 milyon TL kazang
saglanmast mimkiindiir (Alptekin ve Canake¢i, 2006). Cevresel agidan sorun
olusturan bu atik yaglarin biyodizel iiretiminde etkili ve verimli bir sekilde kullanimi

hem ekonomik hem de ekolojik a¢idan 6nemli avantajlar saglayacaktir.

Biyodizel iiretiminde kullanilacak lipazin, reaksiyon sartlarinda stabil olmasi ve
diisiik maliyet ile elde edilebilmesi gerekmektedir. Transesterifikasyonda yaygin
olarak kullanilan metanol ve etanol varliginda stabilitesini koruyabilen, termofilik
reaksiyon kosullarinda aktivite ve stabilite gosteren, genis substrat spesifitesine
sahip, depolanmaya elverisli, iiretim maliyeti diisiik bir lipazin kullanim1 biyodizel

endiistrisi i¢in son derece 6nemli bir avantaj saglayacaktir.

Bu nedenle bu tez calismasinda yiiksek lipaz aktivitesi gdsteren Streptomyces
lienomycini 350-2 susu tarafindan iiretilen lipazin kismi olarak saflastirilmasi ve
biyodizel iiretimi agisindan gerekli parametrelerinin karakterizasyonu hedeflenmistir.
LipS350-2 genis pH ve sicaklik degerlerinde aktivite ve stabilite gosteren, alkollerin
varliginda aktivitesini 6nemli oranda koruyan, 6zellikle atik yaglar iizerinde spesifik
aktivite gosteren ve depolanmaya elverisli bir enzim olarak atik yaglarin enzimatik
transesterifikasyonla biyodizele doniistiiriilmesi agisindan kullanilabilir bir enzimdir.
Bu enzimin atik yaglardan biyodizel iiretiminde kullanilmasi ile hem 6nemli bir
cevresel kirletici olan atik yaglar etkili ve verimli bir sekilde kullanilabilecek hem de
elde edilecek biyodizelin sanayide kullanimi ile {ilke ekonomisine katki

saglanacaktir.

1.2. Enerji

Enerji insan varligi i¢in en temel gereksinimlerden olup sosyal ve ekonomik
kalkinma i¢in 6nemli bir girdidir ve giinlik yasamin her aninda ve yapilan her
etkinlikte insanin en 6nemli gereksinimidir. Tarim, sanayi ve evsel faaliyetlerin
genellesmesi sonucunda enerji talebi 6zellikle gelismekte olan {ilkelerde 6nemli
Olciide artmis ve bu durum sera gazi emisyonu seviyesinde ve yakit fiyatlarinda hizl

bir artisa neden olarak yenilenebilir enerji kaynaklarindan daha etkin yararlanma



cabalarinin arkasindaki temel itici gilicii olusturmustur (Refaat, 2008; Banos vd.,
2011).

Enerji saglamada fosil yakitlar ve yenilenebilir kaynaklar olmak {izere baslica iki
kaynak vardir (Geller, 2002). Son iki ylizyillik siiregte fosil kokenli yakitlar, iiretim
teknolojilerinde meydana gelen gelismelerle ve ucuz olmalar1 nedeniyle yaygin bir
kullanim alant bulmus, bunun sonucunda da yenilenebilir teknolojiler karsisinda
iistiin bir konuma gelmislerdir. Diinya ¢apinda tiiketilen enerjinin % 86's1 ve ulasim
sektorlinde  gerekli enerjinin % 100U yenilenemeyen fosil yakitlardan
saglanmaktadir. Diinya fosil yakit rezervlerinin % 78'ini kat1 yakit, % 12'sini petrol
ve % 10'unu dogal gaz olusturmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri ve diger
sanayilesmis iilkelerde enerjinin nerdeyse tamami komiir, dogal gaz gibi fosil

yakitlardan elde edilmektedir (Geller, 2002).

Ham petrol fiyatlarindaki hizli artig, petrol {iriinlerinin yiiksek maliyeti, azalan fosil
yakitlar, enerji arzinda (enerji ihtiyacinin karsilanmasinda) artan belirsizlik ve fosil
yakitlarin kullanimina bagli olarak cevresel kaygilar nedeniyle alternatif, temiz ve
yenilenebilir enerji kaynaklarinin gelistirilmesi gerekmektedir (Crookes vd., 1997
Han vd., 2009;Chhetri vd., 2008; Atadashi vd., 2011).

Petrol ve komiir egemenligine dayanan enerji ¢agi, 1973 yilinda ortaya ¢ikan petrol
krizi sonucunda bir giivensizlik ortami olusturmustur. Bu gilivensizlik ortami
neticesinde tlim diinyada yeni ve yenilenebilir enerji kaynaklarina kars1 yogun bir ilgi

ortaya ¢ikmistir (Biiyiikkmihci, 2003).

Stirdiirtilebilir ekonomik biiylime icin ekonomik simirlar kapsaminda uygun
teknolojilerle yeni ve yenilenebilir enerji kaynaklarmin kullanima sunulmasi
gerekmektedir (Yamik ve Igingiir, 2008; Atadashi vd., 2011). Benzinle yer
degistirebilecek en onemli alternatif enerji kaynaklarindan bazilari; su enerjisi, glines
enerjisi, rlizgar enerjisi, biyokiitle enerjisi, hidrojen enerjisi ve hidrolik enerji,
jeotermal enerji, dalga enerjisinden olusan su giicii enerjileri ile flizyon enerjisi ve
biyo-yakitlar olarak siniflandirilabilmektedir. (Crookes vd., 1997; Dogan, 2001, Phan
ve Phan, 2008; Atadashi vd., 2011). Yenilebilir enerji kaynaklari, miktarlarinin sinirh
olmamasi, cevreye daha az zarar vermeleri ve giivenli olmalar1 nedeniyle fosil

yakitlardan daha avantajlhidirlar (Mutlu, 2002).



Siirdiiriilebilir gelecek ve saglikli bir kalkinma i¢in diinya ¢apinda biyodizelin 6nemi
alternatif yakit olarak giin gegtik¢e artmaktadir (Azcan, 2007). Petrol rezervlerindeki
azalmanin kritik boyuta ulasmasi, ¢alismalar: ister istemez yeni enerji kaynaklarina
cevirmistir. Bu cerceve igerisinde alkil esterlere yani biyodizele olan ilgi de artmis ve
bu konuda bir¢cok yeni aragtirma yapilmistir.Biyodizelin petrol kdkenli yakitlarin
yerine kullanilabilirligi, biyolojik yollarla biyodizel iiretimi ¢aligsmalarinin artmasina
neden olmustur. (Shimada vd., 1999; Samukawa vd. 2000; Matsumoto vd. 2001; Ban
vd. 2001).

Alternatif enerji kaynaklarinin tiretimi ve kullaniminin giderek yayginlik kazanmasi,
cevre bilincinin artmasi ve alternatif enerjiye yonelik verilen desteklerden diinya
genelinde bircok iilke etkilenmistir. Bu baglamda diinyada giderek yayginlasan
biyoyakit enerjisinden iilkemiz de olumlu etkilenmis ve biyoyakitlarla ilgili
calismalar basta biyodizel olmak iizere, 2000'li yillarin basinda hiz kazanmistir.
Diinyada, biyodizelle ve diger biyoyakitlarla ilgili yapilan c¢aligmalarin iilkemizi de
etkilemesi sonucunda, iiniversitelerde ve arastirma kurumlarinda biyodizelle ilgili
calismalar artmis ve artan enerji fiyatlarina bagli olarak sikinti yasanan iilkemizde
biyodizel konusu hizli bir gelisme seyrine girmistir. Bu gelismelere paralel olarak,
2001 yilinda Sanayi ve Ticaret Bakanligi tarafindan “Biyodizel Calisma Grubu™'nun
kurulmas1 biyodizelle ilgili ¢aligmalarin yasal siirecinin de baslamasiyla devam
etmistir (http://www.zmo.org.tr/resimler/ekler/cfOed8641cfcbbf ek.pdf). Biyodizel
Tiirkiye'de mevcut olanaklarla uygulamaya alinabilecek en 6nemli alternatif yakit

seceneklerinden biridir.

1.3. Biyodizel

Biyodizel, toksik olmayan, biyobozulur ve yenilenebilir bir enerji kaynagidir.
Yenilenebilir kaynaklardan elde edilen biyodizel biyolojik olarak parcalanabilmesi
ve petrol dizelinden daha diisiik emisyonlara sahip olmasi1 nedeniyle tercih
edilmektedir (Hossain, 2009). Ayrica, eksoz emisyonunun ve CO, CO,, SOx gibi

sera etkisi yaratan gazlarin diisiik oranda olmasi diger avantajlar1 arasindadir.



Biyodizelin, bitkisel veya hayvansal yaglardan elde edilen yag asidi metil veya etil
esterleri olarak tanimlanmakta, dizel motorlarinda ve 1sitma sisteminde yakit olarak
kullanilmaktadir (Eggersdorfer vd., 1992; Chowdury ve Fouky, 1993; Fukuda vd.,
2001; Yang vd., 2009; Yoo vd., 2011).

Biyodizel, petrol yakitlar1 ile benzer 6zelliklerde olmasi nedeniyle dizel motorlarda
dogrudan kullanimi s6z konusu oldugu gibi petrol yakitlart ile karistirilarak da

kullanilabilmektedir (Fukuda vd., 2001; Yang vd., 2009).

Biyodizelin klasik fosil temelli dizele alternatif olmasinin sebepleri; fosil yakit
kaynaklarindaki azalmaya bagli olarak, enerjide disa bagimliligi azaltmak, tagima
sektorlinde yenilenebilir biyoyakitlarin kullanimui ile kiiresel 1sinmanin azaltilmasina
yardimc1 olmak ve partikiillerin, kiikiirt, karbon monoksit ve hidrokarbonlarin
emisyonunu azaltmaktir (Mittelbach vd., 1983; Sheehan vd., 1998; Meher vd., 2006;
Demirbas, 2007). Biyodizel kiikiirt veya aromatik kimyasallar1 igermedigi i¢in klasik
dizel motorlarinda biyodizel kullanimi, yanmamis hidrokarbonlarda, karbon
monoksitte ve partikiil maddelerde onemli azalmalar saglamaktadir. Bir Amerikan
enerji departmani tarafindan yliriitiilen calismada, petrol dizeline kiyasla biyodizel
tretiminin ve kullaniminin CO, emisyonunda % 78.5'luk bir azalma sagladigi
gorilmiistiir.

(http://www.biodiesel.org/pdf _files/fuelfactsheets/Benefits%200f%20Biodiesel.Pdf).

Biyodizelin avantajlarindan biri de yaglayic1 dzelligidir. Ozellikle diisiik siilfiirlii
dizel yakitlarinda azalan yaglayiciligr biyodizel kullanarak arttirmak miimkiindiir
(Boehman, 2005). Biyodizelin yaglayiciligini etkileyen ana bilesikler yag asidi metil
esterleri ve monogliseritlerdir (Hu vd., 2005). Biyodizelin yapisinda siilfiir
bulunmamaktadir. Yakitlarin i¢inde bulunan stilfiir yanma sonucu havadaki nem ile
birleserek asit yagmurlarina sebep olmaktadir. Biyodizelin iginde siilfiir
bulunmamasi ¢evreci bir yakit oldugunu gostermektedir. Ayrica kozmetik ve ilag
sanayi gibi bircok alanda kullanilan gliserin, biyodizel iiretilirken yan iirlin olarak

elde edilir (Boehman, 2005).

Biyodizel dogada % 99.6 oraninda biyolojik olarak par¢alanabilmektedir. Biyodizeli

olusturan C16-C18 metil esterleri kolayca ve hizla par¢alanarak bozunmaktadir.



Suya birakildiginda 28 giinde biyodizelin % 95'i bozulurken, dizel yakitinin sadece
% 40" bozulabilmektedir (Karaosmanoglu, 2002).

Bitkisel yaglarin dizel motorlarda yakit olarak kullanimi, Rudolph Diesel'in1900'li
yillarda trettigi ilk dizel motorlarda kullanimina dayanmaktadir (Prakash, 1998).
Bitkisel yaglarin viskoziteleri, dizel yakitlara gore 11-17 kat daha fazla olup,
biyodizel iiretimindeki temel hedef bu viskozite degerlerini asagilara ¢ekebilmektir

(Demirbas, 2005).

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de kara tagimaciliginin 6nemli boliimiinde ve deniz
tasimaciliginda dizel motorlu tasitlar kullanilmaktadir. Ayrica endiistride jenerator
yakiti olarak da 6nemli miktarda dizel yakit kullanilmaktadir. Petrol tiiketimimizin
ancak %15 yerli tiretimle saglanabilmektedir. Petrol tiriinleri tiikketimi i¢inde ise, en
biiyiikk pay % 34 degeri ile dizel yakita aittir. Biyodizel kullaniminin artmasi ile
petrol tiketiminde ve egzoz gaz1 kirliliginde Onemli miktarda azalma
gerceklesecektir (Aybastier, 2010). Biyodizel formundaki yenilenebilir enerji gevre
dostu etikleri nedeniyle dikkat cekmektedir.

Biyodizel iiretiminde baslica kaygi ekonomik agidan uygulanabilirligidir. Hammadde
(tiretimi ve islenmesi), katalizor, biyodizel {iretimi (enerji, sarf malzeme, is giicii),
nakliye (hammadde ve son iiriin), yerel ve ulusal vergiler biyodizel iiretiminde
maliyeti olusturur. Giintimiize kadar birgok biyodizel iiretim tesisi baglica hammadde
olarak rafine bitkisel yagi kullanmis olup bu durum biitiin proses maliyetinin
neredeyse %80'ini olusturmaktadir. Bu nedenle biyodizel fiyatini etkileyen en 6nemli
degiskenin hammaddeler oldugu yadsinamaz. Bu sinirlamanin iistesinden gelebilmek
icin ureticiler atik yag gibi diisiik maliyetli hammadde iizerinde odaklanmislardir

(Lam vd., 2010a).

Bitkisel ve hayvansal yaglar biyodizel {iiretiminde kullanilan yegane trigliserit
kaynaklaridir (Zawadzki vd., 2007). Bu yaglarin monoalkil esterleri olan biyodizel
yenilebilir, yenilmeyen ve atik yaglardan sentezlenebilmektedir (Annapurna vd.,
2009). Giiniimiizdeki endiistriyel biyodizel iiretimi palmiye yagi, kolza yagi, soya
yagi, hint yag1 ve Jatropha curcas gibi bitkisel yaglarla, gres ve hayvansal yaglar

gibi ¢esitli atik Giriinlere dayanmaktadir.



Biyodizel iiretiminde temel sorun maliyet olup bu maliyetin %84t hammaddeden
kaynaklanmaktadir. Atik yag biyodizel iiretiminde ucuz hammadde olmasinin yani
sira ¢evre mevzuatlarina gore bertaraf edilme maliyetini ortadan kaldirmaktadir. Bu
nedenle atik yaglar biyodizel iiretiminde bitkisel yaga alternatif olmaktadir (Zheng
vd., 2006;Bautista vd., 2009).

Biyodizel iiretiminde atik yaglar; yenebilen, yenemeyen ve hayvansal yag gibi pahali
diger hammaddelere oranla daha iyi se¢im olup sonucunda daha diisiik maliyetli
biyodizel elde edilir. Kizartma yaglar1 yiyecek veya yari-mamul hazirlanmasi
sirasinda fazla miktarlarda iiretilmekte olup hazir yemek zincirleri, biiylik restoranlar,
yemek hizmeti veren sirketler gibi endiistriyel dlgeklerde her yil énemli miktarda
olugsmaktadir. Son zamanlarda bu yaglarin ¢ok kiiglik bir oran1 sabun iiretiminde
kullanilmaktadir. Ancak kizartma yagindan elde edilen sabun kalitesiz oldugu i¢in
kizartma yagmin biiyiik bir kismi ¢ope gitmektedir. Boylece ekolojik ve ekonomik
sorunlar olusturmaktadir. Bu nedenle atik yagdan biyodizel eldesi etkili ve ekonomik
bir yontemdir (Charpe ve Rathod, 2011).

1.4. Transesterifikasyon

Ulke ekonomisi igin son derece dnemli bir yere sahip olan biyodizel iiretimi igin
yaglarin transesterifikasyonunda kimyasal ve enzimatik katalizorler kullanilmaktadir.

Kimyasal katalizor olarak genellikle alkali ve asit katalizorler tercih edilmektedir.

Gilinltimiizde endiistriyel olarak en sik kullanilan yontem alkali transesterifikasyondur
(Kaieda vd., 1999; Srivastata ve Prasad, 2000; Zhang vd., 2003; Meher vd., 2006).
Biyodizel iiretiminde kullanilan bu klasik metot homojen katalizor olarak NaOH ve
KOH kullanimini i¢ermektedir (Ma ve Hanna, 1999). Ancak biyodizel {iretiminde
alkali katalizorlerin kullaniminda bazi kisitlamalar s6z konusudur (Jin ve Bierma,
2010). Serbest yag asidi igerigi ve nem, transesterifikasyon reaksiyonunu etkileyen
en onemli parametrelerdendir. Serbest yag asidi atik yaglarda genellikle % 2-7,
hayvansal yaglarda ise % 5-30 oraninda degismektedir (Knothe vd., 2005).



Genellikle alkali katalizor varliginda gergeklesen transesterifikasyon tepkimelerinde
serbest yag asidi iceriginin % l'den az olmasi, reaksiyona giren reaktantlarin ise

susuz olmasi istenmektedir.

Yagn asit i¢erigi ne kadar fazla olursa doniisiimii de o kadar az olmaktadir. Serbest
yag asidi (SYA) bazik katalizor ile reaksiyona girerek sabun olusturmaktadir.
Reaksiyonda kullanilan bazik katalizoriin bir kismi nétralize oldugu i¢in reaksiyonun

ilerlemesi yavaslamaktadir (Abdullah vd., 2007; Y1ilmaz, 2008).

