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OZET

Bu calismada, bir gram (-) bakteri olan Pseudomonas fluorescens kullanilarak kesikli
fermantasyon ile hiicre dis1 lipaz enzim iiretimi gergeklestirilmis ve enzim iiretimi {izerine
ortam parametrelerinin etkisi incelenmistir.

Arastirmanin ilk boliimiinde; sentetik fermantasyon ortaminda kullanilan karbon ve azot
kaynaklar1 ile iz elementler degistirilmis ve optimum enzim iiretim ortami belirlenmistir.
Fermantasyon ortamina eklenen farkli karbon kaynaklari icerisinde en yiiksek aktivite %1
misir yag1 konsantrasyonunda elde edilmistir. Farkli azot kaynagi konsantrasyonlarinda
P.fluorescens, organik azot kaynaklarinda hem daha iyi biliylime hem de daha yiiksek
aktivite gostermistir. Azot kaynaklar1 igerisinde en yiiksek aktivite % 0.4 pepton iceren
fermantasyon ortaminda bulunmustur. Daha sonra fermentasyon ortaminda bulunan fosfat
konsantrasyonu degistirilmis ve en yiiksek aktivite % 0.1 KH2P04 ve K;HPO, igeren
ortamda elde edilmistir. Iyonlarinin etkisini incelemek i¢in Ca’* ve Na™ iyonlari
kullanilmis ve % 0.03 CaClL,.2H,0 igeren fermantasyon ortaminda enzim aktivitesi
yiikselmistir. Optimize edilen fermantasyon ortaminda (% 1 musir yagi, % 0.4 pepton, %
0.1 KHyPOy4, % 0.1 KoHPO4, % 0.0005 MgS0O4.7H,0, % 0.03 CaCL.2H,0) en yiiksek
aktivite 3.425 U/mL olarak bulunmustur.

Optimize edilen fermantasyon ortaminda (CaCl,.2H,O kullanilmadan); karbon kaynagi
olarak atik kizartma yaglarin kullanildig1 ortamda, en yiiksek enzim aktiviteleri patates ve
tath kizartilmig atik yaglar i¢in sirasiyla, 3.850 ve 3.975 U/mL olarak elde edilmistir. Bu
sonug, atik kizartma yaglarmin enzim iretimi i¢in daha etkin bir substrat olarak
kullanilabilecegini gdstermektedir. Ayrica fermantasyon ortaminda bulunan yag asitleri
analiz edilmis ve yag asitlerinin P.fluorescens’in kullanimi sonucu zamanla azaldigi
gozlenmistir.

Caligmanin ikinci bdliimiinde; karbon kaynagi olarak bir kat1 substrat olan aygekirdegi
kiispesi kullanilmis ve P.fluorescens’in lipaz enzimi iretilebilirligi arastirilmistir.
Mikroorganizmanin fermantasyon ortami; musluk suyu, % 10 aycekirdegi kiispesi ve % 1
pepton igerdigi zaman maksimum 6.100 U/mL lipaz enzimi iirettigi belirlenmistir. Dogal
bir substrat olan aycekirdegi kiispesi kullanildiginda enzim aktivitesinin arttig1
goriilmiistiir.

Calismanin son agamasinda, laboratuar 6lgekli 6 L hacmindeki biyoreaktor kullanilarak,
farkli karistirma ve hava akis hizlarinda; enzim aktivitesi, sivi faz hacimsel kiitle transfer
katsayilar1 (kpa) ve oksijen tiiketim hizlari (r,) hesaplanmis, en yiiksek aktivite 0.32 vvm
hava akis hizi ve 350 rpm karistirma hizinda, 2.350 U/mL olarak bulunmustur. Bu ortamda
en ylksek kja ve r, degerleri ise sirastyla 0.0423 s”, 0.0273 mg/L/s olarak elde edilmistir.
Biyoreaktorde gergeklestirilen iiretimlerde hava ve karistirma hizlar1 ile enzim miktarmin
arttig1, dolayisiyla da lipaz {iretim prosesinde oksijen transferlerinin 6nemli oldugu
goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, P.fluorescens, daldirmali fermantasyon, kati substrat, oksijen
tiiketim hiz1, hacimsel kiitle transfer katsayisi.
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SUMMARY

Lipase Production by Pseudomonas fluorescens (NRRL B-2641)

In this study, the production of extracellular lipase by a gram (-) bacterium
Pseudomonas fluorescens was studied in a batch system and the effects of system
parameters on the production of lipase were investigated.

In the first stage of the research; carbon and nitrogen sources and phosphate
concentration used in synthetic fermentation medium were changed and the composition of
the optimum enzyme production medium was determined. The highest activity was
obtained at concentration of 1 % corn oil used as carbon sources. P.fluorescens showed
better growth and higher activity in organic nitrogen sources. The highest activity was
obtained in the fermentation medium containing 4 % peptone. Then, KH,PO4 and K,;HPO4
concentrations in the fermentation medium were changed and the highest activity was
obtained at 0.1 % KH,PO; and K,HPO4. The effect of Ca’” and Na“ ions were
investigated. The enzyme activity increased in the fermentation medium containing 0.03 %
CaClL.2H,0O. Maximum activity was determined as 3.425 U/mL in the optimized
fermentation medium (corn oil 1 %, peptone 0.4 %, KH,PO40.1 %, K;HPO40.1 %, 0.0005
% MgS04.7H,0, CaCl,.2H>0 % 0.03).

Waste oils such as fried potato oil and fried sweet oil were also used as carbon sources.
The highest enzyme activities were obtained as 3.850 and 3.975 U/mL, for fried potato oil
and fried sweet oil, respectively. This result indicates that waste fried oils are more
effective substrates for lipase production than synthetic fermentation medium. Fatty acids
in fermentation medium were also analyzed and it was observed that, fatty oil acids were
consumed by P. fluorescens.

In the second stage, sunflower seed meal was used as a solid state carbon source and
lipase producibility of P.fluorescens was investigated. Maximum enzyme production
(6.100 U/mL) was produced in the fermentation medium containing tap water, 10 %
sunflower seed meal and 1 % peptone. The enzyme activity increased when sunflower seed
meal was used as a natural substrate.

In the last stage; enzyme activity, liquid phase volumetric mass transfer coefficients
(kra) and oxygen consumption rates (ro) at the different mixing and air flow rates were
determined in 6 L laboratory-scale bioreactor. The highest activity was obtained as 2.350
U/mL in agitation speed of 350 rpm and air flow rate of 0.32 vvm. In this medium, the
highest values of kra and r, were found as 0.0423 s’, 0.0273 mg/L/s, respectively. Enzyme
production increased with increasing air flow and stirred rates and transfer of oxygen were
therefore found to be an important parameter of lipase production.

Key words: Lipase, P.fluorescens, submerged fermantation, solid substrate, oxygen
compustion rate, volumetric mass transfer coefficient.
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1. GIRiS

Diinya genelinde c¢evre duyarlilifi ve buna bagli olarak yasal yaptirimlar stirekli
artmakta, insanoglu daha temiz teknolojilere yonelmektedir. Cevreye zararl atik miktarini
azaltan veya yok eden teknolojilerle iiretim yapan kuruluslar tasarimi ve gelistirilmesi
sirdiiriilebilir kalkimmanin geregidir. Gelismis {ilkelerde kirliligin azaltilmasinda ve
diinyadaki kaynaklarin yeniden kullanilabilir duruma getirilmesinde katalitik siireclerin
kullanilmas1 ¢ok yaygindir ve ekonomik agidan dnemlidir.

Insanlar; kiiresel 1snma, ekosistemlerdeki tiirlerin yok olmasi, gida yetersizligi, su ve
diger dogal kaynaklarin kithgr gibi onemli bir dizi sosyo-ekonomik ve cevresel
degisiklikler ile karsi karsiyadir. Bunlarin tamami insan kaynakli sorunlardir ve yeni
coziimler gerektirmektedir. Degerli dogal kaynaklar azalmaya devam ederken, tiiketici ve
kirletici miktarlar1 biiylimektedir. Gelecegin 6nemli bir sorunu da daha az tehlikeli, daha az
kirletici ve daha az enerji gerektiren {iriinlerin gelistirilmesidir. Bu konuda enzimler de
toplumlarin gelecegi iizerine 6nemli etkiler yapmaktadir.

Yasayan biitiin hiicreler, kimyasal reaksiyonlar1 kolaylastirmak icin protein formunda
olan enzimlere, yani biyolojik katalizorlere ihtiya¢ duyarlar (Ratledge ve Kristiansen,
2006). Enzimler canli hiicrelerde olusmasina ragmen, ¢ogu hiicrelerden ayrilabilir ve
islevlerini hiicre disinda devam ettirebilirler. Enzimlerin bu 06zgiin yetenegi onlarin
endiistriyel ve gida proseslerinde, biyolojik iyilestirmelerde ve tipta kullaniminin artmasini
saglamaktadir (Eisenberg, 2002). Nispeten 1limli ve ¢evre dostu sartlar altinda gergeklesen
enzim katalizli reaksiyonlar oldukca ozgildir ve katildig1 reaksiyonlarn hizlarmi
fazlasiyla artirir. Cogu kimyasal prosesin aksine enzimler ham maddenin daha iyi
kullanimini, su ve enerji tasarrufunu saglamaktadir.

Enzim {retimi, c¢esitli endiistriyel proseslerde dogal uygulamalar i¢in beyaz
biyoteknoloji olarak isimlendirilen sinifta yer alir. Beyaz biyoteknoloji, kirmizi (medikal)
ve yesil (tarimsal) biyoteknoloji uygulamalarindan farklidir. Bu teknoloji hem ¢evre hem
de ekonomide iyi imkanlar saglar. Beyaz biyoteknolojinin enerji verimliligi yiiksek, ham
materyal tiikketimi az, CO, emisyonlar1 6nemli derecede azaltilmis ve iiretim maliyeti de

genellikle diistiktiir (Ratledge ve Kristiansen, 2006).



Endiistriyel enzimlerin yillik pazar1 2000 yilinda 1.6 milyar dolar olup, 2008 yilinda 3
milyar dolara ulagsmistir. Baslica hidrolitik enzimler olan proteaz, karbohidraz ve lipazlari
iceren endiistriyel enzimlerin % 60’1 Avrupa’da iretilmektedir (Pandey vd., 2008). Bu
enzimlerden lipazlar, gliserol ve uzun zincirli yag asitlerinden esterlerin hidroliz ve
sentezini katalize eden hidrolazlardir. Lipazlarin 6nemi; kofaktore ihtiyag duymamalari,
organik solventlerde aktif kalmalari, genis bir araliktaki substratlarla kullanilabilmeleri ve
yiiksek enantiyo- ve regio- secicilik gdstermeleridir (Hernandez-Rodriguez vd., 2009).

Enzim teknolojisinin hizla gelismesi ile lipazlar deterjan endiistrisi, yiyecek endiistrisi,
kagit imalat endiistrisi, biyosiirfaktant sentezi, kozmetiklerin ve farmakolojik triinlerin
organik sentezi gibi bir¢ok yeni biyoteknolojik uygulamada kullanilmistir (Sekhon vd.,
2006). Lipazlarm ana ticari uygulamasi, toplam lipaz satismin yaklasik %32’sine karsilik
gelen ¢gamasir deterjanlarinda kullanilmasidir (Esakiraj vd., 2010).

Lipazlar hayvan, bitki ve mikroorganizmalardan iiretilmesine ragmen, biyoteknolojik
ozellikleri i¢in kullanilan lipazlar, biiyiik 6l¢iide bakteri ve funguslardan izole edilmektedir
(Lin vd., 2006). Ticari olarak ilk basarili lipaz enzimi, fungus Humicola lanuginosa’dan
elde edilen “Lipolaz” ticari ad1 altinda 1988 yilinda Nova Nordisk tarafindan iiretilmistir.
1995°de Genencor International firmasi1 Pseudomonas mendocina’dan “Lumafast” ve
Pseudomonas alcaligens’den “Lipomaks” olmak tlizere iki bakteriyel lipaz tlretmistir.
Glinlimiizde endiistriyel enzimlerin biiyiikk bir kismi Danimarka’da Novozymes,
Amerika’da Genencor International, Hollanda’da DSM NV olmak iizere ii¢ biiyiik firma
tarafindan {tretilmektedir. Lipaz; Lipopan, Lipozyme, Novozyme, Patalase, Greasex,
Lipolase ve Lipoprime gibi ¢esitli markalar ile pazarlanmaktadir (Krastanov vd., 2008).

Bu ¢alismanin amaci; P. fluorescens (NRRL B-2641) bakterisi kullanilarak daldirmali
kiiltiirde optimize edilen sartlarda lipaz enziminin iiretimini incelemek ve elde edilen
verilere gore, karbon kaynagi olarak atik kizartma yagi ve bir kati substrat olan ay
cekirdegi kiispesi ile lipaz iiretilebilirligini arastirmaktir. Ayrica enzim iiretimi iizerine
karistirma hizi ve hava akis hizinin etkisini belirlemek i¢in, laboratuar 6l¢ekli biyoreaktor
kullanilarak, oksijen tiikketim hizlar1 ve sivi faz hacimsel kiitle transfer katsayilarinin

degisimini incelemektir.



2. ENZIMLER

2.1. Genel

Enzimler, biitiin canli organizmalar tarafindan iretilen; bitki, hayvan, insan ve
mikroorganizmalarda normalde ¢ok yavas ilerleyen biyokimyasal siireclerin reaksiyon
hizin1 arttrrmada etkin katalizorler olarak rol alan dogal protein molekiilleridir. Canli
hiicreler tarafindan biyolojik kosullarda sentezlenmektedir. Ayrica enzimlerin aktivite
gostermeleri i¢in hiicre iginde bulunmalar1 gerekmemektedir.

Biyoteknolojinin gelisimine paralel olarak 6nem kazanmis olan mikrobiyal enzimler
tipta, bira ve ekmek sanayinde, dekstroz iiretiminde, meyve sularmin berraklastiriimasinda,
tekstil endiistrisinde, dis macunu ve deterjana katilarak kullanilmaktadir. 19. yiizyila kadar
siitlin eksimesi, sekerin alkole fermantasyonu gibi reaksiyonlarin sadece canli organizmalar
tarafindan meydana getirilebilecegine inanilird1 (Kalaycioglu vd., 2000). Enzim alaninda
yapilan ilk caligmalar sindirim enzimleri ile ilgili olup, 1760 ile 1825 yillar1 arasina
rastlamaktadir. 1825 yilinda Berzellius, bugdaygillerden elde edilen enzim karisimimin,
nisastay siilfiirik asitten daha hizli parcaladigini, canli organizmadaki biitiin maddelerin,
katalizorlerin etkisi altinda sentezlendigini ve biyolojik reaksiyonlar1 kimyasal reaksiyonlar
arasma katmasi, enzimler {izerindeki sistematik calismalarin baslangict olmustur
(Goziikara, 2001).

1833 yilinda sekeri pargalayan aktif etken, kismen izole edilmis ve bugiin amilaz olarak
isimlendirilen bu enzime diastaz ismi verilmistir. Bundan kisa bir siire sonra mide
suyundan proteinleri sindiren bir madde elde edilmis ve bu madde pepsin olarak
isimlendirilmistir. Bu tip aktif preparatlara genel bir isim olarak “ferment” denilmistir.
Liebig, bu fermentlerin canli organizmalardan elde edilen cansiz materyaller olabilecegini
ileri stirerken, Pastor ve arkadaslari halen fermentlerin canli organizma ihtiva etmeleri
gerektigini savunmustur. Bu sirada ferment terimi yerini tedrici olarak enzime birakmaya
baslamistir. Ilk olarak 1878 yilinda Kiihne tarafindan teklif edilen enzim kelimesi
Yunanca’da “maya i¢inde” anlamina gelmektedir. 1897 yilinda Biichner gsekerin
fermantasyonunun canli hiicre ihtiva etmeyen maya hiicreleri ekstrakti ile meydana

geldigini gostermistir (Kalaycioglu vd., 2000).



1904 yilinda Harden ve Young diisiik molekiil agirlhigma sahip, 1stya dayanikli bir
molekiil olan ve o zamanlar kozimaz adi1 verilen Koenzim I veya diger adi ile nikotinamid
adenin diniikleotiti (NAD") fermantasyon enzimlerinin aktivite gosterebilmeleri igin
gerekli bir faktor olarak kesfetmislerdir. Enzimoloji tarihinde bdylece ilk koenzim de
kesfedilmistir (Goziikara, 2001). 1926 yilinda Sumner dokuz yillik bir ¢alisma sonunda
soya fasulyesi ekstraktindan iireazi izole etmistir. Sumner’in ¢alismalar1 devam ederken,
J. Northrop ve W. M. Stanley’de ayr1 ayr1 enzimler konusunda calismalar yapmislar ve
bircok enzimi izole etmislerdir. Son elli yi1l iginde 2500 kadar enzim, cesitli
organizmalardan izole edilmis ve ¢ogu kristalize edilmistir (Kalaycioglu vd., 2000).

II. Diinya Savasindan sonra enzim teknolojisinde hizli bir gelisme baslamistir. Bu
gelismede; metabolik islemlerin arastirilmasi smrasinda ¢ok sayida yeni enzimin
kesfedilmesi, enzim 6zellikleri hakkinda artan bilgi ve bunun sonucu endiistriyel katalistler
olarak enzimlerden yararlanma potansiyelinin arastirilmasi, mikroorganizmalardan
endiistriyel tiim enzimlerin elde edilebilecegi bulgusu ve fermantasyon teknolojisindeki
gelismeler etkili olmustur (Reed, 1981).

Bugiin bircok enzim (ve Ozellikle yakin gelecekte), biyolojik esasli materyallerin
fermantasyonu ile iiretilmektedir (Hasan, vd., 2006). Giiniimiizde yaklasik 4000 enzim
bilinmektedir ve bunlar1 yaklagik 200’1 ticari olarak kullanilmaktadir. Diinyadaki enzim
talebi, 12 temel tiretici ve 400 kiiclik tedarik¢i tarafindan karsilanmaktadir. Endiistriyel
enzimlerin toplam miktarmin yaklasik % 60’1 Avrupa’da iiretilmektedir. Tiim endiistriyel
enzimlerin % 75°1 hidrolitiktir (Sharma vd., 2001). Ticari olarak kullanilan bu enzimlerin
% 58’in1 proteazlar, % 28’ini karbohidrazlar, % 3’linii lipazlar ve % 10’unu ise diger
enzimler olusturmaktadir. Karbohidrazlar grubuna giren a-amilaz iiretimi, % 13 ile 6nemli
bir yer tutmaktadwr. Mikrobiyal enzimler cesitli bakteri, maya ve kiiflerden uygun
yontemlerle ekonomik olarak endiistriyel boyutlarda iiretilmektedir. Mikroorganizmalarin
iirettigi enzimler, teknik ve ekonomik yonden hayvansal ve bitkisel hiicrelerden elde edilen
enzimlerden daha avantajlidir. Ciinkii hayvansal ve bitkisel kaynakli dokulardan, enzim
eldesi olduk¢a uzun bir siire ve maliyet gerektirdigi halde, mikrobiyal enzimler daha kisa
siire ve maliyette elde edilmektedir (Elibol vd., 2008).

Enzim teknolojisinin giderek geligsmesi, Uriinlerin kullanim alanlarmnin ¢esitliligi ve
ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel enzimler ile

ilgili alaninda yapilan ¢esitli arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir (Kiran vd., 2006).



2.2. Enzimlerin Kimyasal Yapisi

Enzimler, canl bir hiicre tarafindan iiretilen protein yapisinda olan biyokatalizorlerdir.
Teorik olarak, bir katalizor tepkimede bulunan maddenin sinirsiz miktarmi degistirebilir.
Biitiin katalizorler gibi enzimler de kimyasal reaksiyonlarm hizini etkiler, ancak meydana
gelen kimyasal degisimlerin derecesini etkilemez. Enzimler, sadece termodinamik olarak
miimkiin olan reaksiyonlar1 katalize ederken, tepkimelerin serbest enerji degisimini ya da
denge sabitini etkilemezler. Bir enzim, reaksiyon i¢in gerekli olan aktivasyon enerjisinin
miktarim diisiirlir. Bu yiizden, enzim yoklugunda yiiksek sicaklik veya baska bir yliksek
enerji kaynagi gibi zor sartlar1 gerektiren reaksiyonlari, enzimler oda isisina yakm 1limli
sartlar altinda gerceklestirebilirler.

Birgok bakimdan enzimler diger katalizorlerden farklilik gdstermektedir. Protein
olduklar1 i¢in enzimler, uygun olmayan fizyolojik kosullara maruz kaldiginda (1s1 veya
giliclii kimyasallar gibi) dogal 6zelliklerinden uzaklasarak denatiire olup etkisiz hale
gelmektedir. Bu nedenle enzimlerin iki belirgin 6zelligi; kendi termal egilimleri ve asit ve
bazlara kars1 olan duyarliliklar1 olmasina ragmen, enzimlerin en 6nemli farki kendi hareket
ozgiilliikleridir. Ornegin, asitler gibi kimyasal hidrolitik katalizorler; esterler, asetallar,
glikosidler (sekerler) veya peptidleri (proteinler) iceren bir¢ok farkli maddenin hidrolizini
katalize ederken, bu birlesiklerin tiplerinin her birini ve hatta her smifin 6zgiil iiyelerinin
hidrolize olmasi i¢cin 6zgiil farkli enzimler gerekir. Bu yiizden sakkarozu hidrolize eden
enzim olan siikrazin, laktoz ya da maltoz ve digerleri iizerinde higbir etkisi yoktur.

Enzimlerde substrat ozgiilliigli ve reaksiyon oOzgiilliigii gibi iki tip Ozellik goze
carpmaktadir. Substrat 6zgiilliigii i¢in siikraz ile sakkarozun hidrolizi ve glukoz oksidaz ile
glukozun oksidasyonu Ornek olarak verilebilir. Reaksiyon 06zgiilliigli i¢cin proteinlerin
partikiiler peptid baglantilarin1 ayristirabilen proteinazlarim davranist O6rnek olarak
gosterilebilir (Miller ve Litsky, 1976).

Enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in gerekli olan ve protein yapisinda olmayan
genellikle metal iyonlarindan meydana gelen yan gruplarmma “kofaktér” adi verilmektedir.
Enzimlerin aktivite gostermek i¢in ihtiya¢ duydugu kompleks organik molekiillere ise
“koenzim” adi verilmektedir. Koenzimlerin yapisinda genellikle vitaminler bulunmaktadir.
Koenzimler, 6zgiil atomlarin veya fonksiyonel gruplarin transfer edilmesinde 6nemli rol

oynamaktadir. Bazi hallerde enzim, aktivite gdstermek icin hem kofaktore hem de



koenzime ihtiya¢ duymaktadir. Kofaktorler genellikle 1stya dayanikhidir. Kofaktorler ve
koenzimler enzime gevsek veya sik1 baghidirlar.

Enzim, koenzimi veya kofaktorii ile birlikte ve katalitik bakimdan tamamen aktif
durumda ise enzimin bu haline “holoenzim” adi verilmektedir. Koenzim ve kofaktor
enzimden ayrilacak olursa ve enzim inaktif hale gelirse enzimin proteinden meydana gelen
bu inaktif haline de “apoenzim” adi verilmektedir (holoenzim— apoenzim+koenzim)
2001). Tablo 2.1.’de holoenzim,

(Goziikara, apoenzim ve koenzimin ozellikleri

gosterilmistir.

Tablo 2.1. Enzimin holoenzim, apoenzim ve koenzimin &zellikleri (Goziikara, 2001).

Holoenzim Apoenzim Koenzim
- Enzim  aktivitesini Diyaliz edilemez, yar1 Diyaliz edilir, yari
Dializ . .
kaybeder gegirgen zardan gegmez  gegirgen zardan geger
Enzim aktivitesi
Is1 kaybolur Istya dayaniksiz Istya dayanikli
Enzim Aktivitesi Var Yok Yok
. . . . Protein olmayan
Kimyasal Yap: Konjuke protein Protein organik bilesik
Molekiiler Agirhk  Yiiksek Yiiksek Diisiik
Rolii Enzim aktivitesi Substrat 6zgiilliigii Reaksiyon ozgiilliigi

2.3. Enzimlerin Aktif Merkezi

Enzimlerde substratin ve koenzimlerin baglanarak biyokimyasal reaksiyonlarin
meydana geldigi yerler “aktif merkez” lerdir. Bunlar amino asit kalintilarindan olugmus ve
0zel geometrisi olan yerlerdir. Aktif merkez, biiylik enzim molekiiliiniin sadece kii¢iik bir
kismin1 kaplar. Enzim molekiiliiniin biiyiik olmasi, aktif merkezin geometrik yapisinin
olusmas i¢in gereklidir. Aktif merkezlerin gosterilisi, en az ii¢ baglama yeri olan girinti
ve/veya ¢ikint1 seklinde olabilir (Tiizlin, 1997).

Substrat, enzim {iizerindeki aktif merkeze baglanarak, enzim-substrat kompleksi
olugmaktadir. kinetik analizler, X-isinlar1

Bu komplekslerin meydana geldigi;

kristalografisi ve inhibisyon ¢aligmalari ile kanitlanmigtir.



Enzimin aktif merkezde substrata baglanmasi hakkinda iki hipotez mevcuttur. Birinci
model, 1894'te Fischer tarafindan ileri siiriilen anahtar-kilit modelidir. Bu modele gore
enzimler hangi tepkimeyi katalizledikleri ve bu tepkimeye hangi substratin girdigine ¢ok
biiylik bir 6zgiilliik gosterirler. Bunun nedeni ise enzim ve substratinin birbirine tam uyan
tamamlayict geometrik sekilleri olmasindan kaynaklanmaktadir. 1958'de Koshland,
anahtar ve kilit modelinin bir modifikasyonu olan indiiklenmis uyma modelini 6ne
stirmiistiir. Bu modele gore; aktif merkez esnek bir durum gostermekte, ancak substrat,
enzim ylizeyine baglanica belirli bir sekil almaktadir. Bu modellerden anahtar ve kilit
modeli artik yetersiz sayilmaktadir. Indiiklenmis uyum modeli halen en yaygim kabul géren
enzim-substrat-koenzim seklidir (Kalaycioglu vd., 2000). Sekil 2.1.’de anahtar-kilit modeli

ve indiiklenmis uyma modeli sematik olarak gosterilmistir.

Substrat
@ Substrat

Aktif Alan Aktif Alan

) ) Enzim Substrat Kompleksi
Enzun Substrat Kompleksi B

Erizm - ] Induklenmis Uyma Model:
Anahtar-Kilit Modeli :

Sekil 2.1. Anahtar-kilit modeli ve indiiklenmis uyma modeli (Kalaycioglu, 2000).
2.4. Enzimlerin Siniflandirilmasi ve Adlandirilmasi

Enzimler onceleri genellikle “az” eki ile biten (katalaz gibi) isimlerle ve bazi proteolitik
enzimlerde “in” eki ile biten (tripsin gibi) isimlerle adlandirilmistir. Katalize ettikleri
reaksiyonu (transkarboksilaz gibi) veya etki ettikleri substrati (iireaz gibi) belirleyici
olabilen isimlendirme sekli, ayn1 6zelliklerde ¢cok sayida enzimin izole edilmesi ile yetersiz
kalmustir.

1964 yilinda, Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) Enzim Komitesi (EC) sistematik bir
isimlendirme ve smiflandirma yapmistir. 1972 ve 1978 yillarinda yapilan diizenlemelerle

enzimlere kod numaralar1 verilmis ve enzimler 6 ana gruba ayrilmistir (Tablo 2.2.). Enzim

kod numaralar1 noktalarla ayrilmis 4 rakamdan ibaret olup; ilk rakam enzimin 6 ana enzim



grubundan hangisine girdigini, ikinci rakam etki ettigi kimyasal yapiyr ve fonksiyonel
grubu, {li¢iincii rakam akseptorii, dordiincii rakam ise belli bir sinifta enzimin aldig1 sira
numarasini gostermektedir (Kalaycioglu vd., 2000).

Sistematik adlandirmaya o©rnek olarak ATP-kreatin fosfotransferaz (EC 2.7.3.2)
verilebilir. Burada EC harfleri enzim komisyonunu ifade eder. Enzimin adi, ATP ile
kreatin arasinda fosfat transferi yapan bir enzimi belirtir. Numaralandirmada yer alan ilk
say1 (2) enzim smifin1 (transteraz), ikinci say1 (7) alt sinifi (fosfat), {ligiincii say1 (3) alic
grubun azotlu oldugunu, dordiincii say1 (2) enzime ait bir seri numarasini gosterir (Pamuk,
2000). Sistematik isimler ¢ok uzun oldugundan cogu kez geleneksel isimler tercih

edilmektedir.

2.5. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimlerin etkinligini (aktivitesini) yani enzimle katalize edilen reaksiyonlarin hizini
etkileyen pek cok faktor vardir. Bu faktorler; pH, sicaklik, zaman, enzim konsantrasyonu,
substrat konsantrasyonu, reaksiyon irilinleri, inhibitérler ve aktivatorler olarak

siralanmaktadir.

2.5.1. pH

Enzimlerin faaliyet gdsterdigi sistemin pH’min enzim aktivitesi iizerinde dnemli bir
etkisi vardir. Enzimler; asidik, bazik veya notral gruplar iceren aminoasitlerden olusurlar.
Bu gruplar ¢ogu kez enzimin aktif konumunun 6nemli bir parcasidir ve katalitik aktivite
icin belli bir iyonlasma durumunda olmalar1 gereklidir. Bu nedenle, her enzimin
maksimum aktivite gosterdigi bir pH degeri vardir ve bu pH degerine enzimin optimum pH
degeri denir. Baz1 enzimler i¢in optimum pH olduk¢a keskinken, bazi enzimler oldukca
genis bir optimum pH aralig1 gosterebilir. Enzim-substrat sisteminin pH’1 degistigi zaman,
enzim aktivitesi, enzim tamamen inaktif oluncaya kadar optimum pH araligmin her iki
tarafinda olduk¢a hizli bir sekilde azalmaktadir. Genellikle pH’in optimuma dogru
degisimi enzimi yeniden harekete gecirmektedir. Ancak, gecici inaktivite seviyelerinin
altinda veya {istiinde tutulan pH degerleri enzimin giderek denatiire olmasina ve siirekli

inaktif hale gelmesine neden olmaktadwr. En iyi enzim stabilitesi i¢in pH araliginin



optimum aktivite i¢in se¢ilen pH ile ayni olmasi gerekmemektedir. Asit ve alkali ortam

enzimatik reaksiyonun hizini etkilediginden enzim analizlerinde tampon ¢dzeltiler ile stabil

ve uygun bir pH temin edilmektedir (Miller ve Litsky, 1976).

Tablo 2.2. Enzimlerin siniflandirilmasi (Telefoncu, 1986).

redox reaksiyonlarim katalizlerler,

EC1 AR . X
oksidorediiktazlar ornegin; dehidrogenaz, 0ks1dgz '
(AH + B — A + BH (rediiksiyon) A + O — AO (oksidasyon)
1.1. CH — OH grubuna etkileyenler
1.2. C — O grubuna etkileyenler
1.3. C — CH grubuna etkileyenler
1.4. CH — NH, grubuna etkileyenler
1.5. CH — NH grubuna etkileyenler
EC 2 fonks'iyonel gruplarln t.ransferinden gorev alirlar
transferazlar Ornegin; transamimaz, Kinaz
AB+C— A+BC
2.1. C, gruplarim transfer edenler
2.2. karbonil gruplarini transfer edenler
2.3. acil gruplarini transfer edenler
2.4, glukozil gruplarini transfer edenler
2.5 N igeren gruplari transfer edenler
2.6. fosfat gruplarini transfer edenler
2.7. S”iceren gruplar transfer edenler
EC 3 {ﬁdr(v)'liz r.eaksiyoplarlnl kgtalizlerler
hidrolazlar Ornegin; lipaz, amilaz, peptidaz
AB + H,0 — AOH + BH
3.1. esterleri hidrolizleyenler
3.2. glukozid baglarmi hidrolizleyenler
3.3. peptid baglarini hidrolizleyenler
3.4. diger C — N baglarmi hidrolizleyenler
3.5. asit anhidritlerini hidrolizleyenler
EC 4 cift bgéa katilma ve cift bag olusturma reaksiyonlari katalizlerler
liyazlar ornegin; dekarboksilaz
RCOCOOH — RCOH + CO; or [x-A-B-Y] — [A=B + X-Y]
4.1. C —C liyazlar
4.2. C -0 liyazlar
4.3 C —N liyazlar
EC5 i'zome'rle'sme reaksiyonlarim katalizlerler
izomerazlar Ornegin; izomeraz, mutaz
AB — BA
5.1 resamezlar
5.2 intramolekiiler oxidorediiktazlar
5.3. intramolekiiler transferazlar
EC 6 sentez reaksiyonlarim katalizlerler
. X+ Y+ ATP — XY + ADP + Pi
ligazlar T
ornegin; sentetaz
6.1. C — O bagini olusturanlar
6.2. C—S bagni olusturanlar
6.3. C — N bagini olusturanlar
6.4. C — C bagimu olusturanlar




2.5.2. Sicakhik

Sicaklik, enzimlerin hem hizin1 hem de stabilitesini etkileyen onemli bir faktordiir.
Enzimler, sicakliktan iki sekilde etkilenmektedir. Birinci etki inaktivasyondur. Yiiksek
sicakliklar, enzim proteininin dogal yapismin bozularak denatiire olmasma neden
olmaktadir. Bu da katalitik 6zelliklerin azalmasma yol agmaktadir. Bircok enzim igin
termal inaktivasyon 50 °C’nin istiindeki sicakliklarda hizliyken, baz1 enzimler ise yiiksek
sicakliklara daha dayaniklidir. Enzimatik reaksiyonlarda sicakligm ikinci etkisi enzimlerin
hizlar1 iizerinedir. Cogu kimyasal reaksiyonda oldugu gibi 1s1y1 yilikseltmek enzim katalizli
reaksiyonlarin hizmi artirir. Kabaca sicakhigin her 10 °C artisinda ¢ogu kimyasal
reaksiyonun hizi yaklasik iki kat artar. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicakliga da
optimum sicaklik denir. Ancak sicaklik, enzimin kararl ve tam olarak aktif oldugu degere
kadar yiikseltilmelidir. Enzim aktivitesi, belirli bir optimum sicakliga kadar artmaktadir.
Belirli bir sicakliktan sonra enzimler, yapisal degismeye ve denatiire olmaya baglamakta ve

bunun sonucu olarakta enzim aktivitesi azalmaktadir (Miller ve Litsky, 1976).

