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OZET

Organik Céziiciilere Direncli Lipaz Ureten Bakterilerin Topraktan

Izolasyonu ve Enzimin Karakterizasyonu

Bu ¢alismada ¢esitli topraklardan izole edilen 30 bakteri izolatinin ekstraseliiler
lipaz iiretim kapasiteleri test edilmistir. En 1yi lipaz tireticisi olarak BS5 izolat1 secilmistir.
Izolatin tanilamas1 16S rRNA gen bolgesine gore yapilmis ve Gen Bankasi’ndaki baz
dizisi ¢akismasina gore Burkholderia cenocepacia olarak belirlenmistir. Kantitatif
ekstraseliiler lipaz aktivitesi spektrofotometrik yontemle Ol¢lilmiistiir ve 24 saat
inkiibasyon sonunda lipaz aktivitesi 7.59 U/mL, spesifik aktivitesi ise 263.16 U/mg
olarak bulunmustur.

B. cenocepacia B5 lipazinin molekiil kiitlesi yaklasik 30 kDa olarak tespit
edilmistir. Enzimin Michaelis-Menten kinetik sabitleri olan Ky, ve Vnpas degerleri
sirasiyla 0.072 mM ve 263.16 U/mg olarak tespit edilmistir. Enzimin 30-60 °C ve pH
5.0-10.0 arasinda aktif oldugu, optimum aktiviteyi 50 °C ve pH 10.0’da gosterdigi tespit
edilmistir. Enzim, en yiiksek aktiviteyi substrat olarak p-nitrofenil palmitatta
gostermistir. Metanol, etanol, 2-propanol, asetonitril ve aseton gibi organik ¢oziiciiler
lipaz aktivitesinde artisa, DMSO ise azalmaya neden olmustur. Bazi metal ve
kimyasallarin aktiviteyi arttirdigi (AI**, EDTA) goriiliirken bazilarinin (Tween 80, cr*h
ise aktiviteyi azalttig1 gorillmistiir. B5 lipazinin zeytinyagini yag asitlerine parcaladigi
ince tabaka kromotografisinde gosterilmistir. B. cenocepacia B5 lipazinin 6zellikleri
incelendiginde bu enzimin organik c¢oziiciilerde aktivitesinin iyi olmasit onun

biyoteknolojik uygulamalar ve biyodizel tiretiminde kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Burkholderia, organik ¢6ziicii, lipaz.



SUMMARY

Isolation of Organic Solvents Tolerant Lipase Producing Microorganisms

from Soil and Characterization of the Enzyme

In this study, extracellular lipase production capacity of 30 bacteria, isolated
from various soils, were tested. Isolate B5 was selected as the most lipase producer.
Identification of the microorganism was done by its 16S rRNA gene sequencing and it
was determined Burkholderia cenocepacia according to the GeneBank sequence
comparison.  Quantitative  extracellular  lipase  activity was  determined
spectrophotomertrically and the maximum lipase activity was observed with 7.59 U/mL
at 24 hours and the spesific activity was found 263.16 U/mg.

The molecular mass of lipase enzyme was observed approximately 30 kDa with
SDS-PAGE. Michaelis-Menten kinetic constant Ky, and Vmax Values of B. cenocepacia
B5 lipase were determined as 0.072 mM and 263.16 U/mg, respectively. It was
observed the lipase was active at pH range of 5.0-10.0 and temperature on 30-60 °C, the
optimum pH of the lipase was 10.00 and optimum temperature was 50 °C. The enzyme
showed the highest lipase activity when p-nitrophenyl palmitate used as a substrate.
Organic solvents such as methanol, ethanol, 2-propanol, acetonitrile, and acetone cause
an increase in lipase activity but DMSO cause decrease. Some metals and chemicals
increased activity (AI**, EDTA), whereas some were found to inhibit the activity
(Tween 80, Cr*"). It was displayed that lipase enzyme broke down the olive oil into fatty
acids by thin-layer chromatography. It was concluded that the enzyme can be used in
biotechnological applications and biodiesel production due to good activity in organic

solvents when the characteristics of B.cenocepacia B5 lipase was investigated.

Keywords: Burkholderia, organic solvent, lipase.
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Son yillarda pek ¢ok sanayi dalinda uygulama alani bulan enzimler, gliniimiizde
yeni kullanim alanlarinin ortaya ¢ikmasiyla giderek 6nem kazanmaktadir. Diinya geneli
incelendiginde endiistriyel enzimlerin ticari pazar paymin yaklasik 1.6 milyar dolar
oldugu tahmin edilmektedir (Schallmey vd., 2004). Giiniimiizde birgok kullanim alanina
sahip olan enzimlerin, uygulama alanlarma gore dagilimina bakildiginda % 29’unun
gida sektoriinde, % 15’inin hayvan yemi tiiketiminde, % 56’sinin ise genel teknik
alanlarda kullanildig1 goriilmektedir (Kirk vd., 2002; Schallmey vd., 2004). Modern
tiretim tekniklerinin gelismesine paralel olarak enzim biyoteknolojisi de 6énemli dlciide
gelismektedir. Oyle ki endiistriyel enzimlerin {iretiminin diinya pazar pay1 1995-2000
yillar1 arasinda 1 milyar dolardan 1.5 milyar dolara ¢ikmustir (Kirk vd., 2002).