Serbest yag asidi igerigi fazla olan hammaddelerin alkali transesterifikasyonda
kullanimi miimkiin degildir (Canakci ve Van Gerpen, 2001) ve kullanilacak
hammadde mutlaka sudan arindirilmigs olmahdir (Jin ve Bierma, 2010). Bu iki
kisitlama atik yaglarin, icerigindeki serbest yag asitlerinin ve suyun giderimi i¢in 6n
muameleye tabi tutulmadan kullanilamayacagini gostermektedir (Jin ve Bierma,
2010). Yiiksek oranda su ve serbest yag asidi i¢erigi olan ham materyallerde, serbest
yag asitlerinin esterifikasyonu i¢in bir asidik katalizor ile 6n muamele yapilmasi
gerekmektedir (Freedman vd., 1984; Kaieda vd., 1999; Zhang vd., 2003). Sabun
olusumu istenmeyen yan reaksiyon olup katalizoriin kismen harcanarak biyodizel
veriminin azalmasina, emiilsiyon olusumu nedeniyle ayirma ve saflastirma
basamaklarinin zorlasmasina neden olmaktadir. Siilfiirik, hidroklorik veya siilfonik
asit gibi asit katalizorlerin kullanimi yemeklik atik yagin metanolizi ile sabun
olusumunu 6nlemektedir. Bu 6n muamele, reaksiyon esnasinda sabun olusumunu
azaltmada, genis Ol¢ekteki uygulamalarda gliserol ile biyodizelin birbirinden
ayrilmasinda ve bununla birlikte katalizor ve alkali atiksuyun gideriminde gereklidir
(Mittelbach, 1990; Meher vd., 2006). Ancak kullanilan asit katalizorler de ¢evresel

agidan onemli sorunlar olusturmaktadir.

Bir geleneksel biyodizel tesisindeki atiksu miktari, her ton biyodizel i¢in yaklasik
olarak 0.2 tondur (Suehara vd., 2005). Ortaya ¢ikan bu atiksuyun aritimi ve suyun
yeniden kullanimina olan nihai ihtiya¢, hem enerji tiiketimi hem de cevresel acidan
giic problemlerdir. Bu nedenle atik yaglarin kimyasal katalizorlerle biyodizele

doniistiiriilmesi komplike ve pahali bir yontemdir (Fjerbaek vd., 2009).



Hem alkali hem de asit katalizorlii metotlarda, geri kazanilmasi gereken ¢ok
miktarda metanoliin kullanilmasi, iiriinden giderilmesi gereken tuz ve ortamdan
ayrilmasi zor olan diisiik kalitedeki bir yan tiriin olan gliserin olusumu gibi durumlar
nedeniyle kimyasal transesterifikasyon yerine son donemlerde enzimatik

transesterifikasyon tercih edilmektedir (\Van Gerpen vd., 2004).

Alkali katalizorlerin aksine, enzimler sabun olusturmamakta, ileri yikama
basamaklarina ihtiyag duyulmadan hem serbest yag asitlerini hem de
triagilgliserolleri esterlestirebilmektedirler (Fjerbaek wvd., 2009). Bu nedenle
enzimatik metotlarla biyodizel {retimi ¢ok genis bir potansiyel olarak

nitelendirilmekte ve giinlimiizde muazzam bir ilgi gormektedir (Wang vd., 2005).

Enzimler; ham ve geri doniislimlii materyalin kalitesindeki ¢esitliliklere daha uyumlu
olmalari, daha az enerji kullanimi1 gerektirmeleri, atiksu miktarinin 6nemli 6l¢iide
azalmasini saglayan daha az sayida basamak ile biyodizel olusturabilmeleri, {iriin
ayristirilmasint arttirarak daha yiiksek kalitede gliserol verimi saglayabilmeleri
nedeniyle, alkali veya asit katalizorlere kiyasla potansiyel olarak daha kullanighidirlar
(Kaieda vd., 1999; Fukuda vd., 2001; Meher vd., 2006; Kumari vd., 2007). Enzimle
gerceklestirilen transesterifikasyonun diger avantajlar1 ise enzimin yeniden
kullanilabilirligi ve diger tekniklerden farkli olarak, operasyon sicakliginin daha

diisiik (40 °C) olmasidir (Meng vd., 2011).

Enzim kullaniminin olumsuzluklar ise; diisiik reaksiyon orani (Zhang vd., 2003),
daha uzun reaksiyon siiresi (Du vd., 2008; Cavalcanti-Oliveira vd., 2011), yiiksek
maliyet (Ma ve Hanna, 1999; Shimada vd., 1999; Fukuda vd., 2001; Jaeger ve
Eggert, 2002; Meher vd., 2006; Du vd., 2008; Cavalcanti-Oliveira vd., 2011), lipazin
kataliz aktivitesinin alkol ile inhibe olmasi (Meng vd., 2011) ve aktivite kaybidir
(Fjerbaek vd., 2009). Ozellikle enzimlerin vyiiksek fiyatlar1  siklikla
transesterifikasyon reaksiyonlarinda en biiyiik engel olarak ortaya ¢ikmaktadir (Modi
vd., 2007). Ornegin; Novozyme 435 lipazinin 1 kg'inmn yaklasik 1000 $ olmasi, lipaz
katalizli doniigiimiin ticarilesmesinin 6niinii kesmektedir. Bu nedenle genis aktiviteye
sahip stabil lipazlarin maliyet etkili endiistriyel iiretimi birincil olarak 6nem arz

etmektedir (Toscano vd., 2011).



Lipolitik enzimler agilgliserolleri hidrolizleyebilen karboksilesterazlar olarak
tanimlanmaktadirlar (Jaeger vd., 1994; Jaeger vd., 1999; Beisson vd., 2000).Bu

enzimler, uzun zincirli agilgliserolleri (>10) hidrolize eden lipazlar1 ve kisa zincirli

acilgliserolleri (<10) hidrolize eden esterazlar1 i¢cermektedir. Lipazlar kisa zincirli

acilgliserolleri de hidrolize edebilmektedirler (Verger, 1997).

Triagilgliserollerden  biyodizel {iretiminde kullanilan lipazlar tri, di ve
monogliseritleri yag asidi alkil esterlerine doniistiirebilmelidir. Ayn1 zamanda serbest
yag asitlerinin esterifikasyonunu da katalizleyebilmelidir. Ayrica yiiksek yag asidi
alkil esteri verimine, diisiik liriin inhibisyonuna, diisiik reaksiyon siiresine, enzimin
yeniden kullanilabilme olanagina, sicaklik ve alkol dayanikliligina sahip olmali ve

enzim kolay olarak iiretilebilmelidir (Fjerbaek vd., 2009).

Lipaz katalizli transesterifikasyonda yan firiinlerden gliserin karmasik bir ayirim
stireci olmadan kolayca ayrilirken, atik yaglarin icerdigi serbest yag asitleri alkil
esterlere tamamen doniisebilmektedir (Meher vd., 2006).

Organik solvent toleransli lipazlar biyoteknolojik uygulamalarda, 6zellikle
biyopolimerik materyallerin ve biyodizelin iiretiminde, saf kimyasallarin sentezinde
gerekmektedir (Sulong vd., 2006). Transesterifikasyon reaksiyonlarinin genellikle
organik solvent varliginda gergeklesmesi istenmektedir. Ciinkii organik solventler
homojen reaksiyon karigiminin = saglanabilmesinde, reaksiyon karigtminin
viskozitesinin  azaltilarak ~ diflizyon oraninin  arttirllmasinda  ve  enzimin
stabilizasyonunda yardimci olabilmektedirler (Fjerbaek vd., 2009). Ancak son
zamanlarda, organik solventlerin toksik ve yanici olmalarindan dolayr solventsiz
sistemlerdeki enzimatik alkoliz tercih edilmektedir (Pinyaphong vd., 2011). Ciinkii
solventli sistemlerde reaktor hacimleri daha biyiik diizenlenmelidir ve solventin
ortamdan uzaklastirilmasi ekstra yatirnm ve ticret gerektirmektedir (Fjerbaek vd.,
2009). Organik  solvent  varhiginda  gerceklestirilen  transesterifikasyon
reaksiyonlarmin  bu olumsuzluklar1 nedeniyle son donemlerde enzimatik
transesterifikasyon uygulamalarinda solventsiz sistemler tercih edilmektedir.
Katalitik proses organik solvent icermediginde, daha diisiikk maliyet, daha yiiksek
substrat konsantrasyonu ve daha biiyiik iiretim hacmi kazanilabilmektedir (Meng vd.,
2011).
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1.5. Lipazlar

1.5.1. Genel Ozellikleri

Lipazlar (triagil gliserol hidrolazlar EC 3.1.1.3.) trigliseritlerin gliserol ve yag
asitlerine hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Lipazlar, enzim siniflandirmasinda
hidrolazlar (E.C.3), ester baglarin1 parcalayanlar (E.C.3.1), karboksilik ester
hidrolazlar (E.C.3.1.1) ve triacgilgliserol lipazlar (E.C.3.1.1.3) iginde yer
almaktadirlar (Anonim, 1992; Reetz,2002). Lipazlar, ilk olarak 1834'te Eberle ve

1856'da Bernard tarafindan pankreastan tanimlanmustir.

Amilaz ve proteazla birlikte lipaz, bilinen ilk ii¢ ana sindirim enzimini
olusturmaktadir (Hou, 2002). Serin hidrolazlar sinifi iginde yer alirlar ve bu nedenle
higbir kofaktore ihtiyag duymazlar (Ghanem ve Aboul-Enein, 2004; Gupta vd., 2004,
Singh ve Banerjee, 2007; Singh vd., 2008; Saxena vd., 2008).

Lipazlar orta ve uzun zincirli trigliseritlerin yag asitleri ve gliserole hidrolizini
katalizlemekte ve bunlar esterazlardan, sulu soliisyonlardaki suda c¢oziinmeyen
lipidik substratlar tarafindan olusturulan ara yiizeydeki keskin aktivasyonlari ile ayirt
edilmektedirler (Jaeger ve Eggert, 2002). Lipazlar tarafindan Kkatalizlenen
reaksiyonlar, enzim igeren sulu faz ile, reaksiyonun birinci basamaginda enzimin
penetre oldugu ara ylizeyde yer alan yagl fazin olusturdugu ara yiizeyde meydana
gelmektedirler (Kazlauskas ve Bornscheuer, 1998; Jaeger ve Eggert, 2002; Gupta
vd., 2004).

Lipazlar, hem sulu hem de susuz solvent sistemlerinde aktivite gostermektedirler
(Wang vd., 2001; Gupta vd., 2004; Nie vd., 2006) ve bu o6zelliklerinden dolay1
endiistride ve tipta 6nemli bir yere sahiptirler (Bjokling vd., 1991). Bu durum, her
seyden Once, onlarin genis bir substrat spektrumunu kullanabilme, asir1 sicakliklara,
pH ve organik coziiciilere ve enantiyoselektiviteye karsi kararlilik gosterebilme
yetenekleri sayesinde olmaktadir (Sharma vd., 2001). Suyun ¢ok az olmasi veya hig
bulunmamasi halinde esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlar1 tercih

edilmektedir
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(Jennings ve Akoh, 2000; Sellappan ve Akoh, 2001; Adlercreutz vd., 2002; Gupta
vd., 2004). Suyun fazla oldugu durumlarda ise sadece hidroliz reaksiyonu

gerceklesmektedir (Klibanov, 1997).

Lipazlar organik solvent varlifinda dogal ve yapay bilesiklerin kullanimiyla hidroliz,
sentez ve agil degisimi yapabilme ve bunun gibi farkli reaksiyonlar1 katalizleyebilme
ozellikleri ile ¢ok yonlii biyokatalizorlerdir (Bornscheuer, 2002; Gupta vd., 2004).
Bu  enzimlerkimyasal secicilik  (kemoselektivite),  bolgesel secicilik
(regiyoselektivite), izomer secicilik  (stereoselektivite, enantiyoselektivite)
(Villeneuve vd., 2000; Sharma vd., 2001; Jaeger ve Eggert, 2002; Snellman vd.,
2002) ozelliklerine sahiptirler. Organik solventlerin varliginda (Hasan vd., 2005),
genis pH ve sicakliklarda aktif ve stabildirler (Gupta vd., 2004). Lipazlar iliml
kosullar altinda aktivite gdstermekte, diisiik enerji ve az ekipman gerektirmekte ve
daha az kirlilige yol agmaktadirlar (Gunstone, 1999; Pandey vd., 1999; Jaeger ve
Eggert, 2002).

Lipazlarin sahip olduklari bu o6zellikler, lipazlar1 organik kimyada kullanilan en
yaygin biyokatalizor grubu yapmaktadir (Sugihara vd., 1992). Genis yelpazedeki
onemlerinden dolay1 lipaz iizerindeki c¢alismalar yogun olarak artmaktadir

(Alberghina vd., 1991; Bornscheuer, 2000).

1.5.2. Endiistriyel Lipazlar

Endiistriyel enzim piyasasinda biiylik bir paya sahip olan hidrolitik enzimler
icersinde yer alan lipazlar, anahtar enzimler olarak ortaya ¢ikmakta ve endiistriyel
uygulamalarda yiiksek oranda kullanilmaktadir (Jeager vd., 1994, 1999; Pandey vd.,
1999). Lipazlar, karbohidrolazlar ve proteazlar kadar biiyiik bir piyasa payima sahip
olmamasina ragmen bu grup enzimlere talep artmaktadir. Bu hizli biiylimenin devam
edecegi ve talebin 2015'te %71'lik artis gosterecegi umulmaktadir (Heler, 2006). Son
on yilda lipazlar, 6zellikle organik sentez alaninda, proteazlar ve amilazlara oranla

bliylik bir 6nem kazanmistir.
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Ticari lipazlarin baslica gereksinimi; bu enzimlerin reaksiyon doniisim oranini,
substrat ¢Oziiniirliigiinii arttiran ve mikroorganizmalarla kontamine olmasin
engelleyen termal stabiliteleri ve yiiksek sicakliklardaki performanslaridir (Haki ve
Rakshit, 2003).

Genel olarak yiiksek sicakliklar alkoliz veya transesterifikasyon oranimni
yiikseltmektedir. Son zamanlarda, endiistride termostabil enzimlere kars1 biiyiik bir
gereksinim vardir ve ¢esitli kaynaklardan ¢ok sayida termostabil lipaz saflastirilmis
ve yaygin olarak karakterize edilmistir (Namboodiri ve Chattopadhaya, 2000; Li ve
Zhang, 2005; Kanwar vd., 2006; Ebrahimpour vd., 2011; Abdel-Fattah vd., 2012;
Masomian vd., 2013; Kumar vd., 2013). Ancak endiistriyel alanda kullanilabilirligi

yiiksek termostabil lipaz arayislari devam etmektedir.

Diinya enzim piyasasinda bircok firma lipaz iiretimi yapmaktadir. 20'den fazla
mikrobiyal lipaz ticari olarak biiyiikk miktarlarda dretilmektedir (Shu vd.,
2010).Ticari uygulamalarda kullanilan en Onemli lipazlar Achromobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Chromobacterium ve
Pseudomonas cinslerinden elde edilmektedir. (Beisson vd., 2000). Ticari olarak
tiretilen maya kaynakl lipazlar ise Candida rugosa ve Candida antarctica’dan elde
edilmektedir (Jaeger ve Reetz, 1998).

1994 vyilinda Novo Nordisk firmasi tarafindan {retilen ilk rekombinant lipaz
Lipolase Aspergillus oryzae’den elde edilmistir (Marul, 2007).Genencor firmasi
tarafindan tretilen Pseudomonas alcaligenes veP.mendocinalipazlarideterjan katkisi
olarak kullanilmaktadir, Boehringer Mannheim, Novo Nordisk firmalar tarafindan
tiretilen Candida antarctica ve Thermomyces lanuginosuslipazlari deterjan katkist ve
organik sentezde kullanilmaktadir.Amano, Fluka, Boehringer Mannheim firmalari
tarafindan {retilenBurkholderia cepacialipazt organik sentezde kullanilmaktadir
(Basim, 2009).Novozyme firmas1 tarafindan iiretilen lipazlardan Novozyme 435,
Novozyme 735 ve Novozyme CALB-L C. antarctica’dan elde edilmekte ve
biyokatalizor olarak kullanilmaktadir

(http://lwww.novozymes.com/en/MainStructure/Productfinder/ProductFinder.htm).
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1.5.3. Lipazlarin kullanim alanlar

Lipazlar gida endistrisinde diger enzimler ile birlikte ekmek, peynir ve diger
gidalarin raf 6mriinii, reolojik 6zelliklerini veya aroma iiretimini iyilestirmek i¢in in

situ olarak kullanilmaktadirlar.

Bu enzimler tat iiretimi ve besinsel degeri arttirmak i¢in interesterifikasyon veya
transesterifikasyonla elde edilen agilgliserollerin kompozisyon ve yapisinin

modifikasyonu i¢in de kullanilmaktadirlar (Reetz, 2002).

Lipolitik enzimlerin aktivitesi siit endiistrisinde O6nemlidir. Peynir yapiminda
kullanilan renninin kiitlesinde, proteolitik enzimlerin yaninda lipazlar da
bulunmaktadir. Lipazlar modifiye edilmis tereyag: iiriinleri, margarinler, firincilik
iriinleri ve bitkisel {irlinlerde aroma gelistirici olarak kullanilmaktadirlar (Kiran vd.,
2006). Bunlarla birlikte bu enzimler modifiye tath yiyeceklerde tat ve aroma
bilesenleri olarak kisa zincirli yag asidi esterlerinin ve alkollerin sentezlenmesinde
kullanilmaktadirlar (Macedo vd., 2003). Siit endiistrisinde siit yaginin hidrolizinde,
peynirlerde tat zenginlestirmede, peynir olgunlagmasini hizlandirmada, peynirli
riinlerin iiretiminde, tereyagt ve kremanin lipolizisinde de bu enzimlerden

yararlanilmaktadir (Sharma vd., 2001; Bora ve Kalita, 2007).