2.5.3. Zaman

Enzim reaksiyonlarinin baslangic hizlar1 genellikle ¢ok hizlidir ve reaksiyon ilerledikce
hiz azalir. Reaksiyon hizinin azalmasmm en dnemli nedenleri, substratin tiikenmesi ve
olusan son Triinlerle reaksiyonun engellenmesidir. Bir¢ok enzim kullanimlar1 ig¢in,
reaksiyonun tamamlanmasi gerekli olmayabilir hatta istenmeyebilir. Ornegin a-amilaz ile
yogun nisasta macununun sivilasmasi ve yapiskanliginin azalmasi i¢in birka¢ dakika
yeterlidir. Bununla birlikte reaksiyonun tamamlanmasinin istendigi durumlarda enzim
reaksiyonlarmin tamamlanmasi i¢in birka¢ saat hatta giinler gerekebilir (Miller ve Litsky,

1976).

2.5.4. Enzim Konsantrasyonu

Bir enzimatik reaksiyonda ortamda fazla miktarda substrat bulunmasi halinde

reaksiyonun hizi, enzim konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artar. Yani enzim ne
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kadar fazla ise reaksiyon hizida o kadar yiiksek olur. Bunun nedeni her enzim molekiiliiniin

digerlerinden bagimsiz olarak caligmasidir (Atasagungil, 1965).

2.5.5. Substrat Konsantrasyonu

Ortamda bulunan enzim konsantrasyonunun sabit kalmasi ve diger kosullarin
degismemesi halinde, substrat konsantrasyonunun artirilmasi enzimatik reaksiyonun
hizinda degisikliklere neden olur. Substrat miktarinin artirilmasi ile reaksiyon hizinda 6nce
hizli bir artig goriiliir, fakat substrat ilavesine devam edildikce bu hizli artis gittikce
yavaslayarak sonugta belirli bir diizeyde sabit kalir. Bu olay ortamda bulunan enzim
molekiillerinin diisiik substrat konsantrasyonunda tam olarak substratla birlesmesinden ve
enzim molekiilleri yiizeyinde bir¢ok aktif yerin bos kalmasindan kaynaklanmaktadir.
Yiiksek konsantrasyonda substratin ilavesi ise biitiin bos yerlerin substratla dolmasi ile
yani enzimin tam kapasite ile calismasi sonucu, enzim reaksiyon hizina artik katkida
bulunamamaktadir. Bu suretle bir enzimatik reaksiyonda substrat miktarinin artirilmasi ile

degisik reaksiyon basamaklar1 meydana gelmektedir (Goziikara, 2001).

2.5.6. Reaksiyon Uriinleri

Enzimatik reaksiyon sonucu olusan iriinlerin ortamda ¢ogalmasi, reaksiyonun hizini
azaltir. Enzimatik reaksiyonlar tersinir oldugundan reaksiyon sonucu olusan iiriinler hizl
bir sekilde ortadan kalktig1 taktirde reaksiyon tek taraflidir. Aksi halde {iriinler ortamda
birikince reaksiyon hizi azalir ve reaksiyon ters yonde devam edebilir. Bu olayn bir diger
sebebi ise reaksiyon {iriinlerinin yap1 bakimindan substrata benzemeleri ve enzimler ile

substrat gibi birleserek enzimleri inhibe etmeleridir (Atasagungil, 1965).

2.5.7. Aktivatorler ve inhibitorler

Baz1 enzimler aktivitelerini artwrmak i¢in aktivatdr adi verilen iyonlar veya kiigiik
molekiillere ihtiyag duymaktadirlar.  Aktivatorler genellikle metal iyonlaridir.
Aktivatorlerin bir kismi yalnizca substratla, diger kismi ise enzimle birleserek aktivator

rolii oynamaktadir. Bazi enzimlerin aktivitesi tuzlarin varhigi veya yoklugundan ileri
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derecede etkilenir. Ornegin, kloriir iyonu hayvansal a-amilazin dogal aktivitesini 2 kat
artirmaktadir ve sodyum kloriiriin varligi, pankreantinde amilazin iyi aktivitesi gostermesi
icin zorunludur. Bir veya daha fazla enzimi aktivite edici 15 farkli metal katyon
bulunmustur. Bu metal iyonlar1 Na", K*, Rb", Cs’, Mg™", Ca"", Zn'", Cd"", Cr'", Cu"",
Mn™", Fe™, Co™, Ni"" ve Al"" *dur.

Enzim inhibisyonuna neden olan maddeler enzimatik katalizleri azaltan veya engelleyen
maddelerdir. Pratik uygulamalarda engelleyicilerin varligi ¢ogunlukla istenmeyen bir
durumdur. Bazen enzimatik reaksiyonlar1 durdurmada, kontrol etmede veya yavaglatmada
faydalidirlar. Bu maddeler, istenmeyen enzim aktivitesinin dnlenmesi veya kontrol altinda
tutulmasinda araci olarak kullanilmaktadirlar. Ozgiil olan ve 6zgiil olmayan, tersinir ve
tersinmez enzim inhibitdrlerinin birgok drnegi vardir. Ornegin bazi agir metal iyonlar:
enzimin yapisinin bozulmasma ya da denatlirasyon sonucu tersine dOniisemez bir

inhibisyona neden olmaktadir (Miller ve Litsky, 1976).

2.6. Enzim Kaynaklan

Ticari 6neme sahip enzimlerin ¢ogu mikroorganizmalardan elde edilmektedir (Miller,
1976).

Endiistriyel enzimler bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan tretilmesine
ragmen, bitki ve hayvanlardan enzim iiretimi bazi nedenlerden dolay1 kisithdir. Bitki
yetistirilmesi iklimin uygun oldugu alanlarla sinirhidir. Genel olarak mevsimseldir ve bu
sabit enzim {iretimini engeller. Bitki dokularindaki enzimlerin konsantrasyonu genelde
diisiik oldugundan bitki materyalinin biiyiik miktarlarda islenmesi gerekmektedir. Ornegin,
bir agactan papatya lateks enzimi lretimi i¢in yillik verim 0.45 kg’dir. Diger taraftan,
hayvan orijinli enzimler de et endiistrinin yan iirlinleridir ve bu nedenle temin edilmesi
simirhdir (Reed, 1981).

Mikrobiyal enzimler, sinirsiz bir kaynak olmasi, elde edilen katalitik aktivite cesitliligi,
yiiksek verim, genetik degisikligin kolayligi, mevsimsel degisimlerin olmamasi, diizenli
kullanim ve pahali olmayan ortamlarda mikroorganizmalarin hizli biiyiimesi, katalitik
aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, istenmeyen yan {iriin olusturmamalari, daha stabil ve
ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi sebeplerle bitki veya hayvanlardan
elde edilen enzimlere gore kullanimi daha fazla tercih edilmektedir. Mikrobiyal enzimler,

karsilik gelen bitki ve hayvan enzimlerinden daha stabil olup, iiretimi daha elverisli ve
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emniyetlidir. Bununla birlikte diinyadaki mikroorganizmalarin sadece % 2’si enzim
kaynag olarak test edilmistir. Bakteriyel tiirler, mayalarla karsilastirildiginda daha yiiksek
aktiviteler sagladigindan enzim iiretiminde daha fazla tercih edilirler ve dogal ve alkali
pH’ya sahiptirler ve genellikle termostabil enzim iiretirler (Hasan 2006; Miller, 1976;
Wiseman, 1987).

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimleri iireten mikroorganizmalar,
yalnizca enzim iiretme yeteneklerine gore degil, mikroorganizmalarin toksik ve patojen
olmamasma gore de se¢ilmistir. Bugiin endiistride kullanilan bir¢cok enzim, mikrobiyal
kokenli oldugu i¢in, endiistriyel enzimlerin {retiminde mikroorganizma kullanimi
artmustir. Ekstremofilik mikroorganizmalar; volkanlarin yiiksek sicakliklarinda, kutuplarin
diisiik sicakliklarinda, ¢ok diisiik ve ¢ok yiiksek pH degerlerinde (pH 0-3 veya pH 10-12)
veya ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (% 5-30) yasamak icin adapte olmuslardir. Bu
sekilde farkli ekolojik kosullarda yasayan mikroorganizmalar termofilik, asidofilik,
alkalifilik ve halofilik bakteriler seklinde simiflandirilmistir. Buralarda yasayan
termoasidofilik ve alkalifilik bakterilerden elde edilen enzimler, ekstrem pH ve sicaklik
kosullarma dayanikli oldugu i¢in endiistriyel alanda yogun olarak kullanilmaya

baslanmistir (Kiran vd; 2006).

2.7. Enzim Kinetigi

Enzimatik reaksiyonlar i¢in kinetik modeller 1903’de Henri ve 1913’de Michaelis ve
Menten tarafindan gelistirilmistir. 1925 yilinda Michaelis ve Menten denklemi Briggs ve
Haldane tarafindan modifiye edilmistir.

Her enzimatik reaksiyon substratin enzime baglanmasiyla baglar. Michaelis ve Menten
varsayimina gore enzim (E) ile substrati (S) arasinda ara iiriin olarak en basit halde enzim-

substrat kompleksi (ES) olusmaktadir.

k+l
E+S —* ES

k

-1

Gergek enzimatik dontigiim aktif ara kompleksin par¢calanmasiyla ortaya ¢ikar.
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k+2 o,
ES 4, E + P (Uriin)

Burada; k41, ki ve ki ileri ve geri reaksiyonlarin hiz sabitleridir.
Bu adim, iirtin olusumunu dogrudan etkilediginden ayni zamanda hiz belirleyici adimdir

ve reaksiyon hizi su ifade ile verilebilir:

V =k, (ES) (2.1)

Esitlik (2.1)’de goriildiigli gibi reaksiyon hizi, ES konsantrasyonu ile orantilidir. Enzim
konsantrasyonu sabit tutulup, substrat konsantrasyonu siirekli artirilirsa enzimin substrata
doydugu, yani ortamdaki enzim molekiillerinin pratikce tamaminin substrat ile kompleks
olusturdugu degere ulasir. Boylece reaksiyon hizi maksimum degerine (Vy,) ulasir (Sekil
(2.2.). Esitlik (2.1)’de, (ES) yerine siirekli haller kuralina gore Vi, (S) ve Ki, cinsinden

degeri yazilirsa reaksiyon hizi icin Michaelis ve Menten esitligi olarak bilinen denklem

bulunur.
A% :Izr]nmf(?é) (2.2)

Burada;

\Y : Reaksiyon hiz1

Vi : Reaksiyonun maksimum hiz1 (k2 (E,))

E, . Baslangictaki enzim konsantrasyonu

(S) : Baslangictaki substrat konsantrasyonu

Km : Michaelis sabiti’ dir.

Michaelis sabiti (Ky,), enzimatik reaksiyon hizinin maksimum hizin yarisina ulastig:
andaki substrat konsantrasyonudur. Bu sabit enzimin substrata ilgisinin dl¢iistidiir ve bu

ilgi Ky, ile ters orantilidir.
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L _'m_ _ _ _ _ _ _ —
VEI
Ly,
7 n
E= zahit 1
Vin
Ko g R L
Km ®) 2
(a)

Sekil 2.2. (a) Michaelis — Menten Egrisi ve (b) Lineweaver-Burk egrisi (Tiiziin,1997).

Michaelis-Menten denklemi, hiperbolik bir egrinin denklemi oldugundan ve hiperbolik

egrinin karakteristik noktalarinin belirlenmesinin zorlugu nedeniyle, bir enzime ait V_ve
K ’yi deneysel olarak incelemeyi kolaylastrmak i¢in grafigi dogrusal olan bagska

denklemler de Onerilmistir. Bunlardan Michaelis-Menten denklemini tersine cevirip
carpanlarma ayirmakla elde edilen Lineweaver-Burk denklemi (Esitlik 2.3), en sik
kullanilamidir (Tiizlin,1997). Sekil 2.2°de Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk egrileri

verilmistir.

+ (2.3)

2|7
n|—

1 b
v Vi
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3. LIPAZ ENZIMIi

3.1. Genel

Lipazlar (triagilgliserol agilhidrolazlar, EC 3.1.1.3), su ve yag ara fazinda uzun zincirli
yag asitlerinin (triagilgliseroller); diacgilgliserol, monoagilgliserol, yag asitleri ve gliserole
hidrolizini katalize eden enzimlerdir (Sharma, 2001; Fang, 2009). Lipazlar, gliserol ve yag
asitlerinden acilgliserollerin olusumunu da katalizledigi icin bu reaksiyonlar tersinirdir
(Ellaiah, 2004). Ac¢ik bir ayrim olmamasina ragmen esterazlar, ¢oziinebilir esterler i¢in
ozgiil olan karboksilik ester hidrolazlar iken, lipazlar sadece yag-su arafazinda ester
baglarin1 hidrolize eden ve c¢oziinmez yag asidi esterleri ile daha fazla aktif olan
karboksilik ester hidrolazlardir (Schuepp, 1997). Esterazlarin aksine lipazlar, sadece yag-su
arafazina karboksilik ester adsorplandigi zaman aktivite gosterebilirler (Silva vd., 2005).
Bu olay arayiizey aktivasyonu olarak adlandmrilir (Rotticci, 2000). Esterazlar kisa zincirli
acil gruplara (Cg) sahip suda c¢oziilebilir yag asidi esterlerinin ester baglarmi hidrolize
ederken, lipazlar uzun zincirli agil gruplar1 (Cy¢) hidrolize ederler (Kambiranda vd., 2009).

Lipazlarin varlig1 B. prodigiosus, B. pyocyaneus ve B. fluorescens mikroorganizmalari
kullanilarak, 1901 yilinda incelenmis ve bu mikroorganizmalar giinlimiizde sirasiyla
Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas fluorescens olarak
adlandirilmislardir. 300 yildan fazla trigliseridleri hidrolize eden enzimler ile ilgili
calisilmis olup, lipazlarin hidroliz olaymi katalize etmek i¢in uygunlugu ve ayrica
esterlerin sentezi yaklasik 70 y1l 6nce anlasilabilmistir.

Ilk defa 1856’da Claude Bernard, ¢dziinmemis yag damlaciklarini hidrolize eden ve
onlar1 ¢Ozlinmiis TUriinlere doniistiren enzim olarak pankreas Ozsuyundan lipazi
kesfetmistir (Hasan, 2006).

Lipazlar, ic boyutlu yap1 gostermektedir (Sekil 3.1.). Bir protein molekiiliiniin ii¢
boyutlu yapisi, yerel olmayan etkilesimler ile (yani iyonik (tuz) baglar, hidrojen baglari,
distilfid baglar1) stabilize olmaktadir. Tiim kaynaklardan elde edilen lipazlarin ii¢c boyutlu
yapilar1 hemen hemen birbirine benzemektedir. 1990 ile 1995 yillar1 arasinda 11 degisik
lipaz tiirliniin yiiksek c¢Ozlniirlikteki yapist ¢Ozllmiistiir. Burada boyut, siralama
benzerligi, substratlar ve aktivatorler disinda ¢ogunlugunun benzer yapiya sahip oldugu

gozlenmistir. Lipazlar genel olarak C ve N olmak tizere iki kisma ayrilmig bir polipeptit
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zincirinden olugmaktadir. Bunlardan N kismi katalitik serinden yiizeye kadar uzanan ve

uzun bir yag asidi zinciri tasiyan bir hidrofobik tiinel ile aktif merkezi kapsamaktadir.

Sekil. 3.1. Lipazm ii¢ boyutlu protein yapisi (URL-1).

Son yillarda lipaz arastirmalarina olan ilgi artmistir. Bunun ilk nedeni, enzimin katalitik
fonksiyonunun molekiiler temelleri ile ilgilidir. Lipazlar, suda c¢oziilebilir olmalarina
ragmen, yag-su ara fazinda ¢oziilmeyen lipit substratlar1 katalize ederler. Bu yetenekleri
lipazlarin kendilerine 6zgii yapisal 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Lipazlar, genellikle
aktif bolgeye girisi kaplayan sarmal oligopeptit bir birim igerir. Bu igerdigi yap1 bir lipit
damlacig1 gibi sadece hidrofobik yiizeye dogru hareket eder. Bu nedenle, fosfolipazlar
kadar lipazlarda yillardir enzim katalizli reaksiyonlarda ara yiizey ile ilgili ¢caligmalarda
kullanilmustir. Ikinci neden, enzimin medikal uygunluguna ve serbest yag asitleri ve
diagilgliseroller gibi lipoliz iirlinler 6zellikle hiicre aktivasyonu ve sinyal iletiminde aract
olarak rol oynadigindan, diizenleme ve metabolizmadaki 6nemine bagldir. Son olarak,
lipazlarin sadece hidrolizleri katalize eden gii¢lii aracilar olmadigi, ayn1 zamanda organik
coziiciilerde esterifikasyon, transesterifikasyon ve aminoliz gibi farkli tersine ¢evrilebilir
reaksiyonlar1 da katalize edici 6zelliklerinin kesfedilmesi nedeniyle lipaz arastirmalarina

olan ilgi artmistir (Villeneuve vd., 2000).
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Lipazlar hayvan, bitki ve mikroorganizma kokenli olabilirler (Saad vd., 2005;
Kamimura vd.; 2001). Klasik olarak hayvan pankreasindan da elde edilmektedir. Lipazlar
diger hidrolazlar (pankreatin) ile ham karisim halinde ya da saf olarak insanlar tarafindan
sindirim yardimcis1 olarak kullanilmaktadir. Mikrobiyal lipazlara baslangictaki ilgi,
pankreas sikintis1 ve toplanan materyaldeki farkliliklardan dolayidir (Hasan, 2006).

Mikrobiyal lipazlar; termostabilite, substrat Ozgilliigli, organik ¢oziciilerde kalan
aktivite yetenegi ve diger farkli enzimatik 6zelliklerinden dolay1 potansiyel endiistriyel
oneme sahiptirler (Sharon vd., 1998). Mantar ve bakterilerden elde edilen mikrobiyal
lipazlar, yaygin olarak kullanilan ticari lipazlarin ana kaynagidir (Shu vd., 20006).
Mikrobiyal lipazlar, hiicre dis1 iirlinlerdir ve sulu ve susuz fazda genis bir aralikta
reaksiyonlar1 katalize etme yetenegine sahiptirler (Liu vd., 2009). Mikroorganizmalardan
elde edilen lipazlar; yiyecek, deterjan, farmakoloji, kimya endiistrisi gibi bir¢cok endiistride
potansiyel uygulamalara sahiptir (Elibol ve Ozer, 2000).

Lipazlar hem orijinleri (bakteri, fungus, memeli gibi) hem de 6zelliklerine bagl olarak,
hidroliz olayini katalizleme, pozisyonel spesifiklik, optimum pH, genis bir aralikta bulunan
farkli karboksilik esterlerin sentezi, yag asiti spesifikligi, termostabilite, organik asitler ve
gliseroliin agiga ¢ikmasi olaylarinda biiyiik farkliliklar gostermektedir (Hasan vd., 2006).

Bir¢ok diger enzimin aksine lipazlar, susuz alanlarda da 6nemli derecede aktivite ve
kararhilik gostermektedir. Bu 0zgiin 6zelligi lipazlar1 organik kimyasal proseslerde
kullanim i¢in etkin kilmaktadir. Lipazlar kemo-, regio- ve enantiyo secici reaksiyonlarini
cok 1yl saglayabilmeleri, genellikle kofaktorlere ihtiyag duymamalar1  ve
mikroorganizmalardan (6zellikle bakteri ve mantarlar) yiiksek verimde iiretilebilmeleri
nedeniyle baska kullanim alanlarma da sahiptir (Mateos Diaz, 2006). Lipazlar
transesterifikasyon ve ester sentezinde kullanimlarindan baska peptid sentezi, biyolojik
yiizey aktif madde iiretimi ve optik olarak aktif bilesikler tiretmek i¢in rasemik karisimlarin

ayrilmasinda da kullanilabilirler (Ellaiah, 2004).

3.2. Lipazlarin Substrat Spesifikligi

Mikrobiyal lipazlar substrat spesifikliklerine gore; spesifik olmayan lipazlar,
regiospesifik lipazlar ve yag asiti spesifik lipazlar olmak {izere siniflandirilmaktadir.
Spesifik olmayan lipazlar, triacilgliserid molekiilinde rastgele hareket eder ve

triacilgliseridi tamamen yag asitleri ve gliserole parcalarlar. Bu grup lipazlara; S. aureus, S.

18



hyicus, Corynebacterium acnes ve Chromobacterium visconum tarafindan iiretilen lipazlar
ornek olarak verilebilir.

Regiospesifik lipazlar, sadece ester baglantilarin1 (yani gliserolin C1 ve C3
atomlarindaki ester baglarini) hidrolize eden 1,3- spesifik lipazlardir ve hidroliz sonucu
triagilgliseridden 1,2(2,3)-diagilgliserid ve 2-monoagilgliserid olmak {izere serbest yag
asitleri olusur. Hiicre dis1 bakteriyel lipazlar regiospesifiktirler. Ornegin; Bacillus sp., B.
subtilis 168, Bacillus sp. THL 027, Pseudomonas sp. F-B-24, P. aeruginosa EF2, P.
alcaligenes 24 lipazlar1 regiospesifik lipazlardir.

Yag asiti spesifik lipazlar, belirli bir yag asitine spesifik olup, sadece bu yag asitlerinin
olusturdugu ester baglarin1 parcalamaktadirlar. Achromobacterium lipolyticum, yag asiti
spesifik lipazin bilinen bakteriyel kaynagidir. Bununla birlikte, Bacillus sp., P. alcaligenes
EF2 ve Palcaligens 24 lipazlar1 uzun zincirli yag asitlerine sahip triacilgliseridler i¢in
spesifikken; B. subitilis 168, Bacillus sp. THLO27, P. aeruginosa 10145, P. fluorescens,
Pseudomonas sp. ATCC 21808, C. vicosum ve Aeromonas hydrophila lipazlar1 kisa veya
orta zincirli yag asitlerine kars1 spesifiktir. S. aureus 226 lipazt doymamis yag asitlerine
spesifiktir.

Lipazlarm bir diger 6nemli 6zelligi de enantiyo/stereo secicilik yapilaridir. Yani lipazlar
rasemik ciftin enantiyomerleri arasindaki farkliligi se¢me yetene§ine sahiptirler. Bu
enantiyomerik olarak saf veya zenginlestirilmis organik bilesikler; ilag, zirai, sentetik
organik ve dogal iirlinlerin kimyasinda giderek Onem kazanmaktadir. Pseudomonas
ailesinden gelen lipazlar ¢cogunlukla bu kategoride yer alirlar. Bir lipazin stereospesifikligi
genellikle substratin yapisina, aktif alandaki etkilesimlere ve reaksiyon kosullarina
baghidir. Ornegin, P. cepacia lipazi; hidroliz, esterifikasyon ve transestrifikasyon ile ikincil
alkollerin rasemik karigiminin kinetik ayrigsmasi gibi organik sentezlerde kullanilan bir
katalizdir.

Bazi lipazlar ayni zamanda karbon halkasi uzunluguna bagli asit spesifikligine
sahiptirler. Bu 06zelliklerin yaninda lipazlarin enantiyo secici yapilar1 onlara o6zellikle

organik kimya ve farmakolojide diger hidrolazlara gore iistiinliik saglar (Gupta vd; 2004).

3.3. Lipazlarin Katalitik Ozellikleri

Lipazlarin biyolojik fonksiyonu, 6zellikle uzun zincirli triagilgliserolleri serbest yag

asitleri, di- ve mono- acilgliserol ve gliserole hidrolizini katalize etmektir. Lipazlar ayni

19



zamanda susuz organik solventlerde, iki fazli sistemlerde ve kiral spesifiklige sahip misel

cozeltilerde esterifikasyon, transesterifikasyon (asidoliz, interesterifikasyon, alkoliz),

aminoliz ve tiyotransesterifikasyonu igeren tersinir reaksiyonlar1 da katalize etme

yetenegine sahiptir. Lipazlarin katalize ettikleri reaksiyonlar Tablo 2.1°de gdsterilmistir

(Villeneuve vd., 2000).

Tablo 3.1. Sulu ve susuz ¢ozeltilerde lipazlarin katalize ettigi reaksiyonlar (Villeneuve vd., 2000).

Hidroliz

—> R]—C—OR2 + HQO — R]—C—OH + R2_OH

O O

Ester sentezi

— R]—C—OH + R2_OH — R]—C—OR2 + HQO

|
0 0

ASidOliZ — R]—C—OR2 + R3—C-OH — R3—C—OR2 + R]—C—OH
[ [ [ [
0] 0] (0] 0]
interesteriﬁkasyon — R]—Cil— OR2 + R3—C"-OR4_> R3—(:||—OR2 + R]—CHOR4
(0] 0] 0] 0]
Alkoliz - R]—ﬁ—ORz +RsOH — * R,—(ljl—OR3 + R,-OH
(0] 0]
Aminoliz R]—C—OR2 + R3—NH2 R]—C—NHR3 + R2_OH
(0] (0]
3.3.1. Hidroliz

Triacilgliserollerdeki ester baglarmmin toplam hidrolizi, buharin var oldugu yiiksek

sicaklik ve basingta elde edilmektedir. Alternatif olarak yag asitleri, basingli ortamda

sabunlasma ya da kimyasal olarak katalize edilmis hidrolizle {iiretilmektedir. Bununla

birlikte asir1 su bulunmasi durumunda yaglarin enzimatik olarak ayrilmasi i¢in lipazlarin
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kullanim1 reaksiyon, spesifiklik ve atik azalmasi nedeniyle normal sicaklik ve basing
altinda ilerledigi i¢in daha ilgi ¢ekicidir. Bu teknoloji halihazirda yag asitleri, digliserid,
monogliserid, siit liriinleri tatlandiricis1 ve ev ve isyerleri i¢in deterjanlarin iiretiminde

kullanilmaktadir (Villeneuve vd., 2000).

3.3.2 Esterifikasyon

Polihidrik alkoller ve serbest yag asitleri arasindaki esterifikasyon reaksiyonlari, diisiik
su aktivitesi veya serbest solvent sistemleri sartlarinda, suyu az organik solventlerde
lipazlar tarafindan katalize edilirler. Ester sentezi kimyasal olarak asit veya baz katalistlerle
yapilabilmesine ragmen, enzim teknolojisinin kullanimi; normal sartlarin avantajlarini, yan
etkilerin azalmasini ve spesifikligi saglamaktadir. Lipaz katalizli ester senteziyle elde
edilen yiiksek degerli kimyasallara 6rnek olarak primer ve sekonder alifatik ve terpenik
alkollerin oleik asit esterlerinin iiretimi, biitirik asit ve geranolden ya da laurik asit ve

mentolden geranil ve metil esterlerin iiretimi verilebilir (Villeneuve vd., 2000).

3.3.2. Transesterifikasyon

Transesterifikasyon ifadesi; bir esterle bir asitin (asidoliz), bir esterle baska bir esterin
(interesterifikasyon) ya da bir esterle bir alkoliin (alkoliz) agil radikallerinin degismesi
anlammna gelmektedir. Transesterifikasyon, endiistriyel olarak olduk¢a yiiksek
sicakliklarda susuz esteri ve baska bir baska tepkeni iceren karisimin isitilmasiyla elde
edilmektedir. Alternatif olarak, daha diisiik sicakliklarda alkali metaller veya alkali
alkillestiriciler kullanilabilir. Transesterifikasyonla kat1 ve sivi yaglarin modifikasyonu i¢in
lipazlarin kullanilmasi, esterifikasyonda oldugu gibi normal sartlarin avantajlarini, yan
etkilerin azalmasmi ve spesifikligi saglamaktadir. Ornek olarak kakao yagmin iiretimi
verilebilir. Bu reaksiyon, palmiye yagi ve stearik asit veya palmiye yagi ve
tristearolgliserol iceren lipaz katalizli transesterifikasyon reaksiyonlari araciligiyla elde

edilmektedir (Villeneuve vd., 2000).
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3.3.4. Dogal Olmayan Substratlarin Katalizi

Lipazlarm etkinligi karboksilik asit esterlerinin hidroliz ve sentez reaksiyonlar1 katalize
etmekle smirli degildir. Niikleofiller olarak su ve alkollerden baska diger bilesikleri de
kullanabilirler. Bu ylizden lipazlarin organik solventlerde seg¢ici olarak aminoliz,
tiyotransesterifikasyon ve oksimoliz gibi farkli reaksiyonlar1 katalize etme giicli vardir.
Susuz ortamdaki esterlerin aminolizinde lipazin seciciligi basarili bir sekilde peptid ve yag
amid sentezleri i¢in kullanilmistir. Bu sonuglar, optik olarak aktif peptidlerin, polimerlerin,
ylizey aktif maddelerin sentezinde ve yeni deterjanlarin diisiik maliyette liretiminde lipaz

teknolojisinin kullanimi i¢in timit vericidir (Villeneuve vd., 2000).

3.4. Bakteriyel Lipazlar

Bakteriyel lipazlarin bir kismi glikoprotein, bir kisim hiicre dis1 bakteriyel lipazlarda
lipoprotein yapisindadirlar. Bakteriyel enzim iiretimi bazi polisakkaritler tarafindan
etkilenmektedir (Wintler vd., 1979).

Calisilmis olan bakteriyel lipazlar arasinda Bacillus, biyoteknolojik uygulamalar i¢in
uygun Ozellikleri nedeniyle 6nem tasimaktadir. B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis, B.
coagulans, B. stearothermophilus ve B. alcalophilus en genel bakteriyel lipaz tlireticileridir.
Ayrica; Pseudomonas sp., Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia multivorans,
Burkholderia cepacia ve Stafilokok caseolyticus bakteriyel lipaz iireticileri olarak c¢esitli
arastirmalarda rapor edilmistir (Treichel vd., 2010).

Genel olarak bakteriyel lipazlar, notr ya da alkali pH optimumuna sahiptirler, pH 4.8’de
asidik optimuma sahip olan P. flluorescens SIK WI bunlarin disindadir.
B. sterothermophilus SB-1, B. atropahaeus SB2 ve B. licheniformis SB-3’den gelen
lipazlar genis bir pH araliginda aktiftirler (pH 3-12). Bakteriyel lipazlar, pH 4’ten pH 11°e
kadar genis bir aralikta stabiliteye sahiptirler. Bu lipazlar, genellikle 30-60 °C araliginda
sicaklik optimumu gostermektedir. Bununla beraber, hem daha diisiik hem de daha yiiksek
araliklarda sicaklik optimuma sahip, bakteriyel lipazlar da ¢esitli arastirmacilar tarafindan
rapor edilmistir. Sadece Bacillus, Chromobacterium, Pseudomonas ve Staphylococcus sp.,
tiirleri i¢in termal stabilite verileri belirlenmistir. Organik solventlerde stabilite sentez
reaksiyonlarinda istenilen bir olaydir. Var olan literatiirden, birka¢ tesvik edici veya

engelleyicinin haricinde, lipazlarin genel olarak organik solventlerde stabil oldugu
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sonucuna varilabilir. Aseton, P. aeruginosa Y S-7 lipaz1 ve hekzan, Bacillus sp. lipazi i¢in
inhibitor etkisi yaparken; aseton, etanol ve metanoliin B. thermocatenulatus’un lipaz

aktivitesini artirdig1 rapor edilmistir (Gupta vd., 2004).

3.5. Lipaz Aktivite Tayin Yontemleri

Gliniimiizde tiim enzimler i¢in uluslararasi standart enzim birimi kullanilmaktadir. Bu
birime gore; bir birim (U) enzim, standart kosullar altinda 1 dakikada 1 pmol substrati
doniistiirebilen miktar olarak tanimlanmaktadir. Enzimlerle katalize edilen tiim
reaksiyonlarda oldugu gibi aktivite dlgtimleri, farkhi fizikokimyasal metotlar kullanilarak
yapilabilir (substratin doniistimiinii veya Uriinliin olusumunu gézlemleyerek). Ham veya
saflagtirilmis lipaz Orneklerinde lipaz aktivitesinin Ol¢glimii i¢in ¢esitli metotlar
gelistirilmistir. Lipaz reaksiyonunun hizi; ya substratin, trigliseridin yok olma hizi, yag
asitlerin iiretim hiz1 ya da emiilsiyonun berraklasma hiz1 saptanarak 6l¢iilebilir.

Lipaz analizinin tek bir evrensel metodu yoktur. Belirli bir metodun se¢imi kullanicinin
kendi spesifik taleplerine baghdir. Tablo 3.2.°de lipaz aktivitesinin arastirilmasi ve
Olciimiinde kullanilan yontemler gosterilmis ve yontemlerin igerikleri kisaca agiklanmistir.

Tablo 3.2.°de gosterilen yontemler disinda; bazi yazarlar tarafindan lipaz aktivitesinin
varli§inin belirlenmesinde ve Ol¢iimiinde; triacilgliserolden serbest kalan gliserol,
elektriksel iletkenlik, Wilhelmy plaka metodu, akustik dalga iletkenligi, florimetrik
metodlar, kiitle spektrometresi, arayiizey gerilimi izleme, lipoprotein lipaz ELISA kitleri,
immiinolojik metodlar, NMR metodu, infrared spektroskopi gibi yontemler de gelistirilmis
ve kullanilmistir. Lipaz aktivite analizinde kullanilan yontemlerin avantaj ve dezavantajlar1
sOyle siralanabilir (Hasan vd., 2009):

« Kromatografik, titrimetrik ve tek katmanli analizlerde dogal trigliseridler
kullanilmaktadir, fakat kromojenik ve florojenik sentetik substratlarla daha yiiksek
hassasiyet elde edilmektedir.