Endiistriyel enzim pazarinda biiyiik paya sahip olan hidrolitik enzimler i¢inde
yer alan lipazlar, endiistriyel uygulamalarda yiiksek oranda kullanilmaktadir (Jaeger vd.,
1994; Pandey vd., 1999). Enzim teknolojisinin giderek gelismesi ile biyoteknolojinin
endiistriyel enzimlerle ilgili alaninda yapilan arastirmalarda 6nem kazanmaktadir
(Goziikara, 2009).

Enzimler ¢ok farkli kaynaklardan elde edilmektedir. Bunlar bitkisel kaynakli
enzimler, hayvansal kaynakli enzimler ya da mikrobiyal kaynakli enzimlerdir. Giiniimiiz
sanayisinde kullanilan enzimlerin yaklagik % 90’1 mikroorganizmalarin fermentasyonu
ile tiretilmektedir (Gupta vd., 2003).

Mikrobiyal enzimlerin birgok avantaji vardir. Mikroorganizmalarin enzim
kaynagi olarak yaygin bir sekilde kullanilmasinin nedeni, enzim iiretme aktivitelerinin
yiiksek olmasi, diger enzim kaynaklarina gore daha az yan iirlin olusturmalari, daha
kararli ve wucuz olmalar, istenilen biiyilk boyutlarda ve yiiksek saflikta
uretilebilmeleridir (Kiran ve Comlekgioglu, 2003). Mikrobiyal enzimlerin
biyoteknolojik stireglerle daha ekonomik olarak iiretilmesi, ayrica suda ¢oziinmeyen
yapilara baglanip immobilize hale getirilerek daha uzun siire kullanilabilmesi, ortam
kosullarinin  degistirilmesiyle ya da genetik manipulasyonlarla, sentezlenen enzim
miktarinin binlerce kez artirilmasi sayesinde endiistriyel alanda enzim kullanimi giin

gectikce artmaktadir (Giimiisel vd., 2002).



Her gecen giin farkli endiistrilerde onemi artan lipazlarin ticari amaca yonelik
kullanim1 baglangic asamasindadir. Bu nedenle yeni mikrobiyal kaynaklarin
bulunmasina, enzim tiretiminin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Gupta vd., 2004).

Enzimlerin,  endistriyel  uygulamalarimin  ¢ogu  sulu  ¢ozeltilerde
gerceklestirilmektedir. Sucul olmayan ortamlarda ise enzimolojinin gelisimiyle, lipazin
uygulama alanlar1 da biiyiik 6l¢iide artmistir. Gegtigimiz yillarda lipazlar organik sentez,
yag modifikasyonu ve rasemik kararliligindan dolay1 yeni kullanim alanlar1 bulmustur
(Gao vd., 2000). Organik c¢oziiciilerde aktif olan birgok lipaz, esterifikasyon,
transesterifikasyon, peptitlerin ve diger kimyasallarin sentezini igeren yararl
reaksiyonlar1 katalizlemektedir. Lipazlar, dogal olarak triagilgliserollerin ester baglarini
parcalayan hidrolitik aktiviteye sahip olsalar da, suyun az bulundugu ortamlarda ester
sentezini  katalizleyebilirler. ~Karigimdaki suyun miktar, lipaz katalizleme
reaksiyonunun yoniiniil tayin eder. Suyun ¢ok az olmasi veya hi¢ bulunmamasi halinde
esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlar1 tercih edilmektedir. Suyun fazla
oldugu durumlarda ise sadece hidroliz reaksiyonu meydana gelmektedir (Sharma vd.,
2001).

Bitkisel yaglardan transesterifikasyon reaksiyonu (alkoliz) ile biyodizel elde
edilmektedir. Transesterifikasyon reaksiyonunda triagilgliserol, monohidrik bir alkolle
(etanol, metanol), katalizor (asidik, bazik katalizorler ile lipazlar) varliginda ana iirlin
olarak yag asidi esterleri ve gliserol vererek esterlesir. Ayrica esterlesme reaksiyonunda
yan lirlin olarak di- ve monogliseridler ile serbest yag asitleri olusur. Lipaz enzimi ile
elde edilen biyodizel daha temizdir ve saflastirmaya daha az ihtiyag duymaktadir
(Nelson vd., 1996; Ondiil vd., 2007). Enzimatik doniisiim atik olusturmadigindan bu
islemin gerceklestirilmesi hem daha ucuz hem de ¢evreye daha duyarlidir (Shimada vd.,
2002).

1.2. Lipaz Enzimi

Triagilgliserolleri hidroliz ederek yag asitleri ve gliserole doniistiiren lipazlar
lipit-su ara yiizeyinde aktiftir (Chen vd., 2003). Lipazlar pek ¢ok uygulamasi ve
endiistriyel potansiyeli olan ©Onemli bir hidrolitik enzimdir. Lipazlar, enzim
siiflandirmasinda  hidrolazlar (E.C.3), ester baglarim1 pargalayanlar (E.C.3.1),
karboksilik ester hidrolazlar (E.C.3.1.1) ve triagilgliserol lipazlar (E.C.3.1.1.3) i¢inde
yer almaktadirlar (Anonim, 1992).