Lipazlar gida iiretiminden sonra en yaygin olarak kimya endiistrisinde, kimyasal
olarak tiretimi zor olan iirlinlerde ya da klasik kimyasal prosesle islenmesi zor, pahali

olan uirinlerin tiretilmesinde sik olarak kullanilmaktadirlar.

Bu enzimlerden Farmasotik ve agrokimyasal endiistride antibiyotiklerin, pestisitlerin
vb. sentezinde veya modifikasyonunda faydanilmaktadir (Gunstone, 1999; Pandey
vd., 1999; Reetz, 2002).

Lipazlarin substrata gore farkli etki gostermelerinden dolay1 lipazlar organik kimya

endiistrisinde katalizér olarak kullanilmakta ve biiyiilk avantaj saglamaktadirlar
(Ghosh vd., 1996).

Lipazlar proteazlar ile birlikte ¢amasir deterjanlarinin bilesiminde yag lekelerinin
uzaklastirilmasi amaciyla da kullanilmaktadirlar (Jaeger vd., 1994; Pandey vd., 1999;
Saxena vd., 1999; Rohit vd., 2001; Sharma vd., 2001; Rathi vd., 2001; Kanwar vd.,
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2002; Sharma vd., 2002; Houde vd., 2004; Ateslier ve Metin, 2006; Bora ve Kalita,
2007). Deterjan endiistrisinde lipazlarin diger kullanim uygulamalari; bulasiklarda
beyazlatma (Nakamura ve Nasu, 1990), siv1 deri temizleyicileri (Kobayashi, 1989),
kuru temizleme solventleri (Abo, 1990), tuvaletlerin ve ¢ikis borularinin yiizeyindeki

organik atiklarin pargalanmasi (Moriguchi vd., 1990) dur.

Ayn1 zamanda lipazlar sabunlar, sampuanlar gibi giinliik iiriinler i¢in siirfaktanlarin

sentezinde de kullanilmaktadirlar (Schmid ve Verger, 1998; Pandey vd., 1999).

Kagit yapiminda iiretilen kagit hamurundan ziftin uzaklastirilmasinda, kagidin geri
dontigiimiinde lipit lekelerinin uzaklastirilmasinda ve yapiskan maddelerin
olusumunu engellemek i¢in de tericih edilmektedir (Jaeger ve Reetz, 1998; Pandey
vd., 1999; Gutiérrez vd., 2001; Sharma vd., 2001).

Deri endiistrisinde, derinin biinyesindeki yagin temizlenmesiyle tabakalama ve

boyama islemlerine hazir hale getirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. (Kiran
vd., 2006).

Kisisel bakim iiriinlerinin {iretiminde (Jaeger vd., 1994; Rohit vd., 2001; Sharma vd.,
2001; Houde vd., 2004), oleokimyasal endiistride kati ve sivi yaglarin
modifikasyonunda (Jesus vd., 1995; Faber, 1997; Reetz ve Jaeger, 1998; Sharma vd.,
2001; Yadav ve Trivedi, 2003; Gupta vd., 2004) yaygin olarak kullanilmaktadir.

Gida ve yag islemeleri sirasinda agiga ¢ikan atigin giderilmesinde, lipitlerle kirlenmis
sularin ve ¢amurlarin aritilmasinda, yagla kontamine olmus topraklarin yagdan
aritilmasinda, atik su uygulamalarinda yilizeydeki oksijen gecisine imkan vermek
i¢in, atik suyun ylizeyinde bulunan yag tabakasinin siirekli olarak uzaklastirilmasinda

lipazlar aktif olarak kullanilmaktadir (Pandey vd., 1999; Hou, 2002).

Lipazlar, organik sentezlerde kimyasal olarak liretilmeyen ya da prosesle islenmesi
zor veya pahali olan spesifik iiriinlerin elde edilmesinde (Gitlesen vd., 1997; Reetz
ve Jaeger, 1998; Sharma vd., 2001; Gupta vd., 2004) yaygin bir kullanima
sahiptirler.

Lipazlarin dogal enantiyoselektivite ve regiyoselektivitesinden, kiral ilaclarin

coziimlenmesi, yag modifikasyonu, bitkisel yag yerine kullanilan maddelerin,
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biyolojik yakitlarin, kigisel bakim {irlinlerinin ve aroma artiricilarin sentezi igin
yararlanilmaktadir. Bu nedenle lipazlar, giiniimiizde, organik kimyacilarin,
eczacilarin,  biyofizik¢ilerin,  biyokimya  ve  proses  miihendislerinin,

biyoteknologlarin, mikrobiyolog ve biyokimyacilarin enzim se¢imidir (Saxena vd.,
2008).

Literatiirde ayciceginden, soya yagindan, karigik bitkisel yaglardan, gres ve
donyagindan ve ¢esitli lokal yaglardan lipaz katalizli biyodizel iiretimi ¢aligmalari
mevcuttur. (Mittelbach, 1990; Kaieda vd., 1999; Watanabe vd., 2000; Nelson vd.,
1996; Abigor vd., 2000; Kamini ve Lefuji, 2001).

Biyodizel tietiminde kullanilabilecek ideal bir lipaz bazi karakteristik ozelliklere
sahip olmalidir. Tiim mono-, di-, tri agil gliseritler ile serbest yag asitlerini yiiksek
verimle kullanabilmeli, iiriin inhibisyonu bulunmamali, diisiik miktarlarda yiiksek
aktivite gostermeli, susuz ortamlarda aktif olmali, diisiik reaksiyon siiresine sahip
olmali, diisiik sicaklikta aktivite ve alkollerde stabilite gostermelidir (Bajaj vd., 2010,
Yoo vd., 2011).

Enzimatik biyodizel {iretimi, hiicre i¢i veya hiicre dis1 lipaz kullanilarak
gerceklestirilebilmektedir. Hiicre i¢i lipaz kullanilan reaksiyonlarda lipaz enzimi
sentezi yapabilen mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Hiicre disi lipaz kullanilan

reaksiyonlarda dogrudan mikroorganizmalardan elde edilen lipaz enziminden

faydanilmaktadir (Marchetti vd., 2007).

Yapilan g¢alismalarda biyodizel iiretimi i¢in kullanilacak lipazin saflastirilmasi ve

karakterizasyonu hedefdir.

Bu konuda bir¢ok calismanin olmasina ragmen yeni ve biyodizel {liretimi i¢in yiiksek

Ozelliklere sahip enzim arayislar1 devam etmektedir.

Enzim arayiglarinda mikroorganizmalarin  6zellikle bakterilerin = 6nemli  bir

potansiyeli bulunmaktadir.

Antibiyotiklerin yan1 sira irettikleri bir¢ok sekonder metabolit ekonomik ve
endiistriyel agidan antibiyotikler kadar degerli olup biyoteknolojik alanda ve ilag
sanayiinde kullanilmaktadir (Peczynska-Czoch ve Mordarski, 1988).
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1.5.4. Lipaz Analiz Yontemleri

Enzim aktivitesinin tayini aslinda enzimatik reaksiyonun hizinin tayinidir. Genellikle
reaksiyon hizi ic¢in kullanilabilen yontemler aktivite tayini i¢in de kullanilabilir

(Telefoncu, 1986; 1993).

Aktivite tayininde ya kaybolan substrat miktar1 veya meydana gelen {iriin miktar1

tayin edilerek enzimlerin aktiviteleri 6l¢iilmektedir.

Lipazlar, trigliseritleri hidrolize ederler ve serbest yag asitleri ve gliseroliin meydana
gelmesine sebep olurlar. O nedenle, bu enzimler i¢in analiz metotlar1 genel olarak
serbest yag asitlerinin olusumunun analiz edilmesi kriterleri etrafinda gelismistir
(Jensen vd., 1983).

Serbest yag asitlerinin olusumunu aragtirmak amaciyla kalitatif olarak jel difiizyon
analizleri ve 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),
floresans, 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; Gupta
vd., 2003; Ruiz vd., 2004).

1.5.4.1. Kalitatif analiz

Lipaz iireten suslar Tribiitirin agarda klasik olarak incelenmektedir. Dort karbonlu
(Lee vd., 2001) sentetik bir trigliserit olan (Gao vd., 2000) tribiitirin'in hidrolizi ile
olusan zon ya esteraz ya da lipaz1 aktivitesini gostermektedir (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). Alternatif olarak kati besiyerlerine
indikator eklenerek renkli zon olusumu gozlenmektedir (Gupta vd., 2003). Nile blue
stilfat (Lawrence vd., 1967; Converse vd., 1981; Christen ve Marshall, 1984; Samad
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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, fenol red (Lawrence vd., 1967; Converse vd., 1981; Christen ve
Marshall, 1984; Samad vd., 1989) indikatér olarak kullanilarak analiz
gerceklestirilmistir (Gupta vd., 2003).

Biitiin bunlara ek olarak floresan Rhodamine B boyasini kullanilarak 350 nm dalga
boyunda UV 15181 altinda turuncu floresan olarak lipolizis zonlarin1 gozlemlemek te
mimkiindiir (Kouker ve Jaeger, 1987). Rhodamine, serbest yag asitleriyle floresan
bir kompleks olusturur. Boylece lipaz iireten koloniler goriiniir UV 15181 altinda
floresan haleler olusturur (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- Chavez, 2001; Litthauer vd., 2002; Gupta vd., 2003; Kojima ve
Shimizu, 2003). Ayrica zeytinyagi (Hube vd., 2000; Martinez ve Soberon- Chavez,
2001) ve Tween 80 iceren besiyerinde seffaf zonun gozlenmesi (Sierra, 1957
Emanuilova vd., 1993; Smibert ve Krieg, 1994;) ile de lipaz aktivitesinin

belirlenmesi mumkiindir.
1.5.4.2. Kantitatif analiz

Titrimetrik analiz; hidrolaz smifi enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin biiyiik
cogunlugunda H* agiga ¢ikmaktadir. Olusan H* konsantrasyonu reaksiyon hizi ile
orantilidir (Telefoncu, 1986). Ozellikle substratlar1 suda iyi ¢dziinmeyen
hidrolazlarin (lipazlar gibi) aktivite tayinleri igin titrasyon ¢ok uygun bir yontemdir
(Telefoncu, 1986; Ghosh vd., 1996). Burada substrat olarak uluslararasi kabul goren
triolein veya buna ucuz bir alternatif olan zeytinyagi kullanilir (Jensen vd., 1983).
Bundan baska tribiitirin, triasetin  (triasetilgliserol) ve  tripropiyonin
(tripropiyonilgliserol) de enzimatik aktivite tayininde substrat olarak
kullanilabilmektedir (Lanz ve Williams, 1973; Staubmann vd., 1999). Bununla
birlikte lipazlar, kisa zincirli triagilgliserollerle karsilastirildiginda, triolein gibi uzun

zincirli triagilgliserolleri daha yiiksek oranda hidrolize etmektedir (Gupta vd., 2003).
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Lipolitik reaksiyonda, asidin serbest birakilmasi titrimetrik olarak analiz edilebilir.
Nicel yontemde reaksiyon yoniinde pH oOlgiilir (Jaeger vd., 1994). Titrimetrik
metotlar zamana bagli olarak serbest yag asitlerinin serbest birakilmasiyla sodyum
veya potasyum hidroksitin nétralizasyon oranini 6lgmektedirler (Naka ve Nakamura,
1992).

Spektrofotometrik analiz; Lipaz aktivitesinin aragtirilmasinda genel olarak yag asidi

zinciri ¢esitli uzunluga sahip p-nitrofenil esterleri substrat olarak kullanilmakta

(Huggins ve Lapides, 1947) ve meydana gelen p-nitrofenol 410 nm'de
spektrofotometrik olarak olgiilmektedir (Winkler vd., 1979; Pencreac’h ve Baratti,
1996;Gilham ve Lehner, 2005). Asetat ve biitirat gibi kisa zincirli esterler suda
¢oziinmekte ve bu nedenle bu hidroliz lipaz aktivitesinden ziyade esteraz
aktivitesinin olglilmesini saglamaktadir. Bununla birlikte laurat, palmitat veya oleat
gibi uzun zincirliler lipaz aktivitesinin 6l¢iilmesi i¢in kullanilmaktadir (Gilham ve
Lehner, 2005). Bu analiz igin sinirlayici olan, p-nitrofenol'iin absorbansi asidik pH'da
onemli olgiide etkilendigi icin, asidik pH'larda bu esterlerle 6l¢iim yapilamamasidir
(Kademi vd., 2000). Asidik ortamda lipolizisin olglilmesi giigtiir, ¢linkii diisiik pH
degerlerinde yag asitleri tam olarak iyonize olamamakta ve bu durum yanlis

6lgtimlerle sonuglanmaktadir (Gilham ve Lehner, 2005).

Enzimatik aktivite sadece notral veya alkali pH degerlerinde bu prosediirle tespit
edilebilmektedir (Kademi vd., 2000; Gilham ve Lehner, 2005). Ancak yiiksek pH ve
sicaklik degerlerinde de (Gutarra vd., 2009) p- nitrofenil esterleri stabil olmadig i¢in
(Lin vd., 1996; Sharma vd., 2002; Salameh ve Wiegel, 2007) bu ekstrem kosullarda
da p-nitrofenil esterlerinin kullanildig1 spektrofotometrik 6lgiim ile saglikli sonuglar
almamamaktadir (Lin vd., 1996; Lotrakul ve Dharmsthiti, 1997; Sharma vd., 2002;
Salameh ve Wiegel, 2007).

Diger kolorimetrik lipaz Ol¢iimii naftil esterlerinin hidrolizine dayanmaktadir
(Gilham ve Lehner, 2005). Renksiz B-naftil karpilat (oktanat) esterinin hidrolizi ile
meydana gelen renkli f-naftol'un 560 nm'de spektrofotometrik olarak o6lgiilmesiyle
yapilmaktadir (Degrassi vd., 1999; Gandolfi vd., 2000). a-naftil asetat, naftil
propiyonat ve naftil biitirat gibi a-naftil esterleri bu analizde substrat olarak
kullanilmaktadir (Gupta vd., 2003).
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Renk tiretiminin olgiilmesinden baska spektrofotometrik analizler yag asitlerinin,
kalsiyum veya bakirla coktiirilmesiyle de yapilabilir. Substrat olarak Tween
kullanilir. Absorbans artis1 500 nm'de Olgiiliir (Von Tigerstrom ve Stelmaschuk,
1989). Bu tiirbidimetrik metot, basit bir yontem olup Tween 20 ile yapilan titrimetrik
analizden 36 kat (Bier, 1955; Stotz, 1955; Guilbault, 1976), p-nitrofenil palmitatla
yapilan spektrofotometrik analizden (Winkler vd., 1979) en az dort kat daha hassastir
(Gilham ve Lehner, 2005).

Florimetrik analiz; Floresan bilesikler de lipaz analizi i¢in kullanilmaktadirlar. Metot,
lipaz aktivitesinden dolay1 serbest birakilan floresan yag asitlerinin 6l¢iimiinii
gerektirir. Triagilgliserollerin alkil grubunun, pirenil gibi floresan grupla yer
degistirmesiyle analiz gergeklesir. Floresan Ozellikte serbest pirenil gruplar
olusturmaktadir. Triagilgliseroller hidrolize olduktan sonra pirin gruplari 400 nm'de
yer degistirir (Thuren vd., 1987; Negre-Salvayre vd., 1991). Floresan olmayan 4-
metilumbelliferil oleat, lipaz etkisinden sonra floresan 4-metilumbelliferon'u serbest
birakir (Jacks ve Kircher, 1967). Hizli bir yontem olmasina ragmen substratlarin

pahali olmasi kullanimini sinirlandirmaktadir (Gupta vd., 2003).

Kromatografik prosediir; lipit substratinda, enzim katalizinin hidrolizini takiben
serbest birakilan yag asitlerinin direkt olarak tespit edilmesi i¢in kesin bir metottur.
Spesifik kolonlar vasitasiyla {iriin veya arta kalan substratin miktar tayini ve analizi
yapilir. Rutin analizler i¢in zaman alict olmasina ragmen substrat spesifikliginin

tayininde kullanimi tavsiye edilmektedir (Gupta vd., 2003).

Immiinolojik metotlar ve ELISA; yiiksek hassasiyet ve lipazlarm tespiti ve miktar
analizleri i¢in spesifik sistemlerdir. Bu immiinolojik metotlar aktif veya aktif
olmayan lipazlarin tespit edilmesinde kullanilirlar (Grenner vd., 1982; Dati ve
Grenner, 1984).

1.5.5. Lipaz kaynaklar:

Lipaz enzimi bitkisel kaynaklardan, hayvansal dokulardan ve mikroorganizmalardan
elde edilmektedir (Telefoncu, 1986; Cortez vd., 1999; Gao vd., 2000; Kojima ve
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Shimizu, 2003; Sangeetha vd., 2011; Zheng vd., 2011). Bu enzim memelilerde ve
mikroorganizmalarda iyi bir sekilde karakterize edilmistir (Wooley ve Petersen,
1994). Buna karsin bitkisel lipazlarla ilgili ¢ok az sey bilinmektedir (Beisson vd.,
2000). Hayvansal lipazlar, doku ve viicut sivilarinin ¢ogunda; bitkisel lipazlar,
bitkilerde katman doku, kabuk ve koklerde bulunurlar. Lipazlar, pek ¢ok
mikroorganizma tiirlerinin biinyelerinde dogal olarak bulunur. Hayvansal, bakteriyel
ve fungal enzimlerin yaygin kullanimlarina karsin bitkisel enzimler ticari olarak

kullanilmamaktadir (Savitha vd., 2007).