«  Floresan arastirmalar1 kullanilan analizler yorucu ve zaman alicidir.

« Radyometrik analizler en hassas olanlaridir, ama siirekli degildir, pahali radyoaktif
olarak etiketlenmis substratlarin kullanimini1 gerektirir ve etiketlenmis triinden

radyoaktif substratin ayrilmasina ve emniyet konusuna dikkat edilmesi gerekir.
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o  Titrimetrik tahliller stireklidir. Dogal veya sentetik substratlar kullanilabilir ama

hassasiyeti diisliktiir ve serbest kalan hidrojen iyonunun miktarini degistiren

kosullara tabidirler.

Tablo 3.2. Lipaz aktivitesinin arastirilmasi ve 6l¢iimiinde kullanilan yontemler

Yéntem Substrat Yontemin Icerigi
triblitirin -~ ve triolein  gibi Substratlar1 igeren kati ortamda
substratlar biiyiiyen koloniler etrafinda 151k
halkas1 olusumuyla belirtilir.
Kat1 ortamda tarama
Floresan boya Rhodamine B UV s1ginda  bakteriyel koloniler
etrafinda  turuncu floresan 151k

olusumuyla belirtilir.

Titrimetrik metodlar

Lipaz aktivitesi, bir sabit u¢ nokta
degerinde pH elde etmek maksadiyla

pH-stat metodu Dogal veya sentetik NaOH ekleyerek titrasyon sonunda
triagilgliseridler zamanla serbest kalan serbest yag
asitlerine gore belirlenir.
Zeytinyagl emiilsiyon Zeytinyagi Indikator varhginda NaOH ile yapilan
metodu titrasyon sonunda serbest kalan
serbest yag asitlerine gore belirlenir.
Bu metod, standart bir referans
] slispansiyonda dagilan 15181n
Nefglgmetr} ve yogunluguyla tanimlanmis kosullar
tiirbidimetri altindaki  ornekte dagilan 151810
yogunlugunun kargilagtirilmasina
dayanir.
Farkli zincir uzunlugundaki (>C-10)
yag asitlerin p-nitrofenil esterlerinin
Kolorometrik p-nitrofenil esterleri hidrolizi sonucu olusan sar1 renkli p-
Metodlar nitrophenoliin spectrofotometrik
olarak 405 nm veya 410 nm’de
okunan absorbansiyla belirlenir.
Kromatografik Ornegin; p-naftil laurat, enzimle
Metodlar p-nitrophenol’iin f-naftil inkiibasyonu  sonunda  naftolun

HPLC metodlari

Gaz kromotografisi

laurat, laurik

esterleri

palmitik ve

vinil butirat

olusum miktar1 ters faz HPLC ile
Olciiliir.

Hekzanda 1-oktanollu vinil butiratin
lipaz katalizli transesterifikasyonuyla
1-oktil biitirat iretimi gaz
kromatografisi ile izlenir.

Test Kitleri

1,2-dioleoyl-3-
pyrenyldecanoyl-rac-glycerol
gibi

Farkli substratlar1 igeren test kitleri
spektrofotometrik olarak lipaz
aktivitesinin hizli ve kolay sekilde
Ol¢lilmesini saglar.
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3.6. Lipaz Uretimi ve Ortam Bilesimi

Lipazlar, bitkisel kaynaklardan, hayvansal dokulardan ve mikroorganizmalardan elde
edilmektedir ve pekcok mikroorganizma tiirlerinin biinyelerinde dogal olarak
bulunmaktadir. Lipitler, suda c¢oziinmezler ve hiicre i¢i daha polar parcalarna hiicre
disinda yikilmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle lipazlarin cogu hiicre disina salgilanirlar.

Mikrobiyal lipazlar, genellikle daldirmali kiiltiirle iiretilmektedir, fakat kati hal
fermentasyon metotlar1 da kullanilabilir. Daldrmali kiiltiir ve kat1 hal fermantasyonu
metotlar1 ile lipaz iiretimi i¢in optimal kiiltiirii ve ihtiyaclarii tanimlamak amaciyla birgok
arastirma yapilmistir. Lipaz iiretimi; karbon ve azot kaynaginin tipi ve konsantrasyonu,
kiiltiir pH’1, biiylime 1s1s1 ve coziinmemis oksijen konsantrasyonu gibi faktorlerden
etkilenir. Tablo 3.3’de baz1 mikroorganizmalar ile lipaz iretimi i¢in optimum

fermantasyon sartlar1 verilmistir.

3.6.1 Karbon Kaynaklarinin Etkisi

Karbon ve azot, mikroorganizmalarin biiyiimesi i¢in temel maddeler olup, normal
olarak dogal kaynaklardan temin edilirler (Hasan, 2009). Lipazlar, biiyiik olciide
indiiklenebilir enzimler oldugu i¢in, karbon kaynagi lipaz aktivitesini etkileyen baslica
faktordiir. Bu nedenle lipazlar genellikle yag veya triagilgliseroller, yag asitleri, hidrolize
edilebilir esterler, tweenler, safra tuzlar1 ve gliserol gibi herhangi bir indiikleyici lipit
kaynaginin mevcudiyetinde iretilirler. Bununla birlikte sekerler, seker alkol,
polisakkaridler ve diger kompleks kaynaklar gibi diger karbon kaynaklar1 da lipaz
aktivitesini 6nemli derecede etkileyebilmektedir (Gupta vd., 2004). Mikrobiyal lipazlarin
iiretimi i¢in ne ¢esit lipitlerin etkili oldugu hakkinda genel bir kural yoktur.

Chander vd., (1979), Streptococcus faecalis ile lipaz iiretiminde, kisa zincirli yag
asitlerinin lipaz liretimini arttirdigini, fakat oleik asit gibi daha uzun zincirli doymamis yag
asitlerinin lipaz liretimini gii¢lii bir sekilde inhibe ettigini rapor etmistir (Hasan vd., 2009).

Sugihara vd., (1991), Bacillus sp. kullanarak, kiiltiir ortaminda % 1’lik zeytinyagi
mevcudiyetinde lipaz tretimini rapor etmistir. Uzatilmis kiiltivasyondan sonra bile
zeytinyagmin olmadig1r durumda az bir enzim aktivitesi gozlemlenmistir. Papaparaskevas
vd., (1992), Rhodotorula glutinis ile hiicre dis1 lipaz tiretimi icin, fruktoz ve palm yagmin

en iyi karbonhidrat ve lipit kaynaklar1 oldugunu rapor etmistir. iki karbon kaynag:
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Tablo 3.3. Lipaz iiretimi i¢in fermantasyon sartlari

Mikroorganizma pH S' KH® IS’ Karbon Kaynag Azot Kaynad Referans
°C  rpm saat

P. fragi CRDA 037 6.5 11 100 72 Biitirik asit Schuepp vd., (1997)
P. aeruginosa PseA 6.5 25 100 72 Glukoz Maya 0ziitii, tripton Ruchi vd., (2008)
P. fluorescens HU380 7.0 28 500 16 Gliserol Et 6ziitli, maya 0ziitii Kojima vd., (2003)
P fluorescens 2D 20 120 24 Aminoasitler Amonyum klorid Makhzoum vd.,(1995)
Pseudomonas sp. 9.0 30 150 72 Soya fasulyesi, misir s1visi, nisasta Dong vd., (1999)
Pseudomonas sp.ATTC 21808 7.0 20 250 70 Zeytinyagi Maya 0ziitii, pepton Kordel vd., (1991)
P. luteola 7.0 30 160 72 Glukoz, tween 80 Litthauer vd., (2002)
P. aeruginosa KKA-5 6.9 30 121  5giin Hint yag: Polipepton, maya oziitii Sharon vd., (1998)
Bacillus sp., Pseudomonas sp. 7.0 30 200 48 Glukoz, zeytinyagi Pepton, maya oziiti Meghwanshi vd., (1998)
Pseudomonas sp. KWI-56 7.0 27 300 34 Oleik asit Pepton, maya oziiti lizumu vd., (1990)
Pseudomonas sp. MSI057 7.0 37 250 72 Glukoz, tribiitirin Pepton, maya oziitii, tripton  Kiran vd., (2008)
A. calcoacetius LP009 7.0 15 200 tween 80 Tripton, maya 0ziitii Pratuangdejkul; (2000)
B. alcalophilus 10.6 60 100 20 Maltoz, soya unu Pepton, maya 6ziiti, Ghanem vd., (2000)
P. putida ATCC 795 7.5 27 150 72 Soya unu, tuzsuz tereyagi Pepton Pabai vd., (1995)
Burkholderia sp. 7.0 45 250 24 Glukoz, hardal yagi NH,4CI, (NHy4),HPO, Rathi vd., (2001)
S. haemolyticus 1.62 7.0 37 20 Tripton, maya 0ziitii Oh vd., (1999)
B. licheniformis H1 9.0 50 200 10 Glukoz Pepton, maya 6ziitii, et 6ziitih KhyamiveHorani (1996)
Bacillus sp. THL027 7.0 65 200 48 Glukoz, piring kepegi yagi (NHy4),SO,4 Dharmsthiti vd., (1999)
P. aeruginosa 7.0 37 150 Hint yag1 Maya 0ziitii Amara ve Salem (2009)

' S: sicaklik; % KH: karistirma hizi; *: 1.S.: inkiibasyon siiresi
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karsilastirildiginda % 2’lik palm yagi konsantrasyonunda fruktoz ortamindan 12 kat daha
fazla verim elde edilmistir.

Lee vd., (1993), karbon kaynag1 olarak emiilsiye edilmis zeytin yagi iceren ortamdaki
P. fluorescens SIK tarafindan iiretilen alkaline lipaz i¢in 7395 U/mg protein spesifik
aktivite belirlemistir. Arastirilan diger triagilgliserollerle karsilastirildiginda enzim,
trikaproik (C6) ve trikapriline (C8) dogru yiiksek bir lipotik aktivite gostermistir ve
trioleini 1 ve 3 pozisyonlarinda ester baglarin tercihen hidrolize etmistir. Benzer sekilde,
Sztajer vd., (1993); Penicillium expansum kullanarak, pH 8.3’te yag igceren ortamda (% 1
zeytinyagl) maksimum alkali lipaz aktivitesi elde etmistir. Tween 20 ve lubrol PX
ilavesiyle enzimin stabilitesi artmistir.

Espinoza vd., (1990), tweenlerin enzimin serbest kalmasini artiran siirfaktanlar oldugu
kadar, kimyasal yapilarinin bazi dogal substratlara benzer olmasi nedeniyle indiikleyici
olarak da gorev yapabildigini belirtmistir.

Gordillo vd., (1995), kesikli kiiltiirde C. rugosa ile lipaz iiretiminin oleik asitin (lipaz
indiikleyicilerinin (yaglar, tween 80 gibi) hidrolizi sonucu olusan baslica iirtinlerden biri)
baslangi¢ konsantrasyonundan etkilendigini belirtmislerdir. 2 g/L’lik baslangi¢ oleik asit
konsantrasyonunda maksimum lipaz/substrat verimi elde edilmistir ve bu verim daha
yiiksek oleik asit konsantrasyonlarinda azalmistir. Song vd., (2001), siirfaktanlarin lipaz

iiretimine yardimci olabilecegini bulmuslardir.

3.6.2 Azot Kaynaklarinin Etkisi

Karbon kaynagi yaninda ortamdaki azot kaynagmm tipi de lipaz lretimini
etkilemektedir. Genel olarak pepton ve maya 0ziitii gibi organik azot kaynaklar1 tercih
edilmektedir ve bunlar farkli Bacillus sp. (Bacillus A30-1, B.alcalophilus, B.licheniformis
H1 gibi) ve farkl pseudomonas (Pseudomonas sp., P.fragi, P.fluorescens BW 96CC gibi)
tiirleri ile lipaz iiretimi i¢in bircok arastirmada azot kaynagi olarak kullanilmistir.
Amonyum kloriir ve diamonyum hidrojen fosfat gibi inorganik azot kaynaklarinin da bazi
mikroorganizmalarla lipaz tiretiminde etkili oldugu rapor edilmistir (Gupta, 2004).

Sztajer ve Maliszewsla (1989), Pe. citrinum kullanarak hiicre dis1 lipaz tiretimi i¢in % 5
pepton (w/v) (pH 7.2) i¢eren ortamda maksimum verim elde etmistir. Misir likorii ve soya

unu gibi azot kaynaklar1 lipaz iiretimini artrmustir, fakat peptondan daha az verim elde
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edilmistir. Ure ve amonyum siilfat lipaz sentezini inhibe etmistir. Lipolitik aktivite (1120
U/L) zeytinyagindan serbest kalan yag asitlerin titrasyonu ile belirlenmistir.

[zumi vd., (1990), Pseudomonas sp. KW1-56 ile termostabil lipazi azot kaynag1 olarak
pepton (% 2 w/v) ve maya 0ziitii (% 1 w/v) igeren ortamda iiretmistir. Okeke ve Okolo
(1990), azot kaynagi olarak % 35 soya fasulyesi (w/v) iceren sabit kosullar altinda
Acremonium structum kullanarak yiiksek miktarda lipaz iiretmislerdir. Genellikle organik
azot kaynaklar1 kullanildig1i zaman mikroorganizmalar yliksek verimde lipaz iiretirler.
Fakat bir istisna olarak, Papaparaskevas vd., (1992), Rho. glutinis kullanarak lipaz
iretimini arastirmiglar ve organik azot kaynaklarinda (maya 6ziitii ve tripton gibi) Rho.
glutinis 1y1 biiylimesine ragmen, inorganik azot kaynagi olarak amonyum fosfat
kullanildiginda lipaz iiretiminin arttigmm tespit etmislerdir. Uretilen bu enzim pH 7.5°da
optimum aktiviteye sahiptir.

Ohnishi vd., (1994), A. oryzae ile azot kaynagi olarak maya 6ziitii (% 1), polipepton (%
2) ve soya unu (% 3) iceren bir ortamda maksimum alkali lipaz lretmistir. Bu enzim,
substrat olarak zeytinyagi ve tribiitirinde sirasiyla pH 7.5 ve 10’da optimum aktiviteye
sahiptir. Pimentel vd., (1994), Pe. citrinum’un bir suju ile azot kaynagi olarak maya 0ziitii

(% 0.5) iceren ortamda 409 IU/mL maksimum lipaz aktivitesi elde etmislerdir.

3.6.3. Iyonlarin Etkisi

Na’, PO4>, Ca™ gibi inorganik iyonlar bakterilerin biiylimesi i¢in gereklidir. Ohkuro
vd., (1978), Bacillus natto kiiltiirlerine NaCl ilavesinin lipaz iiretimini artirdigini ve artan
NaCl konsantrasyonuyla lipaz liretim zamanmin kisaldigini bulmustur (Hasan vd., 2009).
Janssen vd., (1994), iiretim ortammna magnezyum, demir ve kalsiyum iyonlar1 ilave
edildiginde termofilik Bacillus sp. tarafindan lipaz lretiminin birka¢ kat arttigini rapor
etmistir. Benzer sekilde, Pokorny vd., (1994), A. niger ile lipaz iiretiminin Mg "
mevcudiyetinde arttigini rapor etmistir. Kok vd., (1994), Aci-calcoaceticus BD 413
tarafindan hiicre dis1 lipaz {iretiminin ortam Mg, Ca™, Cu ve Co' ' iyonlar1 ile
desteklendigi zaman arttigini bildirmistir. Lin vd., (1995), tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
P. pseudoalcaligenes F-111 ile lipaz iiretimi, fosfat iceren ortama Mg ilave edildigi
zaman artmustir. Bu alkali lipaz, pH 6-10 arasinda oldukca aktif ve stabildir ve optimal

reaksiyon sicakligi 40 °C’dir.
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Wang vd., (1995), Bacillus sp. A 30-1 (ATCC 53841) tarafindan lipaz iiretiminin, Ca"",
Mg™, Na", Co™", Fe', Mn"", Mo ve Zn"" iceren kompleks bir ortamda ger¢eklestigini
rapor etmistir.

Sharon vd., (1998), P.pseudoalcaligenes KKA-5 tarafindan maksimum lipaz {iretiminin,
0,8 M Mg " konsantrasyonunda meydana geldigini bildirmistir. Ortamdan magnezyum
iyonlarinin ¢ikarilmasi lipaz iiretiminde yaklasik % 50 azalmaya sebep olurken, ortama
kalsiyum iyonlarmin eklenmesi lipaz tiretimini etkilememistir (Sharma, 2001).

El Gammar ve Rizk (2000), Candida utilis ve Debaryomyces hansenii ile lipaz
iretiminde fermantasyon ortamina % 0.01 oraninda ilave edilen NaCl’nin lipaz liretimini

tesvik ettigini bildirmislerdir.

3.6.4. Fiziksel Faktorlerin Etkisi

Bir iiretim ortaminda farkli kimyasal iceriklere ilaveten pH, sicaklik, karistirma,
havalandirma ve inkiibasyon siiresi gibi fizyolojik parametreler de mikroorganizmalarla
enzim tretimini etkileyen 6nemli faktorlerdir.

Biiyiime ortammin baslangi¢ pH’s1 lipaz tiretimi i¢cin 6nemlidir. Genellikle, Bacillus sp.
(Sugihara vd., 1991), Acinetobacter sp. (Barbaro vd., 2001) ve Burkholderia sp. (Rathi vd.,
2001) gibi bakteriler en 1yi biiylime ve lipaz tiretimi i¢in yaklasik pH 7’yi tercih ederler.
Bununla beraber bir¢ok calismada daha yiiksek pH’larda (>7) maksimum aktivite
gozlemlenmistir (Nashit ve Nelson 1953; Gilbert vd., 1991; Wang vd., 1995; Khyami ve
Horani 1996; Dong vd. 1999; Sharma vd., 2002). Lipaz iiretimi i¢in optimum sicaklik
genellikle mikroorganizmanm biiyiime sicakligiyla uyumludur. Ornegin, Bacillus sp. RSJ1
ile en iyi biiyiime ve lipaz tretimi igin sicaklik 50 °C olarak bulunmustur (Sharma vd.,
2002). Bununla birlikte lipazlarm genellikle 20-45 °C sicaklik araliginda iretildigi
gozlemlenmistir.

Bakteriler tarafindan maksimum lipaz iiretimi i¢in yapilan ¢aligmalarda, birka¢ saatle
birka¢ giin arasinda degisen inkiibasyon siireleri elde edilmistir. A.calcoaceticus ve
Bacillus sp. RSJ1 ile lipaz iiretimi i¢in 12 saatlik inkiibasyon siiresi optimum olarak
bulunmustur (Mahler vd., 2000; Sharma vd., 2002). Oysa Pseudomonas spp. (P.fragi) ve
P. fluorescens BW96cc suslari i¢in sirasiyla 72 ve 96 saat inkiibasyondan sonra maksimum

lipaz tiretmistir (Pabai vd., 1996; Dong vd., 1999).
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Aerobik organizmalar tarafindan {iretilen hiicre dis1 enzim miktarmi artrmak i¢in
cogunlukla calkalamali inkiibatorler kullanilmaktadwr. Havalandirma, lipaz iiretimi igin
gerekli olup, en yiiksek aktivite havalandirma ile elde edilmistir. Farkli arastirmacilar,
optimum lipaz iiretimi i¢in farkli havalandirma oranlarini rapor etmistir. Bacillus sp. ile
yapilan bir caligmada, iretilen lipolitik aktivite siirekli havalandirma ile iki giin
inkiibasyondan sonra maksimum seviyeye ulasmistir (El-Shatei ve Rezkallah 1997).
Yapilan baska bir ¢alismada havalandirma, P. aeruginosa KKA-5’in biliyiime ve lipaz
iiretimini artrmistir (Sharon vd.,1999). Calkalama (karistirma), termofilik Rhizopus oryzae

ile Uiretilen hiicre i¢i ve dis1 lipaz tiretimini artrmistir (Salleh vd., 1993).

3.7. Lipazlarin Kullanim Alanlarn

Mikrobiyal lipazlar, seri liretim kolaylig1 ve ¢ok yonlii uygulanabilir 6zelliklerinden
dolay1 biyoteknolojik olarak degerli enzimlerin 6nemli bir grubunu olusturmaktadir.
Glinlimiizde lipazlardan yag, gida, 1ilag, deterjan, kozmetik gibi alanlarda

faydalanilmaktadir (Sharma, 2001).

3.7.1. Yag ve Oleokimya Endiistrisinde Lipazlarin Kullanimi

Mucor miehei (IM 20) ve Candida antarktika (SP 382) lipazlari, organik solventlerin
yoklugunda serbest yag asitlerinin esterifikasyonu veya izopropilden gliserollu hekzanda
yag asiti metil esterlerinin transesterifikasyonu i¢in kullanmislardir.

Biiyiik 6lgekli isletmelerdeki palm yaginin ve tereyagmin toplam yillik diinya ¢apidaki
liretimi sirastyla, 5.5 milyon ton ve 6.5 milyon tondur. Kakao yagi 37 °C’de erime noktasi
olan yiiksek degerli bir iirlindiir. Palm yagmin kakao yagina (ikame olarak) doniistimii
interesterifikasyon ile elde edilebilir ve kullanilmakta olan ticari bir prosestir.

Lipaz ile birlikte lesitinin adsorpsiyonu, yemeklik sivi ve kat1 yaglarin
interesterifikasyon reaksiyonlarmi yiiriitmek i¢in etkilidir. Palm yagi, kanola veya soya
fasulyesi yagi ile karistirilir ve diisiik sicakliklarda muamele 6zelliklerini gelistirmek icin
enzimatik secici interesterifikasyon ile modifiye edilir. Organik solventte tutuklanmis M.

miehei lipaz1 omega-3 ¢coklu doymamis yag asitlerini iceren misir yagi, aycicegi yagi, fistik

30



yagl, zeytinyaglt ve soya yagi gibi bitkisel yaglarin iiretiminde enzimatik
interesterifikasyon reaksiyonlarini katalizlerler.

Oleokimya endiistrisinde lipazlarin kullanimi alkoliz, asidoliz, hidroliz ve gliseroliz
siiresince enerji ve termal degradasyonun minimize olmasini saglamaktadir. Kat1 ve sivi
yaglar diinyada yillik olarak yaklasik 60 milyon ton seviyesinde iiretilmektedir ve bunun
onemli bir kismi (yillik 2 milyon tondan fazla) hidroliz, gliseroliz ve alkoliz gibi yiiksek
ener]i tilkketen proseslerde kullanilmaktadir.

Belirgin ustlinliigiine ragmen, enzimatik metotlarin potansiyelleri ile orantili ticari
kullannm diizeyine heniiz ulasilmamistir. Bazi yiiksek degerli ¢oklu doymamis yag
asitlerinin iiretimi ve sabun imalati i¢in nispeten kii¢iik O6l¢ekli enzimik yag ayirma
prosesleri hakkinda simdiye kadar birkag bilgi edinilmistir. Ornegin, Japonya’da Miyoshi
Oil & Fat Co, firmasi sabunlarin tiretiminde, Candida cylindracea lipazini ticari olarak
kullanmaktadir. Sirket enzimik metodun iistiin bir {iriin verdigini ve bu metodun geleneksel

prosesten daha ucuz oldugunu iddia etmektedir (Hasan, 2006).

3.7.2. Biyolojik Olarak Bozunabilir Polimerlerin Uretiminde Lipazlarin Kullanim

Lipazlar, organik sentezlerde uygulanmalar: i¢in en 6nemli enzim gruplardan biridir.
Lipazlar yararli biyobozunur bilesiklerin {iretiminde biyokatalist olarak kullanilmaktadir.
1-Butil oleat, kis aylarinda kullanilan biyodizelin viskozitesini azaltmak i¢in biitanol ve
oleik asitin dogrudan esterifikasyonu 1ile iiretilmektedir. Trimetilpropan esterleri
yaglayicilara (yaglama maddelerine) benzer sekilde de sentezlenir. Lipazlar ester
sentezlerini katalizleyebilir ve organik ¢oziicii sistemlerde transesterifikasyon reaksiyonlari
ile biyobozunur poliesterlerin enzim katalizli tiretim olanagini saglar. Aromatik poliesterler

lipaz biyokatalizi ile sentezlenebilirler (Hasan, 2006).

3.7.3. Tekstil Endiistrisinde Lipazlarin Kullanim

Lipazlar, tekstil endiistrisinde ve boyamada piiriizsiizliigii saglayarak, daha iyi emicilige
sahip kumas elde etmek i¢in yaglama maddelerinin giderimine yardimci olarak
kullanilmaktadir. Lipazlardan kot taslama sistemlerinde, ¢izgi ve kat izi olusumunu

azaltmak icin de faydalanilmaktadir. Kot ve diger pamuklu kumaslarin hasil sokiimii i¢in
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kullanilan ticari preparatlar hem alfa amilaz hem de lipaz enzimlerini icermektedir (Hasan,

2006).

3.7.4. Deterjan Endiistrisinde Lipazlarin Kullanim

Hidrolitik lipazlarin ticari olarak en 6nemli uygulama alani baslica ev ve endiistriyel
camasirhane ve evlerdeki bulasik makinelerinde kullanilan deterjanlara katki maddesi
olarak kullanilmasidir. Lipazlar; kizartma yagi, salata yagi, tereyag8i, yag bazli soslar,
corbalar, insan sebumu veya belirli kozmetikler gibi kaynaklardan olusan yag iceren
lekeleri gidermek i¢in deterjan formiilasyonlarinda da kullanilmaktadir (Hasan, 2006).

Enzimler, daha diisiik yikama sicakliklarinda deterjanlarin kullanimina imkan vererek
enerji tasarrufu sagladigindan deterjanlarin cevresel yiikiinli azaltmaktadir. Genellikle
deterjanlarda daha az olmas1 istenilen kimyasallarin azaltilmasma imkan saglamaktadir.
Biyolojik olarak parcalanabilir ve zararli kalmti birakmaz. Ayrica kanalizasyon aritma
tesislerinde olumsuz etkisi yoktur ve sucul yasam iizerinde herhangi bir riski mevcut
degildir.

Lipaz kumas ylizeylerin 1slanilabilirligini diizeltmek ve ylizeylerden yag giderimini
kolaylastirmak i¢in tutuklanir. Yikama srrasinda lipazin siirfaktanlar tarafindan
denatiirasyonuna ve 1s1 etkisine karsi stabilitesi gelistirilmistir ve camasirin yikanmasi
siiresince kumastan lekeyi giderme dayanikliligma sahiptir. Yiiksek sicaklikta kumasg
kurutmadan sonra var olan aktivitesini korur ve depolama ve tasima siiresince aktivitesi
kalir.

Aspergillus  oryzae, Acinetobacter radioresistens, Pseudomonas mendocina,
Pseudomonas alcaligenes, Candida ve Chromobacterium lipazlar1 deterjanlarda

kullanilmak {izere ticari olarak iiretilmektedir (Hasan, 2006).

3.7.5. Gida Endiistrisinde Lipazlarin Kullanim

Giliniimiizde, kat1 ve sivi yag modifikasyonlar1 yeni, ekonomik ve yesil teknolojileri
gerektiren gida isleme sektoriinlin ana alanlardan birisidir. Besinsel olarak 6nemli yapisal
triacilgliserolleri iceren ve fizikokimyasal 6zellikleri degistirilerek uygun hale getirilmis

bitkisel yaglar, gelecekte piyasada biiyiik bir potansiyele sahip olacaktir. Regio- ve yag
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asidi spesifikligi olan mikrobiyal lipazlar, biiyiik 6neme sahiptir ve bitkisel yaglarin tekrar
uygun hale getirilmesi i¢in kullanilabilir.

Lipazlar, tat ve gilizel koku bilesikleri olarak bilinen kisa zincirli yag asitleri ve
alkollerin esterlerinin sentezi ile lezzeti gelistirmek i¢in gidalara eklenerek
kullanilmaktadir.

Lipazlar, daha onceleri balik gibi yalin (yagsiz) et liretiminde kullanilmistir. Baliketinin
islenmesi sirasinda lipaz ilave edilerek kat1 yag giderilmekte ve bu islem biyolipoliz olarak
adlandirilmaktadir. Ayrica lipazlar, sosis liretiminin fermentatif adimlarinda ve olgunlasma
sirasinda serbest kalan uzun zincirli yag asitlerindeki degisikliklerin belirlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Daha 6nceleri farkli mikrobiyal kdkenli lipazlar, rafine edilen
pirincin lezzetlendirilmesinde, soya siitiiniin modifiye edilmesinde ve elma sarabmin
fermantasyonunun hizlandirilmasinda ve aromasmin iyilestirilmesinde kullanilmistir

(Hasan, 20006).

3.7.6. Rasemik Karnisimlarin Aynstirilmasinda Lipazlarin Kullanim

Lipazlar, rasemik karigimlar1 ayristirmak, tibbi ilaglar, zirai ilaglar ve pestisitlerin kiral
yapt bloklarmin sentezi i¢in kullanilmaktadir. Bazi lipazlar, polar olmayan organik
coziiclilerde aktivitelerini koruyabilirler. Bu nedenle stereospesifik hidroliz yoluyla
rasemik karigimlarin ayristirilmast  gibi suda c¢oziinmeyen esterlerin  hidrolizinde
kullanilabilirler. Yapilan c¢aligmalarda enantiyo secici hidroliz veya esterifikasyon ile
stereo izomerlerin ayristirilmasi da saglanmastir.

Kiralite bir¢ok ilacin etkinliginde 6nemli bir faktordiir. Y1gmn halinde etkin maddelerin
ve tarimsal iriinlerin hazirlanmasi i¢in tibbi ve zirai ila¢ endiistrilerinde kiral aracilar ve
hassas kimyasallara yiiksek bir talep vardir. Ornegin, agrilarin tedavisinde kas gevsetici
olarak kullanilan Baklofenin iiretiminde C. cylindracea lipaz1 rasemik karisimin
ayristirilmasi i¢in bir katalizor olarak kullanilmaktadir.

Lipazlar kilogram 6lceginde optik olarak aktif iiriinlerin hazirlanmasi i¢in diinyada
bircok farmokoloji firmalar1 tarafindan kullanilmaktadwr. Polifonksiyonel organik
bilesiklerin regio se¢ici modifikasyonlar1 genisleyen lipaz uygulamalarinin bir bagska
alanidir. AIDS tedavisinde umut verici bir ila¢ olan castanospermin regio segici

modifikasyonunda lipazlar basariyla uygulanmistir (Hasan, 2006).
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3.7.7. Tan1 Araci Olarak Lipazlarin Kullanim

Lipazlar, saglik sektoriinde ilag hedefleri veya gosterge olarak onemli enzim olup, tani
araglar1 olarak kullanilmaktadirlar ve onlar varlig1 ya da artan seviyesi bazi enfeksiyon
veya hastaliklar1 gostermektedir.

Lipazlar enzim baglantili kolorimetrik reaksiyonlardan sonra olusan gliserolii tiretmek
icin serum trigliseritlerin enzimatik olarak belirlenmesinde kullanilir. Akut pankreatit ve
pankreatik yaralanma oldugu sezinlenen durumlarda kan serumundaki lipazlarin seviyesi
bir tan1 araci olarak kullanilabilir.

P. aeruginosa bir firsat¢1 patojendir ve bircok farkli viriilans faktorii sentezleme ve
salgilama yetenegi P.aeruginosa’nin patojenligine katkisi olan biyolojik 6zellikleri olarak
kabul edilir. Viriilans faktorler arasinda lipaz da dahil olmak iizere bir¢ok enzim vardir.
Ayrica P. acnes, Corynebacterium acnes, Staphylococcus aureus gibi patojen bakterilerin
lipazi, akne hastalarinda, deri dokiintiisii olusumunda etkili oldugu bulunmustur (Hasan,

2006).

3.7.8. Unlu Mamiiller, Sekerleme ve Peynir Lezzetlendirmede Lipazlarin
Kullanimi

Lipazlar siit yagmin hidrolizi i¢in siit endiistrisinde genis Olclide kullanilmaktadir.
Gilintimiizdeki uygulamalar; peynir gibi iirtinlerin imalati, peynirlerin lezzetinin artirilmasi,
peynir olgunlasmanin hizlandirilmas:1 ve tereyagi ve kremanm lipolizini igerisine
almaktadir. Siit yaginda lipazlarin etkinligi ile olusan serbest yag asitlerinden, lipazlarin
spesifik lezzetlendirme karakteristikleri ile ilgili olarak ozellikle yumusak peynirler de
olmak tizere bir¢ok giinliik liriinde faydalanilmaktadir. Lipazlar, krema tad1 ve sekerleme
ve karamelin tereyagli dokusunu elde etmek i¢in kahve kremalarinda lezzeti iyilestirmede
kullanilmistir. Kiiflii peynirin lezzetinin iyilestirilmesi Pencillium roqueforti’den elde
edilen enzimle yapilmaktadir. Enzimlerin kullanimi, firincilara; ekmeklerin raf dmriinii
arttrmak, enzimatik olmayan esmerlesmenin iyilestirilmesini ve kontroliinii yapmak,
ekmek hacmini arttrmak ve ekmek i¢ yapisini gelistirmek i¢in imkan saglamaktadir.
A. niger, R. oryzae, C. cylindracea’dan elde edilen lipazlar firin {riinlerinde

kullanilmaktadir (Hasan, 2006).
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3.7.9. Kozmetikte Lipazlarin Kullanimi

Unichem International (Ispanya) cilt ve giines kremleri, banyo yaglar1 gibi kisisel bakim
iirlinlerinde yumusatict olarak kullanilmak iizere; izopropil miristat, izopropil palmitat ve
2-etilheksil palmitat {iretmektedir. Bu islemde tutuklanmis Rhizomucor meihei lipazi
biyokatalist olarak kullanilmaktadir.

Retinoidler (A Vitamini ve tiirevleri) cilt bakim iirtinleri gibi kozmetik ve farmakoloji
de ilaglar i¢in biiytlik ticari kullanim potansiyeline sahiptir. Suda ¢oziinen retinol tiirevleri
tutuklanmis lipazin katalitik reaksiyonu ile hazirlanmistir. Lipazlar sa¢ dalgalandirma

preparatinda da kullanilmistir (Hasan, 2006).