Lipolitik enzimler, genellikle karboksiesterazlar (EC: 3.1.1.1) olarak adlandirilan
esterazlar1 ve lipazlari igermektedir. Esterazlar ve lipazlar arasindaki dikkat ¢ekici temel
fark; esterazlarin suda c¢oOziinen kisa zincirli trigliseridleri (C<12) hidrolizlerken,
lipazlarin suda ¢éziinmeyen uzun zincirli (C>12) agilgliseridleri hidrolizlemesidir. Yani
lipazlarin substrat hidrofobikligi esterazlara gore daha yiiksektir. Lipazlar arayiizey
aktivasyonu gostermeleri ve enantiyosecici 6zelliginin daha yiiksek olmasi nedeni ile
esterazlardan ayrilmaktadir (Eggert vd., 2002; Faiz, 2005).

Lipazlar normal sartlar altinda bitkisel ve hayvansal yaglarin tersinir hidrolizini
katalizleyen enzimlerdir. Lipazlar ¢ok yiiksek sicaklik, pH degerlerinde ve organik
¢oziiciilere kars1 yiiksek kararliliktadir. Bu 6zellikler lipaz enzimine disiik sicaklik ve
basingta reaksiyonlari katalizleme imkani saglamaktadir (Paiva vd., 2000, Villeneu vd.,
2000).

Lipazlar1 kullanilabilir ve ¢ekici kilan, ilk olarak miikemmel bir kimyasal
secicilik, bolgesel secicilik ve ¢ift yonlii secicilik gostermeleridir. Ikinci olarak da
fungus ve bakteriler gibi mikroorganizmalar tarafindan yiiksek verimlerle iiretildiginden
biiyiik miktarlarda kullanilabilir olmalaridir. Ugiincii olarak ise, ¢ogu lipazin kristal
yapilarin sirlart  bilimsel arastirmalarla ¢6ziilmiis olmalart ve miihendislik
stratejilerinin tasarimini olduk¢a kolaylastirmalaridir. Biitiin bu o6zelliklerden dolayz,
organik kimya sektoriinde en ¢ok kullanilan biyokatalizor lipazlardir (Kamini vd., 2000).

Lipazlar, Pseudomonas glumae, Pseudomonas aeruginosa gibi bakterilerden
elde edildigi gibi (Bornscheuer vd., 2002), Candida antarctica (Bornscheuer vd., 2002)
Trishosporon fermentas (Chen vd., 1992) gibi maya hiicrelerinden ve Rhizopus arrhizus
(Elibol ve Dursun, 2000) gibi funguslardan da elde edilebilirler. Mikroorganizmalar
tarafindan iiretilen bu mikrobiyal lipazlar, liretildigi mikroorganizmadan mikrobiyolojik
islemlerle izole edilip saflagtirilarak elde edilir. Giiniimiize kadar mikroorganizmalardan,
hayvanlardan ve bitkilerden izole edilen 50’den fazla lipaz ¢esidi vardir.

Lipazlar, dogada bulunus sekline gore sdyle siiflandirilabilir:

Mikroorganizma Lipazlari: Bakteriyel lipazlar: Pseudomonas spp., Lactobacillus spp.,
Streptococcus faecalis. Mantar tiirii lipazlar: Candida cylindracea, Humicola
lanuginosa

Hayvansal Lipazlar: Doku lipazlar (lipoprotein lipaz, adipoz dokusu lipazi, karaciger
lipaz1), sindirim sistemi lipazlar1 (pankreas lipazi, ince bagirsak lipazi), siit lipazlart.

Bitkisel Lipazlar: Bugday, yulaf, misir lipazlart.
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Bakteri kaynakli lipazlar, asagidaki fizyolojik ve fiziksel 6zelliklerinden dolay1
kullanisghdir;

. Fazla miktarda saflagtirilmis lipaz mevcuttur.

. Bakteri kaynakli lipazlar genellikle hayvansal veya bitkisel kaynakli lipazlara
gore daha kararlidir.

o Lipazlar oda sicakliginda aktiftir; boylece normal sartlarda, yiiksek sicaklik ve
basinglarda yiiriitiilmesi gereken tepkimeler i¢in harcanan enerji ortadan kalkmis
olur. Ayrica yiiksek sicaklik ve basingta kararsiz reaktantlarin ve tirtinlerin zarar
gbérmesi engellenir.

o Termofilik mikroorganizmalarin ve enzimlerin yliksek sicaklikta, elverissiz
kimyasal ortamlarda kararli olmalar1 biiylik avantajdir.

o Lipazlar organik ¢oziicii ortamlarinda dahi aktifligini korur.

o Immobilize lipazlar kullanildiginda reaktér sicakhign 70 °C’ye Kkadar

cikabilmekte ve reaksiyon siiresince enzim aktivitesi korunmaktadir (Hasan vd.,

2006).

1.3. Lipazlarin Katalizledigi Reaksiyonlar

Lipazlar temel olarak triagilgliserollerin hidrolizinden sorumlu enzimlerdir.
Lipazlar genis substrat spesifitelerinden dolayr ¢ok c¢esitli  reaksiyonlar
katalizleyebilirler. Bunun yaninda lipazlarin sentez reaksiyonlarini geri doniistimli
olarak katalizleyebilme 6zellikleri de vardir.