Bitkisel lipazlar triagilgliserolleri hayvansal ve mikrobiyal lipazlara kiyasla daha
diisiik oranlarda (genellikle < 0.5 pmol/mg/dk) hidrolizlemektedirler (Bhardwaj vd.,
2001). Lipazlarin hayvansal ve bitkisel dokulardan elde edilmeleri giictiir. Cilinkii bu
tiir dokularda, hiicrenin ya da hiicre duvarinin par¢alanmasi zordur ve bunun i¢in
ekstra hiicre parcalayicilar gerekmektedir. Bu islemler sirasinda enzimin yapisi zarar

gorebilmektedir (Taipa vd., 1992).

Mikrobiyal lipaz tireten mikroorganizmalar, endiistriyel atiklar, sebze yagi lireten
fabrikalar, mandiralar, yag ile kontamine olmus topraklar basta olmakla birlikte
degisik topraklarda (Gao vd., 2000; Haba vd., 2000; Jinwal vd., 2003; Soliman vd.,
2007; Mohan vd., 2008; Dandavate vd., 2009; Sarag, 2011; Zheng vd., 2011),
endiistriyel atiklarda (Sztajer vd., 1988; Kim vd., 2004;), yag iceren tohumlar
(Sztajer vd., 1988; Kose vd., 2002), ciiriimiis gidalar, kompost yiginlar1 (Wang vd.,
1995; Sztajer vd., 1988; Tsai vd., 2007; Zheng vd., 2011), komiir madenleri
(Gowland vd., 1987; Wang vd., 1995), giibre yiginlar1 (Zheng vd., 2011) gibi

ortamlardan izole edilebilmektedir.

Lipazlarin dogada yaygin olarak bulunmalarina karsin (Schmid ve Veger, 1998;
Klibanov, 2001, Guncheva ve Zhiryakova, 2011) sadece mikrobiyal lipazlar ticari
olarak dnemlidirler (Saxena vd., 2003b). Ticari olarak kullanilan mikrobiyal lipazlar
bakterilerden ve mantarlardan elde edilmektedirler (Babu ve Rao, 2007; Sangeetha
vd., 2011). Mikroorganizmalar, ekstraseliiler lipaz tiretebilmektedirler. Mikrobiyal
lipazlarin elde edilmesi bu nedenle kolay (Rathi vd., 2001) ve ekonomik (Sharma
vd., 2001) olmaktadir. Katalitik aktivitelerinin daha yiiksek olmasi, yiliksek verimle

elde edilebilmeleri, istenmeyen yan tiriinler olusturmamalari, daha stabil ve ucuz
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olmalart mikrobiyal lipazlarin daha ¢ok tercih edilmesinin baslica nedenleridir

(Wiseman, 1987; Guncheva ve Zhiryakova, 2011).

Ayrica mikrobiyal lipazlarin kii¢iik hacimlerde ¢ok fazla miktarlarda iiretilebilmeleri,
ilimli sartlar altinda is gérmeleri, diisiik enerji ve az ekipman gereksinimi sayesinde
maliyetin diisiik olmasi, daha az kirlilige neden olmasi (Jeager ve Eggert, 2002),
ayrica lipazlarin ¢esitli hidrolitik ve sentetik bir¢ok reaksiyonu katalizleyebilmeleri
(Sharma vd., 2001), mevsimsel dalgalanmasinin olmamasi ve ucuz ortamlarda kolay
gelisebilmeleri (Wiseman, 1995; Guncheva ve Zhiryakova, 2011) endiistriyel
anlamda mikrobiyal lipazlari avantajli hale getirmektedir (Gill ve Parish, 1997).

Bu avantajli 6zelliklerinden dolayr mikrobiyal lipazlarla ilgili bir¢ok ¢aligma
yapilmistir ve stiin 6zelliklere sahip yeni lipaz arayislart devam etmektedir (Lopez
vd., 2000; Jaeger ve Eggert, 2002; Kanwar ve Goswami, 2002; Litthauer vd., 2002;
Sharma vd., 2002; Rahman vd., 2005; Karadzic vd., 2006; Ertugrul vd., 2007,
Heravivd., 2008; Mahanta vd., 2008; Mohan vd., 2008; Dandavate vd., 2009; Dutta
ve Ray, 2009; Ahmed vd., 2010; Cadirci ve Yasa, 2010; Nguyen vd., 2010; Zheng
vd., 2011, Guncheva ve Zhiryakova, 2011; Yoshida vd., 2011; Ce’sar, 2012; Zhao
vd., 2013).

Fungal lipazlarla ilgili ¢alismalar 1950'lerin basinda baslamig, Lawrence ve daha
sonra Brockerhoff ve Jensen tarafindan bu enzimler kapsamli olarak incelenmistir.
Bundan sonra bir¢ok aragtirmaci termal stabilite, substrat Ozgiilliigii ve organik
solventlerdeki aktivitelerinden dolayi lipaz kaynag: olarak funguslar1 géstermislerdir
(Ghosh vd., 1996). Ticari lipazlarin belli bash iireticileri; Aspergillus niger, A.
terreus, A. carneus, Candida cylindracea, Humicula lanuginosa, Mucor miehei,
Rhizopus arrhizus, Rhizopus delemar, Rhizopus japonicus, Rhizopus niveus ve
Rhizopus oryzae'dir (Ghosh vd., 1996).

Lipazlar,  bakteriler  tarafindan da  dretilmektedir.  1901'de  Bacillus
prodigiosus,Bacillus pyocyaneus ve Bacillus fluorescens'de lipazlarin varligi tespit
edilmistir. Lipaz {ireten bakterilerden bazilar1 Serratia marcescens, Pseudomonas
aeruginosa ve Pseudomonas fluorescensolarak bildirilmistir (Jaeger vd., 1994).

Ayrica, Streptomyces sp. (Sztajer vd., 1988; Sommer vd., 1997), Acinetobacter sp.
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(Chen vd., 1999), Aeromonas sp. (Anguita vd., 1993; Lotrakul ve Dharmsthiti,
1997), Staphylococcus sp. (Jiirgens vd., 1981; Van Oort vd., 1989), Lactobacillus sp.

(El-Sawah vd., 1995; Meyers vd., 1996), Micrococcus sp. (Hou, 1994), Burkholderia
sp. (Yeo vd., 1998; El Khattabi vd., 2000) ve Chromobacterium sp. (Taipa vd., 1994)

cinsleri de lipaz tiretimi i¢in kullanilmaktadir.

1.6. Streptomyces

Streptomistler aside direngsiz, Gram pozitif Actinomycetes grubu organizmalari
icermektedir (Lee vd., 2005).

Streptomyces cinsi, filamentdz toprak bakterilerini barindirmakta olup; hayat
dongiileri boyunca cesitli morfolojik degisimlere ugrarlar. Streptomisetler hiicre
farklilasmalari, sekonder metabolit olusumu, sporulasyon ve programlanmamus hiicre
olim mekanizmasini igeren belirli bir hayat dongiisiine sahiptirler. Sicaklik, pH,
CO,;, O, ve nem gibi ¢evresel faktorler topraktaki Streptomyces'lerin hayat
dongiisiinii etkilemektedir (Vionis vd., 1998). Bu cinsteki bakteriler; batik (ince,
dallanmis, ¢ogunlukla renksiz ve bdlmesiz, organizmanin gelistigi ortama gomiili;
birincil, substrat ya da vejetatif miselyum olarak da bilinen yap1) ve havasal (ylin
biciminde, hafif dallanmis hiflerden meydana gelmis, c¢ogunlukla olusturulan
pigmentlerden dolay: renkli, ¢cok sayida kivrimli spor zincirlerini barindiran, batik
misellerden daha kalin) olmak {izere iki tip miselyum olustururlar. Normalde spor
formunda olmalarina ragmen, yeterli nem ve besini bulduklarinda sporlar
cimlenerek batik miselyumu olusturur. Bu morfolojik degisimlerle beraber
pigmentler, antibiyotikler ve diger sekonder metabolitlerin de {iretimi baglar

(Williams vd., 1989; Wendisch ve Kutzner, 1991).

Streptomisetlerin olusturduklart koloniler dairemsi, likensi veya derimsi sekillerde
olabilmektedir. Koloniler baslangigta diiz, fakat daha sonra bu diiz koloniler
pamuksu, yiinsii veya kadifemsi goriinimlere doniismektedir (Korn-Wendisch ve
Kutzner, 1992).
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Streptomisetler ¢esitli renklerde pigment iiretebilmektedirler. Olusturduklar

pigmentler vejetatif ve havasal miselyumlarin rengini vermektedir.

Bu pigmentlerin yaninda iirettikleri ¢oziinebilir pigmentler ortamin rengini

degistirmektedirler (Goodfellow ve Simpson, 1987).

Cogu streptomiset tiirii 25-35 °C arasi sicakliklarda ve pH 6.5-8 araliginda optimum
gelisme gostermektedirler. Buna karsilik 45-55 °C'de gelisebilen termofilik ve +4
°C'de gelisebilen psikrofilik tiirlere de rastlanilmaktadir (Williams vd., 1989; Kim
vd., 1998). Cogu toprak streptomiseti notral veya zayif alkali kosullarda optimum
gelisme gosterirken, asidik ya da alkali pH'da gelisen tiirlerde mevcuttur (Kim vd.,
1998; Basilio vd., 2003). Zorunlu asidofilikler ise sinirli pH degerlerinde ve 6zellikle
pH 4.5'da optimum gelisme gostermektedirler (Kim vd., 2004).

Streptomisetler, enerji ve gelisim i¢in tek karbon kaynagi olarak ¢esitli organik
bilesikleri kullanabilme yetenegine sahiptirler. Organik bilesikleri hiicre ici

enzimlerini kullanarak ayristirir ve kullanirlar (Kim vd., 1998; Falconer, 1988).

Streptomisetler dogada genis bir yayiliga sahiptirler. Karasal ortamda yaygin olarak
bulunanlarin yaninda tathh su ve deniz gigi sucul ekosistemlerde de yayilig

gosterebilmektedirler (Goodfellow ve Simpson, 1987).

Streptomisetler essiz bir metabolik ¢esitlilige sahiptirler ve yeni bilesenleri tiretim
potansiyeli yiiksektir. Bu maddeler arasinda basta antibiyotikler (streptomisin,
kloramfenikol, klortetrasiklin, neomisin, oksitetrasiklin, eritromisin, tetrasiklin,
novobiyosin, sikloserin, vankomisin, kanamisin) olmak {izere anti-tirozinaz,
antioksidan, anti-timoér ajanlar, enzim inhibitorleri, glukoz izomerazlar,
transglutaminazlar gibi endiistriyel ag¢idan 6nemli enzimler ve hemolitik bilesikler

sayilabilir (Anzai vd., 2008).

Gilinlimiizde antibiyotik kullaniminin artmasiyla orantili olarak, antibiyotik iireten
streptomisetler ile c¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Bu cinse ait iiyelerin
antibiyotik iiretmeleri; organizmalarin sporulasyon evresindeyken, ortamdaki besinin
azalmast durumunda, diger mikroorganizmalarin gelisimini engelleyip besin

sinirlamasini ortadan kaldirmak istemelerinden kaynaklanmaktadir
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(Madigan ve Martingo, 2009). Urettikleri sekonder metabolitler, dogal ortamlarinda

hayatta kalmalarin1 saglayan fonksiyonlarda 6nemli role sahiptir (Sahin, 2005).

Bakteriyel lipaz arayislarinda, sahip olduklar1 genis cesitlilikte enzim iiretimi ve
zengin sekonder metabolitleri ile Streptomisetler 6nemli bir potansiyeldir. Bu grubun
sekonder metabolit {retimleri detayli olarak arastirilmis olmasma ragmen
Streptomyces'lerle ilgili yapilmis lipaz ¢alismalari ise son derece siirlidir ve yeni

caligmalara ihtiyag vardir.

Literatiirdeki Streptomyces lipazlar1 ile yapilmis calismalardan bazilar1 asagida

verilmigtir.

Mander vd'nin (2012) yaptig1 calismada; organik solvent tolerantli Streptomyces sp.
CS133 lipazinin organik ortamda bitkisel yaglarin enzimatik transesterifikasyonu
arastirllmistir. Streptomyces sp. CS133'in lipaz1 saflastirilmis, molekiiler agirhig

belirlenmis ve karakterize edilmistir.

Aly vd'nin (2012) yaptig1 calismada yag ile kontamine edilmis topraktan izole
edilmis ve genetik olarak gelistirilmis Streptomyces LP10 lipazi saflastirilmis ve
molekiiler agirlig1 belirlenmistir. Large vd'nin (1999) yaptig1 ¢alismada Streptomyces
lividans, Streptomyces clavuligerus, Streptomyces coelicolor ve Streptomyces
rimosus lipazlari arastirllmigtir.  Sommer vdnin (1997) yaptigi c¢alismada
Streptomyces cinnamomeus'un ekstraseliiler lipazinin genetik ve biyokimyasal
karakterizasyonu yapilmistir. Baska bir ¢alismada Streptomyces rimosus
ekstraseliiler lipazinin yapisal kiitle spektrometresi ile disiilfit kopriisii desen atama
metotuyla karakterizasyonu yapilmistir. Lipazin ayrica molekiiler agirligi da
belirlenmistir (Vujaklija vd., 2003).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kantitatif lipaz aktivitesinin 6l¢iilmesi

Kantitatif lipaz aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bu amagla, ISP2
agar (Bkz. Ek-1) besiyerinde 30 °C'de 7 giin gelistirilen kiiltiirden, 250 ml'lik
erlenlerdeki 100 ml ISP2 broth (Bkz. Ek-1) besiyerine inokiilasyon yapilmis ve 30
°C'de 130 rpm'de 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda izolat
Whatman 42 filtre kagidindan siiziilmiis ve elde edilen siipernatant lipaz aktivitesi

Olctimiinde kullanilmistir.

Izolatlarin kantitatif lipaz aktiviteleri, Kordel vd. (1991) tarafindan modifiye edilen
Winkler vd. (1979)'nin metodu kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Kordel tarafindan modifiye edilen metoda gore hazirlanan substrat soliisyonu bulanik
oldugu igin spektrofotometrik dlgiimde diizgiin sonuglar alinamamistir. p-NPP'nin
enzimatik hidrolizinden dolay1 agiga ¢ikan yag asitlerinin dagilmasina neden olan
Triton X-100in miktar1 arttirtlarak bulaniklik sorunu ortadan kaldirilmistir. (Gupta
vd., 2002; Sarag, 2011).

Kantitatif lipaz aktivitesinin dl¢iilmesinde kullanilan bu metot, p-NPP'nin enzimatik
hidrolizi sonucunda meydana gelen p-nitrofenol'iin ODg4;0 nm'de kolorimetrik olarak
tespit edilmesine dayanmaktadir. Spektrofotometrik yontemle lipaz aktivitesinin
belirlenmesinde kullanilan substrat soliisyonunun hazirlanmasinda A ve B
soliisyonlar1 olarak iki ayr1 soliisyon (Bkz Ek-2) hazirlanmistir. Bu iki soliisyon
karistirilarak substrat soliisyonu elde edilmistir. Bu substrat soliisyonu maksimum 2
saat stabil kalabilmektedir (Mahadik vd., 2002; Savitha vd., 2007). Bu nedenle

substrat soliisyonu her kullanim dncesi taze olarak hazirlanmistir.
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Substrat soliisyonundan 9 ml alimarak 1 ml siipernatant ile karigtirtlmis ve
calkalamali inkiibatorde 30 °C'de 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
OD410 nm'de absorbans degeri Ol¢iilerek lipaz aktivitesi hesaplanmistir. Kor olarak
substrat soliisyonu kullanilmistir. Bir lipaz tinitesi (U), dakikada 1 umol p-nitrofenol

aci18a c¢ikaran enzim miktari olarak tanimlanmustir.

2.1.1. p-nitrofenol standart egrisinin hazirlanmasi

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde standart olarak p-nitrofenol (Sigma, N7660)
kullanilmistir. Standart egriyi ¢izmek i¢in pH 8.0 tamponu kullanilarak derisimi
bilinen (10 mM) p-nitrofenol'den seri standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ODayig
nm'deki absorbans degerlerine karsilik gelen regresyon grafiginden elde edilen egim

degeri asagidaki formiile yerlestirilerek enzim aktivitesi U/ml olarak hesaplanmustir.

Aktivite (Uiml/dk) = AC X VLX SF

T(dk) X Vg
AC: Absorbans/egim

Ve: Enzim hacmi
T(dk: Zaman
V+: Toplam reaksiyon hacmi

SF: Seyreltme faktori

2.2. Streptomyces lienomycini 350-2 Susu Tarafindan Uretilen Lipazin (LipS350-
2) Kismi Olarak Saflastirilmasi

Oncii ¢alismalar sonucunda yiiksek lipaz aktivitesi gdsteren, Mugla Sitki Kogman
Universitesi Kiiltiir Koleksiyonu’na dahil S. lienomycini 350-2 susu tarafindan
tiretilen lipaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, ultrafiltrasyon ve jel
filtrasyon kromatografisi kullanilarak kismi olarak saflagtirilmis ve her basamakta

lipaz aktivitesi 6l¢iilmiistiir.
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2.2.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Saflagtirmanin ilk basamagi olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir. Sus I1SP2
broth besiyerine inokiile edilmis, 30 °C'de 130 rpm'de 7. giine kadar inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltir Whatman 42 filtre kagidindan

sliziilmiis ve siipernatant kismi saflagtirmada kullanilmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde, lipazin maksimum olarak ¢okebildigi pH'y1 tespit
etmek amaciyla pH 4 ile 11 arasindaki degerlerde, % 70'lik amonyum siilfat
konsantrasyonunda ¢oktiirme islemi yapilmis ve her pH degeri i¢in spektrofotometrik

yontemle lipaz aktivitesi 0l¢tilmiistiir.