3.7.10. Medikal Uygulamalarda Lipazlarin Kullanimi

Lipazlar sindirim yardimcilari olarak kullanilabilirler. Lipazlar tiimor nekroz faktoriiniin
aktivatorleridir ve bu nedenle kotii huylu tiimorlerin tedavisinde faydalanilabilir. Lipazlar
eskiden gastrointestinal sistem bozukluklari, dispepsi, sindirim sistemi alerjilerinin
derideki belirtileri gibi hastaliklarin tedavisinde terapdtik (iyilestirici) olarak kullanilmistir.
Candida rugosa lipazi serum kolesterol diizeyini diisliren bir ila¢ olan lovastatini
sentezlemek i¢in kullanilmistir. Koroner vazodilatér (damar genisletici) olarak yaygin bir
sekilde kullanilan diltiazem hidroklorid sentezinde anahtar araci liriin olan 3-fenilglisidik
asit esterin asimetrik hidrolizi S. marcescens lipazi ile gergeklestirilmistir.

Bitkilerden elde edilen lipazlar, sindirim yardimcilar1 olarak c¢esitli ilaclarda
kullanilmaktadir. Sindirimi destekleyen komplike bir yiliksek tesirli bitki enzimi olan
Similase (protein, karbonhidratlar, yaglar, ve liflerin sindirimi) tiretilmistir. Ayrica bitkisel
sindirim enzimleri olan Vitaline® Herbal Formulas, All-Vita Northwest, ABD’de

iiretilmektedir (Hasan, 2006).

3.7.11. Biyosensor Olarak Lipazlarin Kullanim
Biyolojik olarak pargalanabilir polimerlerin enzim katalizli ayrismasma dayal

biyosensorler gelistirilmistir. Polimer enzim sistemi, poli (trimetilen) siiksinat, lipaz ile

ayristirilan sensorde kullanimi i¢in arastirilmistir. Boyle bir sensor sistemin potansiyel
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uygulama alanlari; enzim konsantrasyonlarmin belirlenmesi ve enzim belirtkesi olarak
polimer ayristiran enzimi kullanan, kullanima hazir enzim esasli immiinosensdrlerin
olusumudur. Lipazlar glukoz oksidaz ile kombinasyonunda pH/oksijen elektrotlar1 tizerine
tutuklanabilir ve lipit biyosensorler olarak bu fonksiyon trigliseritlerin ve kan

kolesteroliiniin tayininde kullanilabilir (Hasan, 2006).

3.7.12. Deri Temizlemede (Yag Alma) Lipazlarin Kullanim

Lipazlar, yag gideriminde ¢evresel olarak daha giivenilirdir. Yag alma islemi 6zellikle
biiylikbas hayvanlarin postlar1 ve kiiclikbas hayvanlarin derileri gibi yaglhi ham
materyallerin proseslenmesinde 6nemli bir asamadir. Alisilagelmis yOntemler, ugucu
organik bilesik emisyonlar1 gibi ¢evre sorunlar1 ortaya ¢ikmasina neden olabilen organik
solventler ve siirfaktanlarin kullanilmasidir. Lipaz enzimleri 6zellikle de makul seviyede
yag icerigi olan postlar ve derilerden yag ve gresi giderebilir. Hem alkali stabil hem de asit
aktif lipazlar deri ve postlarin yaglarinin alinmasina kullanilabilir. Prosesi gelistirmek i¢in
alkali stabil proteazlar yag hiicre membranlarinin ve yag bezi bilesenlerinin
degradasyonunu destekleme de kullanilir. Lipaz kullanmanin baslica avantajlar1 daha
iiniform renk ve daha temiz bir goriintimdiir. Lipazlar ayrica hidrofobik su gegirmez deri

iretimini (araglar i¢in dosemelik deri gibi) iyilestirirler (Hasan, 2006).

3.7.13. Atik/Atiksu/Kanalizasyon Aritiminda Lipazlarin Kullanim

Lipazlardan, oksijen transferini (biyokiitle yasam kosullarmi korumak i¢in) saglamak
icin, ince yag tabakalarmin havalandirma tanklarmin ylizeyinden siirekli olarak
giderilmesinde, aktif camur ve diger aerobik atik proseslerinde yararlanilmaktadir. Bu
kopiigi alinmis, yagca zengin s1vi, C. rugosa gibi mikroorganizmalardan elde edilmis lipaz
ile sindirilebilmektedir. Katilarin arizalara olan etkisi ve atik sistemlerde yag blokajmnin
veya filminin temizlenmesi ve dnlenmesi birgok endiistriyel isletmede dnemlidir. Ornegin;
lipaz, seliilaz, proteaz, amilaz, inorganik besinler, bugday kepegi, vb. maddelerin bir ticari
karisimi organik atiklarin degradasyonunda ve kanalizasyon aritimi, bekleme tanklari,

septik tanklar, gres tutucularin temizlenmesi amaciyla kullanilmaktadir.

36



Atiksu aritimi; kesimevleri, gida isleme endiistrisi, deri endiistrisi, kiimes hayvanlarinin
atiklarini igleme gibi endiistriyel proseslerde de gereklidir. Hem P. aeruginosa LP602
hiicrelerinin ve hem de lipazin lipitge zengin atiksularm aritiminda kullanisli oldugu
gorilmiistiir. Baglica trigliseritleri iceren atiksu aritma tesislerindeki yaglar genellikle
tutuklanmis lipaz ile hidrolize edilebilir.

Restoran yag atiklarmnin basit alkil ester tiirevleri biyokatalist olarak tutuklanmis lipaz
kullanilarak hazirlanmistir. Pseudomonas cepacia’dan elde edilen lipazin, gresin metanoliz
ve etanoliz olaylarimi katalizlemede en etkili oldugu bulunmustur. Agirliklar1 ile esit
oranlarda proteaz, lipaz ve seliilazin igeren endiistriyel bir karisim, toplam askida kati
madde (AKM)’de % 30-50’lik bir azalma ve camurdaki katilarin ¢okelmesini saglamustir.
Bitki, bakteri ve hayvan (pankreatik) orijinli lipazlar mezbaha atiksularindaki yag
partikiillerinin boyutunu kiiciiltmek ve/veya hidrolize etmek i¢cin de kullanilmaktadir

(Hasan, 20006).

3.7.14. Kagit ve Kagit Hamuru Endiistrisinde Lipazlarin Kullanimi

Kagit ve kagit hamuru endiistrileri her yil biiyilkk miktarda lignoseliilozik biyokiitle
kullanmaktadir. Kagit hamuru imalat1 i¢in teknoloji oldukca fazladir ve mikrobiyal
enzimlerin uygulanmasi i¢in ¢ok sayida imkan vardwr. Tarihsel olarak enzimlerin kagit
endiistrisinde bazi kullanimlar1 vardwr, ancak bu ham nisastanin modifikasyonlar1 gibi
sinirlt alanlarda olmustur. Lipaz kullanilan enzimatik seviye kontrol ydntemi, biiyiik
Olcekli kagit yapma proseslerinde rutin bir islem olarak 1990'larin basindan beri
kullanilmaktadir.

Lipazin atik kagitlardaki miirekkebi gidermede kullanilmasi; hamur elde etme hizinin
yiikselmesini, beyazlik ve yogunlugunun artmasini, kimyasal kullaniminin azalmasmi,
ekipman omriiniin uzamasini, atiksuyun kirlilik seviyesinin azalmasini, enerji ve zamandan
tasarrufu saglamaktadir. Etilen oksit-propilen oksit boya bilesimi stearati i¢cin miirekkep
giderici bilesige Pseudomonas tiirlerinden (KWI-56) elde edilen lipazin ilavesi kagidin

beyazligini iyilestirir ve miirekkep lekelerinin azalmasini saglamaktadir (Hasan, 2006).
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3.7.15. Biodizel Uretiminde Lipazlarin Kullanim

Smirl (ve hizla azalan) fosil yakit kaynaklari, artan ham petrol fiyatlar1 ve ¢evresel
kaygilar gibi c¢esitli nedenlerle alternatif yakit olarak bitkisel yaglarm kullanimi
arastirilmaktadir. Bitkisel yagdan {iretilen biyodizel yakit, kiikiirt oksit liretmez ve petrol
ile karsilastirildiginda olusan kurum partikiiliinii iigte bir oraninda azaltarak minimize eder.
Bu c¢evresel avantajlar1 nedeniyle, biyodizel yakit geleneksel dizel yakit yerine
kullanilmas1 imit edilebilir. Yapilan bir calismada tutuklanmis P. cepacia lipazi metanol
ve etanol ile soya yaginin transesterifikasyonunda kullanilmistir. Bagka bir ¢alismada yag
asidi etil esterleri katalizor olarak iki ticari lipaz, Novozym 435 ve Lipozyme IM, solvent
olarak n-hekzan kullanilarak hint yagindan hazirlanmistir. Ayrica Novozyme 435,
solventsiz ortamda biyodizel iiretimi i¢in ham soya yagmin transesterifikasyonunu
katalizlemek i¢in kullanilmistir.

Biyodizelin O6nemine ragmen, mikrobiyal lipaz iiretim mekanizmalar1 ve lipaz
iretiminde indiikleyici olarak kullanilan lipidik maddelerin rolii iizerine yapilan ¢aligmalar

simirhdir (Hasan, 2006).

3.8. Mikrobiyal Enzim Uretimi

3.8.1. Mikroorganizma Sec¢imi

Bir¢ok faydali enzim, hayvan ve bitki hiicrelerinden elde edilmesine ragmen, teknik ve
ekonomik avantajlar1 nedeniyle mikroorganizmalar, endiistriyel enzimler i¢in tercih edilen
kaynaktir (Miller, 1976). Mimkiin oldugu kadar cok miktarda ve makul bir siirede
istenilen enzimi liretmek i¢in uygun bir organizmanm se¢imi olduk¢a Onemlidir. Bu
islemin genel goriiniimii soyledir:

« Hiicreyi parcalamak icin gerekli metotlar zor ve maliyetli oldugu i¢in hiicre dis1
enzimler tercih edilir. Hiicre dis1 enzimler, hiicre i¢i enzimlerle karsilastirildiginda,
kiiltlir swvist iginde nispeten saf halde bulunurlar. Hiicre i¢i enzimler; hiicreyi
parcalama, bulasan hiicre bilesenlerinin ayrilmasindaki zor islemler nedeniyle
endiistriyel olarak daha az kullanilir.

« Yiiksek miktarda enzim elde edilmesi kiiltiir iretimi i¢cin gerekli ekonomik zaman

icerisinde elde edilmelidir.
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« Mikroorganizma tiirii; verimliligi, kiiltiir sartlar1 ve sporlama ihtiyacina gore stabil
olmalidir.

« Organizma ucuz substratlar {izerinde gelistirilebilmelidir.

« Sentetik aktivite miimkiin oldugu kadar istenilen enzim yoniinde olmalidir. Yan
iirtinlerin olusumu diisiik olmalidir.

« Kiiltiir stvisinin veya ekstraktinin arindirilmasi kolay olmalidir.

« Mikroorganizma tiirii toksik maddeler liretmemeli ve toksinleri sentezleyen tiirlerle

iligkili olmamalidir.

Cogunlukla enzimler stabilite ve aktivitelerine gore tercih edilir ve bunu belirlemek 6zel
tarama metotlarin1 gerektirir. Tarama i¢in kiiltlirler, kiiltiir koleksiyonlarindan ve dogal
kaynaklardan 6zellikle istenilen enzimin hareket edebildigi substratca zengin kaynaklardan
yeni izole edilerek elde edilmektedir (Reed, 1981).

Genellikle hiicre dis1 enzim iireticiler, geri kazanim ve saflagtirma islemleri daha basit
oldugu i¢in hiicre i¢i enzim iireticilere tercih edilmektedir. Hiicre i¢i enzimler binlerce
farkl1 hiicre proteininden ve diger bilesiklerden saflastirilmak zorundadir. Amerika Birlesik
Devletleri’'nde enzim iretimi, bir enzimin iiretiminde kullanilacak mikroorganizmanin
emniyetli olup olmadigii gosteren GRAS (generally recognised as safe) statiiye sahip
olmalidir. Bu 6zellik, 6zellikle organizma tarafindan tiretilen enzim, gida proseslerinde
kullanildig1 zaman 6nemlidir.

Lipaz iireten mikroorganizmalar; endiistriyel atiklar, bitkisel yag isleyen fabrikalar, siit
mamiilleri, petrolle kirlenmis toprak, yag tohumlari, ciirliyen gidalar, giibre yiginlari,

komiir parcalar1 ve sicak kaplicalar gibi farkl habitatlarda bulunmustur (Sharma, 2001).

3.8.2. Enzim Uretimi I¢cin Ortam fhtiyaclan

Iyi planlanmis fermantasyon ortami; ucuz, kolay hazirlanabilir, tutarli bir kalitede
olmali ve biyokiitle ve metabolitlerin {iretimi i¢in gerekli olan kimyasal elementlerin
timiinii icermelidir (Rao, 2010). Ortam formiilasyonlar1 yapilirken biyokiitle bilesimi
dikkate alinmalidir. Hiicresel biyokiitle % 40-50 karbon, % 30-40 oksijen, % 6-8 hidrojen
ve % 3-12 azot ihtiva eder. Fosfor, siilfiir ve metaller gibi diger elementlerde hiicre

metabolizmast i¢in Onemlidir fakat ¢ok kiigiik miktarlarda mevcuttur (Pandey, 2008).
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Fermantasyon ortaminin mikroorganizmanim fonksiyonlarini desteklemesi istendigi i¢in
ortamin ihtiyac¢lar1 da mikroorganizmalara gore belirlenir. Bu nedenle ortam ihtiyaclart:

« karbon kaynagi,

« azot kaynag,

« enerji kaynagi,

. mineraller,

« vitaminler gibi diger niitrientler,

. aerobik prosesler i¢in oksijen/hava,

« ve su’dur (Rao, 2010).

3.8.2.1. Karbon Kaynagi

Karbon kaynagi biiyiime ve birincil ve ikincil metabolitlerin sentezi i¢in gerekli oldugu
kadar, hiicrenin enerji ihtiyacini saglamak i¢inde gereklidir. Oldukg¢a fazla olan karbon
kaynaklar1 arasinda se¢im yapilirken, organizmaya ve prosesin ekonomisine uygun olan
secilmelidir (Bowers, 2008). Karbon kaynaginin secimi proses ekonomisinde ozellikle
irliniin tiretim maliyetinin % 60-75’in1 ham materyalin olusturdugu durumlarda 6nemli bir
rol oynamaktadrr. Lipaz iiretimi icin karbon kaynagi olarak; yaglar, yag asitleri,
triacilgliseroller ve tweenler kullanilmaktadir. Ayrica melas, nisasta, misir gibi bazi

tahillar, sakroz, glukoz, laktoz gibi baz1 sekerlerden de faydalanilmaktadir.

3.8.2.2. Azot Kaynagi

Mikroorganizmalar azotu, organik ve inorganik kaynaklardan kullanamaktadir.
Amonyum ve amonyum tuzlar1 (amonyum siilfat veya nitrat gibi), tuzun tipine bagli olarak
hem asidik hem de bazik ortamlar1 saglayan genel inorganik azot tuzlar1 kaynagidir.
Amonyum tuzlar1 tiilkendigi zaman; amonyum siilfat asidik bir ortam olustururken,
amonyum nitrat bazik bir ortam olusturmaktadir. Organik azot kaynaklari; aminoasitler,
proteinler veya iiredir. Mikroorganizmalar, organik azot varhiginda daha hizh
biiyliyebilirler ve bazi mikroorganizmalar amino asitlere mutlaka ihtiya¢ duyarlar. Saf
aminoasitlerin kullanilmas1 olduk¢a pahalidir. Bu nedenle amino asitler yerine bazi

prekiirsorlerin kullanimi tercih edilmektedir. Protein veya aminoasitleri saglayan bazi azot
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kaynaklar1; misir sivisi, soya unu, soya fasulyesi, maya 0ziitii, balik unu, pamuk kozasi

unu, kazein hidrolizat ve mezbaha atiklaridir (Hill, 2010).

3.8.2.3. Enerji Kaynagi

Enerji ortam bilesenlerinin oksidasyonunda ya da 1sikta meydana gelen biyokimyasal
reaksiyonlar i¢in gereklidir. Fotosentetik bakteri ve algler, 151k enerjisinden faydalanirlar
fakat mikroorganizmalarin ¢ogu karbon kaynaklarindan enerji saglayan kemo-
organotrofturlar. Kardonhidratlar, lipitler ve proteinler enerji elde edilen genel
kaynaklardir. Adenozintrifosfat (ATP) hiicrelerde enerji transformasyonlarinda en 6nemli
bilesenlerdir. ATP, baz1 elverissiz reaksiyonlarin oldukc¢a hizli devam etmesine imkan
vermektedir. Fungus, maya ve heterotrofik bakteriler, organik bilesiklerin oksidasyonu ile
ATP olustururken, ototrofik bakteriler ortamdaki inorganiklerin oksidasyonu ile ATP

saglarlar (Hill, 2010).

3.8.2.4. Mineraller

Magnezyum ve fosfor gibi mineraller, ATP’yi icine alan tiim enerji transferi
reaksiyonlar ile iligkili oldugu i¢in ortamda bulunmasi 6nemlidir. Ayrica potasyum, siilfiir
ve kalsiyum gibi diger mineraller de 6nemlidir. Bu mineraller hiicrelerin ¢ogunda 6nemli
miktarlarda bulunurlar. Demir, kobalt, ¢inko, manganez ve molibden gibi bazi diger
mineraller de iz miktarlarda gereklidir, fakat ortam bilesimindeki safsizliklar olarak

mevcuttur. Bu mikroniitrientler hiicreler i¢in gereklidir (Hill, 2010).

3.8.2.5. Diger Niitrientler

Ortamda gerekli olan diger niitrientler genellikle bazi vitaminlerdir. Vitaminlerin bazisi

veya ¢ogu genellikle karbon ve azot kaynaklarinda mevcuttur (Hill, 2010).
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3.8.3. Fermantasyon Yontemleri

Diger fermentasyon proseslerinde oldugu gibi mikroorganizmalar ile enzim iiretimi i¢in
uygun niitrient bilesimi steril bir ortama saf kiiltlir halinde asilanir ve oksijenin varlig1 veya
yoklugunda kontrol edilen sicakliklarda inkiibasyon yapilir. Ticari enzimlerin cogu aerobik
organizmalardan iiretilir (Miller, 1976). Endiistriyel enzim {tiretimi daldirmali veya kat1 hal
fermantasyonu yontemleri ile yapilmaktadir. Daldirmali fermantasyon; proses kontrolii ve
1yl verimde hiicre dis1 enzim elde edilmesinde avantajlara sahip olmasi nedeniyle enzim
endiistrisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Fermantasyon sonucu olusan iiriinler,
nispeten seyreltiktir ve bu nedenle de yiiksek miktarda atik (¢amur) olusturmaktadir. Kati
hal fermantasyonu ise alternatif olarak gelistirilmis olup, lipaz ve esterazlar1 kapsayan
cesitli enzimleri iiretmek i¢in ekonomik bir yol saglayabilmektedir (Balaji ve Ebenezer,

2008, Edwinoliver vd., 2010, Sun ve Xu, 2008, Nagy vd., 2006).

3.8.3.1. Daldirmah Fermantasyon

Enzimlerin endiistriyel iretimlerinin ¢ogu, genellikle genetigi degistirilmis
mikroorganizmalarm kullanildig1 daldirmali fermantasyon ile gerceklestirilmektedir.
Daldirmali fermantasyon i¢in biyoreaktorler kullanilmaktadir ve ¢esitli parametreler (pH,
sicaklik, havalandirma gibi) siirekli olarak kontrol edilmektedir. Bu proseslerde kiitle
transferi ve 1s1 gideriminde herhangi bir sorunla karsilasilmamaktadir. Biiyiik hacimli
endiistriyel enzimler 50-500 m”lik fermantdrlerde iiretilmektedir. Daldirmali
fermantasyonda mikroorganizmalarda temas halinde olan ortam sividir ve fermantasyonda
oksijen destegi gereklidir.

Daldirmali fermantasyonda mikroorganizmalarm gelisimi i¢in kesikli kiiltiir, beslemeli
kesikli kiiltiir, perfiizyon kesikli kiiltiir ve siirekli kiiltlir olmak iizere dort ana yol vardir.
Kesikli kiiltiirde mikroorganizmalar, ortama sabit hacimde asilanir. Beslemeli kesikli
kiiltlir olmas1 durumunda konsantre niitrient bilesimi kesikli kiiltiire tedrici olarak ilave
edilir. Perflizyon kesikli kiiltiirde, kiiltiir ilavesi ve kullanilan hiicresiz ortamin esit
hacimde geri alinmasi saglanir. Strekli kiiltiirde ise taze ortam, {iriinii igeren ortamin

almmasmin yerini tutacak sekilde mikrobiyal biliylimenin iistel fazi siiresince kesikli
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sisteme ilave edilir. Siirekli kiiltivasyon; niitrientler, metabolitler, hiicre miktar1 veya
biyokiitlede az dalgalanma sayesinde dengeli bir biiylime saglanmaktadir.

Hiicre dis1 enzimler, genellikle ultrafiltrasyon ile (vakum silindir filtrasyon, ayiricilar
veya mikrofiltrasyon ile) hiicre giderildikten sonra geri kazanilir. Gerekli olmasi halinde
saflagtirma islemi iyon degistirme veya jel filtrasyon ile yapilir. Nihai {iriin ya tuzlar gibi
nihai koruyucular igeren konsantre olmus sivi ya da alternatif olarak toz olmayan kuru

iirline (graniil halinde) 6 giitiiliir (Soataert ve Vandamme, 2010).

3.8.3.2. Kat1 Hal Fermantasyonu

Kati hal fermantasyonu, serbest suyun yoklugunda (veya c¢ok az) katilarin
fermantasyonu olarak adlandirilmaktadir. Bununla birlikte substrat, mikroorganizmanin
gelisimi ve metabolizmasi i¢in yeterli derecede neme sahip olmalidir (Pandey, 2003). Kat1
maddelerin aerobik mikrobiyal donilistimii veya kati substrat fermantasyonu asagidaki
ozelliklere gore tanimlanmaktadir:

. Kati substrat, biyolojik olarak parcalanabilen veya parcalanmayan, 10°-10° m*/cm’
araliginda olan birim hacim basina biiyilkk bir yiizey alanina sahip, kati/gaz
arafazinda mikrobiyal biiylimeye elverisli kat1 gézenekli bir matrisdir.

« Bu matris, biyokimyasal proseslerde yiliksek miktarlara imkan vermesi i¢in kati/gaz
arafazinda nispeten yliksek su aktivitesine sahip, kendi kuru agirligimin bir veya
birkag¢ katina kadar suyu absorblayabilmelidir.

« Diger gazlar ve aerosoller ile oksijenin hava karigimi, nispeten diisiik basing altinda
akabilmelidir ve fermente olan kiitle ile karigmalidir.

. Kati/gaz araylizeyi ya saf ya da karigik halde kiif, maya veya bakterilerin belirli
kiiltiirlerinin hizl1 gelisimi i¢in 1y1 bir habitat olmahidir.

« Kat1 matrisin mekanik 6zellikleri fermantasyon prosesi i¢in istenildigi gibi basingh
veya yumusak karistirmaya dayanikli olmalidir. Bu, birbirlerinin kirilmasina ya da
baglanmasina neden olmayan kii¢iik graniil veya lifli partikiiller gerektirir.

« Kat1 matris mikrobiyal aktivitenin inhibitorleri ile kirlenmis olmamalidir ve
karbonhidratlar (seliiloz, nisasta, seker), azot kaynaklar1 (amonyak, iire, peptidler)
ve mineral tuzlar gibi kullanmilabilir mikrobiyal gida maddeleri icermeli veya

absorbe edebilmelidir (Raimbault, 1998).
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Kat1 hal fermantasyonunun tipik 6rnekleri; Japonya’da “koji” olarak adlandirilan kati
substrat olarak buhar verilmis piring, Endonezya’da "Tempe" veya Hindistan’da "ragi"
olarak adlandirilan, kati substrat olarak buhar verilmis ve kirilmis bakla tohumlari,
Fransa’da "mavi damarli peynir" elde edilmesinde substrat olarak delikli taze peynirin
kullanildig1 fermantasyonlardir (Raimbault, 1998, Couto ve Sanroman, 2005).

Kat1 hal fermantasyonunda ana asamayr uygun substratin se¢imi olusturmaktadir.
Substrat secimi ise, ilgili enzime baghdir. Kat1 madde hem fiziksel destekleyici hem de
niitrient kaynag1 olarak davranan ¢éziinmeyen bir materyaldir. Bu madde tarimsal iirlinler,
tarim endiistrisi atiklar1 veya inert destekleyiciler (6rnegin poliiiretan kopiik) gibi dogal
olarak olusan kati substratlardir (Pandey, 2003). Farkl arastirmacilar tarafindan bugday
kepegi (Uvarani vd., 1998), piring kepegi (Rao vd., 2003), soya unu (Han, 2003), badem
unu (Ul-Haq vd., 2002), seker kamis1 (Babu ve Rao, 2007), zeytinyagi keki (Cordova vd.,
1998) gibi substratlar lipaz iiretiminde substrat olarak kullanilmistir.

Kat1 substratlar, genellikle birim hacimleri bagina genis ylizey alanma sahiptir. Daha
kiigiik substrat partikiilleri, mikrobiyal etkinlik i¢in daha biiylik yilizey alami saglarken,
partikiiller arasindaki mesafe sinirlamalaria bagli olarak havalandirmada zorluklara neden
olmaktadir. Daha biiyiik partikiiller ise, daha 1yi havalandirma saglarken, daha diistik ylizey
alanina neden olurlar. Biyoproses optimizasyonunda bazen maliyet etkinlii i¢in farkli
boyutlardaki partikiil karisimlarini  kullanmak  gerekebilir.  Ornegin, kat1 hal
fermantasyonunda en yaygin kullanilan bugday kepegi, ince ve kalin olmak iizere iki
formda kullanilmaktadir. Kat1 hal proseslerinin ¢ogunda optimum iiretim i¢in bu iki form
farkli oranlarda karistirilarak kullanilir.

Substratin nem igerigi kati substrat proseslerinde onemli bir husustur. Genellikle,
substrat nem icerigi % 30-80’dir. Yiiksek nem seviyesi; substrat partikiillerinin bir araya
toplanmasina, zayif havalandirma ve olasi anaerobik kosullara yol agmaktadir. Yaygin bir
substrat olan haslanmis piring, nem seviyesi % 30-35’1 astiginda yapiskan hale
gelmektedir. Optimum nem igerigi mikroorganizma ve substrata baghdir. Yaygin olarak
kullanilan mantarlar i¢in optimum nem ihtiyact % 40-80 arasinda degismektedir. Farkli
substartlarda biiyliyen ayni organizma i¢in optimum nem seviyesi ¢ok farkli olabilir; bu
nedenle, tek basina nem yiizdesi biiyiime tahmininde giivenilmezdir ve su aktivitesi bunun
yerine tercih edilmektedir. Su aktivitesi (ay) ya da substratin bagil nemi; substratin
sicakliginda, substrattaki suyun buhar basicinin saf suyun buhar basincma oranidir. 0.9’un

altindaki su aktiviteleri birgok bakterinin biliyiimesini desteklemez, fakat maya ve mantar
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0.7 ve daha biiyiik su aktivitelerinde biiyiiyebilirler. Su aktivitesi biiyiimeyi etkilemesine
ek olarak, iiriin olusumu da etkilemektedir. Uretilen {iriiniin yelpazesi (spektrumu) ve
aromasi gibi ozellikler de su aktivitesinden etkilenir.

Kat1 hal fermantasyonlarinda maksimum mikrobiyal biyokiitle konsantrasyonu 10-30
kg/m® olarak, daldirmali kiiltirde tipik olarak goriilen 40-50 kg/m’’den daha diisiiktiir.
Ancak su miktarmin az olmasi, fermante olan kiitle basina 1s1 iiretiminin kati1 hal
fermantasyonlarinda daha biiyiik olmasina yol agar. Is1y1 absorbe edecek az su oldugu icin
sicaklik tekrar hizla yiikselebilir. Sonug olarak, 6zellikle biiyiik 6lgekli fermantasyonlarda
sicaklik kontrolii zor olmaktadir. Metabolik 1smin gideriminde o6zellikle gozenekli
fermantasyon kiitlesi, zayif 1s1 iletkenligi nedeniyle bazen Onemli smirlamalara neden
olmaktadir. Fermantasyon swrasmnda sicaklik kontrolii ¢ogunlukla buharli sogutma ile
saglanir, dolayisiyla kuru hava daha 1yi bir sogutma etkisi saglamaktadir.

Kat1 hal fermantasyonlar1 substratin hazirlanmasi sirasinda yapilan ayarlamalarin
disinda pH, kontrolsiiz olarak uygulanmaktadir. Bircok bakterinin aksine, maya ve
mantarlar daha asidik sartlara genellikle daha toleranshidir. Baslangictaki ayarlamalarin
disinda, substratlarin tamponlama kapasitesinin fermantasyon sirasinda pH’daki biiyiik
degisiklikleri kontrol ettigine itimat edilmektedir. Birgok substrat etkili tampondur. Bu,
ozellikle protein agisindan zengin sustratlar agisindan, esasen protein deaminasyonu az ise,
dogrudur. Bazi pH stabiliteleri substrattaki azot kaynagi olarak iire ve amonyum siilfat bir
arada kullanarak elde edilebilir. Urenin ayrismasi, pH artisana neden olan NH4  halini
almak i¢in bir proton alarak amonyak {iretir. Bu etki amonyum iyonunu alan hiicrelerden
protonun ¢ikmast ile karsilanirken, NHs3 olarak proteinlerin biinyesine katilabilir.
Amonyum alimi hizli asidifikasyona neden olmaktadir. Protein veya amino asit
bakimindan zengin olan ortamda, deaminasyon pH artisina katkida bulunabilir.
Fermantasyon sirasinda pH stabilitesine dikkat etmek, belirli prosesler icin 6zellikle
onemli olmaktadir. Enzimler ve bazi ikincil metabolitlerin kararliligy; tiretim hizi, pH
degisiklikleri ile etkilenmemesine ragmen, pH’a bagimlidir ve genel proses verimliligi
iirliniin yok olusu nedeniyle azalabilir (Flickinger ve Drew, 1999).

Tablo 3.4’de daldirmali ve kati1 hal fermantasyonu karakteristik 6zelliklerine gore

karsilagtirilmistir.
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Tablo 3.4. Daldirmali ve kati hal fermantasyonu arasindaki farklar (Rao, 2010).

Karakteristik 6zellik Kat1 hal Daldirmah
fermantasyonu fermantasyon

Mikroorganizma ve substrat sartlari Durgun Calkalamall

Substratin durumu Ham Islenmis

Su mevcudiyeti Simirht Yiiksek

Oksijen kaynagi Difiizyon ile Kabarcik/serpme ile

Oksijenle temas Dogrudan Coziinmiis oksijen

Fermantasyon ortami ihtiyaci Az Fazla

Enerji ihtiyaci Diisiik Yiiksek

Kinetik ¢aligmalar Kompleks Kolay

Sicaklik ve konsantrasyon gradyenleri Asiri Sorunsuz

Reaksiyon kontrolii Zor Kolay

Bakteriyel bulagma olasilig1 [hmal edilebilir Yiiksek

Bertaraf edilecek sivi miktari Diisiik Yiiksek

Kirlilik problemleri Diisiik Yiiksek

3.8.3.3. Kesikli Kiiltiirlerde Mikrobiyal Biiyiime

Mikroorganizmalar hiicre boliinmesiyle ¢ogalirlar ve uygun gelisme ortamina asilanmis

bir organizma inkiibasyon sirasinda lag fazi, logaritmik (iistel) faz, yavaslama fazi, duragan

faz ve 6lim faz1 olmak {izere bes asamadan gegmektedir (Sekil 3.2).

Y

I 3
A J
I 3

Hiicre Sayisi

Y
I 3

Sekil 3.2. Kesikli kiiltirde mikrobiyal biiyiime

Zaman

egrisi (I: lag fazi, II: logaritmik faz,

III: yavaglama fazi, IV: duragan faz, V: 6liim faz1) (Kargi, 1980).
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Baslangic (lag) fazinda kiiltiir yerlesir ve ¢ogalmaya baslar. Lag fazi; organizmaya,
ortama ve inkiibasyon sartlarina bagli olarak uzun veya kisa olabilir. Lag fazinin uzamasi;
gelisme ortami kiiltlirii biiylitmek icin kullanilan kompozisyondan dikkate deger derecede
farklilik gosterdiginde kiiltiir, aktif olarak gelisme asamasini gectiginde ya da vegetatif
hiicre asilamasi yerine spor asilamasi kullanildiginda yasanmaktadir. Baslangic lag fazi
erlenlerde, steril sartlarin siirdiiriilmesinde sorun olmadigi i¢in laboratuarda genellikle az
onem tasir ve fermentasyon zamani onemli degildir. Fakat tesislerde bu asamay1 en aza
indirmek veya elimine etmek arzu edilmektedir. Ciinkii biiytlik kiiltiir kaplarinda bulasmay1
onlemek siirekli bir problemdir ve fermentasyon zamamn tesis ekipmanlarinin etkili
kullanimi igin ¢ok énemlidir. Uretim fermantdriinde kullanildig1 gibi ayn1 kompozisyonu
asilama ortaminda kullanarak ve aktif olarak biiyliyen kiiltiirlerin asilamasi yapilarak, tesis
fermantorlerindeki lag asamasi tamamen elimine edilebilir.