Hidroliz: Bir yag veya esterin suyun varliginda kendini olusturan asit ve
gliserole veya alkole ayrilmasini ifade eder. Yaglarin geleneksel kimyasal yontemlerle
pargalanmasi yiiksek sicaklik ve basingta gergeklesir. Enzimatik metotlarda reaksiyon
kosullar1 daha ilimhdir, ¢alisma riski daha azdir, enerji tiikketimi daha diistiktiir ve
istenmeyen yan reaksiyonlar olusmaz (Gandhi, 1997).

R1COOR; + H,O——» R;COOH + R,OH (Hidroliz)

Sentez: Sentez reaksiyonlari 2 baslik halinde incelenebilir:

Esterifikasyon: Susuz ortamda veya disiik oranda su bulunan ortamda
gerceklesmektedir (ortamdaki su miktar1 kontrol edilebilirse yiiksek verimli {irlinler elde
edilebilmektedir). Temel olarak bir asidin alkolle reaksiyonunu kapsar (Divakar ve

Manohar, 2007). Esterifikasyon su ve ester olusumuna yol agarken, alkoliz, asidoliz ve



interesterifikasyon gibi transesterifikasyon islemleri sirasinda su yerine alkol, asit veya
ester olusur (Gandhi, 1997).
R;COOH + R,0OH » R1COOR; + H,0 (Esterifikasyon)

Transesterifikasyon: Bir ester ve bir asit arasinda (asidoliz), bir ester ile baska bir ester
arasinda (interesterifikasyon) veya bir ester ile bir alkol arasinda (alkoliz) agil
gruplarinin yer degistirmesidir (Villeneuve vd., 2000; S6kmen, 2005).

R;COOR; + R3COOR; — R3COOR; + R;COOR; (interesterifikasyon)
R;COOR; + RsCOOH —— R3COOR; + R;COOH (Asidoliz)

R1COOR; + R3OH » R1COOR;3; + R,0H (Alkoliz)

1.4. Lipazlarin Kullanim Alanlari

Giiniimiizde, lipazlarin birgok sektérde kullanim alan1 bulunmaktadir:

Siit trtinleri endiistrisinde; siit yaginin hidrolizi i¢in lipazlar kullanilmaktadir.
Glniimiiz uygulamalari, peynir aromasmin artirtlmasi, peynir olgunlagmasinin
hizlandirilmasi, peynir benzeri iirlinlerin imalati ve kaymak hidrolizi islemlerini
icermektedir. Lipazlarin ilavesi oncelikle kisa zincirli (C4 ve C6) yag asitlerinin
uzaklagtirilmasiyla keskin ve hos aromanin gelismesine yol agar; orta zincirli (C12 ve
C14) yag asitlerinin uzaklastirilmasi ise {irlinde sabunumsu bir tat olusumuna yol
agcmaktadir. Mucor miehei, Aspergillus niger ve Aspergillus oryzae gibi tamamen bir
dizi mikrobiyal lipazlardan hazirlanmis preparatlar peynir imalati enddiistrisi i¢in
gelistirilmistir. Birgok kaliteli peynir sadece mikrobiyal lipazlarin veya cesitli
preparatlarinin karisimlarinin kullanildigr siireglerde tiretilmistir (Saxena vd., 1999).

Deterjan endiistrisinde lipazlar; deterjanlardaki istenmeyen kimyasallarin
azaltilmasin1 saglar ve zararli kalinti birakmadan biyolojik olarak ayristirilabilirler.
Ayrica daha diisiik yikama sicakligi saglayarak enerji tasarrufuna katkida bulunurlar.
Glintimiizde hidrolitik lipazlarin ticari olarak en Onemli uygulama alan1 ev ve
sanayideki camasir yikama ile evde bulasik yikama da kullanilan deterjanlara
katilmalaridir. Her sene tahmini olarak {iretilen yaklasik 13 milyar ton deterjana 1000
ton lipaz katilmaktadir. Deterjana suyun eklenmesi ile birlikte deterjandaki lipaz, amilaz,
seliilaz ve proteaz enzimleri deterjandaki kimyasal baglarin pargalanmasina katalizorliik
yaparlar (Jaeger ve Reetz 1999; Pandey vd., 1999).

Gida endiistrisinde lipazlar; Kative sivi yaglar gidalarin 6nemli bilesenleridir.

Trigliseritlerin fiziksel Ozellikleri, besin degeri ve lezzeti; gliserol omurgasindaki
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yagasidinin konumundan, zincir uzunlugundan ve doygunluk derecesinden etkilenir.
Lipazlar, gliserol omurgasindaki yagasidi zincirinin konumunu degistirerek, lipitlerin
Ozelliklerinin degisimine olanak saglar. Goreceli olarak ucuz olan bu ydntem, yagin
daha degerli bir yaga donilisiimiine olanak tanir (Sharma vd., 2001).

Kozmetik ve parfiim endiistrisinde; kokularin transesterifikasyon ile iiretimi ve
rasemik ara iriinlerin ayristirillmasinda lipazlardan faydalanilmaktadir. Pseudomonas
cepacia tarafindan iiretilen lipaz, sitroneloliin bromometoksilasyonu sonucu elde edilen
rasemik giil oksitlerinin ayristirllmasinda kullanilmaktadir (Taneja vd., 2005).