Elde edilen aktivite degerlerine gore lipazin maksimum olarak ¢oktiigii pH degeri
tespit edilmistir. Maksimum lipaz aktivitesinin Ol¢iildiigii pH degerinde enzimin
maksimum olarak ¢okebildigi amonyum siilfat konsantrasyonunu tespit etmek
amaciyla % 40-90 arasindaki amonyum siilfat konsantrasyonlarinda ¢oktiirme iglemi

yapilmis ve lipazin en iyi ¢okebildigi konsantrasyon belirlenmistir.

Coktiirme islemi i¢in slipernatanta kati haldeki amonyum siilfattan ¢oktiirme ig¢in
gerekli olan miktar soguk ortamda yavas yavas karigtirilarak ilave edilmistir. Daha
sonra karigtirma islemine ¢alkamali inkiibatorde +4°C de 130 rpm'de 1 saat devam

edilmistir.

1 saatin sonunda protein ¢ozeltisi 10 000 rpm'de +4 °C'de 30 dakika santrifiij edilerek
sipernatant uzaklastirilmigtir.  Pellet uygun miktardaki 50 mM pH 8.0 Tris-HCI

tampon i¢inde ¢oziilmiistiir.

2.2.2. Diyaliz

Diyaliz isleminde kullanilacak olan diyaliz membran kullanilmadan 6énce 10 mM pH
7.5 EDTA igerisinde 30 dakika kaynatilmistir. Daha sonra membran 1 mM pH 7.5
EDTA igerisinde +4 °C'de saklanmustir.

Diyaliz membran istenilen miktarda kesilmis ve distile su ile iyice yikanmistir.

Diyaliz membranin bir ucu diyaliz klipsi ile sikica tutturulmustur.
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Omek diyaliz membranin igerisine aktarilmistir. Diyaliz membranm diger ucu, bir
miktar bosluk ve hava birakilarak diyaliz klipsi ile sikica tutturulmustur. Hazirlanan
diyaliz membran1 50 mM pH 9.0 Tris-HCI tamponu(Bkz. Ek-3) iginde, 80 rpm'de
calkalayici inkiibatérde, +4 °C'de gece boyunca (yaklasik 16-18 saat) birakilarak

tuzun uzaklastirilmasi saglanmstir.

2.2.3. Ultrafiltrasyon

Diyaliz sonucu elde edilen enzim soliisyonu 5 kDa'luk santrifiigal filtre (Amicon
Ultra-15 Centrifugal Filter Units, Millipore) ile 6000 RPM'de, +4 °C'de 30 dk/15 ml

santrifiijlenerek konsantre edilmistir.

2.2.4. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Ultrafiltrasyon sonucu elde edilen protein ¢ozeltisi, jel filtrasyon kromatografisi ile

kismi olarak saflagtirilmastir.

Jel filtrasyon kromatografisinde Sephacryl S-100 HR (GE Healthcare, 17-0612-10)
kolonu kullanilmistir. Kolon protein purifikasyon sisteminde (Acta Prime Plus), 50
mM pH 8.0 Tris-HCI tamponu (Bkz. Ek-3) ile bir giin boyunca yikanmistir. Daha
sonra konsantre protein soliisyonu kolona yiiklenmis ve 50 mM pH 8.0 Tris-HCI
tamponu ile ylritiilmustir. 4'er ml hacimde fraksiyonlar toplanmis ve bu

fraksiyonlardaki lipaz aktivitesi spektrofotometrik metot ile belirlenmistir.

Yiiksek lipaz aktivitesi goriilen fraksiyonlar birlestirilmis ve % 16Tk SDS-PAGE'de

yiriitiilmiistlir. Ayrica proteinin molekiiler agirligi belirlenmistir.

2.3. Protein Miktarinin Kantitatif Olarak Belirlenmesi

Cesitli saflastirma basamaklarinda elde edilen fraksiyonlardaki protein miktari,

Bradford Protein Tayin Yo6ntemi'ne gore belirlenmistir (Bradford, 1976).
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Temiz bir tiiplin i¢ine protein 6rneginden 50 pl alinip iizerine 750 pl saf su ilave
edilmistir. Bunun iizerine 200 pl Bradford reaktifi (Sigma, B6916) ilave edilmis ve
kanstirllmistir. 5 dakikalik reaksiyondan sonra, mikro kiivetler kullanilarak, 595 nm'
de absorbans degeri alinmistir. Elde edilen absorbans degerlerinden, BSA (Bovine
Serum Albumin) kullanilarak hazirlanan standart egriye gore total protein miktarlari

belirlenmistir.

2.3.1. BSA standart egrisinin hazirlanmasi

Protein miktarmin belirlenmesinde standart olarak bovin serum albumin (BSA)
kullanilmigtir. BSA (Appli Chem, A1391)'dan 0.2 mg/ml konsantrasyonda stok
sollisyon hazirlanmistir. Pipet ile 5, 10, 20, 30, 40 ve 50 ul BSA (0.2 mg/ml) test
tiiplerine alinmis ve her biri distile su ile 800 pl'ye tamamlanmistir. Bunlarin {izerine
200 pl Bradford reaktifi ilave edilmis ve karistirilmistir. 5 dk sonra, 595 nm'de
spektrofotometrede absorbans degerleri alinmigtir. Elde edilen absorbans degerleri
grafige aktarilarak BSA standart egrisi elde edilmis ve bu grafigin egim degeri

protein miktarinin hesaplanmasinda kullanilmistir.

2.4. Protein ve enzim ile ilgili hesaplamalar

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

hesaplanmustir.

Protein (mg/ml) = Absorbans (sg5y / Egim x Seyreltme Faktori
1000

Toplam Protein (g = Protein x Toplam Hacim

Toplam Aktivite (yy = Lipaz Aktivitesi x Toplam Hacim

Spesifik Aktivite umg = Toplam Aktivite

Toplam Protein
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Uriin Verimi = O Basamakta Olciilen Toplam Aktivite x 100

[k Basamakta Okunan Toplam Aktivite

Saflastirma Katsayis1 = Olgiilen Spesifik Aktivite

[Ik Okunan Spesifik Aktivite

2.5. Saflastilan enzimin molekiiler agirh@imin belirlenmesi

Proteinleri molekiiler agirliklarina gore ayirma ilkesine dayanan SDS-PAGE enzim
calismalarinda en c¢ok kullanilan elektroforetik yontemdir (Copeland, 2000).
Calismada proteinin molekiiler agirligina gore ayirmmi SDS-PAGE teknigi ile
Laemmli (1970)'ye gore yapilmistir.

Protein &rneklerinden 1.5 ml'lik ependorf tiiplerine 50 pl alinmugtir. Orneklerin
tizerine 30 pl 6rnek tamponu (Bkz. EK-D) eklenmis ve iyice karismasi saglanmistir.
Elde edilen siispansiyonlar  95-100 °C sicakliktaki kaynar suda 3 dakika
bekletilmistir.

Aparatin camlar1 (0.75mm x 16cm x 21cm) alkolle i1yice temizlenip kurulandiktan
sonra aralarina plastik ayiric1 yerlestirilmistir. Islem sonunda plastik ayirici, 2 cam
arasinda kalmis ve arada bosluk olusmas1 saglanmistir. Aparat hazirlandiktan sonra
onceden hazirlanmis olan % 16k aymrict jel (Bkz. EK-D) iki cam arasina
dokiilmiistiir. Burada jelin hava ile temasini kesmek igin iizeri tamamen saf su ile
doldurulmustur. Jelin polimerize olmasi i¢in yaklagik 30 dakika beklenmistir. Ayirici
jel polimerize olduktan sonra {izerindeki saf su bosaltilmis ve bunun yerine % 4'liikk
yigma jel ilave edilmistir. Bu islemden sonra yigma jel igerisine plastik tarak
yerlestirilerek orneklerin (Bkz. Ek-D) yiiklenecegi kuyucuklar hazirlanmigtir. Tim
bu islemler esnasinda jelin icinde ve arasinda hava kabarciklarinin olmamasina

dikkat edilmistir.

Jel polimerize olduktan sonra tarak ¢ikarilmis ve ¢ukurluklarin i¢i yiirlitme tamponu
(Bkz. Ek-D) ile yikanmustir. Elektroforez tankinin i¢i de yiirlitme tamponu ile
doldurulmustur.
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Hazirlanan jeldeki kuyucuklardan birine molekiiler agirligi bilinen markir (MBI
Fermentas, SMO0431), diger kuyucuklara da elde edilen protein &rnekleri
yiiklenmistir.

Yiiklenmis ornekler 200 Volt, 80 miliamperde elektroforeze tabi tutulmustur. Daha
sonra izleme boyasina bakilarak jelin altinda 1.5 cm mesafe kalinca elektroforez
durdurulmustur. Elektroforezden sonra jel camlarin arasindan dikkatlice ¢ikarilarak

boyama soliisyonunda (Bkz. EK-D) 1-2 saat bekletilmistir.

Boyama isleminden sonra boya ¢ikarici soliisyona alinarak birkag sefer yikanmis ve
bu soliisyonda bir gece bekletilmistir. Bu islemlerle protein bantlarinin boyanmasi ve
gorlinlir hale gelmesi saglanmistir. Protein bantlar1 tamamen goriiniir hale gelince
jeldeki protein bantlar1 goriintiilenmis ve olusan bantlar 116.0, 66.0, 45.0, 35.0, 25.0,
18.4, 14.4 kDa'lik markir (MBI, Fermentas, SM0431) bantlari ile karsilagtirilarak

proteinin molekiiler agirlig1 belirlenmistir.

2.6. Saflastirillan Enzimin Karakterizasyonu

Saflastirilan lipaz enzimi ¢esitli 6zellikleri ile karakterize edilmistir. Bu amagcla, elde
edilen lipazin optimum pH ve sicaklik degerleri belirlenmis, enzim aktivitesi
tizerinde sicakligin, pH'nin, gesitli alkollerin etkisi, enzimin substrat spesifitesi ve

depolanma stabilitesi belirlenmistir.

Karakterizasyon agsamasindaki tiim lipaz aktivite l¢iimleri p-NPP'nin substrat olarak
kullanildig1 spektrofotometrik metot ile 410 nm'de yapilmistir (Winkler vd., 1979;
Kordel vd., 1991; Gupta vd., 2002).

2.6.1. Optimum pH'nin belirlenmesi

Optimum pH'nin  belirlenmesinde  spektrofotometrik  ve titrimetrik  metot

kullanilmastir.
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2.6.1.1. Spektrofotometrik metot ile optimum pH'nin belirlenmesi

Lipazin en yiiksek aktivite gosterdigi pH'y1 belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada,
pH'lar1 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 ve 10.6 olan 50 mM'lik farkli tamponlar (Bkz. Ek-
3) kullanilarak substrat soliisyonlari hazirlanmistir. pH 5.0-6.0 araliginda sitrat-fosfat
tamponu, pH 7.0-9.0 araliginda Tris-HCI tamponu, pH 10.0-10.6 araliginda da glisin-
NaOH tamponu kullanilmistir.

Farkli pH degerlerindeki substrat soliisyonundan 9 ml almmarak 1 ml enzim ile
karistirtlmis ve 30 °C'de 30 dakika, 130 rpm'de inkiibe edilmis ve lipaz aktiviteleri

spektrofotometrik yontemle belirlenmistir.

2.6.1.2. Titrimetrik metot ile optimum pH'nin belirlenmesi

Optimum pH'nin belirlenmesinde zeytinyagi emiilsiyon yontemi kullanilmis ve agiga
cikan yag asitleri titrimetrik metot ile belirlenmistir. Bu amagla pH'lar1 5.0, 6.0, 7.0,
8.0, 9.0 ve 10.0 olan 50 mM'lik farkli tamponlar (Bkz. Ek-3)hazirlanmustir.. pH 5.0-
6.0 araliginda sitrat-fosfat tamponu, pH 7.0-9.0 araliginda Tris-HCI tamponu, pH
10.0 i¢in de glisin-NaOH tamponu kullanilmigtir. Tampona % 10 oraninda
zeytinyag1 ve emiilsifiyer olarak % 5 oraninda Triton X-100 ilave edilerek homojen
bir sekilde karistirllmistir. Ko6r olarak enzim icermeyen substrat soliisyonu
kullanilmistir. Elde edilen substrat soliisyonundan 10 ml alinmis ve igerisine 1 ml
enzim ilave edilerek 30 °C sicaklikta, 130 rpm'de 30 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun sonunda reaksiyon etanol + aseton karisimi ile durdurulmus ve ortama
2-3 damla fenol ftalein (% 1'lik) ilave edilmistir. Ortamda agiga ¢ikan yag asitleri
0.05 M NaOH titre edilerek belirlenmistir. Enzim aktivitesi asagidaki formiile gore

hesaplanmastir.

U/ ml enzim= (NaOH)(NaOH'in Molaritesi)(1000)(T)(df)

(Ve)
NaOH: Ornek i¢in harcanan NaOH (ml)- K&r igin harcanan NaOH (ml)

1000: Mililitreyi mikrolitreye doniistiirmek i¢in
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T: 2 (30 dk'lik reaksiyon siiresini 1 saate doniistiirmek icin) (Unite tanimlamasi)
df: Diltisyon faktorii
VE: Kullanilan enzim hacmi (ml)

Lipazin en 1yi aktivite gosterdigi pH degeri, bu asamadan sonra yapilan tiim aktivite

testlerinde optimum pH olarak kullanilmistir.

2.6.2. Optimum sicakhigin belirlenmesi

Lipazin en yiiksek aktivite gosterdigi reaksiyon sicakligini belirlemek amaciyla; 4,
10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 °C sicakliklarda lipaz aktiviteleri ol¢lilmiistiir. Aktivite
Ol¢iimiinde lipazin en iyi aktivite gosterdigi pH tamponu ile hazirlanan substrat

soliisyonu kullanilmustir.

Lipazin en iyi aktivite gosterdigi sicaklik degeri bundan sonraki tiim aktivite

testlerinde optimum sicaklik olarak kullanilmistir.

2.6.3. pH stabilitesinin belirlenmesi

pH stabilitesinin belirlenmesi igin lipaz, pH'lar1 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 ve 11.0
olan 50 mM'lik farkli tamponlar (Bkz. Ek-3) ile 1: 1 oraninda karistirilarak 30 °C
sicaklikta, 130 rpm'de 1 ve 2 saat On inkiibasyona tabi tutulmustur. pH 5.0-6.0
araliginda sitrat-fosfat tamponu, pH 7.0-9.0 araliginda Tris-HCI tamponu, pH 10.0-
11.0 araliginda da glisin-NaOH tamponu kullanilmistir. Kontrol olarak ayni deneysel
kosullar altinda tampon igermeyen Ornekler kullanilmistir. 1 ve 2 saatlik 6n
inkiibasyonun sonunda spektrofotometrik metot ile lipaz aktivitesi Ol¢iilmiis ve
lipazin hangi pH'da ne oranda stabil kalabildigi belirlenmistir. Kontrolden elde edilen
degerler % 100 kabul edilip diger degerler kontrole gore kiyaslanarak kalan aktivite

degerleri hesaplanmustir.
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2.6.4. Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

Sicakligin lipaz stabilitesine olan etkisinin belirlenmesinde lipaz 4, 10, 20, 30, 40,
50, 60 ve 70 °C sicakliklarda 1 ve 2 saat on inkiibasyona tabi tutulmustur. Kontrol
olarak aymi deneysel kosullar altinda 6n inkiibasyon yapilmayan enzim sollisyonu
kullanilmistir. 1 ve 2 saatlik 6n inkiibasyonun sonunda spektrofotometrik metot ile
lipaz aktivitesi 6l¢iilmiis ve lipazin hangi sicaklikta ne kadar oranda stabil kalabildigi
belirlenmistir. Kontrolden elde edilen degerler % 100 kabul edilip digerleri kontrole

gore kiyaslanarak kalan aktivite degerleri hesaplanmustir.

2.6.5. Cesitli alkollerin lipaz aktivitesine olan etkisinin belirlenmesi

Cesitli alkollerin (metanol, etanol ve izopropanol) lipaz aktivitesine olan etkisinin
belirlenmesinde enzim alkoller ile 1:1 oraninda karistirilarak 30 °C sicaklikta, 130
rpm'de 1 ve 24 saat 6n inkiibasyona tabi tutulmustur. Kontrol olarak ayni deneysel
kosullar altinda herhangi bir alkol ile 6n inkiibasyona tabi tutulmayan enzim
kullanilmistir. On inkiibasyon sonunda lipaz aktivitesi p-NPP' nin substrat olarak
kullanildigi  spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir. Kontrolden elde edilen
degerler % 100 kabul edilip digerleri kontrole gore kiyaslanarak kalan aktivite

degerleri hesaplanmistir.