Logaritmik veya istel bliylime asamasinda c¢ogalma hizlanir. Bu asama esnasinda
organizmalarin tamamen canli (yasayabilir) ve hepsinin esit giicte oldugu diisiiniilmektedir.
Bununla beraber, inhibitor iirtinlerin akiimiilasyonu ya da gerekli niitrientlerin tiikkenmesi
gibi kisitlayic1 mekanizmalar, maksimum popiilasyon yogunluguna ulagsmadan 6nce ortaya
citkmaya baslamaktadir. Alisilmis kesikli fermentasyonda biiylime siniri, ortamin
kompozisyonu ve hacmiyle belirlenmektedir. Fakat yine de, eger kiiltiire devamli olarak
taze ortam ilave edilirse siirekli logaritmik fazda biiylimeyi hemen hemen siiresiz uzatmak
miimkiindiir. Bu elbette siirekli fermentasyon prosediirlerinin temelidir.

Logaritmik fazi izleyen duragan fazda hiicre populasyonu yaklasik olarak sabit kalir.
Baz1 hiicreler boliinmeye devam edebilir, bazilar1 canli olmalarmma ragmen statik kalirlar ve
digerleri 6lebilir. Her bir hiicrenin giiclinde ve metabolizmalarinin tipi ve hizinda dikkate
deger derecede farkliliklar vardir.

Yavaslama fazinda, hiicre boliinmesi yine devam eder fakat giderek azalan bir hizdadir
ve olusan yeni hiicrelerin sayist 6len hiicrelerin sayisindan kat kat azdir. Son asama canli
kalma asamasidir. Hi¢ bir yeni hiicre olugsmasin diye hiicre boliinmeleri tamamen durur.
Sadece daha 6nce olusmus hiicreler canli kalmaya devam eder ve eninde sonunda oliirler.
Bu nedenle zamana karsi c¢izilen hiicre miktar1 egrisi seviye kaybeder ve sonunda
horizontal bir eksene donmektedir.

Enzim birikimi siliresince her bir organizma ve enzime bagli olarak biiyliime agsamasinda
biliylik degiskenlikler vardwr. Lag fazi harig, herhangi bir asamada istenilen enzim

goriilebilir. Ornegin, bazi bakteriyel proteinazlar logaritmik asama sirasinda hizla ve
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neredeyse tamami meydana gelirken, bakteriyel amilazlarin iiretimi ¢ogunlukla duragan
faz siiresince olusur. Bazi durumlarda hiicre dis1 enzimler logaritmik fazin ilk bolimi
sirasinda goriinmeye baglayabilir ve daha sonraki asamalarda miktar olarak artmaya devam
eder. Hiicre i¢i enzimler, muhtemelen onemli 6l¢iide logaritmik asama sirasinda iiretilirler
fakat sadece yavaslama fazi sirasinda hiicreler kaybolurken ortama birakilirlar. Bundan
dolayi, hiicre i¢i enzimlerin geri kazanimi en iyi sekilde logaritmik asamanm sonunda
hiicreler alinarak saglanmata ve sonra enzim sulu ¢ozeltiden; yok etme, mekanik 6giitme
veya ultrasonikasyon yoluyla serbest birakilmaktadir.

Fermentasyon sirasinda {iretilen enzimin konsantrasyonu maksimum seviyeye
cikmaktadir. Enzime bagli olarak konsantrasyonu dikkate deger bir siire sabit kalabilir
veya yavas ya da hizli bir sekilde azalabilir. Bir fermentasyonda yavas ya da hizli bir
sekilde enzim konsantrasyonu azaldigi zaman 1yi enzim verimleri elde etmede ciddi geri
kazanim problemleri olmaktadir.

Hem laboratuarda hem de tesislerde enzimi almada, optimum zaman problemleri ve
etkili enzim geri kazanim metotlari, mikrobiyal biiylimenin ve enzim olusumu ve
stabilitesinin degisik faktorlerinden etkilenmektedir. Laboratuarda genellikle biiytik 6lcekli
fermentasyonlardan daha uzun fermentasyon siiresi gerekmektedir. Organizmaya ve
istenilen enzime bagli olarak laboratuarda 2 ile 14 giinlik fermentasyon siireleri
yayginken, tesislerde benzer fermentasyonlar sadece 12 saat ile 6 giin igerisinde
gerceklesmektedir.

Laboratuarda enzim tiretimi i¢in kii¢iik hacimler kullanilir. Boylelikle maksimum enzim
iretimine ulasildiginda, kiiltiirler alinabilir ve basit metotlarla enzim geri kazanilabilir.
Bunun i¢in dakikalar veya birka¢ saat gerekir. Oysa tesiste, biiyiik bir kesikli prosesde;
filtreleme, konsantre etme, ¢oktiirme, geri kazanim ve kurutma islemlerinin her biri igin
saatler gerekmektedir. Gergekte bir mikrobiyal enzim iiretim prosesini 6lgeklendirmede
karsilagilan en Onemli problemler, genellikle fermentasyonda degil, daha ziyade onu

izleyen geri kazanim asamalarinda olmaktadir.

3.9. Pseudomonas fluorescens

P. fluorescens, uistel biiyiime fazinda rodlar1 0.7-0.8 pm ile 2.3-2.8 pm arasinda degisen,
yash kiiltiirlerde daha kisa ve ince olabilen gram-negatif bir bakteridir. Tek veya cift

halinde ¢ogalabilir. Polar multitrik flagellasyon ile hareket eder, bezende hareketsizdir.
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Kiiltiirleri, 6zellikle demir olmayan ortamlarda dagilabilir, floresan pigmentler {iretir. Baz1
suslar1 dagilmayan mavi pigmentler tiretmektedir.

Organik biiyime faktorlerine ihtiya¢ duymaz. Farkli suslar1 80’den fazla farkli karbon
kaynag1 kullanabilir. Denitrifikasyon yetenegine sahip ve nitrath ortamda anaerobik
sartlarda biiyliyebilen suslar1 disinda zorunlu aerobiktir. Optimum biiyiime sicakligi
25-30 °C’dir. Bazi suslar1 4 °C veya altinda biiyiiyebilirlerken, 41 °C’de biiyliyemezler.
Toprak ve sudan, ayrica ¢esitli karbon kaynaklari ile zenginlestirilmis aerobik ortamda
inkiibe edildikten sonra izole edilebilirler. Ayrica P. fluorescens genel olarak gidalarin
bozulmasina (yumurta, balik, siit ve et) neden olur (Buchanan ve Gibbons, 1974).

Biyotip I, II, III ve IV olmak tizere dort farkli biyotipi vardir. Genel olarak Biyotip I
lipolitik, Biyotip II lipolitik degildir, diger biyotipler i¢in ise lipolitik 6zellik degiskendir.

3.10. Biyoreaktorde Oksijen Transferi

Aerobik biyoproseslerde oksijen, sulu ¢ozeltilerde diislik ¢ozlintirliliigiine bagh olarak
anahtar bir substrattir ve siirekliliginin saglanmas1 gereklidir. Yeterli oksijenin saglanmasi
ve karbondioksitin giderimi, aerobik biyoreaktorlerin tasarimi ve isletilmesinde 6nemlidir.
Biyoreaktorlerde gaz-sivi kiitle transferi hacimsel oksijen transfer katsayisi, kpa ve oksijen
tilketim hizi, r,, terimleri ile karakterize edilir. kra ve r, degerlerinin hassas bir sekilde
bilinmesi biyareaktoriin tasarimi ve igletimi i¢in gereklidir. Bu degiskenler; sivi besiyerinin
viskozite ve yiizey gerilimini, biyokiitlenin konsantrasyonu ve morfolojisini, biyoreaktor
hidrodinamiklerini ve havalandrma hizin1 i¢ine alan bircok faktér tarafindan
etkilenmektedir. Biyolojik sistemlerde kpa degerlerinin 6ngdriilmesi zordur, dolayisiyla
kiiltiir sivisinda Olgiilen veriler ¢esitli amaglar i¢cin gereklidir.

kra’ y1 6lgmek i¢in gesitli yontemler bulunmaktadir, fakat bunlardan birkag1 biyolojik
sistemlerde isletme siiresince dl¢iimler igin uygulanabilmektedir. Inkiibasyon siiresince
kra’ y1 6lgmek i¢cin en sik kullanilan yontemlerden biri, iyi bilinen dinamik metottur.
Yontem zaman profillerine karsi, c¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunun Ol¢limiine
dayanmaktadir. Ik adimda, biyoreaktdre verilen gaz akis1 durdurulur ve mikrobiyal alimla
azalan oksijen hizi, oksijen tiiketim terimini belirlemek icin 6lgiiliir. Daha sonra, gaz akisi
baslangic isletme degerine geri getirilir ve zamanla ¢Ozlinmiis oksijen
konsantrasyonundaki artma, kpa degerini hesaplamak ic¢in kullanilir. Coziinmiis oksijen

hassas elektrotlar kullanilarak olciilmektedir. Dinamik 6l¢iim hava akiminin kesilmesini
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gerektirir. Bu, Olciim swrasinda biyoreaktor hidrodinamiklerini etkilemektedir. Dinamik
metotta oksijen tiiketimi teriminin hidrodinamik rejim degisikliklerinden etkilenmedigi

varsayilmaktadir (Lopez vd., 2006).

Dinamik metotta yatigkin olmayan durumda oksijenin kiitle dengesi Esitlik (3.1.) ile

gosterilmektedir.

Co _y1a(c, *-Cy)+ro (3.1)

Burada; C,: Havadaki oksijenin kismi basinci ile dengede olan sivida ¢Oziinmiis
oksijen konsantrasyonunu (mg/L), C,: Biyoreaktdrde ol¢giilen zamanda ¢6ziinmiis oksijen
konsantrasyonunu (mg/L), kra: Hacimsel oksijen transfer katsayisini (s’), r,: Oksijen

tikketim hizin1 (mg/L/s) gostermektedir.
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Sekil 3.3. Dinamik metota gore ¢Oziinmiis oksijen konsantrasyonunun degisimi (Ochoa ve
Gomez, 2009).

Dinamik metotun tipik sekli olan Sekil 3.3’de goriilebilecegi gibi, t, aninda reaktordeki
hava akis hizi durduruldugu zaman ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu, C,, azalir ve ikinci

kisimda oksijen transferi olmayacagi i¢in esitlik (3.1), esitlik (3.2)’ ye doniisiir.
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—dC,
=10 (3.2)

dt

Esitlik (3.2) kullanilarak, ikinci kisimda oksijen tiikketim hizi, r,, hesaplanabilir. Hava
akis1 tekrar baglatildigi zaman, {i¢iincii kisimda goriildiigi gibi C,, zamanin bir fonksiyonu

olarak artmaktadir. Burada esitlik (3.1) gecerli olur ve esitlik (3.1) ve (3.2)’den

faydalanilarak esitlik (3.3) elde edilir.

(3.3)

— _L(dco

= -r0)+C, *
kra dt ° ©

(o)

Burada C,’a karsi (dC./dt-r,) grafige gecirilerek, egrinin egiminden kpa degeri

hesaplanabilir.
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4. MATERYAL VE METOD

4.1. Mikroorganizma Uretimi

Deneysel ¢aligmalarda American Type Culture Collection (A.T.C.C)’den temin edilen
Pseudomonas  fluorescens (NRRL B-2641) bakterisi kullanilmistir. P. fluorescens
calismalarda kullanilmak iizere laboratuarda tretilmistir. Liyofilize halde getirilen bakteri
kiiltiirti, once iginde niitrient agar ortami bulunan petri kutular1 ve tiiplerde 30 °C’de etiivde
iiretilerek aktiflestirilmis, daha sonra bu ortamlardan bilesimi Tablo 4.1.’de verilen zengin
s1v1 besin ortamlarma aktarilmistir.

Tablo 4.1.’deki bilesime sahip besiyerinden 250 ml’lik erlenlere 100 ml ilave edilerek,
erlenlerin agizlar1 pamuk tikag ile kapatilmistir. Bu sekilde hazirlanan besiyerleri
121 °C’de 15 dakika siire ile otoklavlanarak steril edilmistir. Uretime hazirlanan besiyerleri
steril kosullarda oda sicakligmma kadar sogutulmustur. Daha sonra steril kosullarda
P. fluorescens’in ekimi yapilmistir. P. fluorescens, 30 °C sicaklik ve pH 7’de, 150 rpm
karistirma hizinda calisan orbital inkiibatorde 24 saat siire ile kesikli karistirmali tepkimeli
kapta {iremesi saglanmistir. Uretilmis olan mikroorganizma, 4 °C’de buzdolabinda
saklanmistir. Buzdolabinda saklanan mikroorganizma 15 giinde bir zengin besin
ortamlarma 1/10 oraninda nakledilerek mikroorganizmanm aktifligini korumasi

saglanmigtir.

Tablo 4.1. P. fluorescens ’in liretiminde kullanilan zengin s1vi besiyerinin bilesimi

P. fluorescens

Bilesen Konsantrasyon (g/L)

Glukoz 5

Maya 06ziitii 1
Bakteriyolojik pepton 1

K,HPO, 0.5

KH,PO, 0.5
(NH,4),.S0O4 0.5
MgS0,.7H,0 0.005
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4.2. Enzim Uretim Ortami

Enzim iiretim ¢aligmalarinda kullanilan besiyerinin bilesimi Tablo 4.2°de verilmistir.
Kesikli diizende daldirmali kiiltiirde yiiriitiilen fermantasyon ¢alismalari; 500 mL’lik, 150
mL calisma hacmine sahip erlenlerde (135 mL besiyeri + 15 mL mikroorganizma), kati
substratin kullanildig1 deneyler ise 250 mL’lik, 100 mL ¢alisma hacmine sahip erlenler de
(90 mL besiyeri + 10 mL mikroorganizma) yiiriitiilmiistiir. Erlenler sabit karigtirma ve
calkalama hizina sahip orbital inkiibatore yerlestirilmis ve belli bir siire fermantasyona tabi
tutulmustur. Tim deneylerde zengin besiyerinde iiretilen mikroorganizmalar, 1/10
oraninda enzim iiretim ortamina ilave edilmis, fermantasyon ¢alismalar1 30 °C sicaklik, pH
6 ve 150 rpm karistirma hizinda yapilmis ve lipaz iiretimine gesitli parametrelerin etkisi
incelenmistir.

Zengin besiyerinde (6n ¢cogaltma ortami) bir giin 6ncesinden 24 saat siire ile liretilen P.
fluorescens, Tablo 4.2.’de verilen lipaz liretim ortamina aktarilmistir. Lipaz iiretim ortami
121 °C’de otoklavda 15 dakika tutularak sterillenmistir. Sterillenerek iiretime hazirlanan
besiyerlerine P. fluorescens’in ekimi yapilmistir. Ekim isleminin gerceklestirildigi ¢evre,
ekimden belli bir siire dnce UV lambasi kullanilarak sterilize edilmistir. Ekimler bek alevi

karsisinda, sterilizasyonun bozulmayacagi sekilde yapilmaistir.

Tablo 4.2. Enzim iiretimi ¢alismalarinda kullanilan besin ortami

P. fluorescens

Bilesen Konsantrasyon (%)
Glukoz 0.1
Maya 6ziitii 0.1
K,HPO, 0.05
KH,PO, 0.05
MgSO0,.7H,0 0.005

Deneylerde kati substrat olarak kullanilan aycekirdegi kiispesi, Manisa Doga Organik
Gida A.S. firmasindan temin edilmistir. Ogiitiilmiis halde olan kiispe, az olan neminin (%

7) gitmesi igin, 60 °C’de 24 saat siire ile kurutulmustur. Daha sonra elek analizi yapilmis
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ve farkli boyutlara getirilerek (20-100 mesh arasi, +20 mesh) deneylerde kullanilmak iizere

saklanmistir. Aygekirdegi kiispesine ait 6zellikler Ek 6’da verilmistir.

4.3. Analitik Yontemler

P. fluorescens ile yapilan lipaz enzimi {iretim calismalarinda belli araliklarla
fermantasyon ortamindan alinan numuneler (0, 3, 6 saat ,...), 5000-6000 rpm’ de 10 dakika
santrifiijlenerek mikroorganizmadan ayrilmistir. Elde edilen sivi kisim enzim kaynagi
olarak kullanilarak, lipaz aktivitesi ve diger parametreler belirlenmistir. Tiipte kalan

mikroorganizma kiitlesi ile mikroorganizma gelisimi takip edilmistir.

4.3.1. Mikroorganizma Konsantrasyonu Tayini

Mikroorganizma konsantrasyonu, UV-spektrofotometrede tiirbidimetrik olarak
absorbans 6l¢limiiyle belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan mikroorganizma
cozeltilerinin 400 nm dalga boyunda absorbanslarmin okunmasiyla yas mikroorganizma
kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. Yas ve kuru agirlik arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in
mikroorganizma etiivde kurutulduktan sonra, kuru agirliga karsi yas agirhik grafige
gecirilerek, yas-kuru agirlik kalibrasyon dogrusu olusturulmus ve bu kalibrasyon dogrulari

kullanilarak kuru mikroorganizma agirligi g/L olarak belirlenmistir (Ek 1).

4.3.2. Lipaz Aktivite Tayini

Elde edilen lipaz enziminin aktivitesi, siirfaktan igermeyen zeytinyagi emiilsiyon
yontemi modifiye edilerek belirlenmistir (Rosu ve dig., 1997, Elibol vd., 2008). 250
mL’lik erlenlere 1 mL zeytinyag1 (Riviera tipi), 0.5 mL 0.1 M CaCl,, 3 mL Tris-HCI
tamponu (pH 8) ve 5 mL saf su ilave edildikten sonra erlenler su banyosuna
yerlestirilmistir. 37 °C’ de 10 dakika calkalandiktan sonra erlenlere 1 mL lipaz enzimi
eklenmis ve 20 dakika daha calkalama islemine devam edilmistir. Bu slire sonunda
erlenlere 20 mL aseton:etanol (1:1, v/v) katilarak enzim denatiire edilmistir. Karisim daha
sonra 0.01 M NaOH ile pH 10’a kadar titre edilmistir. Ayn1 kosullarda enzim bulunmayan
kor denemede yiiriitiilmiistiir. Enzim aktivite degerleri asagida verilen Esitlik 4.1°’e gore

hesaplanmistir:
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(Vs - Vi) *N #1000
20

Lipaz Aktivitesi (U/ml) = 4.1)

Vs = Ornek i¢in sarf edilen NaOH hacmi (mL)
Vi = Kor i¢in sarf edilen NaOH hacmi (mL)
N = NaOH konsantrasyonu (mol/L)

Bir iinite (U) lipaz aktivitesi, 1 dakikada zeytinyagindan enzim tarafindan agiga
cikarilmis yag asitlerinin pmol miktari olarak belirtilmistir.
Spesifik lipaz aktivitesi, enzim aktivitesinin toplam protein miktarma bdliinmesiyle

hesaplanmistir (Esitlik 4.2).

Spesifik lipaz aktivitesi (U/mg protein) = U/@ cnzim , (4.2)
mg protein/mL enzim

4.3.3. Protein Konsantrasyonu Tayini

Uretim ortamindaki protein miktar1 Lowry ydntemi modifiye edilerek belirlenmistir
(Lowry vd, 1951). Bu yontemde kullanilan reaktifler ve yontemin uygulama asamalar1
asagidaki gibidir:

1. Reaktif 1: % 2 CuSO4.5H,0, Reaktif 2: % 2 Na-K-Tartarat, Reaktif A: 0.1 N NaOH
icinde % 2’lik Na,COs; Reaktif B: 1 mL Reaktif 1 + 1 mL Reaktif 2 alinarak, 100 mL’ye
Reaktif A ile tamamlanir. Reaktif C: Folin Ciocalteu fenol reaktifi 1/1 oraninda distile su
ile seyreltilerek hazirlanmistir.

. Ornek tiiplerine 0.5 mL seyreltilmis 6rnek, kor tiipiine de 0.5 mL saf su koyulmustur.

. Tiim tiiplere 2.5 mL reaktif B eklenmistir.

. Karistirillarak oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir.

2

3

4

5. Tim tiiplere 0.25 mL Reaktif C eklenmistir.

6. Karistirillarak oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir.

7. Absorbanslar 660 nm dalga boyunda kore karsi okunmustur.

8. Protein miktarlar1 olusturulan kalibrasyon egrisinden yararlanarak hesaplanmstir.
Kalibrasyon egrisi yukarida belirtilen asamalara gore bovine serum albuminin (BSA)

konsantrasyonlar1 bilinen 6rneklerinden yararlanilarak hazirlanmistir (Ek 2).
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4.3.4. Glukoz Tayini

Mikroorganizmanin tilketmedigi toplam indirgenmis seker (glukoz) miktarmi belirlemek
icin Miller tarafindan Onerilen DNS (dinitrosalisilik asit) yontemi modifiye edilerek
kullanilmistir (Miller, 1959). Bu yontemde DNS c¢ozeltisinin hazirlanmasi ve yontemin
uygulama asamalar1 asagidaki gibidir:

1. DNS ¢ozeltisi; % 1 DNS, % 0.2 fenol, % 0.05 sodyum siilfit, % 1 sodyum hidroksit,

% 30 sodyum potasyum tartarat karistirilarak saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak

hazirlanmistir.

2. Ornek tiiplerine 0.5 ml seyreltilmis 6rnek, kor tiipiine de 0.5 mL saf su koyulmustur.

3. Tim tiiplere 0.5 mL DNS c¢ozeltisi eklenmistir.

4. Hazirlanan bu tiipler 5 dakika kaynayan su banyosunda bekletilmistir.

5. Daha sonra soguk suda sogutulmustur.

6. Absorbanslar 575 nm dalga boyunda kore karsi okunmustur.

7. Glukoz miktarlar1 olusturulan kalibrasyon egrisinden yararlanarak hesaplanmstir.
Kalibrasyon egrisi yukarida belirtilen asamalara gore konsantrasyonu bilinen

miktarlarda glukoz iceren ortamlar kullanilarak hazirlanmistir (Ek 3).

4.3.5. Yag Asidi Analizi

Daldirmali fermantasyonda enzim iiretim ortaminda karbon kaynagi olarak kullanilan
atik kizartma yaglarmin fermantasyondan dnce ve sonra yag asidi bilesimini belirlemek
icin yag asidi analizleri yapilmistir. Fermantasyondan 6nce ve fermantasyon sirasinda sivi
kiiltiirden alinan numunelerdeki lipidlerin ekstraksiyonu 3:2 (v/v) hekzan izopropanol
karisimin kullanildig1 Hara ve Radin (1983 ) metotuyla yapilmastir.

Bunun i¢in, 5 mL mikroorganizmadan ayrilmis numuneler (siipernatant) agzi kapakli
tiiplere alarak tiizerlerine 3:2 (v/v) oraninda 5 mL hekzan-izopropanol karigimi ilave
edilmistir. Tipler vorteksde iyice karistirildiktan sonra yag asitlerinin analizinde

kullanilmastir.
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4.3.5.1. Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Lipitler i¢cinde bulunan yag asitlerinin gaz kromatografik analizinin yapilabilmesi i¢in
polar olmayan ucucu ve kararli yapiya sahip olan metil esterleri gibi tiirevlerine
dontistiiriilmesi gerekmektedir.

Metil esteri hazirlamak i¢in hekzan/izopropanol fazi i¢cindeki lipit ekstrakti sizdirma
yapmayan deney tiiplerine alimmustir. Uzerine % 2’lik metanolik siilfirik asitten 5 mL ilave
edilerek, vorteks ile iyice karigmalar1 saglanmistir. Bu karisim 50 °C’lik etiivde 15 saat
sire ile metillesmeye birakilmistir. Tipler etiivden ¢ikarilarak oda sicakligina kadar
sogutulmustur ve 5 mL % 5’lik sodyum kloriir ilave edilerek iyice karigtirilmigtir. Tiipler
icinde olusan yag asidi metil esterleri 5 mL hekzan ile ekstrakte edilmis ve fazlar iyice
ayrildiktan sonra ayrilan hekzan fazi pipetle alinarak, 5 mL % 2’lik KHCOs3 ile muamele
edilmis ve fazlarin ayrilmasi icin 4-5 saat bekletilmistir. Once iist faz alinmis, daha sonra
metil esterleri igeren bu karisim, 45 °C’de ve azot akimi altinda ¢6ziiciisii ugurulmustur. 1
mL hekzan ile ¢oziilerek 2 mL’lik agz1 kapakl otosampler vialleri i¢ine almarak gaz
kromatografisinde analiz edilmistir. Analize kadar numuneler -20 °C’de derin dondurucuda

saklanmistir.

4.3.5.2. Yag Asidi Metil Esterlerinin Gaz Kromatografik Analizi

Lipit ekstrakti i¢indeki yag asitleri metil esterlerine doniistiiriildiikten sonra
SHIMADZU GC 17 Ver. 3 gaz kromatografisi ile analiz edilmistir. Bu analiz i¢in 25 m
uzunlugunda, 0,25 pum i¢ capinda ve PERMABOND 25 mikron film kalimhigma sahip
Machery-Nagel (Germany) kapiler kolon kullanilmistir. Analiz sirasinda kolon sicakligi
120-220 °C, enjeksiyon sicakligi 240 °C ve dedektor sicakligr 280 °C olarak tutulmustur.
Kolon sicaklik programi 120 °C’den 220 °C’ye kadar ayarlanmistir. Sicaklik artist 200
°C’ye kadar 5 °C/dk ve 200’den 220’ye kadar 4 °C/dk olarak belirlenmistir. 220 °C’de 8
dakika tutulmus ve toplam siire 35 dk olarak belirlenmistir. Tasiyict gaz olarak azot gazi
kullanilmistir. Analiz sirasinda orneklere ait yag asidi metil esterlerinin analizinden 6nce,
standart yag asidi metil esterlerine ait karigimlar enjekte edilerek, her bir yag asidinin
alikonma siireleri belirlenmistir. Bu islemden sonra gerekli programlama yapilarak
orneklere ait yag asidi metil esterleri karisimlarinin analizi yapilmistir. Ornek grafikler Ek-

4’de gosterilmistir.
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4.4. Biyoreaktorde Siv1 Faz Hacimsel Kiitle Transfer Katsayisi ve Oksijen Birikim
Hizinin Hesaplanmasi

Lipaz iiretimi lizerine s1v1 faz hacimsel kiitle transfer katsayisi ve oksijen birikim hizini
belirlemek i¢in kullanilan biyoreaktér; 6 L hacimli, 5 L ¢alisma hacmine sahip, karistirma
hiz1, sicaklik, ¢oziinmiis oksijen, pH ve hava akis hiz1 degerlerinin kontrol edilebildigi bir
sisteme sahiptir. Hazne bolmesi, 1s1iya dayanikl silindir seklinde pyreks camdan olugsmakta
ve cam boOlmenin iistiinde yer alan kapak ile haznenin altina yerlestirilmis olan ¢anak
seklindeki taban kismi1 paslanmaz ¢elikten olugsmaktadir. Kapak kismi iizerinde; steril hava
girisi ve ¢ikisi, pH ve ¢oziinmiis oksijen problari, termovel, asilama, numune alma, asit-
baz, niitrient ve kopilik kirict ilavesi i¢in dizayn edilmis bosluklar vardir. Cam kap iist
kapak kablo baglantilar1 ¢ikarildiktan sonra tiimiiyle otoklavda sterilize edilebilmektedir.

Biyoreaktorde lipaz tiretimi lizerine sivi faz hacimsel kiitle transfer katsayis1 ve oksijen
birikim hizint belirlemek i¢in Boliim 3.9.°da anlatilan Dinamik Metot kullanilmistir
(Bandyopadhyay and Humprey, 1967). Mikroorganizma biyoreaktore asilandiktan sonra,
dinamik oksijen transfer deneyleri mikroorganizmanmn biyolojik aktivitelerini
etkilemeyecek sekilde ¢ok kisa siireli olarak belli kiiltiivasyon zamanlarinda yapilmistir.
Bu sirada hava girisi tamamen kesilmis ve yiizey havalandirmanin etkisini azaltmak igin
karistirma hizi 20-50 dk™ arasina distiriilmiistiir. Havalandirmanin kesildigi bu zaman
periyodunda esitlik (3.2) kullanilarak, oksijen tiikketim hizlari, r1,, hesaplanmistir.
Biyoreaktore havanin tekrar verilmesiyle ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunun artmasi
sonucu esitlik (3.3) kullanilarak, elde edilen egrinin (C,, dCy/dt-r,) egiminden kia degeri

belirlenmistir. Ek 5’de 6rnek grafik ve hesaplamalar gosterilmistir.
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Sekil 4.1. 6 L hacimli biyoreaktor

59



5. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada, P. fluorenscens kullanilarak, sentetik ortamda daldirmali fermantasyon ile
lipaz iiretimini arastirilmis ve enzim iretim sartlar1 optimize edilmistir. Daha sonra bu
sonuclara gore kati substrat fermantasyonu uygulanarak enzim iiretiminin arttirilmasi
amaglanmigtir. Ayrica enzim iiretimi tizerine karistirma hizi ve hava akis hizinin etkisini
belirlemek i¢in, laboratuar 6lgekli biyoreaktor kullanarak, oksijen tiikketim hizlar1 ve sivi

faz hacimsel kiitle transfer katsayilarinin degisimini incelenmistir.

5.1. Baslangic pH’ 1min Etkisi

Enzim iretimini etkileyen en 6nemli parametrelerden biri besin ortamimnin baslangi¢
pH’sidir. P. fluorescens bakterisi ile yapilan enzim iiretiminde 6ncelikle baslangic pH’ min
etkisi incelenmis ve daha sonraki deneyler, elde edilen en uygun pH degerinde yapilmaistir.
pH etkisini incelemek i¢in baslangic pH degerleri 5, 6, 7, 8 ve 9 olan ve Tablo 4.2° de
verilen enzim Uiretim ortami (karbon kaynagi % 1 zeytinyagi) kullanilmastir.

Sekil 5.1.°de farkli pH degerlerinde elde edilen enzim aktivitelerinin zamanla degisimi
verilmistir. Sekil 5.1.°den de gorildiigii gibi maksimum enzim aktivitesi pH 6’da
logaritmik fazda (listel lireme fazi) elde edilmistir. Logaritmik fazda lipaz tlretimi daha
once farkli P. fluorescens suslart ile yapilmis olan c¢alismalarda da rapor edilmistir
(Makhzoum vd., (1995), Rajmohan vd., 2002, Cadirc1 ve Yasa (2010)). Ayrica birgok
arastirmact psikrofilik bakterilerin hiicre dis1 lipaz ve proteinazlar1 logaritmik biiyiime
fazinda salgiladiklarini bildirmistir (Juffs vd., 1968, Adams vd., 1975, Gebre vd., 1980,
Stead, 1987).

Sekil 5.2.°de farkli pH degerlerinde elde edilen maksimum enzim aktiviteleri
verilmistir. pH 6’da elde edilen en yiiksek aktivite 0.925 U/mL’dir. pH 5, 7, 8 ve 9’da elde
edilen en yiiksek aktiviteler ise sirasiyla 0.600, 0.400, 0.350 ve 0.300 U/mL olarak
belirlenmistir. pH 8’de 45. ve pH 9°da 27. saatten sonra, enzim aktivitesi Ol¢iilememistir.
Sekil 5.2.ye gore pH 6’dan sonra en yiiksek aktiviteler swrasiyla 5>7>8>9’da elde

edilmistir.
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Sekil 5.1. Farkli pH degerlerinde enzim aktivitesinin zamanla degisimi (T: 30 °C, KH: 150 rpm,
% 1 zeytinyagi, as1 orant: % 10 v/v)

0,8

aktivite, U/mL

Sekil 5.2. Farkli pH degerlerinde elde edilen maksimum aktivite degerleri (T: 30 °C, KH: 150 rpm,
% 1 zeytinyagt, as1 orant: % 10 v/v)

Farkl1 baslangic pH degerlerinde fermantasyon ortamlarinin pH’inin zamanla degisimi
Sekil 5.3.’de verilmistir. Fermantasyon sonucu agiga ¢ikan metabolik asitler, ¢alisilan tiim
pH degerlerinde baslangicta pH’1 azaltmistir. Karbon kaynaginin ortamdan uzaklasmasi ile

mikroorganizmalar bu kez aminoasitleri kullanarak ortam pH’mnm yiikselmesine sebep

olmustur.
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Sekil 5.3. Farkli baslangi¢ pH degerlerinde ortam pH’inin zamanla degisimi (T: 30 °C, KH: 150
rpm, % 1 zeytinyagi, ast orani: % 10 v/v)

Sekil 5.4.°de calisilan pH degerlerinde elde edilen P. fluorescens’in iireme egrileri
verilmistir. Tim pH degerlerinde mikroorganizmalar ¢ok kisa lag (gecikme) fazindan
sonra inkiibasyonun hemen baglarinda iiremeye baslamakta ve f{istel lireme evresi
baslamaktadir. En yliksek mikroorganizma konsantrasyonu 1.378 mg/L olarak pH 7°de

elde edilmistir.
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Sekil 5.4. Farkli pH degerlerinde mikroorganizma konsantrasyonunun zamanla degisimi
(T:30°C, KH: 150 rpm, % 1 zeytinyagi, as1 orani: % 10 v/v)
Sekil 5.5.°de farkli pH degerlerinde 6lgiilmiis olan toplam protein konsantrasyonlari

verilmistir. Protein konsantrasyonlar1 artarken genel olarak enzim aktivitesi ve
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mikroorganizma konsantrasyonu da artmaktadir. pH 5, 6, 7, 8 ve 9’da 6lciilen maksimum
protein konsantrasyonlar1 sirasiyla 0.347, 0.383, 0.327, 0.318 ve 0.216 mg/mL’dir.
Spesifik enzim aktiviteleri, enzim aktivitesinin toplam protein miktarma boliinmesiyle elde
edilmistir. Spesifik aktiviteler incelendiginde en yliksek spesifik aktivite pH 6’da 24. saatte
2.778 U/mg protein olarak belirlenmistir. Ancak, protein miktarlarindan gelen farkliliklar
nedeniyle, en yliksek spesifik aktiviteler sirastyla pH 5, 9, 8 ve 7°de 2.620, 2.096, 1.413,
1.358 U/mg protein olarak elde edilmistir.
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Sekil 5.5. Farkli pH degerlerinde toplam protein konsantrasyonunun zamanla degisimi
(T: 30 °C, KH: 150 rpm, % 1 zeytinyagi, as1 orani: % 10 v/v)

5.2. Karbon Kaynaklarimin Etkisi

Fermantasyon ile enzim iiretimini etkileyen en Onemli parametrelerden biri ortam
bilesimidir. Ortam bilesenleri icerisinde karbon kaynagi ortam maliyetinin % 60-80’ini
olusturmaktadir (Rehm,1987).