Lipazlarin kagit endiistrisinde kullanimi; katran veya odunun hidrofobik
bilesenleri (baslica trigliseridler ve balmumu), kagit hamuru ve kagit {iretiminde pek
¢ok probleme sebep olmaktadir. Lipazlar kagit yapimi i¢in iiretilen kagit hamurundan
katranin ¢ikarilmasi i¢in kullanilmaktadir (Jaeger ve Reetz, 1998).

Yag endiistrisinde lipazlar; yaglar gida endiistrisinde olduk¢a 6nemlidir (Sharma
vd., 2001). Gliserol iskeletinde yag asidinin pozisyonu, yag asidini zincir uzunlugu ve
doymamis yag oran1 gibi faktorler trigliseritin fiziksel yapisini, besinsel degerini dnemli
Olciide etkilemektedir (Jaeger ve Reetz, 1998; Sharma vd., 2001). Lipazlar, gliseritteki
yag asit zincirlerinin konumunun degistirilmesi ve bir veya daha fazla yag asidinin yeni
bir tane ile yer degistirmesiyle lipitlerin 6zelliklerinin farklilagmasina olanak saglar
Boylece diger yaglardan daha ucuz ve kaliteli yaglar elde edilir (Sharma vd., 2001).

Organik madde sentezinde lipaz kullanimi; lipazlar ‘kemo’, ‘regio’ve ‘stereo
se¢ici’transformasyon reaksiyonlarinin birgok ¢esidini katalizleyebilir. Organik kimyada
katalizor olarak kullanilan lipazlarin ¢ogunlugu mikrobiyal kaynaklidir. Bu enzimler
hidrofilik-lipofilik ara yiizeyde ¢alisirlar ve reaksiyon karigimindaki organik ¢oziiciilere
karsi tolerans gosterirler (Sharma vd., 2001).

Kimyasal tarim maddeleri endiistrisinde lipazlar; pestisitler, insektisitler ve
kimyasal tarim iriinlerinde, yararli diger bilesiklerin {iiretimindeki ara {irtinlerin
sentezinde kullanilmaktadir. Pseudomonas sp. tiirlerinden elde edilen lipazlar, insektisit
ve fungisitlerin transesterifikasyon ve ayrisma reaksiyonlari iizerinde ¢alisilmistir (Xu
vd., 2005).

Ester sentezlerinde lipazlar; esterlerin sentezinde etkin Kkatalizorler olarak
kullanilmaktadir. Kisa zincirli yagasitlerinden elde edilen esterler, gida endiistrisinde
tatlandiricive lezzet arttiriciolarak, uzun zincirli yagasitlerinin metil ve etil esterleri ise,

dizel yakitlar1 zenginlestirmede kullanilmaktadir. Literatiirde Candida antarctica’dan
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elde edilen lipaz ile hekzan iginde gerceklestirilen, alkol ve laktik asit esterifikasyon
calismalariyer almaktadir (Sharma vd., 2001).

Lipazlarin atik aritimi islemlerine kullanilmasi; yag iceren atiklarin degredasyonu icin
lipazlar kullanilir (Masse vd., 2001). Atik su uygulamalarinda lipazlar, sulu ¢amurda ve
havalandirmali tank yiizeylerinde, yiizeydeki oksijen geg¢igine imkan saglanmasi i¢in
yiizeyde biriken ince yag bariyerinin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir. Bunlar ayni
zamanda biyofilm birikintisi, yagla kontamine olmus topraklar ve zehirli gazlarin
arittiminda da kullanilir (Pandey vd., 1999).

Oleokimyasal endiistride lipazlar; alkoliz, hidroliz, asidoliz reaksiyonlarinda
termal dereceyi en aza indirmek ve enerjiyi korumak icin lipazlar kullanilir (Vulfson,
1994).

Biyodizel iiretiminde lipazlar; ¢ift yonlii kataliz 6zelligine sahip olan lipaz
enzimi organik ¢oziiciilerin varliginda ve yoklugunda aktivite gosterir. Literatlirde lipaz
katalizli, ayciceginden, soya yagindan, karisik bitkisel yaglardan, gres ve donyagindan
ve ¢esitli yaglardan biyodizel g¢aligmalart mevcuttur (Mittelbach, 1990; Nelson vd.,
1996; Kaieda, 1999; Abigor vd., 2000; Watanabe, 2000; Kamini ve Lefuji, 2001). Son
yillarda biyodizel tiretiminde kullanilabilecek enzim katalizorlerinden, dogal substrati

yaglar olan lipazlar aragtirilmaktadir (Coban, 2009).

1.5. Organik Coziiciiler ve Enzimler

Organik ¢oziiciiler, substratlarin ¢6ziiniirliigiiniin artmasina, triinlerin kolayca
geri kazanilmasina ve sentetik reaksiyonlarda degisken dengenin ileri yonde gitmesine
yardimc1 olmaktadir (Zhang vd., 2009). Organik ¢oziiciilerde stabilite, lipazlarin diisiik
su orani igeren sistemlerde gergeklestirilen sentez reaksiyonlarinda kullaniminda istenen
onemli bir ozelliktir (Lima vd., 2004). Organik ¢oziiciilere dayanikli lipazlar
biyopolimerlerin  sentezinde, transesterifikasyon reaksiyonlarinda ve biyodizel
tiretiminde etkili katalizorler olarak rol oynamaktadir (Dizge vd., 2009; Singh vd.,
2010).