2.6.6. Alkollerin cesitli konsantrasyonlarimin lipaz aktivitesine olan etkisinin

belirlenmesi

Alkollerin  ¢esitli  konsantrasyonlarinin  lipaz  aktivitesine olan etkisinin
belirlenmesinde enzim % 2.5, 5, 10, 15, 25, 50' lik konsantrasyonlarda alkol ile
karigtirilmis ve 30 °C sicaklikta 130 rpm' de 1 saat 6n inkiibasyona tabi tutulmustur.
Kontrol olarak alkol ile 6n inkiibasyona tabi tutulmayan enzim soliisyonu
kullanilmistir. On inkiibasyon sonunda lipaz aktivitesi p-NPP'nin substrat olarak
kullanildig1 spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir. Kontrolden elde edilen
degerler % 100 kabul edilip digerleri kontrole gore kiyaslanarak kalan aktivite

degerleri hesaplanmustir.
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2.6.7. Alkollerin cesitli 6n inkiibasyon siirelerinde lipaz aktivitesine olan

etkisinin belirlenmesi

Lipaz, % 50'lik konsantrasyonda alkoller ile karistirilmis ve 30 °C sicaklikta 130 rpm’
de 1, 12, 24, 36, 48, 60 saat 6n inkiibasyona tabi tutulmustur. Kontrol olarak alkol ile
on inkiibasyona tabi tutulmayan enzim soliisyonu kullanilmistir. On inkiibasyon
sonunda lipaz aktivitesi p-NPP'nin substrat olarak kullanildigi spektrofotometrik
yontem ile belirlenmistir. Kontrolden elde edilen degerler % 100 kabul edilip

digerleri kontrole gore kiyaslanarak kalan aktivite degerleri hesaplanmistir.

2.6.8. Lipazin substrat spesifitesinin belirlenmesi

Lipazin substrat spesifitesinin belirlenmesinde ¢esitli yag asidi zincir uzunluklarina

sahip dogal (zeytinyag1, aycigcegi yagi ve atik yag) ve sentetik substratlar

(p-NPP, p- nitrofenil biitirat (p-NPB) ve p- nitrofenil oleat (p-NPO)) kullanilmastir.
Lipazin ¢esitli p-nitrofenil esterlerine karst  spesifitesinin  belirlenmesinde
spektrofotometrik, dogal substratlara karsi spesifitesinin belirlenmesinde ise
titrimetrik metot kullanilmistir. En yiiksek lipaz aktivitesi goriilen dogal ve sentetik
substratlrain aktivitesi % 100 olarak kabul edilmis ve diger aktiviteler bu degerle

kiyaslanarak kalan aktivite degerleri hesaplanmaistir.

2.6.9. Lipazin depolanma stabilitesinin belirlenmesi

Lipazin depolanma stabilitesinin belirlenmesinde lipaz +4 °C'de 30.giine kadar
saklanmistir. S'er giin araliklarla lipaz aktivitesi belirlenmistir. Baslangigtaki lipaz
aktivitesi % 100 olarak kabul edilmis ve diger gilinlerdeki aktiviteler

baslangigtakiaktivite ile kiyaslanarak kalan aktivite degerleri hesaplanmustir.
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2.7. Lipazin Biyodizel Uretim Kapasitesinin ve Endiistriyel Uygulanabilirliginin

Belirlenmesi

Lipazin transesterifikasyon kapasitesi Kkalitatif olarak belirlenerek biyodizel
tiretiminde kullanilabilirligi arastirilmistir. Biyodizel iiretim reaksiyonu Yang vd.
(2009)'un metodunun modifikasyonu ile gergeklestirilmistir (Ayaz, 2011; Yoo vd.,
2011). Reaksiyon sonucu elde edilen {irlindeki mono, di ve trigliserit, serbest yag

asidi ve yag asidi alkil ester igerigi kalitatif olarak TLC ile belirlenmistir.

Biyodizel reaksiyonu, metanol ve etanol varliginda ayr1 ayri gergeklestirilmistir. 7.89
ml ticari zeytinyagi ile 0.99 ml alkol ve katalizor olarak da 2.6 ml lipazin kapakli
cam tiipte karistirtlmasiyla baslatilmis ve 40 °C sicaklikta 200 rpm' de 48 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. Pozitif kontrol olarak biyodizel tiretiminde endiistriyel

olarak kullanilan Novozym 435 (Candida antarctica lipaz B) kullanilmistir.

Biyodizel reaksiyonu ayrica aygicek yagi ve atik yag kullanilarak da tekrarlanmustir.

2.7.1. Reaksiyon iiriinlerinin ince tabaka kromatografisi (TLC) ile analizi

Biyodizel tretiminin sonunda reaksiyon karisimindan 200 pl 6rnek aliarak, 1 ml
hekzan ile 2 dk ekstrakte edilmis ve 10000 rpm' de 15 dk santrifiijlenmistir.
Santrifiijleme islemini takiben iist fazdan 10 pl alinarak ince tabakaya yiiklenmistir.

Standart olarak metil oleat (% 99) kullanilmistir.

Ince tabaka kromatografisinde hareketli faz olarak hekzan/etil asetat/asetik asit
(90:10:1) kullamlmstir. Ornekler ince tabakada vyiiriitiildiikten sonra tabaka agik

havada kurutulmus ve iyot buharinda belirgin hale getirilerek gozlenmistir.
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3. BULGULAR VE iRDELEME

3.1. LipS350-2'nin Kismi Olarak Saflastirilmasi

S. lienomycini 350-2 susu ISP2 broth besiyerine inokiile edilmis, 30 °C' de 130
rpm'de 7. giine kadar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda Whatman 42

filtre kagidindan siiziilmiis ve slipernatant kismi saflastirmada kullanilmistir.

Elde edilen siipernatanta, pH 8.0'de ve % 90 amonyum siilfat konsantrasyonunda
coktiirme islemi uygulanmistir. Coktiirme isleminden sonra protein ¢ozeltisi
santriifiijlenerek siipernatant uzaklagtirtlmigtir. Pellet 50 mM pH 9.0 Tris-HCI
tamponu ile ¢oziillerek diyaliz membranina aktarilmigtir. Hazirlanan diyaliz
membrani (3 nm por ¢apli) 50 mM pH 9.0 Tris-HCI tamponu i¢inde, +4 °C'de gece

boyunca (yaklasik 16-18 saat) birakilarak tuzun uzaklastirilmasi saglanmstir.

Diyaliz sonrasinda elde edilen enzim soliisyonu ultrafiltrasyon ile yogunlastirilmistir.
Konsantre edilen enzim soliisyonu Sephacryl S-100 HR jel filtrasyon kolonuna
yiiklenmistir. Jel filtrasyon kromatografisinde elde edilen fraksiyonlarin UV g9

nm'deki absorbans degerleri Sekil 3.1.'de verilmistir.

Sekil 3.1. Jel filtrasyon kromatografisinde elde edilen fraksiyonlarin UV ,3, nm'deki absorbans
degerleri (Mavi: Protein, Kirmiz:: iletkenlik)
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Elde edilen fraksiyonlarda lipaz aktiviteleri Olgiilerek en yiiksek lipaz aktivitesi

goriilen 24- 27 aras1 fraksiyonlar birlestirilmistir.

Cesitli saflastirma basamaklarinda elde edilen fraksiyonlardaki toplam protein
miktarlari, Bradford protein tayin yontemine gore, spektrofotometrik olarak elde
edilen absorbans degerlerinden, BSA kullanilarak hazirlanan standart egriye gore

hesaplanmistir. Sekil 3.2.'"de BSA kullanilarak hazirlanan standart egri verilmistir.

y =0,0253x
0,3 1 R? = 0,994
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 1
0,05 -

0.D. (595 nm)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
BSA (2 mg/ml)

Sekil 3.2. BSA standart egrisi

LipS350-2'nin her bir saflagtirma basamagindaki lipaz aktivitesi ve protein miktarlari
hesaplanmis ve toplam hacim, toplam protein, toplam aktivite, spesifik aktivite, iiriin
verimi ve saflastirma katsayist belirlenmistir (Cizelge 3.1.). Buna gore lipazin jel
filtrasyon kromatografisi sonrasi spesifik aktivitesi 1466.8 U/mg, saflagtirma verimi

% 1.170 ve saflastirma katsayis1 1.56 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 3.1. LipS350-2'nin saflastirma basamaklarindaki toplam protein, toplam

aktivite, spesifik aktivite, verim ve saflastirma katsayisi

Saflasgtirma Hacim | Toplam | Toplam Spesifik Verim | Saflastirma

Basamag (ml) Protein | Aktivite (U) | Aktivite (%) Katsayisi
(mg) (U/mg)

Ham enzim

(slipernatant) 1000 | 12.53 11782 940.303 100 1

Amonyum

stilfat ¢ok.+ 55.56 | 6.314 7785.96 1233.06 | 66.08 1.308
Diyaliz
Sephacryl S-
100 HR jel 22.22 | 0.094 137.88 1466.8 1.170 1.56
filtrasyon
kromatografisi

LipS350-2'nin kismi saflagtirma sonucunda spesifik aktivite yiikselmis ancak
verimde énemli bir diisiis meydana gelmistir. Bunun jel filtrasyon kromatogrofisinde
tampona ilave edilen NaCl'nin enzim iizerinde meydana getirdigi inhibisyondan

kaynakli oldugu diisiiniilebilir.

Enzimlerle ilgili birgok ticari uygulama her zaman enzimin homojen preparasyonuna
gerek duymamaktadir (Saxena vd., 2003; Gupta vd., 2004) fakat homojen
preparasyon etkili ve basarili bir kullanima olanak vermektedir (Saxena vd., 2003).
Saf kimyasal, farmasotik ve kozmetik gibi endiistrilerdeki final uygulamalarda
enzimin belli bir diizeyde saflagtirilmas1 gereklidir (Gupta vd., 2004). Ancak atik
sularin aritilmasi ve biyodizel tiretimi gibi endiistriyel uygulamalarda kismi olarak
saflastirilmis veya ham enzim preparatlarinin kullanilmast miimkiin olabilmektedir.
Ham enzimin kullanimi ile saflagtirmadan kaynaklanan maliyet artis1 6nemli oranda

giderilebilmektedir.

Literatiirde lipazlarla ilgili ¢cok sayida saflagtirma ¢alismast mevcuttur. P. tolaasii
lipazinin saflastirilmasinda, Sephadex G-150 jel filtrasyon kromatografisi sonrasi
enzimin spesifik aktivitesi 200 U/mg, verim % 9 ve saflastirma katsayis1 1000 olarak

belirlenmistir (Baral ve Fox, 1997). Bacillus sp. RSJ-1 lipazinin saflastiriimasinda jel
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filtrasyon sonunda enzimin spesifik aktivitesi 428.08 U/mg, verim % 19.7 ve
saflagtirma katsayis1 201.45 olarak tespit edilmistir (Sharma vd., 2002). Streptomyces
rimosus GDS(L) ile yapilan bir ¢alismada saflagtirmanin son basamagi olan FPLC
(Fast protein liquid chromatography) Mono-Q kolonunun kullanildigi kolon
kromatografisi ile lipaz saflastirilmis ve spesifik aktivitesi 436.2 U/mg, verim % 68.4
ve saflagtirma katsayist 3.6 olarak belirlenmistir (Vujaklija, 2003). Pseudomonas
aeruginosa lipazinin saflastirmasinda Sephacryl S-200 jel filtrasyon sonrasi enzimin
spesifik aktivitesi 19.285 U/mg, verim % 2.1 ve saflastirma katsayis1 21.5 olarak
hesaplanmistir (Singh ve Banerjee, 2007). P. fluorescens JCM5963'den elde edilen
organik solvent toleransli lipazin saflastirilmasinda Sephacryl S-200 jel filtrasyon
kromatografisi sonucu enzimin spesifik aktivitesi 442.1 U/mg, verim % 53.5 ve
saflastirma katsayist 13.5 olarak bulunmustur (Zhang vd., 2009).S. aureus'dan elde
edilen lipaz ile yapilan bir saflastirma ¢aligmasinda enzimin spesifik aktivitesi 4200
U/mg, verim % 23 ve saflastirma katsayis1 420 olarak belirlenmistir (Horchani vd.,
2009). P. fluorescens JCM5963'den elde edilen organik solvent toleransli lipazin
saflastirilmasinda jel filtrasyon kromatografisi kullanilmis ve enzimin spesifik
aktivitesi 442.1 U/mg, verim % 53.5 ve saflagtirma katsayis1 13.5 olarak tespit
edilmistir (Zhang vd., 2009). Staphylococcus xylosus'dan elde edilen termotolerant
wt-SXL2 ve r-SXL2 adl lipazlarin saflastirilmasinda, wt-SXL2 adli lipaz Mono-Q
kolonu kullanilarak saflastirilmis ve enzimin spesifik aktivitesi 6300 (U/mg) ve
saflagtirma katsayis1 32.5 olarak bulunmustur. r-SXL2 adli lipazin saflastiriimasinda
ise Ni-NTA afinite kromatografisi kullanilmis ve bunun sonucunda enzimin spesifik
aktivitesi 4100 (U/mg) ve saflagtirma katsayis1 3.41 olarak tespit edilmistir (Bouaziz
vd., 2011).

3.2. Molekiiler agirhigiin belirlenmesi

SDS-PAGE jeldeki kuyucuklara molekiiler agirligi bilinen marker ve elde edilen
protein Ornekleri yliklenmistir. Yiiklenmis Ornekler 200 Volt, 80 miliamperde

elektroforeze tabi tutulmustur. Daha sonrasinda boyama ve yikama iglemleri
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yapilmis ve protein bantlari tamamen goriiniir hale gelince olusan bantlar markir
bantlar1 ile karsilastirilarak lipazin molekiiler agirligi yaklasik olarak 52 kDa olarak
belirlenmistir (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. SDS-PAGE'de elde edilen protein bantlari, a) Protein markir1 b) Siipernatant, c)

Ultrafiltrasyon d) Jel filtrasyon kromatografisi

Yapilan calismalarda mikrobiyal lipazlarin molekiiler agirliklarinin ¢ok c¢esitli
oldugu goriilmektedir. Bakteriyel lipazlarla ilgili bugiine kadar yapilan ¢alismalarda
tespit edilen en kii¢iik molekiiler agirliga sahip B. thermoleovorans CCR11 lipazin
11 kDa agirligindan (Castro-Ochoa vd., 2005), bilinen en biiyiik P. tolaasii'den izole
edilmis lipazin molekiil agirligi 670 kDa'a (Baral ve Fox, 1997) kadar
degisebilmektedir.

Bunun disinda molekiiler agirligi 30-45 kDa arasinda olan ¢ok sayida lipaz izole
edilmistir (Lee ve Rhee, 1993; Lin vd., 1996; Sharma vd., 2002; Snellman vd., 2002;
Wang vd., 2009; Demir ve Tiikel, 2010; Ayaz, 2011; Show vd., 2012; Yao vd.,
2013). Molekiiler agirligi 50 kDa'dan biiyiik olan lipazlar da mevcuttur (Dharmsthiti
ve Luchai, 1999; Kanwar ve Goswami, 2002; Rahman vd., 2005; Karadzic vd., 2006;
Kandasamy vd., 2010; Sarag, 2011).
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Yapilan ¢aligmalara bakildiginda Streptomiset lipazlarinin molekiiler agirliklari114.3
ile 75 kDa arasinda degisiklik gostermektedirler (Abramic vd., 1999; Lescic vd.,
2001; Vujaklija vd., 2002; Vujaklija vd., 2003;Cote ve Shareck, 2008; Ayaz, 2011;

Mander vd 2011; Park vd., 2011; Fodil vd., 2011;Aly vd., 2012;Jiang vd., 2012;
Fodil vd., 2012;Rahulan vd., 2012;Sugimori vd., 2012; Mander vd., 2012; Yang vd.,
2012; Mander vd., 2013; Hlimaa vd., 2013; Chi vd., 2013; Ayala vd., 2013; Vennila
ve Krishnaveni, 2013).

3.3. LipS350-2'nin Karakterizasyonu

Enzimin sahip oldugu ¢esitli 6zellikler belirlenerek karakterize edilmistir. Biyodizel
tiretimi i¢in kullanilabilecek ideal bir lipazin genis pH ve sicaklik araliklarinda aktif
ve stabil olmali, genis substrat spesifitesine sahip olmali ve alkollerin varliginda
stabil kalabilmelidir. Ayrica verimli olarak kullanilabilmesi i¢in depolanabilir bir

enzim olmalidir.

Bu nedenle LipS350-2'nin optimum pH ve sicaklik degerleri belirlendikten sonra, pH
ve sicaklik stabiliteleri, cesitli alkollerin farkli konsantrasyon ve inkiibasyon
stirelerinde enzim aktivitesi iizerindeki etkileri belirlenmistir. Ayrica enzimin

substrat spesifitesi ve depolanma stabilitesi de tespit edilmistir.

3.3.1. Optimum pH

LipS350-2'nin degisik pH degerlerindeki aktivitesi spektrofotometrik ve titrimetrik
olarak belirlenmistir. Spektrofotometrik yontem ile 6l¢iilen enzim aktiviteleri Cizelge
3.2.'de ve titrimetrik olarak oOlgiilen aktivite degerleri Cizelge 3.3.'de verilmistir.
Olgiimler sonucunda enzimin optimum pH degeri 9.0 olarak belirlenmistir. pH
9.0'daki aktivite degeri % 100 kabul edilmis ve diger pH degerlerindeki aktiviteler
buna oranlanarak kalan aktivite degerleri hesaplanmistir (Sekil 3.4. ve Sekil 3.5.).
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Cizelge 3.2. LipS350-2'nin cesitli pH degerlerinde spektrofotometrik olarak

belirlenen aktivitesi

pH Enzim Aktivitesi (U/ml)
5.0 0.218
6.0 1.084
7.0 1.824
8.0 6.65
9.0 7.578
10.0 0.025

Cizelge 3.3. LipS350-2'nin ¢esitli pH degerlerinde titrasyon ile belirlenen

aktivitesi
pH Enzim Aktivitesi (U/ml)

5.0 53
6.0 18
7.0 26.7
8.0 42
9.0 95
10.0 15
11.0 8
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Sekil 3.4. LipS350-2'nin cesitli pH degerlerinde spektrofotometrik olarak belirlenen kalan

aktivite degerleri
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Sekil 3.5. LipS350-2'nin cesitli pH degerlerinde titrasyon ile belirlenen kalan aktivite degerleri

p-nitrofenol asidik pH'lardan 6nemli olgiide etkilendigi i¢in asidik pH'larda bu
esterlerle dl¢im yapilamamaktadir (Kademi vd., 2000). Disiik pH degerlerinde yag
asitleri tam olarak iyonize olamamakta ve bu durum yanhs Olgiimlerle

sonuglanmaktadir (Gilham ve Lehner, 2005).