Karbon kaynaklarmin enzim iiretimi iizerine etkisini belirlemek i¢in yapilan deneylerde
Tablo 4.2.°de verilen besin ortami kullanilmistir. Bu amacla bu besin ortaminda karbon
kaynag1 degistirilmis, diger ortam bilesenleri sabit tutularak, farkli karbon kaynaklarinin
enzim Uretimi tizerine etkisi arastirilmistir. Karbon kaynagi olarak; glukoz, bitkisel yaglar
(aycicegi yagi, zeytinya8i, soya yagi, musir yagi) ve bir trigliserid olan tribiitirin

kullanilmastir.
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5.2.1. Glukoz Konsantrasyonunun Etkisi

Glukozun enzim {iretimi iizerine etkisini incelemek i¢in 1, 5.5 ve 10 g/L’lik baslangi¢
glukoz konsantrasyonlar1 igeren fermentasyon ortamlar1 kullamilmistir. Sekil 5.6.°da
baslangi¢ glukoz konsantrasyonunun enzim aktivitesi tizerine etkisi verilmistir. Sekilden de
goriildigl gibi en yiiksek enzim aktivitesi 1 g/L glukoz konsantrasyonunda 12. saatte
0.800 U/mL olarak elde edilmistir. 5.5 ve 10 g/L glukoz konsantrasyonlarinda ise enzim
aktivitelerinde nispeten azalma olmustur ve maksimum aktivitenin elde edildigi siire
uzamustir. Glukoz konsantrasyonundaki artigin, enzim iiretimi lizerine represyon etkisi
yaptig1 soOylenebilir. Glukozun represyon (baskilama) etkisi birgok fermentasyon
prosesinde gozlenmektedir. Bu durum, yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda agiga c¢ikan
metabolik asitlerin artmasindan dolayr emzimin protein yapismin degismesinden
kaynaklanabilir. Literatiirde bulunan bazi ¢aligmalarda da glukozun lipaz {iretimi {izerine
represyon etkisi oldugu rapor edilmistir (Narasaki 1968, Mate ve Sudakevi, 1973). Bu da
yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda agiga ¢ikan metabolik asitlerin artmasindan dolay1
enzimin protein yapisinin degismesinden kaynaklandigi soylenebilir. Glukoz gibi kolay
tilkkenebilen karbon kaynaklarmin yer aldigi fermantasyon proseslerinde bu duruma
oldukca sik rastlanilmaktadir. Bununla birlikte glukozun lipaz enzimi liretimini tamamen

inhibe ettigini rapor eden ¢aligmalarda mevcuttur (Makhzoum vd., 1995, Lima vd., 2003).
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Sekil 5.6. Farkli glukoz konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi (pH: 6,
T:30°C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Sekil 5.7.°de farkli baslangi¢ glukoz konsantrasyonlarinda ortam pH’mnin zamanla
degisimi goriilmektedir. Glukoz igeren ortamlarda fermantasyon sonucu acia c¢ikan
metabolik asitler pH’1 azaltmakta ve glukoz harcandik¢a ortamin asitligi artmaktadir.
Karbon kaynaginin ortamdan uzaklasmasi ile mikroorganizmalar bu kez aminoasitleri
kullanarak ortam pH’min yiikselmesine sebep olmaktadir. Glukoz tiikenince veya cok

azalinca pH’ daki diisme durmaktadir.
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Sekil 5.7. Farkli glukoz konsantrasyonlarinda ortam pH’mnin zamanla degisimi (pH:6, T: 30 °C,
KH: 150 rpm, as1 orant: % 10 v/v)

Sekil 5.8.’de farkli glukoz konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun
zamanla degisimi, glukoz konsantrasyonunun zamanla degisimi ise Sekil 5.9°da
verilmistir. Maksimum mikroorganizma konsantrasyonu 5.5 g/L glukoz iceren ortamda
1.21 g/L olarak bulunmustur (Sekil 5.8). Mikroorganizma konsantrasyonu en fazla 5.5 g/L
glukoz igceren ortamda elde edilmesine ragmen en yiiksek aktivite 1 g/L glukoz igeren
ortamda elde edilmistir. Yapilan bir¢cok ¢alismada da bakteri ve diger mikroorganizmalarin
ireme miktariyla enzim aktivitesi arasinda dogrusal bir iliski olmadig1 ifade edilmistir
(Nahas, 1988; Maia vd., 2000, Mahadik vd., 2004, Brozzoli vd., 2009,). Yiiksek glukoz
konsantrasyonlarinda, glukozun mikroorganizmalar tarafindan tiiketilmesi i¢in daha uzun

siire gegmelidir.
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Sekil 5.8. Farkli glukoz konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun zamanla
degisimi (pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, ast orant: % 10 v/v)
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Sekil 5.9. Farkli konsantrasyonlarda glukoz igeren fermantasyon ortamlarinda glukoz
konsantrasyonlarinin zamanla degisimi (pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani:
% 10 v/v)

Farkli baslangic glukoz konsantrasyonlarinda dlgiilmiis olan toplam protein
konsantrasyonlart Sekil 5.10.’da gdsterilmistir. Genel olarak enzim aktivitesi ve
mikroorganizma konsantrasyonu artarken protein konsantrasyonlar1 da artmaktadir. En
yiiksek protein konsantrasyonu 10 g/L glukoz konsantrasyonunda 6l¢iilmiis olup, 27. saatte
0.658 mg/mL’dir. Spesifik aktiviteler incelendiginde en yiiksek aktivite 1 g/L. glukoz

konsantrasyonunda 21. saatte 2.888 U/mg olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.10. Farkli glukoz konsantrasyonlarinda toplam protein konsantrasyonunun zamanla

degisimi (pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Tablo 5.1.’de c¢alisilan glukoz konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi

durumunda ortam 6zelliklerinin degisimi verilmistir.

Tablo 5.1. Farkli glukoz konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam
ozelliklerinin degisimi

Glukoz Aktivite  Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
Konsantrasyonu (U/mL) konsantrasyonu konsantrasyonu  aktivite (saat) pH”1
(g/L) (g/L) (mg/mL) (U/mg)
1 0.800 0.864 0.349 2.293 12 6.8
5.5 0.600 1.101 0.449 1.336 24 5.8
10 0.625 0.751 0.540 1.157 33 5.18

5.2.2. Aycicegi Yag1 Konsantrasyonunun EtKkisi

Karbon kaynagi olarak aygigegi yagmin enzim iiretimi {izerine etkisini gosterebilmek
icin % 0.5, 1 ve 2 aycicegi yagi igeren fermantasyon ortamlar1 kullanilmistir. Sekil 5.12.°de
farkli aygigegi yagi konsantrasyonunun enzim aktivitesi tizerine etkisi verilmistir. Sekilden
de goriildiigli gibi en yiiksek enzim aktivitesi % 1 aygicegi yagi konsantrasyonunda 24.
saatte 1.100 U/mL olarak elde edilmistir. % 2 ay¢icegi yagi konsantrasyonunda ise
maksimum enzim aktivitesinde nispeten diisme olmustur. Bu duruma substrat

inhibisyonunun neden oldugu sdylenebilir.
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Sekil 5.11. Farkli ay¢igegi yag1 konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi
(pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orant: % 10 v/v)

Sekil 5.12.°de farkli aygigegi yag1 konsantrasyonlarinda ortam pH’mnin zamanla degisimi
goriilmektedir. Sekilden de goriildiigii gibi tiim ortamlarda pH degerleri birbirine ¢ok
yakindir. Karbon kaynagi olarak glukoz kullanilan ortamimn aksine pH’m salinim
gostermedigi gozlenmistir. Aycigegi yagi konsantrasyonunun degistirilmesinin ortam pH’1

iizerinde 6nemli bir etkisi olmadig1 sdylenebilir.
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Sekil 5.12. Farkli aygicegi yagi konsantrasyonlarinda ortam pH’inin zamanla degisimi
(pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, ast orant: % 10 v/v)
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Sekil 5.13.’de  farkli aygicegi yag1 konsantrasyonlarinda mikroorganizma
konsantrasyonunun zamanla degisimi verilmistir. Sekilden de gorildiigi gibi tiim
ortamlarda mikroorganizma konsantrasyonlar1 birbirine ¢ok yakin olmakla beraber,
maksimum mikroorganizma konsantrasyonu % 0.5 aycicegi yagi iceren ortamda 12. saatte
1.158 g/L olarak bulunmustur (Sekil 5.13.). Glukoz kullanilan ortamin aksine ay¢icegi yagi
konsantrasyonunun degistirilmesinin mikroorganizma konsantrasyonu iizerinde 6nemli bir

etkisi olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 5.13. Farkli aygicegi yagi konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun
zamanla degisimi (pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Farkli baslangi¢ aycicegi yagi konsantrasyonlarinda ol¢iilmiis olan toplam protein
konsantrasyonlar1 Sekil 5.14.” de verilmistir. Genel olarak enzim aktivitesi ve
mikroorganizma konsantrasyonu artarken protein konsantrasyonlar1 da artmaktadir. Elde
edilen protein konsantrasyonu degerleri birbirine yakin olmakla beraber en yiiksek protein
konsantrasyonu % 0.5 aycicegi yag1 konsantrasyonunda 6l¢iilmiis olup, 12. saatte 0.245
mg/mL’dir.  Spesifik  aktiviteler incelendiginde en yiiksek aktivite protein
konsantrasyonlarindan gelen farkliliklar nedeniyle % 1 aycgicegi yag1 konsantrasyonunda

21. saatte 4.962 U/mg olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.14. Farkli konsantrasyonlarda aycicegi yagi igeren fermantasyon ortamlarinda protein
konsantrasyonunun zamanla degisimi (pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: %
10 v/v)

Tablo 5.2.de calisilan aygicegi yag1 konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde

edilmesi durumunda ortam 6zelliklerinin degisimi verilmistir.

Tablo 5.2. Farkli aygicegi yagi konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam
ozelliklerinin degisimi

Aycicegi yagi Aktivite  Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
konsantrasyonu  (U/mL) konsantrasyonu konsantrasyonu  aktivite (saat) pH”1
(%) (g/L) (mg/mL) (U/mg)
0.5 0.950 0.943 0.193 4916 21 7.18
1 1.100 1.005 0.227 4.841 24 7.17
2 0.925 0.943 0.234 3.946 24 7.20

5.2.3. Soya Yag1 Konsantrasyonunun Etkisi

Soya yaginin enzim iiretimi lizerine etkisini gosterebilmek i¢cin % 0.5, 1 ve 2 soya yag1
iceren fermantasyon ortamlar1 kullanilmigtir.  Sekil 5.15.°de  farkli soya yagi
konsantrasyonunun enzim aktivitesi lizerine etkisi, Sekil 5.16’da da farkli soya yagi
konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun zamanla degisimi verilmistir.
Sekil 5.16. incelendiginde ¢ok kisa adaptasyon fazindan sonra mikroorganizmanin
logaritmik biliylime fazina gectigi ve logaritmik fazin iki faza boliindiigii goriilmektedir.

Hong-wei vd., (2009), Pseudomonas Lip35 kullanarak yapmis oldugu lipaz {iretimi
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calismasinda da logaritmik fazi iki faz halinde bulmus ve bunu lipazin indiiklenebilir bir
enzim olmasmdan kaynaklandigini rapor etmistir. En yiiksek enzim aktivitesi % 1 soya
yag1 konsantrasyonunda ikinci (pikte) logaritmik fazda 57.saatte 1.125 U/mL olarak elde
edilmistir. Maksimum mikroorganizma konsantrasyonu % 0.5 soya yag1 iceren ortamda
57. saatte 0.807 g/L olarak bulunmustur.

Sekil 5.17.’de farkli soya yagi konsantrasyonlarinda ortam pH’min zamanla degisimi
goriilmektedir. Sekilde goriildiigii gibi tiim ortamlarda pH degerleri birbirine yakin olup,

soya yag1 konsantrasyonlarindaki degisimlerin pH iizerinde etkili olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 5.15. Farkli soya yagi konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi
(pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Sekil 5.16. Farkli soya yagi konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun
zamanla degisimi (pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Sekil 5.17. Farkli soya yagi1 konsantrasyonlarinda ortam pH’min zamanla degisimi (pH: 6,
T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orant: % 10 v/v)

Farkli baslangic soya yagi konsantrasyonlarinda oOlgiilmiis olan toplam protein
konsantrasyonlart Sekil 5.18.’de gosterilmistir. Genel olarak enzim aktivitesi ve
mikroorganizma konsantrasyonu artarken protein konsantrasyonlar1 da artmaktadir. En
yiiksek protein konsantrasyonu % 2 soya yagi konsantrasyonunda 6l¢iilmiis olup, 45. saatte
0.472 mg/mL’dir. Spesifik aktiviteler incelendiginde en yiiksek aktivite protein
konsantrasyonlarinda gelen farkliliklar nedeniyle % 2 soya yagi konsantrasyonunda 12.
saatte 6.334 U/mg olarak belirlenmistir. Tablo 5.3.’de g¢alisilan soya yagi
konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam o6zelliklerinin

degisimi verilmistir.
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Sekil 5.18. Farkli konsantrasyonlarda soya yagi iceren fermantasyon ortamlarinda protein
konsantrasyonunun zamanla degisimi (pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: %
10 v/v)
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Tablo 5.3. Farkli soya yagi konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam
ozelliklerinin degisimi

Soya yagi Aktivite = Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
konsantrasyonu  (U/mL) konsantrasyonu konsantrasyonu  aktivite (saat) pH”1
(%) (g/L) (mg/mL) (U/mg)
0.5 1.025 0.618 0.351 2.923 9 6.86
1 1.125 0.670 0.200 5.614 57 6.87
2 1.100 0.770 0.292 3.772 9 6.89

5.2.4. Misir Yag1 Konsantrasyonunun Etkisi

Karbon kaynagi olarak misir yaginin enzim iiretimi iizerine etkisini gosterebilmek icin
% 0.5, 1 ve 2 musir yag1 iceren fermantasyon ortamlar1 kullanilmistir. Sekil 5.19.’da farkl
misir yagi konsantrasyonunun enzim aktivitesi tizerine etkisi, Sekil 5.20.’de ise farkli misir
yag1 konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun zamanla degisimi
verilmistir. Sekil 5.20. incelendiginde mikroorganizmanin soya yaginda oldugu gibi ¢ok
kisa adaptasyon fazindan sonra logaritmik biiylime fazina gectigi ve logaritmik fazin iki
faza bolindigi goriilmektedir. En yilksek enzim aktivitesi % 1 misir yagi
konsantrasyonunda 72. saatte ikinci logaritmik fazda 1.475 U/mL olarak elde edilmistir
(Sekil 5.19.). Maksimum mikroorganizma konsantrasyonu ise % 2 misir yagi iceren
ortamda 72. saatte 2.318 g/L olarak bulunmustur (Sekil 5.20.). Goézlenen bu durum misir
yaginin, mikroorganizma tarafindan substrat olarak tiiketilmesinin yan1 sira, enzim sentezi

prosesinde indiikleyici olarak gorev yaptigi sonucunu gostermektedir.
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Sekil 5.19. Farkli misir yagi konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi
(pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Sekil 5.21.°de farklt misir yag1 konsantrasyonlarinda ortam pH’min zamanla degisimi
goriilmektedir. Sekilde goriildiigii gibi baslangicta tiim ortamlarda pH diismekte ve daha
sonra ylikselerek yaklasik olarak sabitlenmekte ve sonra tekrar diismektedir. pH’in ikinci
logaritma fazinda diismesi mikroorganizmanin karbon kaynagi olarak yagi kullanmasi

sonucu yag asitlerinin olusumu nedeniyle olabilir.

mikroorganizma konsantrasyonu, g/L
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Sekil 5.20. Farkli misir yagi konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun
zamanla degisimi (pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Sekil 5.21. Farkli misir yagi konsantrasyonlarinda ortam pH’inin zamanla degisimi (pH: 6,
T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Farkli baslangic misir yagi konsantrasyonlarinda oOlclilmiis olan toplam protein
konsantrasyonlart1 Sekil 5.22.°de verilmistir. Genel olarak enzim aktivitesi ve
mikroorganizma konsantrasyonu artarken protein konsantrasyonlar1 da artmaktadir. En
yiiksek protein konsantrasyonu % 2 misir yagi konsantrasyonunda Olciilmiis olup, 24.
saatte 0.408 mg/mL’dir. Spesifik aktiviteler incelendiginde en yiiksek aktivite protein
konsantrasyonlarindan gelen farkliliklar nedeniyle % 0.5 muisir yag1 konsantrasyonunda 51.
saatte 7.574 U/mg olarak belirlenmistir. Tablo 5.4.°de c¢alisilan miswr yagi
konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam o6zelliklerinin

degisimi verilmistir.
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Sekil 5.22. Farkli konsantrasyonlarda musir yagi iceren fermantasyon ortamlarinda protein
konsantrasyonunun zamanla degisimi (pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: %
10 v/v)

Tablo 5.4. Farkli muisir yagi konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam
ozelliklerinin degisimi

Misir yagi Aktivite  Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
konsantrasyonu  (U/mL) konsantrasyonu konsantrasyonu  aktivite (saat) pH”1
(%) (g/L) (mg/mL) (U/mg)
0.5 1.450 0.518 0.191 7.574 51 5.92
1 1.475 1.690 0.263 5.608 72 5.85
2 1.225 1.638 0.200 6.113 57 5.80
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5.2.5. Zeytinyag1 Konsantrasyonunun Etkisi

Zeytinyagmin enzim lretimi iizerine etkisini arastirmak i¢in % 0.5, 1 ve 2 zeytin yagi
iceren fermantasyon ortamlar1 kullanilmistir. % 1 zeytinyagi iceren fermantasyon ortami
ile ilgili grafikler Bolim 5.1.°de baslangi¢c pH’min etkisinde gosterildigi i¢in burada tekrar
verilmemistir. Sekil 5.23.°de farkli zeytinyagi konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi

iizerine etkisi verilmistir. En yiiksek enzim aktivitesi % 2 zeytinyagi konsantrasyonunda

21. saatte 1.050 U/mL olarak elde edilmistir.
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Sekil 5.23. Farkli zeytinyagi konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi
(pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Sekil 5.24.’de farkl zeytinyagi konsantrasyonlarinda ortam pH’mnm zamanla degisimi

goriilmektedir. Sekilden de goriildiigii gibi biitiin calisma ortamlarda pH degerleri,

birbirine ¢ok yakindir.
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Sekil 5.24. Farkli zeytinyagi konsantrasyonlarinda ortam pH’inin zamanla degisimi (pH: 6,
T:30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Sekil  5.25.°de farkli  zeytinyagi  konsantrasyonlarinda  mikroorganizma
konsantrasyonunun zamanla degisimi  verilmistir. Maksimum  mikroorganizma

konsantrasyonu % 2 zeytinyag1 iceren ortamda 21. saatte 0.811 g/L olarak bulunmustur.
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Sekil 5.25. Farkli zeytinyagi konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun

zamanla degisimi (pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Farkli bagslangic zeytinyagi konsantrasyonlarinda Ol¢iilmiis olan toplam protein
konsantrasyonlart Sekil 5.26.°da  verilmistir. Genel olarak enzim aktivitesi ve

mikroorganizma konsantrasyonu artarken protein konsantrasyonlar1 da artmaktadir. En
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yiiksek protein konsantrasyonu % 1 zeytinyagi konsantrasyonunda ol¢iilmiis olup, 21.
saatte 0.383 mg/mL ’dir (Sekil 5.5, Sekil 5.26). Spesifik aktiviteler incelendiginde en
yiiksek spesifik aktivite protein konsantrasyonlarindan gelen farkliliklar nedeniyle % 2
zeytinyagl konsantrasyonunda 72. saatte 4.095 U/mg olarak belirlenmistir. Tablo 5.5.’de
calisilan farkli zeytinyagi konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi

durumunda ortam 6zelliklerinin degisimi verilmistir.
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Sekil 5.26. Farkli konsantrasyonlarda zeytin yagi igeren fermantasyon ortamlarinda protein

konsantrasyonunun zamanla degisimi (pH: 6, T:30 °C, KH: 150 rpm, as1 orant: %
10 v/v)

Tablo 5.5. Farkli zeytinyagi konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam
ozelliklerinin degisimi

Zeytinyagi Aktivite = Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
konsantrasyonu  (U/mL) konsantrasyonu konsantrasyonu  aktivite (saat) pH”1
(%) (g/L) (mg/mL) (U/mg)
0.5 0.950 0.784 0.327 2.901 21 7.19
1 0.925 0.728 0.383 2.416 21 7.16
2 1.050 0.811 0.342 3.072 21 7.22

5.2.6. Tribiitirin Konsantrasyonunun Etkisi
Bu calismada; karbon kaynagi olarak kullanilan sivi yaglar ile karsilastirma yapmak
amaciyla bir trigliserid olan tribiitirin kullanilmistir. Bu amacla; sivi yaglarda oldugu gibi

tribiitirinin enzim {liretimi lizerine etkisini arastirmak i¢in fermantasyon ortamina % 0.5, 1
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ve 2 oranlarinda tribiitirin ilave edilmistir. Sekil 5.27.’de farkli tribiitirin
konsantrasyonunun enzim aktivitesi tizerine etkisi verilmistir. Sekilden de goriildiigli gibi

en yliksek enzim aktivitesi % 1 tribiitirin konsantrasyonunda 24. saatte 1.425 U/mL olarak

elde edilmistir.
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Sekil 5.27. Farkli tribiitirin konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi (pH: 6,
T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Sekil 5.28.’de farkli tribiitirin konsantrasyonlarinda ortam pH’inm zamanla degisimi
goriilmektedir. Sekilden de goriildiigii gibi biitlin ortamlarda pH, fermantasyonun basinda

diismekte, daha sonra ylikselmekte ve tekrar diismektedir.
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Sekil 5.28. Farkli tribiitirin konsantrasyonlarinda ortam pH’mimn zamanla degisimi (pH: 6,
T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Sekil 5.29.°da farkl tribiitirin ~~ konsantrasyonlarinda mikroorganizma
konsantrasyonunun zamanla degisimi verilmis olup, maksimum mikroorganizma

konsantrasyonu % 2 tribiitirin iceren ortamda 24. saatte 0.832 g/L olarak bulunmustur.
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Sekil 5.29. Farkli tribiitirin konsantrasyonlarmmda mikroorganizma konsantrasyonunun
zamanla degisimi (pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Farkli baslangic tribiitirin konsantrasyonlarinda 0lgiilmiis olan toplam protein
konsantrasyonlart1 Sekil 5.30.°da  verilmistir. Genel olarak enzim aktivitesi ve
mikroorganizma konsantrasyonu artarken, protein konsantrasyonlar1 da artmaktadir. Elde
edilen protein konsantrasyonu degerleri 6zellikle % 1 ve % 2 ’de birbirine yakin olmakla
beraber en yiiksek protein konsantrasyonu % 2 tribiitirin konsantrasyonunda Ol¢iilmiis
olup, 24. saatte 0.392 mg/mL’dir. Spesifik aktiviteler incelendiginde en yiiksek aktivite %
1 tribiitirin konsantrasyonunda 27. saatte 5.545 U/mg olarak belirlenmistir. Tablo 5.6.’da
calisilan tribiitirin konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda

ortam Ozelliklerinin degisimi verilmistir.
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Sekil 5.30. Farkl1 konsantrasyonlarda tribiitirin igeren fermantasyon ortamlarinda protein
konsantrasyonunun zamanla degisimi (pH: 6, T:30 °C, KH: 150 rpm, ast: % 10 v/v)

Tablo 5.6. Farkli tribiitirin konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam
ozelliklerinin degisimi

Tribiitirin Aktivite  Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
konsantrasyonu  (U/mL) konsantrasyonu konsantrasyonu  aktivite (saat) pH”1
(%) (g/L) (mg/mL) (U/mg)
0.5 0.950 0.771 0.191 4.962 12 7.04
1 1.425 0.758 0.349 4.084 24 6.82
2 1.050 0.832 0.392 2.680 24 6.70

Karbon kaynaklar1 karsilastirildiginda elde edilen maksimum enzim aktivitesi % 1
oraninda misir yagi kullanildigi zaman 1.475 U/mL olarak elde edilmistir. Diger karbon
kaynaklar1 olan tribiitrin, soya yagi, ay¢igegi yagi, zeytinyagi ve glukoz icin elde edilen
maksimum enzim aktiviteleri sirastyla 1.425, 1.125, 1.100, 1.050 ve 0.800 U/mL olarak
bulunmustur. En yiiksek aktivite misir yagi kullanilan fermantasyon ortaminda elde
ediliginden bundan sonraki c¢aligmalarda (azot kaynaklarinin etkisi, fosfat
konsantrasyonunun belirlenmesi, metal iyonlarinin etkisi, biyoreaktdr deneyleri) karbon

kaynagi olarak % 1 oraninda misir yagi kullanilmistir.

5.3. Azot Kaynaklarimin Etkisi

Organik ve inorganik azot kaynaklar1 hidrolazlarin sentezinde 6nemli rol oynamaktadir.

Organik azot kaynaklari, hiicre metabolizmasi ve protein sentezi i¢in gerekli olan birgok
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hiicre biiylime faktoriinii ve amino asitleri saglayabilirken, inorganik azot kaynaklar1 ¢abuk
tiikenebilir ve amonyumun baskilayici olusumuna bagli olarak enzim sentezi baskilanabilir
(Iftikhar vd., 2008).

Azot kaynaklarmin enzim iiretimi iizerine etkisini belirlemek i¢in yapilan deneylerde
Tablo 4.2.’de verilen besin ortami (karbon kaynagi % 1 musir yagi) kullanilmistir. Bu
amacgla bu besin ortaminda azot kaynagi degistirilmis, diger ortam bilesenleri sabit
tutularak, farkli azot kaynaklarinin enzim iiretimi {izerine olan etkisi incelenmistir. Azot
kaynag1 olarak organik (maya 6ziitii, pepton) ve inorganik ((NH4)>SO4, NH4H,PO,) azot

kaynaklar1 kullanilmastir.

5.3.1. Maya Orziitii Konsantrasyonunun Etkisi

Azot kaynagi olarak maya Oziitiiniin enzim {retimi lizerine etkisini arastirmak i¢in
% 0.4, 1 ve 0.05 maya 0ziitii iceren fermantasyon ortamlar1 kullanilmistir. Sekil 5.31.’de
farkli maya Ozitii konsantrasyonlarmin enzim aktivitesi iizerine etkisi verilmistir. En

yiiksek enzim aktivitesi % 0.4 maya 0Oziitii konsantrasyonunda 1.490 U/mL olarak elde

edilmistir.
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Sekil 5.31. Farkli maya 6ziitii konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi (% 1
musir yagt, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 oranit: % 10 v/v)
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Sekil 5.32.°de farkli maya oOziitii konsantrasyonlarinda ortam pH’min zamanla
degisimi goriilmektedir. % 0.4 maya 06ziitii konsantrasyonunda pH degeri ylikseldikten
sonra, hemen hemen sabitlenirken, diger konsantrasyonlarda diismektedir. % 0.4 maya

Oziitli konsantrasyonunda azot miktarinin yiiksek olmasi1 nedeniyle pH diismemistir.
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Sekil 5.32. Farkli maya 0ziitii konsantrasyonlarinda ortam pH’min zamanla degisimi
(% 1 musir yagi, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Sekil 5.33’de  farkli maya  oOziitii  konsantrasyonlarinda  mikroorganizma
konsantrasyonunun zamanla degisimi  verilmistir. Maksimum mikroorganizma

konsantrasyonu %0.05 maya 0ziitii igeren ortamda 56.saatte 2.717 g/L olarak bulunmustur.
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Sekil 5.33. Farkli maya o0ziitii konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun
zamanla degisimi (% 1 musir yagi, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1: % 10 v/v)
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Farkli baglangic maya Oziitii konsantrasyonlarinda 6l¢iilmiis olan toplam protein
konsantrasyonlart Sekil 5.34.’de verilmistir. Baslangigta protein konsantrasyonlari
diizensiz oldugu i¢in sekilde verilmemistir. Genel olarak enzim aktivitesi ve
mikroorganizma konsantrasyonu artarken protein konsantrasyonlar1 da artmaktadir. En
yiiksek protein konsantrasyonu % 0.4 maya 06ziitii konsantrasyonunda Ol¢lilmiis olup,
12.saatte 0.532 mg/mL’dir. Spesifik aktiviteler incelendiginde en yliksek spesifik aktivite
protein konsantrasyonlerndan gelen farkhiliklar nedeniyle % 0.05 maya 0ziiti
konsantrasyonunda 32.saatte 9.095 U/mg olarak belirlenmistir. Tablo 5.7.’de calisilan
farkli maya Oziitii konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda

ortam Ozelliklerinin degisimi verilmistir.
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Sekil 5.34. Farkli konsantrasyonlarda maya 0ziitii iceren fermantasyon ortamlarinda protein
konsantrasyonunun zamanla degisimi (% 1 musir yagi, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150
rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Tablo 5.7. Farkli maya oziitii konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam
ozelliklerinin degisimi

Maya oziitii Aktivite = Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
konsantrasyonu  (U/mL) konsantrasyonu konsantrasyonu  aktivite (saat) pH”1
(%) (g/L) (mg/mL) (U/mg)
0.4 1.490 1.415 0.442 3.371 9 7.25
0.1 1.475 1.690 0.263 5.608 72 5.85
0.05 1.450 1.814 0.159 9.095 32 6.35
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5.3.2. Pepton Konsantrasyonunun Etkisi

Peptonun lipaz enzim iiretimi iizerine etkisini incelemek i¢in % 0.4, 1 ve 0.05 pepton
iceren fermantasyon ortamlar1  kullamilmistir.  Sekil 5.35.°de  farkli  pepton
konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi tizerine etkisi verilmistir. En yiiksek enzim aktivitesi
% 0.4 pepton konsantrasyonunda 2.375 UmL olarak elde edilmistir. Sekil 5.36.’da farkli

pepton konsantrasyonlarinda ortam pH’min zamanla degisimi goriilmektedir.
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Sekil 5.35. Farkli pepton konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi (% 1 musir
yagi, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orant: % 10 v/v)
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Sekil 5.36. Farkli pepton konsantrasyonlarinda ortam pH’min zamanla degisimi (% 1 musir yagi,
pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orant: % 10 v/v)
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Sekil 5.37°de farkli pepton konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun
zamanla degisimi verilmistir. Maksimum mikroorganizma konsantrasyonu % 0.4 pepton

iceren ortamda 51.saatte 3.469 g/L olarak bulunmustur.
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Sekil 5.37. Farkli pepton konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun zamanla
degisimi (% 1 musir yagi, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, ast orant: % 10 v/v)

Farkli baslangic pepton konsantrasyonlarinda dlgiilmiis olan toplam protein
konsantrasyonlar1 Sekil 5.38.°de verilmistir. Baglangigta protein konsantrasyonlari
diizensiz oldugu i¢in sekilde gosterilmemistir. En yiiksek protein konsantrasyonu % 0.4
pepton konsantrasyonunda 6l¢tilmiis olup, 27.saatte 0.324 mg/mL ’dir. Spesifik aktiviteler
incelendiginde en yliksek spesifik aktivite protein konsantrasyonlarindan gelen farkliliklar
nedeniyle % 0.05 pepton konsantrasyonunda 51.saatte 16.857 U/mg olarak belirlenmistir.
Tablo 5.8.’de calisilan farklt pepton konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde

edilmesi durumunda ortam 6zelliklerinin degisimi verilmistir.

Tablo 5.8. Farkli pepton konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam
ozelliklerinin degisimi

Pepton Aktivite  Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
konsantrasyonu  (U/mL) konsantrasyonu konsantrasyonu  aktivite (saat) pH”1
(%) (g/L) (mg/mL) (U/mg)
0.4 2.500 2.955 0.233 10.740 72 6.57
0.1 1.500 2.759 0.093 16.091 51 5.97
0.05 1.300 2.057 0.077 16.857 51 5.89
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Sekil 5.38. Farkli konsantrasyonlarda pepton iceren fermantasyon ortamlarinda protein
konsantrasyonunun zamanla degisimi (% 1 musir yagi, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150
rpm, as1 orani: % 10 v/v)

5.3.3. Amonyum Siilfat Konsantrasyonunun Etkisi

Azot kaynagi olarak amonyum siilfatin ((NH4),SO4) enzim iiretimi lizerine etkisini
gosterebilmek i¢cin % 0.4, 1 ve 0.05 amonyum siilfat iceren fermantasyon ortamlari
kullanilmigtir. Tim konsantrasyonlarda kullanilan organik azot kaynaklarina gore
amonyum siilfat iceren ortamda iireme (30. saat ve sonrasi) ¢ok ge¢ baslamistir. Bu durum
organik azot kaynaklarinin, mikroorganizma tarafindan karbon kaynagi olarakta
kullanilmasindan kaynaklanabilir. Bu nedenle organik azot kaynaklarinda goriilen iki
logaritma faz1 inorganik azot kaynaklarinda goriilmemistir. P. fluorescens, olusabilecek ara
iirlinler sayesinde ikinci logaritmik fazda liremeye baslamis olabilir. Sekil 5.39.’da farkl
amonyum siilfat konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi tizerine etkisi verilmistir. En yiiksek
enzim aktivitesi % 0.4 amonyum siilfat konsantrasyonunda 0.750 U/mL olarak elde
edilmistir.