Enzimler fizyolojik kosullarda genellikle sulu ortamda, normal sicaklik, basing,
notral pH’da reaksiyonlar1 katalizlemektedir. Su, iyi bir ¢6ziicii olmasimna ragmen
yiiksiiz organik molekiillerin diisiik ¢oziintirligii nedeniyle pek ¢ok sentetik organik

reaksiyon icin zayif bir ¢oziictidiir. Endistriyel agidan bakacak olursak yiiksek kaynama



noktas1 ve diisiik buhar basinci, su-temelli biyotransformasyon reaksiyonlari sonucu
olusan tirtin(ler)in izolasyonunun pahali olmasina neden olur (Cadirci, 2009).

Enzimlerin su yerine ¢oziicii igeren organik ortamlarda kullaninminin avantajlar

sOyledir:

o Apolar substratlarin ¢oéziiniirliiklerinin artmasi,

o Termodinamik dengenin hidrolizden senteze degismesi,

o Suya bagimli yan reaksiyonlarin baskilanmast,

o Substrat spesifikliginin degisimi,

. Enzimin filtrasyon veya santrifiij ile kolayca geri kazanilmasi,

. Uriin geri kazaniminim diisiik buhar basingli ve kaynama noktali ¢éziiciilerde

kolay olmasi,

o Enzimlerin kimyasal siireglerde dogrudan kullanilabilmesi ve mikrobiyal

kontaminasyonun 6nlenmesidir (Cadirci, 2009).

Gram negatif bakteriler, Gram pozitif bakterilere gore, daha yiiksek organik
¢oziicli toleransi gosterirler. En yiiksek organik ¢6ziicii toleranst Pseudomonas tiirleri
gosterir. E. coli goreceli olarak yiiksek tolerans gostermektedir. Organik ¢oziicti direng
diizeyleri baz1 durumlarda ayni cins suslar1 arasinda dahi degisiklik gostermesine karsin,
bazi cinslerin organik ¢oziiclilere karsi direng seviyeleri hemen hemen aynidir
(Nakajima vd., 1995). Her bir mikrobiyal hiicrenin organik ¢6ziicii direng diizeyi, onun
fizyolojik durumu ile iligkili olmasina karsin, biiyiik bir olasilikla genetik olarak
belirlenmektedir. Organik c¢oziiciilere direngli lipaz iireten bakteriler kullanilarak

biyodizel iiretiminde 6nemli adimlar atilmis olacaktir (Aono vd., 1992).

1.6. Biyodizel

Ik olarak Walton’un, dizel motorda bitkisel yaglar1 kullanmasi iizerine ¢ikan
problemler karsisinda trigliseridleri yapitaslari olan yag asitlerine parcalayarak yakit
olarak kullanmay1 Onermesiyle “biyodizel” kavrami ortaya c¢ikmustir. Bitkisel ve
hayvansal yaglarda bulunan trigliseritlerin metil alkolle ester degisimi reaksiyonundan
elde edilen yakit biyodizeldir (Graboski ve McCormick, 1998).

Biyodizel, biyolojik olarak pargalanabilen, yenilenebilen, yanmaz ve toksik
olmayan bir yakittir. Biyodizel yag asidinin bir metil esteri olarak tanimlanmakta ve

FAME (yag asidi metil esteri) adiyla ifade edilmektedir. Yiikselen petrol fiyatlarma



bagl olarak biyodizele olan ilgi de artmaktadir. Biyodizel soya fasiilyesi yagi, piring
kepegi yagi, aycicek yagi, hurma yagi gibi sebze yaglarindan, pamuk yagi, jatrofa
(tropikal bir bitki) yagi, hayvan yagi, atik siviyaglar ve endiistriyel asit yaglarindan
iiretilmektedir. Gerek tarimsal hammaddelerdeki yagdan kolaylikla elde edilebilmesi,
gerekse petrol dizeli ile her oranda karisabilmesi ve dizel motorlarda herhangi bir
degisiklik gerektirmeden dogrudan yakit olarak kullanilabilmesi gibi o6zellikleri
nedeniyle biyodizel alternatif sivi yakitlar icerisinde en avantajli konuma sahiptir (Lin
ve Lin., 2005; Tesser vd., 2005).

Biyodizel yiiksek oranlarda elde edilmesine ragmen, yiiksek fiyatindan dolay1
kullanim1 sinirhdir. Biyodizel, fiyatin1 asagilara ¢ekmek ve kullanimini artirmak igin,
diisiik maliyetli veya atik sayilan substratlarin biyodizel tiretiminde kullanimi iyi bir
alternatif olabilir. Lipazlar ¢ift yonlii kataliz Ozelligine sahip olan ve organik
¢oziiclilerin varhiginda ve yoklugunda reaksiyonu gerceklestirebilen enzimlerdir.
Literatiirde lipaz katalizli, aycicek yagindan, soya yagindan, karisik bitkisel yaglardan,
gres ve donyagindan biyodizel iiretimi ¢alismalari mevcuttur (Mittelbach, 1990; Nelson
vd., 1996; Kaieda, 1999; Abigor vd., 2000; Watanabe, 2000; Kamini ve Lefuji, 2001).