Bu nedenle spektrofotometrik dl¢timler sadece notral veya alkali pH degerlerinde
yapilabilmektedir ki bu degerler baz1 lipazlar i¢in optimum degildirler (Gilham ve
Lehner, 2005).
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Ancak yiiksek pH ve sicaklik degerlerinde de (Gutarra vd., 2009) p- nitrofenil
esterleri stabil olmadig: i¢in (Lin vd., 1996; Sharmavd., 2002; Salameh ve Wiegel,
2007; Gutarra vd., 2009) bu ekstrem kosullarda da p-nitrofenil esterlerinin
kullanildig1 spektrofotometrik olgiim ile saglikli sonuglar alinamamaktadir (Lin vd.,
1996; Lotrakul ve Dharmsthiti, 1997; Gao vd., 2000; Sharma vd., 2002; Kambourova
vd., 2003; Salameh ve Wiegel, 2007; Horchani vd., 2009; Sabri vd., 2009).

Bu nedenle spektrofotometrik yonteme alternatif olarak diisik ve alkali pH
degerlerinde lipaz aktivitesi zeytinyagi emiilsiyon (Gao vd., 2000; Kojima ve
Shimizu, 2003), polivinil emiilsiyon metodu (Omar vd., 1987; Kanwar ve Goswami,
2002), pH-Stat (Jaeger vd., 1994; Meyers vd., 1996; Beisson vd., 2000; Kambourova
vd., 2003) ve titrimetrik metot (lizumi vd., 1990; Sugihara vd., 1991; Makhzoum vd.,
1996; Lotrakul ve Dharmsthiti, 1997; Lescic vd., 2001; Rathi vd., 2001; Litthauer
vd., 2002; Dutta ve Ray, 2009; Horchani vd., 2009; Kandasamy vd., 2010;
Vishnupriya vd., 2010; Bayramoglu vd., 2011) kullanilarak belirlenebilmektedir.

Yapilan oOl¢iimlere gére LipS350-2'nin en iyi aktivite gosterdigi pH degeri hem

spektrofotometrik hem de titrimetrik metotta 9.0 olarak tespit edilmistir.

Bakteriyel lipazlarin en iyi aktivite gosterdikleri pH degerleri, ndtral (Dharmsthiti ve
Luchai, 1999; Lee vd., 2009; Sugimori vd., 2012; Sugimori vd., 2013) veya alkali
pH'lar (Kanwar ve Goswami, 2002; Dutta ve Ray,2009; Yoo vd., 2011; Ayaz, 2011;
Sarag, 2011) olmakla beraber asidik pH'larda maksimum aktivite gosteren cesitli

lipazlar da mevcuttur (Kandasamy vd., 2010; Ramani vd., 2010).

Yapilan ¢aligmalara bakildiginda Streptomiset lipazlarininen iyi aktiviteyi pH 7-9
arasinda gosterdigi gorillmektedir (Mander vd 2011; Park vd., 2011; Fodil vd.,
2011;Jiang vd., 2012; Fodil vd., 2012; Rahulan vd., 2012; Sugimori vd., 2012;
Mander vd., 2012; Yang vd., 2012; Mander vd., 2013; Hlimaa vd., 2013; Chi vd.,
2013; Ayala vd., 2013; Vennila ve Krishnaveni, 2013).

Spektrofotometik metot ve titrimetrik metot ile belirlenen optimum pH degeri olan
9.0 enzimin diger karakterizasyon ve stabilizasyon parametrelerinde optimum pH

degeri olarak kullanilmistir.
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3.3.2. Optimum sicakhk

LipS350-2'nin degisik sicaklik degerlerindeki aktivitesi spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmiis ve LipS350-2'nin en iyi aktivite gosterdigi sicaklik degeri 40 °C olarak
tespit edilmistir (Cizelge 3.4.). 40 °C'deki aktivite degeri % 100 kabul edilmis ve
diger sicaklik degerlerindeki aktiviteler buna oranlanarak kalan aktivite degerleri

hesaplanmistir (Sekil 3.6.).

Cizelge 3.4. LipS350-2'nin cesitli sicaklik degerlerindeki aktivitesi

Sicaklik (°C) Enzim Aktivitesi (U/ml)
4 3.680
10 4.633
20 7.006
30 7.578
40 11.782
50 7.197
60 2.066
70 1.859
110 -
~ 100 -
X 90 -
o 80 -
2 70 -
Z 60 -
X 50 -
S 40 -
& 30 -
S 20 -
! 10 .
O T T T T T T T 1
4 10 20 30 40 50 60 70
Sicakhik

Sekil 3.6. LipS350-2'nin cesitli sicaklik degerlerinde belirlenen kalan aktivite degerleri
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Bakteriyel lipazlarin optimum sicakliklar1 genellikle 30-60°C araligindadir (Kanwar
vd., 2002; Litthauer vd., 2002; Castro-Ochoa vd., 2005; Dandavate vd., 2009; Wang
vd., 2009; Zhang vd., 2009; Ramani vd., 2010; Kandasamy vd., 2010; Ayaz,
2011;Sharma vd., 2011; Sarag, 2011; Wang vd., 2011;Cao vd., 2012; Wang vd.,
2012;Abdulla ve Ravindra, 2013; Bose ve Keharia., 2013; Joshi ve Khare, 2013).
Fakat bu sicaklik degerlerin altinda (Cai vd., 2009; Sharma vd., 2011) veya iistiinde
(Castro-Ochoa vd., 2005; Horchani vd., 2009; Wang vd., 2009; Sharma vd., 2011;
Kumara vd., 2012; Stergiou vd., 2013) optimum sicaklig1 olan bakteriyel lipazlar da

mevcuttur.

Streptomisetlerle yapilan caligmalara bakildiginda bu cinse ait lipazlarinin en iyi
aktiviteyi 30-55 °C arasinda gosterdigi goriilmektedir ( Mander vd 2011; Park vd.,
2011; Fodil vd., 2011;Fodil vd., 2012; Jiang vd., 2012;Mander vd., 2012; Rahulan
vd., 2012; Sugimori vd., 2012; Yang vd., 2012; Ayala vd., 2013; Chi vd., 2013;
Hlimaa vd., 2013; Mander vd., 2013; Vennila ve Krishnaveni, 2013).

Yapilan caligmalar g6z Oniine alindigi zaman streptomisetlerden elde edilen
lipazlarin optimum pH'larimin pH 6.0-10.0 arasinda, sicakliklarimin ise ¢ok genis
aralikta 20-60°C oldugu gorilmiistir. Calismada elde edilen lipazin optimum

degerleri de bu araliklarda bulunmustur.

Belirlenen optimum sicaklik degeri olan 40 °C, enzimin diger karakterizasyon ve

stabilizasyon parametrelerinde optimum sicaklik degeri olarak kullanilmistir.

3.3.3. pH stabilitesi

Saflastirilan enzimin stabil kalabildigi pH degerleri belirlenmistir. LipS350-2'nin pH
stabilitesinin belirlenmesinde enzim ¢esitli pH'larda 1 ve 2 saat 6n inkiibasyona tabi
tutulmustur. Enzim aktivitesi optimum sartlar olarak belirlenen pH 9.0'da 40 °C'de
spektrofotometrik olarak Olcililmiistiir. Kontrolden elde edilen degerler % 100 kabul
edilip diger degerler kontrole gore kiyaslanarak kalan aktivite degerleri

hesaplanmistir (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7. LipS350-2'nin cesitli pH degerlerinde 1 ve 2 saat sonundaki kalan aktivite degerleri

LipS350-2'nin notral ve alkalin pH degerlerinde stabil oldugu saptanmistir. Enzimin
1. ve 2. saatin sonunda aktivitesini biiyiik oranda korudugu goriilmiistiir. Maksimum

stabilite pH 7.0-11.0 araliginda belirlenmistir.

Bakteriyel lipazlar pH 4.0-11.0'in iizerindeki genis pH degerlerinde stabiliteye
sahiptirler (Kojima vd., 1994; Wang vd., 1995; Khyami-Horani, 1996; Dong vd.,
1999; Sharma vd., 2011). pH 6.0-10.0 (Lin vd., 1996;Fodil vd., 2012;Rahulan vd.,
2012; Bose ve Keharia., 2013), pH 4.0-11.5 (Karadzic vd., 2006; Kumara vd., 2012;
Yoo vd., 2012) ve pH 4.0-10.0 araliginda (Lee ve Rhee, 1993; Mander vd 2013)

stabil kalabilen lipazlar mevcuttur.

3.3.4. Sicaklik stabilitesi

LipS350-2'nin  stabil kalabildigi sicaklik degerleri belirlenmistir.  Sicaklik
stabilitesinin belirlenmesi amaciyla LipS350-2'nin ¢esitli sicakliklarda 1 ve 2 saat 6n
inkiibasyona tabi tutulmus ve lipaz aktivitesi 6l¢tilmiistiir. Enzim aktivitesi pH 9.0'da
40 °C'de spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Kontrolden elde edilen degerler %
100 kabul edilip digerleri kontrole goére kiyaslanarak kalan aktivite degerleri

hesaplanmistir (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. LipS350-2'nin ¢esitli sicaklik degerlerinde 1 ve 2 saat sonundaki kalan aktivite

degerleri

Enzimin 1. ve 2. saat sonunda 4-40 °C araliginda aktivitesinin %100'den fazlasini
korudugu tespit edilmistir. Enzim aktivitesinin 50 °C'de kismen, 60-70°C'de ise

enzimin tamamen inhibe oldugu belirlenmistir.

LipS350-2'nin disiik sicakliklardaki endiistriyel proseslerde etkin bir sekilde
kullanilabilecek ozelliklere sahip olmasinin yaninda nisbeten termofilik kosullarda
da kullanima uygundur. Ancak bu enzim yiiksek termofilik kosullarda kullanima

uygun Ozellikte degildir.

Streptomiset lipazlarinin sicaklik stabilitelerine bakildiginda,20-60 °C'de (Ayaz,
2011; Mander vd 2011; Park vd., 2011; Jiang vd., 2012; Rahulan vd., 2012; Sugimori
vd., 2012; Mander vd., 2012; Yang vd., 2012; Mander vd., 2013; Hlimaa vd.,
2013;Chi vd., 2013; Ayala vd., 2013; Vennila ve Krishnaveni, 2013) ve 60-80°C'de
(Niladevi vd 2008; Fodil vd., 2011; Fodil vd., 2012) stabil lipazlar bulunmaktadir.

3.3.5. Cesitli alkollerin LipS350-2'nin aktivitesine olan etkisinin belirlenmesi

Cesitli alkollerin (etanol, metanol ve izopropanol) enzim aktivitesi iizerindeki etkileri
belirlenmistir. Enzim aktivitesi pH 9.0'da 40 °C'de spektrofotometrik olarak

ol¢tilmistiir. Kontrolden elde edilen degerler % 100 olarak kabul edilip digerleri
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kontrole gore kiyaslanarak kalan aktivite degerleri hesaplanmistir (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. LipS350-2'nin ¢esitli alkollerin varhginda kalan aktivite degerleri

Elde edilen sonuglarda LipS350-2'nin aktivitesinin, 1. ve 24. saatte etanol varliginda

metanol ve izopropanole gore daha stabil kaldigi belirlenmistir.

3.3.6. Alkollerin cesitli konsantrasyonlarimmin lipaz aktivitesine olan etkisinin

belirlenmesi

Alkollerin ¢esitli konsantrasyonlarmm LipS350-2'nin aktivitesine olan etkisinin
belirlenmesi amaciyla enzim % 2.5, 5, 10, 15, 25, 50'lik konsantrasyonlarda alkol ile
karigtirtlip 30 °C sicaklikta 130 rpm'de 1 saat on inkiibasyona tabi tutulmustur.
Enzim aktivitesi pH 9.0'da 40 °C'de spektrofotometrik olarak Ol¢lilmistiir.
Kontrolden elde edilen degerler % 100 kabul edilip digerleri kontrole gore
kiyaslanarak kalan aktivite degerleri hesaplanmistir (Sekil 3.10.).
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Sekil 3.10. LipS350-2'nin alkollerin ¢esitli konsantrasyonlarinda kalan aktivite degerleri

Yapilan ¢alisma sonucu LipS350-2'nin aktivitesinin alkol konsantrasyonunun artigi
ile azaldig1 goriilmiistiir. Tiim alkoller i¢in en iyi aktivite % 15' lik konsantrasyonda
belirlenmistir. % 10, %5, %2.5'luk konsantrasyonlarda enzim aktivitelerinin biyiik

oranda stabil kaldig1 gozlenmistir.

3.3.7. Alkollerin cesitli on inkiibasyon siirelerinde lipaz aktivitesine olan

etkisinin belirlenmesi

LipS350-2, % 50'lik konsantrasyonlarda alkoller ile karistirilarak 30 °C sicaklikta
130 rpm'de 1, 12, 24, 36, 48, 60 saat 6n inkiibasyona tabi tutulmustur. Enzim
aktivitesi pH 9.0'da 40 °C'de spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir. Kontrolden elde
edilen degerler % 100 kabul edilip digerleri kontrole gore kiyaslanarak kalan aktivite
degerleri hesaplanmistir (Sekil 3.11.).
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Sekil 3.11. LipS350-2'nin alkollerin cesitli 6n inkiibasyon siirelerinde kalan aktivite degerleri

LipS350-2'nin alkollerle 6n inkiibasyonlari sonucunda etanol varhigindaki kalan
aktivitesinin 60. saate kadar genel olarak stabil kaldigi, diger alkollerin varliginda

aktivitenin zamana bagli olarak azaldigi belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalarda bazi lipazlar tizerinde izopropanoliin (Castro-Ochoa vd., 2005;
Gaur vd., 2008; Zhang vd., 2009; Karadzic vd., 2006; Ruchi vd., 2008; Wang vd.,
2009; Cadirci ve Yasa, 2010) metanoliin (Castro-Ochoa vd., 2005; Gaur vd., 2008;
Zhang vd., 2009; Karadzic vd., 2006; Cadirci ve Yasa, 2010) ve etanoliin (Lescic
vd., 2001; Castro-Ochoa vd., 2005; Karadzic vd., 2006; Gaur vd., 2008) 6nemli

6l¢iide inhibisyon olusturdugu goriilmiistiir.

3.3.8. LipS350-2'nin substrat spesifitesinin belirlenmesi

Cesitli yag asidi zincir uzunluklarina sahip dogal (zeytinyagi, aycicegi yagi ve atik
yag) ve sentetik substratlar (p-NPP, p-NPB ve p-NPO) enzimin substrat spesifitesinin
belirlenmesinde  kullanilmigtir.  LipS350-2'ninp-nitrofenil  esterlerine  karsi
spesifitesinin  belirlenmesindepH 9.0'da 40 °C'de spektrofotometrik, dogal

substratlara kars1 spesifitesinin belirlenmesinde ise titrimetrik metot kullanilmastir.

Enzimin en yiiksek spesifiteyi dogal substratlardan atik yag, sentetik substratlardan
p-NPP'ye karsi gosterdigi tespit edilmis % 100 olarak alinmistir. LipS350-2'nin
aktivitesi zeytinyaginda % 95.2, aycicegi yaginda % 85.2 olarak, p-NPB’de % 70.62,
p-NPO’da % 39.55 olarak olciilmiistiir (Sekil 3. 12.). Lipazin atik yaglar tizerinde
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yiiksek spesifite gostermesi bu enzimin 6zellikle atik yaglardan biyodizel iiretiminde

etkili ve verimli bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

Lipaz aktivitesi %
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3.3.9. LipS350-2'nin depolanma stabilitesinin belirlenmesi

Sekil 3.12. LipS350-2'nin substrat spesifitesi

LipS350-2'nin +4 °C'deki depolanma stabilitesi belirlenmistir. Enzim aktivitesi pH

9.0'da 40 °C'de spektrofotometrik olarak oOlgiilmiistiir. 0. giindeki aktivite % 100

olarak kabul edilmis ve 5., 10., 15., 20., 25., 30., glinlerdeki aktiviteler bu degere

kiyaslanarak kalan aktivite degerleri belirlenmistir (Sekil 3.13.).
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Sekil 3.13. LipS350-2'nin +4 °C'deki depolama stabilitesi
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Calisma sonucunda LipS350-2'nin aktivitesinin +4 °C'de zamana bagl olarak, kismi
olarak azaldig1 belirlenmistir. 30. giin sonunda enzim aktivitesini %50 civarinda

korudugu tespit edilmistir.

Streptomyces lipazlar1 ile yapilmis karakterizasyon c¢alismalar1 incelendiginde bu
enzimlerin aktivite gosterdigi ve stabil kaldigi kosullarin farkli oldugu goriilmektedir
(Sommer vd., 1997; Large vd., 1999; Vujaklija vd., 2003; Aly vd., 2012; Mander vd.,
2012). Enzimlerin sahip oldugu aktivite ve stabilite degerleri endiistriyel kullanim
alanlarmin belirlenmesinde yol gosterici olmaktadir. Ozellikle genis pH ve sicaklik
araliklarinda aktif ve stabil olan, genis substrat spesifitesine sahip ve alkollerin
varliginda stabil kalabilenenzimler biyodizel uygulamalarinda onemli avantajlara
sahiptirler. LipS350-2’nin de genis pH ve sicaklik degerlerinde stabilitesini korumasi
ve alkollerin varliginda stabil kalabilmesi nedeniyle biyodizel iiretiminde

kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir.