Sekil 5.40.°da farkli amonyum siilfat konsantrasyonlarinda ortam pH’mnm zamanla
degisimi goriilmektedir. Biitiin konsantrasyonlarda da 45. saat ve sonrasinda pH oldukca
diismiistiir. Amonyum siilfat, asit karakterli bir azot kaynagidir. Bu nedenle de ortamin

pH’1 diismiistiir.
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Sekil 5.39. Farkli amonyum siilfat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi
(% 1 musir yagi, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

7
6
5 _
4 _
e
o
3 _
—0—% 04
27 = %01
1 —&—%0.05
0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

inkiibasyon siiresi, saat

Sekil 5.40. Farkli amonyum siilfat konsantrasyonlarinda ortam pH’min zamanla degisimi
(% 1 musir yagi, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Sekil 5.41’de farkli amonyum siilfat konsantrasyonlarinda mikroorganizma
konsantrasyonunun zamanla degisimi  verilmistir. Maksimum  mikroorganizma
konsantrasyonu % 0.05 amonyum siilfat iceren ortamda 57.saatte 0.805 g/L. olarak

bulunmugtur. Tim konsantrasyonlarda 30.saat sonrasinda mikroorganizma tiiremesi

gozlenmistir.
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Sekil 5.41. Farkli amonyum siilfat konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun
zamanla degisimi (% 1 musir yagt, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orant: % 10
v/v)

Farkli baslangic amonyum siilfat konsantrasyonlarinda elde edilen toplam protein
konsantrasyonlar1 Sekil 5.42.°de verilmistir. En yiliksek protein konsantrasyonu % 0.4
amonyum siilfat konsantrasyonunda 6l¢iilmiis olup, 72.saatte 0.081 mg/mL ’dir. Spesifik
aktiviteler incelendiginde en yiikksek spesifik aktivite % 0.4 amonyum siilfat
konsantrasyonunda 57.saatte 11.942 U/mg olarak belirlenmistir. Tablo 5.9.’da farkli
amonyum siilfat konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam

ozelliklerinin degisimi verilmistir.
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Sekil 5.42. Farkli konsantrasyonlarda amonyum siilfat i¢eren fermantasyon ortamlarinda protein
konsantrasyonunun zamanla degisimi (% 1 musir yagi, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150
rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Tablo 5.9. Farkli amonyum siilfat konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam
ozelliklerinin degisimi

Amonyum siilfat  Aktivite = Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
konsantrasyonu (U/mL) konsantrasyonu konsantrasyonu  aktivite (saat) pH”1
(%) (g/L) (mg/mL) (U/mg)
0.4 0.750 0.685 0.063 11.942 57 3.63
0.1 0.575 0.740 0.070 8.219 57 3.57
0.05 0.300 0.666 0.077 3.890 72 3.57

5.3.4. Amonyum Dihidrojen Fosfat Konsantrasyonunun Etkisi

Amonyum dihidrojen fosfatin ((NH4)H,PO4) enzim iiretimi iizerine etkisini
gosterebilmek icin % 0.4, 1 ve 0.05 amonyum dihidrojen fosfat igeren fermantasyon
ortamlar1  kullanmilmistir.  Sekil  5.43.°de  farklh amonyum dihidrojen  fosfat
konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi tizerine etkisi verilmistir. En yiiksek enzim aktivitesi

% 0.4 amonyum dihidrojen fosfat konsantrasyonunda 0.875 U/mL olarak elde edilmistir.
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Sekil 5.43. Farkli amonyum dihidrojen fosfat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin

zamanla degisimi (% 1 musir yagi, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10
v/v)

Sekil 5.44.’de farkli amonyum dihidrojen fosfat konsantrasyonlarmmda ortam pH’inin

zamanla degisimi goriilmektedir.
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Sekil 5.44. Farkli amonyum dihidrojen fosfat konsantrasyonlarinda ortam pH’min zamanla
degisimi (% 1 musir yagi, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, ast orant: % 10 v/v)

Sekil 5.45°de farkli amonyum dihidrojen fosfat konsantrasyonlarinda mikroorganizma
konsantrasyonunun zamanla degisimi  verilmistir. Maksimum  mikroorganizma
konsantrasyonu % 0.4 amonyum dihidrojen fosfat igeren ortamda 72.saatte 0.791 g/L
olarak bulunmustur. Calisilan biitiin konsantrasyonlarda; baslangicta mikroorganizma
iremesi gozlenmemistir. % 0.1 ve 0.05 amonyum dihidrojen fosfat igeren ortamlarda
mikroorganizma biiyiimesi olduk¢a diisiik olmustur. Bu durum amonyum dihidrojen
fosfatin diisilk konsantrasyonlarda mikroorganizmanin gelismesi i¢in yeterli olmadigini

gostermektedir.

= 1,0
on
=
g
S 08
g
k=
S 0,6
=i
o
4
[a}
£ 04
k= —0—% 0.4
on
‘g 0,2 7 ——%0.1
;é* —a— % 0.05
0,0 ‘ ‘ ‘ : :
0 20 40 60 80 100 120

inkbasyon siiresi, saat

Sekil 5.45. Farkli amonyum dihidrojen fosfat konsantrasyonlarinda mikroorganizma
konsantrasyonunun zamanla degisimi (% 1 musir yagi, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150
rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Farkli baslangic amonyum dihidrojen fosfat konsantrasyonlarinda elde edilen toplam
protein konsantrasyonlar1 Sekil 5.46.’da verilmistir. En yiiksek protein konsantrasyonu
% 0.05 amonyum dihidrojen fosfat konsantrasyonunda 6l¢iilmiis olup, 51.saatte 0.081
mg/mL ’dir. Spesifik aktiviteler incelendiginde en yiiksek spesifik aktivite % 0.4 amonyum
dihidrojen fosfat konsantrasyonunda S1.saatte 15.725 U/mg olarak belirlenmistir. Tablo
5.9.°da farkli amonyum dihidrojen fosfat konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde

edilmesi durumunda ortam 6zelliklerinin degisimi verilmistir.
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Sekil 5.46. Farkli konsantrasyonlarda amonyum dihidrojen fosfat iceren fermantasyon
ortamlarinda protein konsantrasyonunun zamanla degisimi (% 1 musir yagi,
pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Tablo 5.10. Farkli amonyum dihidrojen fosfat konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi
durumunda ortam 6zelliklerinin degisimi

Amonyum Aktivite  Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
dihidrojen fosfat  (U/mL) konsantrasyonu konsantrasyonu  aktivite (saat) pH”1
konsantrasyonu (g/L) (mg/mL) (U/mg)

(%)

0.4 0.875 0.653 0.056 15.725 51 5.91
0.1 0.575 0.392 0.056 10.333 45 5.96
0.05 0.425 0.358 0.077 5.511 57 6.03

Azot kaynaklar1 karsilastirildiginda en iyi aktivite % 0.4 oraninda pepton iceren
ortamda 2.500 U/mL olarak elde edildiginden bundan sonraki ¢aligmalarda azot kaynagi

olarak % 0.4 oraninda pepton kullanilmistir. Diger azot kaynaklar1 olan maya 0ziiti,
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amonyum siilfat ve amonyum dihidrojen fosfat icin elde edilen maksimum enzim

aktiviteleri ise swrastyla; 1.490, 0.750 ve 0.875 U/mL olarak bulunmustur.

5.4. Fosfat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim {tretimi {izerine fosfat konsantrasyonunun etkisini belirlemek i¢in i farkl
konsantrasyonda fermantasyon ortamma (% 0.025 KH,PO; + % 0.025 K,;HPOy;
% 0.05 KH,PO4 + % 0.05 K,HPO,4, % 0.1 KH,PO4 + % 0.1 K,HPO,) fosfat ilave
edilmistir. Fermantasyon ortami bilesimi Tablo 4.2.°de verildigi gibidir (karbon kaynagi
% 1 musir yagi, azot kaynagi % 0.4 pepton).

Sekil 5.47.°de farkli fosfat konsantrasyonlarmmin enzim aktivitesi iizerine etkisi
verilmistir. En yiiksek enzim aktivitesi % 0.1 KH,PO4 ve K,HPO, iceren ortamda 2.975
U/mL olarak elde edilmistir. Sekil 5.48.’de farkli fosfat konsantrasyonlarinda ortam

pH’nin zamanla degisimi goriilmektedir.
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Sekil 5.47. Farkli fosfat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi

(0: % 0.025, m: % 0.05, A: % 0.1 KH,PO, ve K,HPO,4, % 1 misir yagi, % 0.4
pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Sekil 5.48. Farkli fosfat konsantrasyonlarinda ortam pH’inin zamanla degisimi (¢: % 0.025,
m: % 0.05, A: % 0.1 KH,PO, ve K,HPO,, % 1 misir yagi, % 0.4 pepton, pH: 6, T:
30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Farkli fosfat konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun zamanla
degisimi Sekil 5.49.’da verilmistir. Maksimum mikroorganizma konsantrasyonu % 0.025
K;HPO4 ve KH,PO4 igeren ortamda 72.saatte 3.728 g/L. olarak bulunmustur. Farkl
baslangi¢ fosfat konsantrasyonlarinda 6l¢iilmiis olan toplam protein konsantrasyonlar1 da
Sekil 5.50.’de verilmistir. En yiiksek protein konsantrasyonu % 0.1 K;HPO,4 ve KH,PO4
iceren ortamda elde edilmis olup, 30.saatte 0.363 mg/mL’dir. Spesifik aktiviteler
incelendiginde ise, en yiiksek spesifik aktivite protein konsantrasyonlarinda meydana gelen
farkliliklar nedeniyle % 0.05 K,HPO4 ve KH,PO, konsantrasyonunda 51.saatte 12.63
U/mg olarak belirlenmistir.

Tablo 5.11.’de c¢alisilan fosfat konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi

durumunda ortam 6zelliklerinin degisimi verilmistir.

Tablo 5.11. Farkli fosfat konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam
ozelliklerinin degisimi

KH,PO, Aktivite Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
ve KbLHPO, (U/mL) konsantrasyonu konsantrasyonu  aktivite (saat) pH”1
konsantrasyonu (g/L) (mg/mL) (U/mg)
(%)
0.025 2.725 1.402 0.242 11.273 12 6.71
0.05 2.500 2.955 0.233 10.740 72 6.57
0.1 2.975 3.197 0.263 11.312 51 6.40
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Sekil 5.49. Farkli fosfat konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun zamanla
degisimi (0: % 0.025, m: % 0.05, A: % 0.1 KH,PO, ve K,HPO,, % 1 musir yagi, %
0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orant: % 10 v/v)
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Sekil 5.50. Farkli konsantrasyonlarda fosfat igeren fermantasyon ortamlarinda protein
konsantrasyonunun zamanla degisimi (0: % 0.025, m: % 0.05, A: % 0.1
KH,PO, ve K,HPO,, % 1 misir yagi, % 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150
rpm, as1 orani: % 10 v/v)

5.5. Iyonlarin Etkisi

Metal iyonlar1 mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in gerekli olup, lipaz sentezini olumlu
yada olumsuz yonde etkileyebilir (Omar vd., 1987, Makhzoum vd., 1995, Sharon, vd.,
1998, Hong-wei vd., 2009). Inorganik metal iyonlarindan olan Ca" ve Na" iyonlari, tuzlar:

halinde optimize edilen fermantasyon ortamimna (% 1 musir yagi, % 0.4 pepton, % 0.1
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KH;PO4, % 0.1 K;HPO4, % 0.0005 MgS04.7H,0) ilave edilerek bu iyonlarin enzim

iiretimi lizerine etkisi incelenmistir.

5.5.1. Ca"™ Iyonunun EtKisi

Ca'" iyonunun enzim iiretimi iizerine etkisini belirlemek igin % 0.01, 0.02 ve 0.03
CaCl,.2H,0 igeren fermantasyon ortamlar1 kullanilmistir. Sekil 5.51.’de farklh CaCl,.2H,0
konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi iizerine etkisi verilmistir. En yiiksek enzim aktivitesi
% 0.03 CaCl,.2H,O konsantrasyonunda 3.425 U/mL olarak elde edilmistir. Ca™" ilave
edilmeyen ortamda ise enzim aktivitesi 2.975 U/mL olarak bulunmustur. Ca" iyonunun
ortama ilave edilmesi lipaz enzimi aktivitesini 0.450 U/mL arttrmustir. McKellar (1989),
kalsiyumun psikrofil bakteriler ile hiicre dis1 enzim sentezinde en énemli iyonlardan biri
oldugunu rapor etmistir. Ayrica Ca' " iyonlarmin saflastirilmis lipazin hidrolitik aktivitesini
stabilize ettigi ve ilerlettigi belirtilmistir. Sekil 5.52.de farkli CaCl,.2H,0
konsantrasyonlarinda ortam pH’mm zamanla degisimi goriilmektedir. Sekilden de

gortldigi gibi farkli CaClL.2H,0 konsantrasyonlar1 pH tizerinde etkili degildir.
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Sekil 5.51. Farkli CaCl,.2H,0 konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi
(% 1 musir yag1, % 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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i Dz 2. ’ isi
Sekil 5.52. Farkli CaCl,.2H,0 konsantrasyonlarinda ortam pH’mm zamanla degisimi
(% 1 mustr yagi, % 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orant: % 10
v/v)

Sekil 5.53.°de farkli Ca’™" konsantrasyonlarmda mikroorganizma konsantrasyonunun
zamanla degisimi verilmistir. Maksimum mikroorganizma konsantrasyonu % 0.01

CaCl,.2H,0 igeren ortamda 57.saatte 2.885 g/L olarak bulunmustur.
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Sekil 5.53. Farkli CaCl,.2H,O konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun

zamanla degisimi (% 1 musir yagi, % 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm,
ast orant: % 10 v/v)

Farkli Ca"" konsantrasyonlarinda elde edilen toplam protein konsantrasyonlar1 Sekil

5.54.de verilmistir. En yiikksek protein konsantrasyonu % 0.03 CaCl,.2H,0
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konsantrasyonunda elde edilmis olup, 57.saatte 0.312 mg/mL’dir. Spesifik aktiviteler
incelendiginde en yiiksek spesifik aktivite % 0.01 CaCL.2H,O konsantrasyonunda
27.saatte 12.702 U/mg olarak belirlenmistir. Tablo 5.11.’de farkli CaCl,.2H,0
konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam O6zelliklerinin

degisimi verilmistir.
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Sekil 5.54. Farkli konsantrasyonlarda CaCl,.2H,0O igeren fermantasyon ortamlarinda protein

konsantrasyonunun zamanla degisimi (% 1 misir yag1, % 0.4 pepton, pH: 6, T: 30
°C, KH: 150 rpm, ast orant: % 10 v/v)

Tablo 5.12. Farkli CaCl,.2H,O konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam
ozelliklerinin degisimi

CaClL.2H,0 Aktivite = Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
konsantrasyonu (U/mL) konsantrasyonu konsantrasyonu  aktivite (saat) pH”1
(%) (g/L) (mg/mL) (U/mg)
0.01 3.300 2.572 0.274 12.046 72 6.69
0.02 3.075 1.738 0.258 11.926 72 6.65
0.03 3.425 2.143 0.269 12.753 9 6.42

5.5.2. Na' Iyonunun Etkisi

Na' iyonunun lipaz iiretimi iizerine etkisini belirlemek i¢in Ca"" iyonunda oldugu gibi
% 0.01, 0.02 ve 0.03 konsantrasyonlarinda NaCl fermantasyon ortamina eklenmistir. Sekil
5.55.’de farkli NaCl konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi lizerine etkisi verilmistir. Ortam

ozellikleri birbirine benzemekle birlikte en yiiksek enzim aktivitesi % 0.01 NaCl igeren
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fermantasyon ortaminda 3.075 U/mL olarak elde edilmistir. Na’, optimize edilen ortama
gore (2.975 U/mL) enzim aktivitesini fazla etkilememekle beraber, 0.100 U/mL

arttrmustir. Sekil 4.56.’da ortam pH’inin zamanla degisimi verilmistir.
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Sekil 5.55. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi (% 1 misir
yagi, % 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Sekil 5.56. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda ortam pH’inin zamanla degisimi (% 1 misir yagi,

% 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Sekil 5.57°de farkli NaCl konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun
zamanla degisimi verilmistir. Maksimum mikroorganizma konsantrasyonu % 0.02 NaCl

iceren ortamda 27.saatte 1.614 g/ olarak bulunmustur. Farkli baslangic NaCl
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konsantrasyonlarinda elde edilen toplam protein konsantrasyonlart Sekil 5.58.’de
verilmistir. En yiiksek protein konsantrasyonu % 0.01 ve 0.03 NaCl iceren ortamlarda esit
olup, 33.saatte 0.349 mg/mL ’dir. Spesifik aktiviteler incelendiginde en yiiksek % 0.01
NaCl konsantrasyonunda 12.355 U/mg olarak belirlenmistir. Tablo 5.12.’de farkli NaCl
konsantrasyonlarinda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam o6zelliklerinin

degisimi verilmistir.
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Sekil 5.57. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun zamanla
degisimi (% 1 musir yagi, % 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm,
ast orant: % 10 v/v)
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Sekil 5.58. Farkli konsantrasyonlarda NaCl igeren fermantasyon ortamlarinda protein

konsantrasyonunun zamanla degisimi (% 1 musir yagi, % 0.4 pepton, pH: 6,
T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Tablo 5.13. Farkli NaCl konsantrasyonlarnda maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam
ozelliklerinin degisimi

NaCl Aktivite  Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
konsantrasyonu (U/mL) konsantrasyonu konsantrasyonu  aktivite  (saat) pH”1

(%) (g/L) (mg/mL) (U/mg)

0.01 3.075 0.917 0.249 12.355 12 6.56

0.02 3.000 1.001 0.249 12.054 12 6.54

0.03 2.900 0.930 0.288 10.061 21 6.54

5.6. Atik Yaglar Kullamlarak Lipaz Uretimi

Enzim iiretiminde fermantasyon ortaminin ana bilesenlerinin basinda karbon kaynagi
gelmekte ve ortam maliyetinin 6nemli bir kismini1 olusturmaktadir. Bu nedenle alternatif
substratlarin kullanimi ¢esitli avantajlar saglayabilir.

Gliniimiizde kizartilmis yiyecekler bir¢ok iilkede oldukga fazla tiiketilen Onemli
gidalardan biridir. Kizartilmis yiyeceklerin artmasma bagli olarak atik kizartma yagi
miktarlarinda da 6nemli artislar olmaktadir. Kizartma islemi sonucu olusan atik yaglar alici
ortamlarda 6nemli sorunlara ve ¢evre problemlerine yol agabilmektedir. Bununla birlikte
atik yaglar, mikrobiyal biiylime i¢in yiiksek enerjili bir besin kaynagi olarak diisiiniilebilir
ve degerli iirlinlere doniistiiriilebilir. Bu nedenle optimize edilen fermantasyon ortaminda
karbon kaynagi olarak tathi ve patates kizartilmis iki farkli atik yag substrat olarak
kullanilmis ve enzim iiretimi incelenerek atign degerlendirilmesi amaglanmistir. Patates
kizartilmis atik yag ev ortaminda patates kizartilmis yagdan, tath kizartilmis atik yag ise,
yerel bir pastaneden temin edilmistir.

Bitkisel yaglarda 16 ve 18 karbon iceren yag asitleri baskindir. Kizartilmis yaglarin yag
asiti igerikleri, kizartilan gidaya bagl olarak degisebilmektedir. Kullanilan atik yaglarin
yag asiti bilesimini belirlemek icin yapilan yag asiti analizleri sonuglar1 Tablo 5.14.’de

verilmistir.
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Tablo 5.14. Mikrobiyal bilyiime ve lipaz iretimi igin substrat olarak kullanilan atik yaglarin yag asiti
bilesimi (x110 kat)

Yag asitleri Patates kizartilms yag (ng/ull)  Tath kizartilnms yag (ng/nL)
Palmitik asit, 16:0 0.4854 0.2856
Palmitoleik asit, 16:1 (n-7) 0.0488 0.0393
Stearik asit, 18:0 0.1187 0.2027
Oleik asit,18:1 (n-9) 1.2659 1.2010
Linolelaidik asit 18:2 ( n-6t) 0.1330 0.1351
Linoleik asit, 18:2 (n-6) 3.2863 4.0894
y-Linolenik asit, 18:3 (n-6) 0.4638 0.5858
a-Linolenik asit, 18:3 (N-3) - 0.0516
Dokosadienoik asit, 22:2 - 0.0413

5.6.1. Tath ve Patates Kizartilmis Atik Yaglarin Enzim Uretimi Uzerine Etkisi

Enzim {retimi tzerine atik yaglarin etkisini belirlemek i¢in, optimize edilen
fermantasyon ortaminda (% 1 musir yagi, % 0.4 pepton, % 0.1 KH,PO4, % 0.1 K;HPO4, %
0.0005 MgS04.7H,0) karbon kaynagi olarak misir yagi yerine % 1 oraninda tath ve
patates kizartilmis atik yaglar kullanilmistir. Sekil 5.59.’da kullanilan atik yaglarin enzim
aktivitesi lizerine etkisi verilmistir. En yliksek enzim aktiviteleri; patates kizartilmis yag
icin 3.85 U/mL, tath kizartilmig yag icin 3.975 U/mL olarak elde edilmistir. Bu degerler,
misir yag1 kullanilarak belirlenen deger olan 2.975 U/mL’den siwrasiyla, 0.875 ve 1.000
U/mL daha fazladir. Bu atik kizartma yaglarinin enzim iiretimi i¢in daha etkin bir substrat
olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Sekil 5.60.°da ortam pH’larinin zamanla
degisimi gorilmektedir. Tath kizartilmis yag igeren ortamda pH, 45.saatten sonra

azalmistir.
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Sekil 5.59. % 1 konsantrasyonunda atik kizartma yaglari igin enzim aktivitelerinin zamanla
degisimi (% 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orant: % 10 v/v)
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Sekil 5.60. % 1 konsantrasyonunda atik kizartma yaglari i¢in ortam pH’larinin zamanla
degisimi (% 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orant: % 10 v/v)

Elde edilen mikroorganizma konsantrasyonlarmnin zamanla degisimi Sekil 5.61°de
verilmistir. Tath kizartilmis atik yagda mikroorganizma konsantrasyonu daha fazla olup,
maksimum 57.saatte 3.257 g/L’dir. Patates kizartilmis ya§ i¢in ise maksimum
mikroorganizma konsantrasyonu 72.saatte 2.075 g/L olarak belirlenmistir. Elde edilen
toplam protein konsantrasyonlar1 Sekil 5.62.°de gosterilmistir. En yliksek protein
konsantrasyonlar1 birbirine yakin olmakla beraber, patates kizartilmis atik yag icin

30.saatte 0.322 mg/mL, tath kizartilmis yag icin 33.saatte 0.317 mg/mL olarak
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bulunmustur. Spesifik aktiviteler incelendiginde, en yliksek spesifik aktiviteler patates ve
tath kizartilmis yaglar i¢in swrastyla, 13.007 U/mg ve 15.311 U/mg olarak belirlenmistir.
Tablo 5.15.°de her iki atik yag icin maksimum aktivite elde edilmesi durumunda ortam

ozelliklerinin degisimi verilmistir.

Tablo 5.15. Atik patates ve tatli kizartma yagi igeren fermantasyon ortamlarinda maksimum aktivite elde
edilmesi durumunda ortam 6zelliklerinin degisimi

Atik yag Aktivite Mikroorganizma Protein Spesifik Zaman Ortam
konsantrasyonu (U/mL) kons. (g/L) kons. aktivite (saat) pH”1
(% 1) (mg/mL) (U/mg)
Patates kizartma yag1 3.850 1.249 0.317 12.150 33 6.62
Tath kizartma yag1 3.975 0.963 0.260 15.311 21 6.59

3,5
3,0 1
2,5
2,0

15 A

1,0 —o— patates kizartilnis yag

0,5 —=— tath kizartilnug yag
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Sekil 5.61. % 1 konsantrasyonunda atik kizartma yagi igeren fermantasyon ortaminda

mikroorganizma konsantrasyonlarinin zamanla degisimi (% 0.4 pepton, pH: 6, T:
30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Sekil 5.62. % 1 konsantrasyonunda atik kizartma yagi igeren fermantasyon ortamlarinda protein

konsantrasyonlarmin zamanla degisimi (% 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 150
rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Fermantasyon ortamma % 1 oraninda karbon kaynagi olarak eklenen atik yaglari,
mikroorganizmanin hangi miktarda besin kaynagi olarak kullandigini belirlemek icin farkl
zamanlarda alman numunelerdeki yag asitleri konsantrasyonlarmin degisimi tespit
edilmistir (Tablo 5.16). Numune alman tiim saatlerde ham yagm bilesiminde diger yag
asitlerine gore daha fazla bulunan yaglarm, yag asiti analizi ile fermantasyon ortamindaki
palmitik asit (16:0), stearik asit (18:0), oleik asit (18:1) ve linoleik asit (18:2)
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. % 1 oraninda fermantasyon ortamia katilan yagdaki 96
saatlik fermantasyon sonunda P. fluorescens’in yagi besin kaynagi olarak tliketmesi
sonucu patates kizartilmig atik yagin oldugu fermantasyon ortaminda oleik asit (18:1)
konsantrasyonu 0.0256 pg/uL’ye, linoleik asit (18:2) konsantrasyonu 0.0725 pg/uL’ye
digmiistiir. Tath kizartilmig atik yag icin ise oleik asit (18:1) konsantrasyonu 0.0242
pg/ul’ye linoleik asit (18:2) konsantrasyonu 0.0587 pg/uL’ye azalmistir. Analiz edilen

diger yag asitleri ise tamamen tiikkenmistir (Tablo 5.16.).
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Tablo 5.16. Fermantasyon ortaminda yag asiti konsantrasyonlarmin zamanla degisimi (ug/pL)

Patates kizartilmis atik yag

Zaman, saat Palmitik asit Stearik asit Oleik asit Linoleik asit
16:0 18:0 18:1 18:2
0 0.5344 0.1306 1.3925 3.6149
30 0.2782 0.0470 0.2622 0.5088
45 0.0939 0.0252 0.2103 0.2659
51 0.0726 0.0181 0.1847 0.2263
57 0.0490 0.0171 0.0702 0.0857
72 - - 0.0286 0.0740
926 - - 0.0256 0.0725

Tath kizartilms atik yag

Zaman, saat Palmitik asit Stearik asit Oleik asit Linoleik asit
16:0 18:0 18:1 18:2
0 0.3142 0.2230 1.3211 4.4980
30 0.1662 0.0813 0.5199 1.6604
45 0.0563 0.0220 0.1953 0.4197
51 0.0350 0.0214 0.0869 0.1584
57 0.0302 0.0190 0.0827 0.1032
72 - - 0.0604 0.0740
926 - - 0.0242 0.0587
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5.7. Kat1 Substrat Kullamilarak Lipaz Uretimi

Genel olarak kat1 substrat fermantasyonu i¢in kullanilan substratlar tarimsal veya tarim-
sanayl yan Uriinleri olan kompozit ve heterojen iriinlerdir. Bu nedenle c¢alismanin bu
asamasinda kat1 substrat olarak aycekirdegi kiispesi kullanilmistir. Ay cegirdegi kiispesi
kullanilarak enzim tretimi ile hem ucuz karbon kaynagi saglayarak liretim maliyetini
diisiirmek, hem de bir tarim-sanayi yan iirliniinlin hammadde olarak kullanilmas: ile
organik bir atigin endiistriyel biyoteknolojide kiymetli bir iirlin olan enzim iiretiminde
degerlendirilmesi amaclanmistir. Biitiin deneylerde sivi kiiltiirde oldugu gibi ortam

parametreleri; pH 6, sicaklik 30 °C ve karigtirma hizi 150 rpm olarak alinmigtir.

5.7.1. Ortam Secimi

Aycekirdegi kiispesinin substrat olarak kullanildig1 deneylerde; ilk olarak ay ¢egirdegi
kiispesi + musluk suyu (1. ortam) ve ay g¢egirdegi kiispesi + optimize edilen siv1 kiiltiir
ortami (2. ortam) kullanilarak fermantasyon ortamlari hazirlanmis ve enzim iiretimleri
karsilagtirilmistir. 1. ortamda maksimum aktivite 1.775 U/mL olarak elde edilirken, 2.
ortamda 4.275 U/mL olarak 6l¢tilmiistiir (Sekil 5.63).

2. ortamda aktivite daha yliksek olmasina ragmen, ay ¢egirdegi kiispesi + musluk suyu
iceren ortamda optimum enzim iiretim sartlarin1 belirlemek ve enzim aktivitesini artirmak
icin calismanm bundan sonraki kisimlarinda 1. ortam kullanilmistir. Ayrica saf su yerine
musluk suyu kullanilmast hem maliyeti azaltan bir faktéor olmasi, hem de
mikroorganizmanin kullanabilecegi mineralleri igermesi acisindan faydalidir. Sekil 5.63’de

ortam pH’ larinin degisimi de gosterilmistir.
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Sekil 5.63. Farkli ortam bilesimlerinde enzim aktivitesinin ve ortam pH’inin zamanla
degisimi (%5 ay g¢ekirdegi kiispesi, partikiil boyutu: 20-100 mesh arasi, pH: 6,
T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

5.7.2. Partikiil Boyutunun Etkisi

Partikiil boyutunun enzim iiretimi lizerine etkisini belirlemek i¢in, 20-100 mesh aras1 ve
ve +20 mesh olmak tizere iki farkli partikiil boyutu denenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil
5.64’de verilmistir. Her iki partikiil boyutunda da maksimum enzim iiretimi birbirine yakin
olmakla beraber, 20-100 mesh aras1 partikiil boyutu i¢in 1.775 U/mL, +20 mesh icin ise
1.725 U/mL olarak elde edilmistir. Kat1 substratlar genellikle birim hacimleri basina genis
ylizey alanma sahiptir. Daha kiigiik substrat partikiilleri mikrobiyal etkinlik icin daha
biiylik yiizey alami saglarken partikiiller arasindaki mesafe sinirlamalarina bagli olarak
havalandirmada zorluklara yol acar. Daha biiylik partikiiller ise daha iyi havalandirma
saglar, ama daha diisiik yiizey alanina neden olur. Biyoproses optimizasyonunda bazen

maliyet etkinligi icin farkli boyutlardaki partikiil karisimlarini kullanmak gerekli olabilir
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(Flickinger ve Drew, 1999). Bu nenedenle ve ayrica, 20-100 mesh arasi partikiil boyutunda

kismen daha yiiksek aktivite elde edilmesi nedeniyle daha sonraki deneylerde 20-100 mesh
aras1 partikiil boyutu kullanilmistir.
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Sekil 5.64. Farkli aygekirdegi kiispesi boyutlarinda enzim aktivitesinin ve ortam pH’inin
zamanla degisimi (%5 ay ¢ekirdegi kiispesi, ¢: 20-100 mesh aras1 m: + 20 mesh
pH: 6, T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

5.7.3. Azot Kaynaginin EtKisi

Azot ilavesinin enzim aktivitesi arttirabilecegi diisiiniilerek fermantasyon ortamina azot
kaynag1 eklenmistir. Stvi kiiltiirde en yiiksek enzim aktivitesi azot kaynagi olarak pepton
kullanildigi zaman elde edildiginden, kati substrat fermantasyonunda da pepton

kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (% 0.2, 0.4, 1 ve 2) peptonun fermantasyon
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ortamina ilave edilmesi durumunda enzim aktivitelerinin zamanla degisimi Sekil 5.65°de
verilmistir. En yiiksek enzim aktivitesi, % 1 pepton konsantrasyonunda 4.425 U/mL olarak
elde edilmistir. % 0.2, 0.4, ve 2 pepton konsantrasyonlar1 i¢in ise maksimum aktiviteler
srrasiyla; 1.900, 2.425 ve 2.850 U/mL olarak bulunmustur. Pepton ilavesi enzim
aktivitesinde azot icermeyen ortama gore 2.650 U/mL’lik bir artig saglamistir. % 1 pepton
konsantrasyonundan diisiik konsantrasyonlarda azot kaynagnin yetersiz olmasi1 nedeniyle

enzim aktivitesi daha diisiik olurken, daha yiliksek konsantrasyonlar ise enzim iiretimini

bastirmastir.
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Sekil 5.65. Farkli pepton konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin ve ortam pH’inin zamanla
degisimi (%5 ay ¢ekirdegi kiispesi, partikiil boyutu: 20-100 mesh arasi, pH: 6, T:
30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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5.7.4. Aycekirdegi Kiispesi Konsantrasyonunun Etkisi

Substrat miktarinin degisimiyle ortamimn nem miktarinin da degistigi farkli aycekirdegi
kiispesi konsantrasyonlarinda (% 1, 2.5, 5, 10) elde edilen sonuclar Sekil 5.66’da
verilmistir. En yliksek enzim aktivitesi % 10 aygekirdegi kiispesi iceren ortamda 6.100

U/mL olarak elde edilirken, % 1, 2.5 ve 5 ayc¢ekirdegi kiispesi i¢eren ortamlarda sirasiyla,
2.325,2.725, 4.425 U/mL olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.66. Farkli aycekirdegi kiispesi konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin ve ortam

pH’1inmn zamanla degisimi (% 1 pepton, partikiil boyutu: 20-100 mesh arasi, pH: 6,
T: 30 °C, KH: 150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

% 10 aycekirdegi kiispesi iceren ortamda pH’in diger ortamlara goére daha diisiik olmasi

aycgekirdegi kiispesindeki yaglarin hiicreye bagli enzimler ile yagin hidrolizi sonucu olusan
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serbest yag asitleri nedeniyle olabilir. Ayrica, peptonun par¢alanmasi sonucu serbest kalan
amino asitler de pH’1n diismesine neden olabilir (Alonso vd., 2005).

Kat1 substrat fermantasyonlarinda ortamin nem igerigi biiylik 6l¢iide prosesin basarisini
belirleyen kritik bir faktordiir. Nem seviyesinin azaltilmasi veya artirilmasi enzim
biyosentezini Onemli derecede etkiler. Optimum nem igerigi mikroorganizmaya ve
substrata baghdir. Yiiksek nem seviyesi; substrat porozitesini azaltir, substratin partikiiler
yapisini degistirir, yapiskanlik gelisimini ilerletir, gaz hacmini azaltir ve oksijen transferini
ve difiizyonu zayiflatirken, diisiilk nem seviyeleri; yiiksek su gerilmesi ve substratin sigsmesi
sonucunda kat1 substratin igerdigi niitrientlerin ¢oziiniirliigiinii azaltmaktadir (Shu ve Yan,

2008).