1.7. Biyodizel Uretiminde Kullanilan Katalizorler

Trigliserid baglarinin  kirilabilmesi igin bitkisel yag icerisine ‘katalizor”
eklenmektedir. Biyodizel iiretiminde kullanilan katalizorler, trigliserid baglarini kirarak
esterlerin serbest hale gelmesini saglamaktadirlar. Serbest hale gegen esterler, ancak
serbest hale gectikten sonra alkol ile birlesebilmektedir. Biyodizel iiretimindeki ester
degisimi tepkimesini hizlandirmak icin kullanilan katalizérler asit, alkali (baz) ve enzim

katalizorler olarak ii¢ grupta incelenebilir:

1.7.1. Asit Katalizorler

Asidik katalizli ester degisimi reaksiyonunda stilfiirik, fosforik, hidroklorik ve
stilffonik asitler kullanilir (Fukuda vd., 2001). Asidik katalizorler varhiginda sicaklik
yiiksektir, gliserol tekrar geri kazanilmaz. Bu katalizorle ¢alismada ortamin kuvvetli asit
olmasi, kullanilan ekipman, malzemenin korozyona ve basinca dayanikli olmasini,
pahali malzemeden yapilmasii gerektirir ki bu da maliyeti arttiracaktir ve kullanici

acisindan tehlike arz ettiginden daha dikkatli olunmalidir (Yagiz, 2006).



1.7.2. Alkali Katalizorler

Alkali katalizor olarak NaOH, KOH, karbonatlar ve alkoksitler (sodyum
metoksit, sodyum etoksit, sodyum biitoksit v.b.) biyodizel iiretiminde kullanilir. Alkali
katalizorlii ester degisimi, asit katalizorlii olanlara gore yaklasik 4000 kez daha hizli
oldugundan ticari olarak en ¢ok kullanilan yontemdir. Yaygin olarak metanol ve etanol
gibi polar ve kisa zincirli alkoller kullanilmaktadir. Alkali katalizleme ile genel olarak

saflagtirilmasi zor, kirli biyodizel ve gliserol elde edilmektedir (Hideki vd., 2001).

1.7.3. Enzim Katalizorler
Enzim katalizorlii ester degisimi tepkimesinde, yaglar yag asitlerine pargalayan

enzim olan lipaz kullanilmaktadir. Bitki yaginin metil veya diger kisa zincirli alkol

esterlerine doniisiimii organik c¢oziiclilere dayanikli lipazlar kullanilarak basit bir
transesterifikasyon reaksiyonu ile gerceklesmektedir. Her ne kadar enzimlerin pahali
olmast ve metanol tarafindan inhibisyona maruz kalmasi gibi sinirlamalardan dolay1
endiistriyel olarak kullanilamamasina ragmen, literatiirde gelecek yillarda enzimlerin
biyodizel ftretimlerinde yer almalari igin arastirmalar giin gectik¢e artmaktadir

(Ranganathan vd., 2008). Enzim katalizorlerin avantajlar1 sunlardir:

o Lipaz enzimi ile elde edilen biyodizel daha temiz, daha az saflastirmaya ihtiyag
duymaktadir (Nelson vd., 1996; Fukuda vd., 2001).

. Enzimatik doniisiim atik olusturmadigindan bu islemin gergeklestirmesi hem
daha ucuz hem de ¢evreye daha duyarhdir (Nelson vd.,1996; Shimada vd., 1999;
Shimada vd., 2002).

. Enzimatik katalizleme ile ortama alkali tuzlar1 katilmadigindan alkali masrafi
yoktur. Bu nedenlerle, alkali katalize gore ¢ok daha temiz daha az saflastirma ve
yikamaya gereksinim duyan biyodizel ve gliserol elde edilebilmektedir (Nelson
vd., 1996; Fukuda vd., 2001).

o Enzim katalizorlii tepkime, alkali katalizorlii tepkimeye gore daha diisiik
sicaklikta (30-40 °C) gergeklesir (Yuji vd., 2002).

o Enzimatik yolla elde edilen biyodizelin, sadece gliserol kism1 ayrildiktan sonra
dogrudan yakit olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Shimada vd., 2002).

Lipaz katalizorliiglinde biyodizel {iretiminin belirtilen bu avantajlar

ongdrmesine ragmen, heniiz endiistriyel uygulamaya girmis enzimatik biyodizel tiretimi
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mevcut degildir (Shimada vd., 1999). Lipazlarla biyodizel tretim maliyetinin alkali
katalizore kiyasla daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Fukuda vd., 2001). Enzimlerin
endiistriyel biyodizel uygulamalarinda yer almalarinin Oniindeki en 6nemli engeller
olarak; enzimlerin yiliksek fiyati (Shimada vd., 1999; Du vd., 2004), islem sartlar
altinda kararsizliklar1 ve diisiik aktiviteye sahip olmalaridir (Watanabe, 2000; Iso vd.,
2001; Xu vd., 2003; Gaur vd., 2006).