3.4. LipS350-2'nin  biyodizel iiretim kapasitesinin ve endiistriyel
uygulanabilirliginin  belirlenmesi, reaksiyon iiriinlerinin ince tabaka

kromatografisi (TLC) ile analizi

LipS350-2'nin transesterifikasyon kapasitesinin kalitatif olarak belirlenmesi ile
biyodizel tiretiminde kullanilabilirligi belirlenmistir. Biyodizel iiretim reaksiyonu ilk
olarak zeytinyag1 ile metanol ve etanol varliginda, 40 °C’de, 200 rpm'de 48 saatte
gerceklestirilmistir. Standart olarak metil oleat, pozitif kontrol olarak biyodizel
tiretiminde endiistriyel olarak kullanilan Novozym 435 (Candida antarctica lipaz B)
kullanilmistir (Sekil 3.14.).

Biyodizel reaksiyonu ayrica aygicek yagi ve atik yaglarla da gerceklestirilmis ve
TLC sonuglari Sekil 3.15.'de verilmistir.
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Sekil 3.14. Zeytinyag ile yapilan biyodizel reaksiyonunda reaksiyon iiriinlerinin TLC ile analizi
(a): Pozitif Kontrol (Novozym 435), (b): Standart (Metil oleat), (c): zeytinyagi (metanol),
(d): zeytinyag (etanol), BD: Biyodizel, G: Gliserol, SYA: Serbest Yag Asidi, TG:
Trigliserit, DG: Digliserit, MG: Monogliserit
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Sekil 3.15. Aycicek yagi ve atik yag ile yapilan biyodizel reaksiyonunda reaksiyon iiriinlerinin
TLC) ile analizi (a): Pozitif Kontrol (Novozym 435), (b): Standart (Metil oleat), (c):
Aycicek yagi, (d): Atik yag, BD: Biyodizel, G: Gliserol, SYA: Serbest Yag Asidi, TG:
Trigliserit, DG: Digliserit, MG: Monogliserit

Zeytinyag ile gerceklestirilen reaksiyonun TLC'de elde edilen kalitatif biyodizel
sonuclarina bakildiginda, LipS350-2 tarafindan iiretilen metil ester bandinin metil
oleat standardina ve Novozym 435 tarafindan iiretilen metil ester bandina benzerlik
gosterdigi  belirlenmistir. Bu sonuglara bakildiginda LipS350-2'nin  biyodizel
tiretiminde etkili ve verimli bir sekilde kullanilabilecegi ve elde edilecek biyodizelin
metil oleat standardina yakin kalitede oldugu Ongoriilmektedir. Ayni reaksiyonun
aycicek yagi ve atik yagda da zeytinyagina yakin bir verimde gerceklesmis olmasi bu
enzimin Ozellikle atik yaglardan biyodizel iiretiminde etkili ve verimli bir sekilde
kullanilabilecegini gostermektedir. Yapilacak ileri analizlerle biyodizel iiretimi

kantitatif olarak belirlenebilmesi miimkiin olacaktir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Diinyada enerji gereksiniminin % 80'i komiir, petrol ve dogalgaz gibi fosil kaynakli
yakitlarla kargilanmaktadir. Fosil yakitlarin diinyada bilinen rezerv dagilimlari; % 68
komiir, %18 petrol ve %14 dogalgaz olarak bilinmektedir. Yapilan arastirmalara
gore: petroliin 41, dogalgazin 62, komiiriin ise onlimiizdeki 218 y1l i¢inde tilkenecegi
belirlenmistir. Gilinlimiizde artan petrol kullaniminin yani sira petrol kaynaklarinin
azalmasi, pazardaki degiskenlik ve ham petrole ulasilabilirligin sinirli olmasi, petrol
kokenli yakitlarin ciddi boyutlarda hava kirliligine neden olmas: alternatif kaynaklara

olan talebi arttirmaktadir.

Cevre dostu ya da yesil enerji tiirleri olarak adlandirdifimiz enerji kaynaklar
gelecegin enerji kaynaklari olarak ortaya ¢ikmaktadir. Gliniimiizde benzin ve dizel

yakitina alternatif yakitlar etanol ve biyodizeldir.

Bu tez caligsmasinda, biyodizel i¢in kullanilabilir istiin 6zelliklere sahip yeni bir lipaz
enziminin elde edilmesi hedeflenmistir. Oncii ¢alismalar sonucunda yiiksek lipaz
aktivitesi gosteren S. lienomycini 350-2 susu tarafindan {iretilen lipaz kismi olarak
saflastirilmis ve biyodizel icin gerekli 6zellikleri agisindan karakterize edilmistir.
Elde edilen lipazin transesterifikasyon kapasitesi Kkalitatif olarak belirlenerek

biyodizel iiretiminde kullanilabilirligi aragtirilmistir.

LipS350-2 amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, ultrafiltrasyon ve jel filtrasyon
kromatografisi ile kismi olarak saflastirilmistir. Cesitli saflastirma basamaklarinda
elde edilen fraksiyonlarda protein miktar1, Bradford Protein Tayin Yontemi'ne gore

spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Jel filtrasyon kromatografisi sonrasi enzimin spesifik aktivitesi 1466,8 U/mg,

saflastirma verimi % 1,170 ve saflastirma katsayis1 1,56 olarak hesaplanmustir.
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Saflastirilan enzimin molekiiler agirhigi SDS-PAGE yontemi ile belirlenmis ve

saflagtirilan enzimin molkiiler agirlig1 52 kDa olarak hesaplanmustir.

Saflagtirilan enzim biyodizel iretimi i¢in gerekli olan parametreler yoniiyle
karakterize edilmistir. Lipazin optimum pH ve sicaklik degerleri belirlenmistir.
Ardindan pH ve sicaklik stabiliteleri, ¢esitli alkollerin varligindaki stabiliteleri, farkl
alkollerin farkli konsantrasyonlar1 ve farkli 6n inkiibasyon siireleri kullanilarak tespit

edilmistir. Enzimin ayrica substrat spesifitesi ve depolama stabilitesi belirlenmistir.

Enzimin optimum pH degeri 9.0 ve optimum sicaklik degeri 40 °C olarak
belirlenmistir. Enzimin nétral ve alkali pH degerlerinde stabil oldugu saptanmuistir.
Enzim 1. ve 2. saatin sonunda aktivitesini biiyiikk oranda korumustur. Maksimum
stabilite pH 7.0-11.0 araliginda belirlenmistir. LipS350-2'nin 1. ve 2. saat sonunda 4-
40 °C araliginda aktivitesinin tamamini, 50 °C'de % 80 oraninda korudugu, 60-70

°C'de ise tamamen inhibe oldugu gorilmiistiir.

1. saat’in sonunda enzimin stabilitesi metanol ve izopropanolde etanole gore daha

yiiksek olmasina ragmen 24. saatte en yiiksek stabilite etanol varliginda goriilmiistiir.

Enzimin stabilitesi {izerine alkollerin % 2.5, 5, 10, 15, 25, 50'lik konsantrasyonlarinin
etkisi incelendiginde % 10, %5, % 2.5 konsantrasyonlarda enzim aktivitelerinin
yiiksek oranda stabil kaldig1 gozlenmistir. Tiim alkoller i¢in en iyi aktivite % 15'lik

konsantrasyonda belirlenmistir.

Enzim alkoller ile 1, 12, 24, 36, 48, 60 saat 6n inkiibasyona tabi tutulmus ve enzimin
etanol varhiginda 60. saate kadar yiiksek oranda stabil kaldigi, diger alkollerin

varliginda aktivitenin zamana bagli olarak azaldig1 goriilmiistiir.

LipS350-2'nin atik yaglar tiizerinde yiiksek spesifite gosterdigi belirlenmistir.
LipS350-2'nin depolanma stabilitesi incelendiginde enzimin +4 °C'de 30. giin

sonunda aktivitesini % 50 civarinda korudugu tespit edilmistir.

Ardindan saflastirilan enzimin transesterifikasyon kapasitesi belirlenerek biyodizel
tiretiminde kullanilabilirligi arastirilmistir. Biyodizel iiretiminde endiistriyel olarak
kullanilan Novozym 435 (Candida antarctica lipaz B) pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. Reaksiyon sonunda biyodizel iiretimi kalitatif olarak TLC ile

belirlenmistir.
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Biyodizel reaksiyonu zeytinyagi, aycicek vyag1 ve atik yag kullanilarak
gergeklestirilmis ve biyodizel elde edilmistir.

Sonug olarak bu calismada; biyodizel iiretiminde kullanilabilecek nitelikte yeni bir
lipaz enzimi kismi olarak saflagtirllmis ve karakterize edilmistir. Genis pH ve
sicaklik degerlerinde stabilitesini koruyan, alkollerin varliginda stabil kalabilen
LipS350-2'nin biyodizel iiretiminde kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu tespit
edilmistir. Ozellikle atik yag ile gerceklestirilen reaksiyonda biyodizel {iretiminin
saglanmast bu enzimin atik yaglardan biyodizel iiretiminde kullanilabilirligini

gostermektedir.

LipS350-2'nin atik yaglardan biyodizel iiretiminde etkili ve verimli bir sekilde
kullanilmasi ile hem atik yaglar etkili bir sekilde degerlendirilebilecegi hem de diisiik

maliyetli biyodizel iiretiminin gerceklestirilebilecegi sonucuna varilmistir.

Ulke ekonomisi icin son derece onemli olan ve enerji ihtiyacinda yurt digina
bagimlilig1 6nemli oranda azaltacak olan biyodizel iiretiminin artirilmasi, kimyasal
yontemlerle biyodizel iiretiminden kaynakli ¢evresel sorunlarin onlenmesi biiyiik
oranda enzimatik transesterifikasyonla miimkiin olacaktir. Biyodizel iiretiminde etkin
ve verimli olarak kullanilabilecek ideal bir lipaz enzimi iilke ekonomisine biiyiik
oranda katkida bulunacaktir. Bu enzimatik transesterifikasyonda atik yaglarin
kullanilmas1 halinde hem atik yaglarin neden oldugu cevresel sorunlar biiylik oranda
giderilecek hem de iilke ekonomisine kazang saglanacaktir. Calismada elde edilen
sonuglarin biyodizel endiistrisine aktarilmasi ile iilke ekonomisine 6nemli bir katki
saglayacaktir. Enzimin atik yaglarin transesterifikasyonunda kullanilabilir olmasi

ucuz hammadde ile biyodizel liretimini miimkiin kilacaktir.
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EKLER

Ek A. Calismada Kullanilan Besiyerleri

Besiyerlerinin tamami 121 °C'de otoklavda 15 dk sterilize edilmistir.

A.l. International Streptomyces Project 2 Kati1 Besiyeri (ISP2) (Merck)

Yeast Extract

Malt Extract
Dextrose
CaCOs3
Agar Agar

Distile Su

Bakterilerin gelistirilmesinde kullanilmistir.

44
10¢
49
29
209
1000 ml

pH 7.3

A.2. International Streptomyces Project 2 Sivi Besiyeri (ISP2) (Merck)

Yeast Extract

Malt Extract
Dextrose
CaCoOs3

Distile Su

Kantitatif lipolitik aktivite analizi i¢in kiiltiiriin gelistirilmesinde kullanilmistir.
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49
109
49
29
1000 ml



Ek B. Calismada Kullamilan Boya ve Soliisyonlar

Substrat Soliisyonu

A soliisyonu

p-NPP (Sigma)

Izopropil alkol (Merck)

B soliisyonu

Arabic Gum (Merck)
Triton X-100 (Merck)
Tris-HCI (50 mM, pH 8.0)

A ve B soliisyonlar1 karistirilarak iyice ¢alkalanir.

30 mg

10 mi

0.1¢g
2 ml

90 ml

[zolatlarin ekstraseliiler lipaz aktivitelerinin kantitatif dl¢iimiinde kullanilmistir.
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Ek C. Calismada kullanilan tamponlar

50 mM Sitrat Fosfat Tamponu
Sitrik asit ¢ozeltisi (0.2 M) 12.15 mi
Dibazik sodyum fosfat ¢ozeltisi (0.2 M) 12.85 mi

Son hacim distile su ile 100 ml'ye tamamlanur.

pH 5.0
50 mM Sitrat Fosfat Tamponu
Sitrik asit ¢ozeltisi (0.2 M) 8.95 ml
Dibazik sodyum fosfat ¢6zeltisi (0.2 M) 16.05 mi
Son hacim distile su ile 100 ml'ye tamamlanur.
pH 6.0
50mM Tris-HCI Tamponu
Tris-HCI (Sigma) 7.28 ¢
Trizma Base (Sigma) 04749
Distile su 1000 ml
pH 7.0
50mM Tris-HCI Tamponu
Tris-HCI (Sigma) 444
Trizma Base (Sigma) 2.65¢
Distile su 1000 ml
pH 8.0
50mM Tris-HCI Tamponu
Tris-HCI (Sigma) 0.76 g
Trizma Base (Sigma) 54749
Distile su 1000 ml
pH 9.0
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50 mM Glisin-NaOH Tamponu
Glisin ¢ozeltisi (0.2 M)

NaOH ¢ozeltisi (0.2 M)

Son hacim distile su ile 100 ml'ye tamamlanir.

50 mM Gilisin-NaOH Tamponu
Glisin ¢ozeltisi (0.2 M)

NaOH ¢ozeltisi (0.2 M)

Son hacim distile su ile 100 ml'ye tamamlanur.

12.5 ml

8.0 ml

pH 10.0

12.5ml

13.375 ml

pH 11.0

pH 5-11 arasi tim tamponlar, izolatlarin ekstraseliiler lipaz aktivitesininkantitatif

olarak belirlenmesinde ve lipazin karakterizasyonunda kullanilmistir.
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Ek D. SDS- PAGE'de kullanilan jel, tampon ve soliisyonlar

Separating jel (Ayirica Jel) (% 16)

Acryl-Bisacryl (% 40) 6 ml
Distile su 2.6 ml
1.5M Tris.HCI. (pH: 8.8) 8.0 mi
SDS (%10) 150 wl
Amonyum persulfat (APS) % 1'luk 300 pl
TEMED 6.25 pl
Separating jel buffer 5.65 ml

Separating jel buffer

Tris-base 72.7¢

SDS 069

200 ml'ye distile su ile tamamlanir, pH=8.45 olacak sekilde HCl ile ayarlanir.

Stacking Jel (Yigma Jel) (% 4'liik)

Acryl-Bisacryl (% 40) 0.6 ml
Stacking jel buffer 2.1 mil
Distile su 2.7 ml
SDS (%10) 62.5 ul
Amonyum persulfat (APS) % 1'luk 250 ul
TEMED 2.5 ul

Stacking Jel Buffer

Tris-base 7279

SDS 069

200 ml'ye distile su ile tamamlanir, pH=8.45 olacak sekilde HCI ile ayarlanir.
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Running Buffer (1x) (Yiiriitme Tamponu) ( pH 8.3)

Trizma-base
Glisin
SDS

Distile su

Sample Buffer (Ornek Tamponu) (10 ml)
Trizma-Base (1 M) (pH 8.9)

SDS (% 10'luk)
Gliserol
[-merkapto etanol
Brom fenol mavisi

Distile su

Staining Solution (Boyama Soliisyonu)
Coomassie Brilliant Blue R 250

Izopropil alkol
Asetik asit
Distile su

Destaining Solution (Boya Cikarici Soliisyon)

Izopropil alkol
Asetik asit

Distile su

Saklama Soliisyonu
Asetik asit

Distile su
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3.63¢
1440 ¢
10g

1000 mi

1.6 ml
4.0 mi
2.0 mi
1.0 mi
4.0 mg

1.4 ml

15g
250 ml
100 ml

650 ml

250 ml
100 ml

650 ml

100 mli

900 ml



Kisisel Bilgiler
Ad Soyad

Uyruk

OZGECMIS

:Burak Sen

:T.C.

Dogum Yeri ve Tarihi: 02/05/1985

Medeni Hali : Bekar
Telefon : 0 555 869 3089
E-posta : buraksn@hotmail.com
Egitim
Alman Derece Aldig1 Kurum/Universite Mezuniyet Y1l
Lise Mugla Anadolu Lisesi 2006
Lisans Mugla Sitk1 Kogman Universitesi 2011
Yiiksek Lisans Mugla Sitk1 Kogman Universitesi 2014
is Tecriibesi
Yil Yer Pozisyon/gorev
2013 Nova Laboratuvar ve Miihendislik Biyolog
Yayinlar

e Sarac, N. and Sen, B. (2014) Antioxidant, mutagenic, antimutagenic
activities, and phenoliccompounds of Liquidambar orientalis Mill. var.
orientalis. Industrial Crops and Products 53 60— 64

e Sarac, N., Boran, R., Ugur, A., Sen, B., Ceylan, O.(2013)Cytotoxicity and
Mutagenic  Activity of the

Rosy Hull

of Pistacia vera from

Turkey.ICOEST'2013 — CAPPADOCIA. Urgup, Turkey, June 18-21.

e Bas Sermenli, H.,Catav, S. S.,Sen, B., Ozbay, S. (2013) Effect of Plant-

derived Smoke on Mycelial Growth of Six Macrofungi. Akyaka, Mugla

100




Sertifikalar

ISO 9001: 2008 Kalite Yonetim Sistemi

ISO 14001: 2004 Cevre Yonetim Sistemleri

OHSAS 18001 Is Saglig1 ve Giivenligi Y&netim Sistemi
ISO/IEC 17025: 2005 Deney ve Kalibrasyon
Laboratuvarlarinin Yeterliligi

GMP lyi Uretim Uygulamalari

GLP lyi Laboratuvar Uygulamalari

101

2012
2012
2012
2012
2013
2013
2013