5.7.5. Fosfat Konsantrasyonunun Etkisi

Farkli fosfat konsantrasyonlarinin (% 0.025, 0.1, 0.2 KH,PO4 ve K;HPO4) enzim
iretimi lizerine etkisi Sekil 5.67” de gosterilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi en yliksek
aktivite, % 0.025 KH,PO4 ve K,HPOy, igeren enzim iiretim ortaminda, 5.975 U/mL olarak
bulunmustur. Diger fosfat konsantrasyonlarinda ise maksimum aktiviteler, %0.1 i¢in 5.625
ve % 0.2 i¢in 4.875 U/mL olarak elde edilmistir. Belirlenen maksimum aktivite,
KH,PO4+K;HPO, igermeyen ortamda elde edilen en yiiksek aktivite degerine (6.100
U/mL) yakin olmakla beraber, 0.125 U/mL diisiik olmustur.

Daldirmali  fermantasyonda yapilan deneylerde maksimum enzim {iretimi,
% 0.1 KH,PO4 ve K;HPOy, iceren ortamda elde edilmisti. Kat1 substrat ortaminda fosfat
ilavesinin aktiviteyi fazla etkilememesi, aycekirdegi kiispesinin mikroorganizmanin enzim
iretimi ve gelismesi icin ihtiyag duydugu fosforu saglamasi sebebiyle oldugu tahmin
edilmektedir. Yiiksek fosfat konsantrasyonlarinda aktivitenin azalmasi, fosforun ortamda
fazla bulunmasi nedeniyle, mikroorganizmanin gelismesi ve enzim iiretimine inhibitor etki
yapmasina baglanmistir.

Ortamda asir1 bulunan iyonlar aminoasit, protein vb. maddelerle veya olusan {iriinlerle

kompleksleserek biyoddniisiim islemini olumsuz olarak etkileyebilmektedir (Pekin 1980).
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Sekil 5.67. Farkl1 fosfat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin ve ortam pH’min zamanla

degisimi (0: % 0, m:% 0.025, A:% 0.1 = % 0.2 KH,PO4 ve K,HPO,, % 10
aycekirdegi kiispesi, partikiil boyutu: 20-100 mesh arasi, pH: 6, T: 30 °C, KH:
150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

5.7.6. Ca'" ilavesinin EtKisi

Daldirmali kiiltiirde enzim {iretimini arttran Ca'  ilavesinin, kat1 substrat iceren
fermantasyon ortaminda etkisini incelemek icin; CaCl,.2H,O % 0.01, 0.02 ve 0.03
konsantrasyonlarinda fermantasyon ortamia eklenmistir. Sekil 5.68’den goriildiigii gibi
Ca'"" ilave edilmeyen ortamda elde edilen maksimum enzim aktivitesi daha yiiksek olmakla
beraber (6.100 U/mL), artan Ca’ konsantrasyonu ile birlikte enzim aktiviteleri de (%0.01,
0.02 ve 0.03 igin swrasiyla, 5.175, 4.875 ve 4.400 U/mL) diismektedir. Ilave edilen
CaCl.2H,O’lin enzim tretimini azaltmasi, kullanilan aygekirdegi kiispesi ve musluk

suyunun Ca’" ihtiva etmesi ve ihtiva ettigi Ca'  miktarmin enzim iiretimi i¢in yeterli
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olmasindan kaynaklanabilir. Ayrica daha dnceden ifade edildigi gibi ortamda asir1 bulunan

iyonlar aminoasit, protein vb. maddelerle veya olusan {riinlerle kompleksleserek

biyodoniisiim islemini olumsuz olarak etkileyebilmektedir.

pH

aktivite, U/mL

O T T T

0 20 40 60 80 100 120
inkiibasyon siiresi, U/mL

Sekil 5.68. Farkli CaCl,.H,O konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin ve ortam pH’inm

zamanla degisimi (0: % 0, m:% 0.01, A:% 0.02, = % 0.03 CaCl,.H,0, % 10
aycekirdegi kiispesi, partikiil boyutu: 20-100 mesh arasi, pH: 6, T: 30 °C, KH:
150 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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5.8. Biyoreaktorde Lipaz Uretimi ve Oksijen Tiiketim Hiz1 ve Sivi Faz Hacimsel
Kiitle Transfer Katsayisinin Belirlenmesi

Optimize edilen daldirmali fermantasyon ortaminda enzim {iretimi iizerine karistirma
hiz1 ve hava akis hizinin etkisini belirlemek i¢in 5 L ¢calisma hacminde 6 L’lik laboratuar
Olgekli  biyoreaktdr kullamilmistir. Kesikli sistem uygulanarak gergeklestirilen
fermantasyon sirasinda oksijen tiiketim hizlar1 ve sivi faz hacimsel kiitle transfer

katsayilarmin degisimi incelenmistir.

5.8.1. Kanistirma Hizimin Enzim Uretimine Etkisi

Optimize edilen fermantasyon ortami kullanilarak (% 1 musir yagi, % 0.4 pepton, % 0.1
KH;PO4, % 0.1 KoHPO4, % 0.0005 MgS0O4.7H,0), 0.2 vvm hava akis hizinda, farkli
karistirma (200, 350, 500 rpm) hizlarinin lipaz {iretimi iizerine etkisi incelenmistir. Farkli
karistirma hizlarinda elde edilen lipaz aktivite sonuclar1 Sekil 5.69.’da verilmistir. Sekilden
de goriildiigii gibi, karistrma hizi arttikca elde edilen maksimum aktivite degerleri de
artmaktadir. 200, 350 ve 500 rpm icin en yiiksek aktivite degerleri sirastyla 1.800, 2.050,
2.250 U/mL olarak bulunmustur. Ayn1 fermantasyon ortami kullanilarak erlenlerde yapilan
deneylerde oldugu gibi iki pik halinde en yiiksek aktiviteler elde edilmistir. Erlenlerde
yapilan deneylerde maksimum aktivite ikinci pikte 51. saatte 2.975 U/mL olarak elde
edilmisti. Ik pikte ise en yiiksek aktivite 12. saatte 2.925 U/mL olarak bulunmustu.
Biyoreaktorde elde edilen en yiiksek aktivite degerleri ise ilk pikte 8-11. saatler arasinda
elde edilmistir. Ikinci pikte ise en yiiksek aktivite degerlerine 51-72. saat arasinda
ulagilmistir. Bu duruma degisen ortam sartlar1 (karistirma hizi, havalandirma, calisma
hacmi gibi) neden olabilir.

Yiiksek karistirma hizinda maksimum enzim aktivitesi elde edildikten sonra diger
karistirma hizlarina gore aktivite hizli bir sekilde diismiistiir. Bu durum kayma gerilimi

etkilerinden dolayidir (Elibol vd., 2008).
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Sekil 5.69. Farkli karistirma hizlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi (% 1 musir yag,

% 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, hava akis hizi: 0.2 vvm, as1 orani: % 10 v/v)

Sekil 5.70’de ortam pH’larinin zamanla degisimi verilmistir. Sekilden de gorildigi

gibi tiim karistirma hizlarinda ortam pH’larmin degisimi birbirine benzemektedir.

8
7 _
6 2 g
an)
[=3
5 -
—0—200 rpm
4 —=— 350 rpm
—&— 500 rpm
3 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

inkiibasyon siiresi, saat

Sekil 5.70. Farkli karistirma hizlarinda ortam pH’inin zamanla degisimi (% 1 misir yagi,
% 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, hava akis hizi: 0.2 vvm, as1 orani: % 10 v/v)

Sekil 5.71°de farkl karistirma hizlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun zamanla
degisimi gosterilmistir. 200 rpm karistirma hizinda daha diisik mikroorganizma
konsantrasyonu elde edilirken, 350 ve 500 rpm karistirma hizlarinda mikroorganizma

konsantrasyonlar1 birbirine yakin olmustur. 200, 350 ve 500 rpm icin elde edilen en yiiksek
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mikroorganizma konsantrasyonlar1 swrasiyla; 2.276, 3.321 ve 3.342 g/L’dir. Optimize
edilen ortamda erlenlerde yapilan deneylerde en yiiksek mikroorganizma konsantrasyonu,
3.511 g/L olarak elde edilmisti. Biyoreaktorde oOzellikle 200 rpm karistirma hizinda
mikroorganizma konsantrasyonunda diisme olmustur. Bu durum karistirma hizinin diisiik

olmas1 nedeniyle oksijen transferinin diisiik olmasina baglanabilir.

—o—200 rpm

mikroorganizma konsantrasyonu, g/L

0,0 T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

inkiibasyon siiresi, saat

Sekil 5.71. Farkli karistirma hizlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun zamanla degisimi
(% 1 msir yagi, % 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, hava akis hzi: 0.2 vvm,
ast orant: % 10 v/v)

5.8.1.1. Oksijen Transfer Parametreleri

Oksijen tiiketim hizi, 1, ve hacimsel kiitle transfer katsayisi, kpa, Bolim 3.9.°da
anlatilan Dinamik Metot kullanilarak belirlenmistir.

Oksijen, metabolik yolu ve metabolik akislar1 etkileyerek aerobik fermantasyon
prosesinde  iirlin  olusumu  lizerinde farkli etkiler goOstermektedir.  Aerobik
mikroorganizmanin solunum hizmin, belli bir kritik ¢oziinmiis oksijen seviyenin iistlinde,
¢Ozlinmiis oksijenden bagimsiz oldugu gozlemlenmistir. Ancak, bu seviyenin altinda,
cOzlinmiis oksijende kiiciik bir degisiklik hiicre metabolizmasinda 6nemli fizyolojik
degisikliklere neden olmaktadir. Biiyiiyen hiicre popiilasyonuna oksijen saglanmasi, birgok
aerobik fermantasyon prosesinde, oksijen transfer hizi, kiiltiir ortaminda oksijenin zayif
¢cOziinlirliigline bagh olarak, hiz sinirlayict adimdir ve aerobik fermantasyon proseslerinin

Olgeklendirilmesinde en 6nemli parametre olan hacimsel oksijen transfer katsayisi (kpa) ile
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yonetilmektedir. Hacimsel kiitle transfer katsayisi, kpa, reaktorlerin ve havalandirma
sistemlerinin tasariminda kritik bir parametredir. Volumetrik kiitle transfer katsayisi, kya,
biyoreaktoriin geometrik Ozellikleri, karistirma hizi, sicaklik, fermantasyon ortaminin
akiskanlik oOzellikleri, mikroorganizma mevcudiyeti ve kiitle transfer alanindaki ince
partikiillerin varlig1 gibi isletme sartlarma baglh olan, fiziksel bir parametredir. Hiicre
konsantrasyonlarindaki artis, kiitle transferine direnci arttirmaktadir. Diger taraftan yiiksek
hiicre konsantrasyonlari, volumetrik kiitle transfer katsayisini pozitif olarak etkileyen daha
yiiksek oksijen tiiketim hizlarma sebep olmaktadir. Bu iki parametrenin karsilikli etkisi
fermantasyon prosesi boyunca kpa o6zelliklerinin egilimini belirlemektedir (Korkmaz,
2007).

Karigtirma hizinin; oksijen tiiketim hizi, r, ve hacimsel kiitle transfer katsayisi, kia,
iizerine etkisini incelemek i¢in 200, 300 ve 500 rpm karistirma hizlar1 kullanilmistir. 300
ve 500 rpm karistirma hizlar i¢in hesaplanan en yiiksek kra degerleri sirasiyla 0.0168, ve
0.0591 s olarak bulunmustur. Karigtrma hizinin artmasiyla kra degerleri de artmistir
(Tablo 5.17).

200 rpm karistrma hizinda ortamdaki oksijen konsantrasyonu diisiik oldugundan bu
saatler arasinda kra ve r, degerleri hesaplanamamistir. Karistrma hizinin diisiik olmasi
sonucu oksijen ¢Ozlniirliliigiinii azaltmas1 ve mikroorganizmanin logaritmik biiyiime
fazlarinda oksijeni hizli tiiketmesi ortamda ¢6ziinmiis oksijen miktarinin az olmasina neden
olmustur.

kra’da gozlenen artiglar, fermantasyon siliresince sabit olan sicaklik ve karigtirma hizi
kadar metabolitlerin salgilanmast nedeniyle kiiltiivasyon ortamindaki vizkozitenin
azalmas1 sonucu olabilir. Benzer sekilde kpa degerindeki azalmalar, metabolitlerin
kullanimina bagli olarak kiiltiivasyon ortaminin vizkozitesinin artmasi nedeniyle olabilir.

Oksijen tiiketim hizi, r,, mikroorganizmanin biiyiime fazlarmma baglidir. Logaritmik
biiylime fazlarinda oksijenin daha hizli tiiketimine bagli olarak degeri daha yiiksek
olmaktadir. 350 ve 500 rpm i¢in en yliksek oksijen tiikketim hizi degerleri sirasiyla; 0.0207
ve 0.0148 mg/L/s olarak elde edilmistir (Tablo 5.17). 350 rpm karistirma hizinda 4.saatte
elde edilen 0.0207 oksijen tiiketim hizi degeri, 500 rpm’de elde edilen maksimum
degerden daha yiiksek olmustur. Buna ortamin ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonlarmndaki
farkliliklar neden olabilir. 350 rpm karistirma hizinda 4. saatte 6l¢giilen ¢ozlinmiis oksijen
konsantrasyonu % 57.4 iken, ayni saatte 500 rpm i¢in % 84.4 olarak Olglilmiistiir. Bu

nedenle oksijen tiiketiminin fazla oldugu logaritmik fazin basinda, 350 rpm karigtirma
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hizinda, oksijen konsantrasyonunun daha kisa siirede azalmasi nedeniyle oksijen tiikketim

hiz1 daha yiiksek elde edilmistir.

Tablo 5.17. Farkh karistirma hizlarinda k,a ve r, degerlerinin degisimi

Karistirma hizi,

rpm Zaman, st kpa, s ro, mg/L/s
4 0.0150 0.0207
8 0.0120 0.0055
11 0.0121 0.0044
21 0.0136 0.0029
27 0.0137 0.0026
350 33 0.0130 0.0028
45 0.0165 0.0130
51 0.0131 0.0149
57 0.0153 0.0160
74 0.0124 0.0160
4 0.0223 0.0094
8 0.0222 0.0044
21 0.0295 0.0042
27 0.0304 0.0037
500 33 0.0327 0.0035
45 0.0331 0,0037
51 0.0443 0.0148
57 0.0591 0.0135
72 0.0285 0.0102

5.8.2. Hava Akis Hizinin Enzim Uretimine EtKisi

Hava akis hizinin enzim aktivitesi {izerine etkisini belirlemek ic¢in, 0.2 ve 0.32 vvm
hava akis hizlarinda g¢alisilmistir. Karistirma hizi olarak, 350 ve 500 rpm’de enzim
aktivitesi ve mikroorganizma konsantrasyonlar1 birbirine yakin oldugu i¢in 350 rpm
secilmistir. Farkli havalandirma hizlarinda elde edilen lipaz aktivite sonuglar1 Sekil
5.72.’de verilmistir. Sekilden’de gorildiigii gibi, hava akis hizinin arttirilmasi elde edilen
maksimum aktiviteyi de arttirmaktadir. 0.2 ve 0.32 vvm hava akis hizlar1 i¢cin en yliksek

aktivite degerleri sirasiyla 2.050, 2.350 U/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 5.72. Farkh hava akis hizlarinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi (% 1 misir yag,
% 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 350 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

Sekil 5.73.’de ortam pH’larmin zamanla degisimi verilmistir. Sekilden de

goriildigi gibi her iki hava akis hizinda ortam pH’larmm degisimi birbirine

benzemektedir.
8
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Sekil 5.73. Farkli hava akis hizlarinda ortam pH’min zamanla degisimi (% 1 musir yagi,
% 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 350 rpm, as1 orani: % 10 v/v)
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Sekil 5.74.°de farkli karistirma hizlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun
zamanla degisimi gosterilmistir. Elde edilen mikroorganizma konsantrasyonlar1 birbirine
yakin olmakla beraber, 0.32 vvm hava akis hizinda 33-45. saatlerde mikroorganizma
konsantrasyonlari daha yiliksek olmustur. 0.2 ve 0.32 vvm hava akis hizlar1 i¢in elde edilen

en yiiksek mikroorganizma konsantrasyonlari sirasiyla; 3.321 ve 3.232 g/L’dir.
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Sekil 5.74. Farkli hava akis hizlarinda mikroorganizma konsantrasyonunun zamanla degisimi
(% 1 musir yag1, % 0.4 pepton, pH: 6, T: 30 °C, KH: 350 rpm, as1 orani: % 10 v/v)

5.8.2.1. Oksijen Transfer Parametreleri

Biyoreaktore hava giris hizinin, oksijen tiiketim hizi, r, ve hacimsel kiitle transfer
katsayisi, kpa, lizerine etkisini incelemek icin, 0.2 ve 0.32 vvm hava giris hizlari
kullanilmistir. 0.2 ve 0.32 vvm hava giris hizlar1 i¢in hesaplanan en yiiksek kja degerleri
strastyla, 0.0167, ve 0.0423 s” olarak bulunmustur. Hava akis hizinin artmasiyla kya degeri
de artmustur.

0.2 ve 0.32 vvm hava giris hizlar1 i¢in, oksijen tiikketim hizi, r,, degerleri ise en yliksek
4.saatte elde edilmis olup, sirastyla; 0.0207, ve 0.0273 mg/L/s’dir (Tablo 5.18). Hava akis

hizinin artmasiyla, r, degeride ylikselmistir.
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Tablo 5.18. Farkh hava akis hizlarinda k,a ve r, degerlerinin degisimi

Hava Alas kiz, Zaman, st kpa, s r,, mg/L/s
vvm
4 0.0150 0.0207
8 0.0120 0.0055
11 0.0121 0.0044
21 0.0136 0.0029
27 0.0137 0.0026
0.2 33 0.0130 0.0028
45 0.0165 0.0130
51 0.0131 0.0149
57 0.0153 0.0160
74 0.0124 0.0160
4 0.0393 0.0273
9 0.0367 0.0061
11 0.0286 0.0017
21 0.0314 0.0041
27 0.0423 0.0047
0.32 33 0.0401 0.0129
49 0.0263 0.0124
51 0.0207 0.0061
57 0.0229 0.0184
69 0.0228 0.0140
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5.9. Lipaz Aktivitesi Uzerine pH ve Sicakhgin Etkisi

Stv1 kiiltiirde maksimum enzim aktivitesinin elde edildigi ortamdan (% 1 musir yagi,
% 0.4 pepton, % 0.1 KH,PO4s % 0.1 K,HPOs, % 0.0005 MgSO4.7H,0 % 0.03
CaCl,.2H,0) 9.saatte alinan numune santrifiijlendikten sonra siipernatant kismi ham lipaz
kaynag1 olarak kullanilarak standart 0l¢ctim sartlar1 altinda enzim aktivitesi i¢in optimum
pH ve sicaklik belirlenmistir.

Enzim aktivitesinin optimum oldugu pH’1 belirlemek i¢in, pH 5.0-10.0 araliginda
degistirilmistir. Bunun i¢in 0.1 M olan farkli tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir. pH 5.0°de
sitrat, 6.0 ve 7.0 *de fosfat, 8.0, 8.5 ve 9.0 ’da Tris-HCI, 10.0’da glisin-NaOH tamponlar1
kullanilmastir.

Lipaz aktivitesi i¢in optimum pH, Tris-HCI tamponunda pH 8.0°de, 3.425 U/mL olarak
bulunmustur. Degisik pH’larda kalan aktiviteler 37 °C’de pH 8.0’deki aktivite % 100
almarak hesaplanmistir (Sekil 5.75).

Bu alkali optimum pH degeri, lipazin yag/su arafazina adsorpsiyonu i¢in uygun
oldugunu gosterir ve hidrolizin aktivasyon enerjisini diisiirmek i¢in lipazin aktif alanlari
kapatan engelleri asmasima yardim eder (Sharma, 2009).

Lipaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisini belirlemek icin degisik sicakliklarda (25, 30,
35, 37, 40, 45, 50, 60) enzim aktiviteleri Ol¢lilmiistiir. Lipaz aktivitesi i¢in optimum
sicaklik 50 °C’de (4.025 U/mL) bulunmustur. Degisik sicakliklarda kalan aktiviteler 50
°C’de pH 8.0’deki aktivite % 100 alinarak hesaplanmustir (Sekil 5.76).

P.fluorescens kullanilarak elde edilen ham lipazin, nispeten yiiksek sicaklikta

aktivitesinin yiiksek olmasi, bu lipazin 1siya dayanikli oldugunu gésterir.
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Sekil 5.75. Enzim aktivitesi lizerine pH’1n etkisi
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Sekil 5.76. Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisi
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, bir gram (-) bakteri olan P.fluorescens kullanilarak lipaz {iretimi
gerceklestirilmis ve su genel sonuglar elde edilmistir.

Kesikli daldirmali fermantasyon ortamina eklenen farkl karbon kaynaklar igerisinde en
yiiksek aktivite, % 1 miswr yag1 konsantrasyonunda elde edilmistir. Diger karbon
kaynaklarina gore, glukoz iceren ortamda en diisiik aktivite belirlenmistir. Bu nedenle
glukozun enzim liretimi {izerine baskilayici bir etki yaptig1 sdylenebilir.

Azot kaynagi degistirildigi zaman, mikroorganizma organik azot kaynaklarinda hem
daha 1yi biiyiime hem de daha yiiksek aktivite gostermistir. Denenen azot kaynaklari
icerisinde en yliksek aktivite % 0.4 pepton i¢ceren fermantasyon ortaminda elde edilmistir.

Fermantasyon ortaminda bulunan fosfat miktar1 degistirilmis ve artan fosfat
konsantrasyonunun (% 0.1 KH,PO; + % 0.1 KoHPO4) enzim iiretimini artirdig:
bulunmustur.

Ortam bilesenlerinin degistirilmesi sonucu glukoz igeren ortamda baslangicta 0.800
U/mL olan lipaz aktivitesi, 2.975 U/mL’ye ulagsmustir.

Metal iyonlarinin enzim iiretimi iizerine etkisini belirlemek i¢in Ca™ ve Na' iyonlari
optimum enzim iiretim ortamma eklenmis ve Ca’ "un enzim iiretimini artirdig1 ve % 0.03
CaCl,.2H,O konsantrasyonunda 3.425 U/mL’ye yiikselttigi tespit edilmistir. NaCl
eklendiginde en yiiksek enzim aktivitesi % 0.01 NaCl iceren fermantasyon ortaminda
3.075 U/mL olarak elde edilmistir. Na', optimize edilen ortama gore (2.975 U/mL) enzim
aktivitesini fazla etkilememekle beraber, 0.100 U/mL artirmistir.

Optimize edilen fermantasyon ortaminda karbon kaynagi olarak atik kizartma yaglari
kullanildig1 zaman, en yliksek enzim aktiviteleri patates ve tath kizartilmis atik yaglar i¢in
strastyla, 3.850 ve 3.975 U/mL olarak elde edilmistir. Bu da atik kizartma yaglarinin enzim
dretimi i¢in daha etkin bir substrat olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica
fermantasyon ortaminda bulunan yag asitlerinin analizi sonucu 96 saattlik fermantasyon
sonunda P. fluorescens ’in yag asitlerinin tamamina yakininin tiikettigi belirlenmistir.

Daha sonra karbon kaynagi olarak, bir kat1 substrat olan ay¢ekirdegi kiispesi kullanilmis
ve P.fluorescens’in lipaz enzimi iretilebilirligi arastirilmistir. Mikroorganizmanin
fermantasyon ortami; musluk suyu, % 10 aycekirdegi kiispesi ve % 1 pepton icerdigi

zaman maksimum 6.100 U/mL lipaz enzimi {irettigi belirlenmistir. Dogal bir substrat olan
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aygekirdegi kiispesi kullanildiginda enzim aktivitesinin arttigr bulunmustur. Daldirmali
fermantasyonda yapilan deneylerde maksimum enzim iretimi % 0.1 KH,PO4, % 0.1
K>HPO4 ve % 0.03 CaCly.2H,0 igeren ortamda elde edilmisti. Kat1 substrat ortaminda
fosfat ve kalsiyum ilavesinin aktiviteyi fazla etkilememesi, aycekirdegi kiispesi ve musluk
suyunun mikroorganizmanin enzim tiiretimi ve gelismesi i¢in ihtiya¢ duydugu fosforu ve
kalsiyumu saglamasi sebebiyle olabilir. Ortamda asir1 bulunan iyonlar; aminoasit, protein
vb. maddelerle veya olusan iirlinlerle komplekleserek biyodoniisiim islemini olumsuz
olarak etkileyebilmektedir.

Biyoreaktorde yapilan deneylerde en yiiksek enzim aktivitesi 350 rpm karistirma hizi ve
0.32 vvm hava akis hizinda 2.350 U/mL olarak elde edilmistir. Bu deger, ayni
fermantasyon ortami kullanilarak erlenlerde elde edilen en yiiksek aktivite degeri olan,
2.975 U/mL enzim aktivitesine gore diisiiktiir. Bu durum, degisen ortam sartlarindan
(karistirma hizi, havalandirma, ¢alisma hacmi gibi) kaynaklanabilir.

Biyoreaktorde yapilan deneylerde, ayrica, oksijen tiiketim hizi, r,, ve hacimsel kiitle
transfer katsayisi, kya, degerleri hesaplanmistir. Karistirma ve havalandirma hizlarinin k;a
degerini degistirdigi goriilmistiir. kpa degeri, karistrma ve hava giris hizinin artmasiyla
yiikselmistir. En yiiksek kra degeri 0.2 vvm hava akis hiz1 ve 500 rpm karistirma hizinda
0.0591 s olarak hesaplanmistir. Hiicre biiyiimesine bagli olan r, degeri, en yiiksek 0.32
vvm hava akis hiz1 ve 350 rpm karistirma hizinda 0.0273 mg/L/s olarak bulunmustur.

Biyoreaktorde gercgeklestirilen iiretimlerde hava ve karistirma hizlar1 ile enzim
miktarmin arttigi, dolayisiyla da lipaz iiretim prosesinde oksijen transferlerinin dnemli
oldugu goriilmiistiir.

Daha sonra yapilacak calismalarda ise enzim saflastirilabilir. Saflastirilan enzimin
karakterizasyonu yapilabilir. Saflastirilan enzim farkli amagclarla kullanilabilir (biyodizel

iiretimi gibi). Mikroorganizma tutuklanarak enzim tiretimi arastirilabilir.
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8. EKLER

EK 1. Mikroorganizma Konsantrasyonu Kalibrasyon Dogrusu

Mikroorganizma konsantrasyonu spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Bunun icin
oncelikle 0.05-1.8 g/l arasinda konsantrasyonlerde hazirlanan mikroorganizma
cozeltilerinin uygun dalga boyu olarak se¢ilen 400 nm’de absorbanslarinin okunmasiyla
yas mikroorganizma kalibrasyon dogrusu olusturulmustur (Ek Sekil 1.1.). Verilerin
degerlendirilmesinde kuru mikroorganizma agirligi kullanildigindan, yas ve kuru agirhik
arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in mikroorganizma sivi ortamda iiretilip santrifiijlenerek
ayrilmig, ayrilan mikroorganizmalar degisik agirliklarda tartilarak, 60 °C’de etiivde sabit
tartima gelinceye kadar kurutulmus ve tekrar tartilarak kuru agirliklar1 saptanmistir. Kuru
agirhiga kars1t yas mikroorganizma agwrhigi grafige gecirilerek P.fluorescens igin kuru

mikroorganizma kalibrasyon dogrusu elde edilmistir (Ek Sekil 1.2.).

12

y =0,5484x+ 0,0519

08 - R? =0,9906

0,6

absorbans

0,4

0,2

0 w \ \
0 0,5 1 1,5 2

mikroorganizma konsantrasyonu, g/L

Ek Sekil 1.1. Yas mikroorganizma kalibrasyon dogrusu
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y = 4,1329% - 0,0005
0.5 7 R =0,9998
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yas mikroorganizma konsantrasyonu, g/L

(),0 T T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16

kuru mikroorganizma konsantrasyonu, g/L

Ek Sekil 1.2. Yas-kuru agirlik kalibrasyon dogrusu

Analiz i¢in, fermantasyon ortamindan alinan 5 mL 6rnek 5000-6000 rpm’ de 10 dakika
santrifiijlenmis, tiipte kalan mikroorganizma kiitlesi mikroorganizmanin gelisimine bagli
olarak su ile seyreltilerek 400 nm’de suya kars1 absorbans okunmus ve ¢alisma dogrulari

kullanilarak kuru mikroorganizma agirlig1 saptanmaistir.
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EK 2. Toplam Protein Konsantrasyonu Kalibrasyon Dogrusu

Bovine serum albuminin (BSA) distile suda hazirlanan 1 mg/mL’lik standart stok
cozeltisinden belli konsantrasyonlarda hazirlanan protein c¢ozeltileri ile elde edilen

kalibrasyon grafigi Ek Sekil 2.1.’de verilmistir.

0,6

05 - y =0,5589x + 0,0029
R® =0,9966

0,4 1

0,3

absorbans

0,2

0,1 -

0 T T T T
0 0.2 04 0,6 0.8 1

toplam protein, mg/ml

Ek Sekil 2.1. Toplam protein kalibrasyon grafigi
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EK 3. Glukoz Tayini i¢in Kalibrasyon Dogrusu

10 g/L’lik glukoz igeren standart stok c¢ozeltiden belli konsantrasyonlarda hazirlanan

glukoz ¢ozeltileri ile elde edilen kalibrasyon grafigi Ek Sekil 3.1.°de verilmistir.

0,6

0.5 y= 0,0909X
R® =0,9941

0,4

0,3

absorbans

0,2 1

0,1 -

glikoz konsantrasyonu, g/L

Ek Sekil 3.1. Glukoz kalibrasyon grafigi
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EK 4. Yag asidi metil esterlerinin 6rnek gaz kromatogramlan

Data:HH52.D90 Hethod :STD.M16 Ch=1
Chrom:HH52 .C90 Back chrom: AT 007  Lewel 14953 Atten:y
'
0 BL=TE
15 P KND TIME AREA HEIGHT KK IDHO CONC NAME
1 723 8145 895 9 8.1662 16:8
2 18.247 4744 496 S 13 9.8813 18:8
3 10.867 30293 3184 15 8.519¢ 18:1 n?9
4 12132 72936 7015 17 1.6604 18:2 néc
TOTAL 116118 11598 24277
10

20 )

Ek Sekil 4.1. Tath kizartilmis yag icin 30. saatte alinan numunedeki gaz kromatogrami

Data:HH16.D90 Hethod :STD.M16 Ch=1
Chrom:HH16.C90 Back chrom: RT: 063  Lewel 8073 Atten:z3
i
8 -
3 LEE
PKND TIHE AREA HEIGHT MK 1DNO CONG HNAME
1 10.927 1488 117 15 8.8242 18:1 n9
2 12,171 2580 207 17 8.0587 18:2 néc
TOTAL 3988 324 0.0829
B
4

10 20 min

{0

Ek Sekil 4.1. Tath kizartilmis yag icin 96. saatte alinan numunedeki gaz kromatogrami
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EK 5. Siv1 Faz Hacimsel Kiitle Aktarim Katsayis1 ve Mikroorganizmanin Oksijen
Tiiketim Hizinin Dinamik Metot ile Belirlenmesi

Biyoreaktore gonderilen havanm kisa siireli olarak kesilmesi sonucunda ¢oziinmiis
oksijen konsantrasyonunda azalmanin gozlendigi (t, C,) grafiginde, azalan dogrusal
iligkiden r, degeri bulunmustur. {(dC./dt-r,); C,} grafigi ¢izilerek buradaki egimden -1/k; a
degeri bulunmus ve kpa degeri hesaplanmistir. Asagida 0.2 vvm hava giris hiz1 ve 350 rpm

karigtirma hiz1 i¢in 45.saatteki r, ve kpa degerlerinin hesab1 gosterilmistir.

Co, mg/L
[\

O T T T
0 100 200 300 400 500 600

zaman, s

Ek Sekil 5.1. Coziinmiis oksijen derisiminin zamanla degisimi

4
) y = 0.013x+ 3,7405
3 - -1o=0.013 mg/L/s
—
0
g,
S
Q
1 -
0 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

zaman, s

Ek Sekil 5.2. Mikroorganizma oksijen tiiketim hizi egrisi

142



Egim=-1/kLa =-60.577
3 kLa=0.0165 s
—
o
g,
=}
O

1
0 T T T T T
0 0,01 0,02

0,03 0,04

0,05 0,06
(dCo/dt-ro), mg/L/s

Ek Sekil 5.3. Sivi faz hacimsel kiitle aktarim katsayisinin (ki a) belirlenmesi
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EK 6. Aycekirdegi Kiispesi Bilesimi (Ergiin vd., 2004, Coskun vd., 2004, Doga Gida)

Nem %7
Protein(KM) % 28
Yag % 1.5
Kdal %7.7
Nisasta -

Metabolik Enerji (ME)

2240 kcal/kg

Mineral Igerigi

Kalsiyum % 0.48
Fosfor % 1.0
Potasyum % 1.5
Klor % 0.12
Magnezyum % 0.63
Kakart % 0.39
Sodyum % 0.04
Demir 282 ppm
Cinko 88 ppm
Mangan 45 ppm
Vitamin Igerigi

Kolin 2900 mg/kg
Niasin 220 mg/kg
Riboflavin 3.1 mg/kg
Tiamin -
Biotin -
Karoten -
Aminoasit icerigi (% protein)

Arjinin 8.18
Histidin 2.6
izoldysin 4.09
Loysin 6.41
Lizin 3.56
Metiyonin 2.29
Treonin 3.72
Valin 4,95
Fenilalanin 4.62
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