Transesterifikasyon: Lipitlerde bulunan gliseritlerin bir katalizor varliginda bir alkol
ile reaksiyona girerek ester ve gliserol olusturmasina transesterifikasyon denir. Bitkisel
ve hayvansal yaglarin bilesiminde bulunan trigliseritler ester yapili bilesiklerdir.
Trigliseritlerin alkollerle reaksiyonu sonucu yeni alkil esterleri meydana gelir ve bu
alkil esterlere biyodizel denir. Transesterifikasyon islemi, yaga incelik kazandirir ve

vizkozitesini azaltarak gliserinin bitkisel yagdan uzaklasmasini saglar.

CH, - O - CO-R, (|3H2 - OH ||?1 - COOCH,
I

I
CH, - O - CO-R, CH, - OH R,- COOCH,

CH-0O-CO-R, +3CHOH —=. CH-OH + ||?2- COOCH,
I

Trigliserit Metanol Gliserol Biyodizel
Sekil 1. Transesterifikasyon reaksiyonu

Reaksiyonda kullanilan katalizorler, reaksiyonun hizim1 ve verimini
arttirmaktadir. Bu amagla kullanilan alkoller genellikle 1 ve 8 arasinda karbon atomuna
sahip alkollerdir. Alkol olarak metanol, etanol, propanol, biitanol kullanilmaktadir.
Metanol ve etanol en c¢ok kullanilanlardir. Ozellikle metanoliin fiyat: ¢ok diisiiktiir.
Metanoliz (yaglarin metanol ile transesterlesmesi) tepkimesinin baslica Onemi,
yaglardan metil ester olusturmasidir.

Enzimle katalize edilen metanoliz tepkimelerinde bazi sorunlar ortaya
cikmaktadir. Bunlarin baginda metanol inhibisyonu gelir. Metanol/yag mol orani,
(1.5:1.0) veya (1:1) degerinin iistiinde kullanildiginda enzim aktivitesini yitirmektedir.
Metanoliin fazlasi yagin ic¢inde damlaciklar halinde kalir. Enzim, yagin i¢inde
¢oziinmeyen metanol molekiilleriyle karsilasirsa inaktive olabilir. Ciinkii, metanol
enzimin {i¢ boyutlu yapisini bozar (Fukuda vd., 2001; Kaieda vd., 2001; Nie vd., 2006).

Metanol inhibisyonundan kaynaklanan enzim inaktivasyonunun onlemek igin

bazi1 yontemler gelistirilmistir. Ornegin, Fukuda vd., (2001), Nie vd., (2006) ve Shimada
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vd., (1999), metanolii asamali olarak tepkime ortamina ekleyerek lipazin
inaktivasyonunu onlemislerdir.

Metanoliz tepkimelerinde karsilasilan bir diger sorun da tepkimenin yan {iriinii
olan gliseroldiir. Tepkime siiresince ortaya ¢ikan gliserol, enzim etrafinda birikip,
substrat ve iriin difiizyonunu kisitlayarak tepkimeyi inhibe eder. Yagda ve organik
coziiclilerde ¢oziinmeyen gliserol, silika jel veya diger yiizeye tutucu maddeler

kullanilarak uzaklastirilmaktadir (Soumanou ve Bornscheuer, 2003).

1.8. Biyodizelin Onemi ve Avantajlar

Biyodizel kullanimiyla % 100 daha kiikiirtsiiz, % 80 daha az hidrokarbon, % 60
daha az karbonmonoksit ve % 50 daha az kati zerrecikler ve % 20 daha az
karbondioksitin ¢evreye verilmesi saglanmaktadir. Biyodizel, fosil dizel egzoz dumani
icinde bulunan kanserojen benzen tiirevleri ve aromatik hidrokarbonlar gibi bilesikler
icermediginden, biyodizel egzoz gazi insan sagligina zarar vermemektedir (Graboski ve
Mc Cormick, 1998). Biyodizelin toksik bir etkisi olmadigi gibi, ¢evrede kolaylikla
pargalanabilmektedir. Biyodizel, ABD Cevre Bakanliginin (Enviromental Protection
Agency) Temiz Hava Kanunu’nun saglik etkileri testini basarili bir seklide
tamamlayabilmis tek alternatif yakittir (Lin ve Lin, 2005). Sonu¢ olarak biyodizel,
egzoz gazlarinin atmosferi daha az kirletmesinden dolay, sera etkisi yapan gazlarda %
90’1 iizerinde bir diisiis saglamakta, hava kirliligi ile iligkili saglik sorunlarmin

azaltilmasina yardim etmektedir (Gonzalez vd., 2002).

1.9. Biyodizelin Dezavantajlari

o Isil degeri petrodizele gore bir miktar daha distiktir. Bu durum motordaki
yanma sonucunda azda olsa gii¢ diistisiine neden olmaktadir.

o Soguk hava sartlarindan petrodizele gore daha c¢abuk etkilenir. Ozellikle
bulutlanma daha erken goriilmektedir. Bu durum biyodizelin soguk iklim
bolgelerinde kullanimini sinirlandirict bir faktérdiir. Bunu asabilmek igin B20
(% 20 biyodizel ve % 80 dizel karisimi) kullanim formu tercih edilmektedir.

o Azot oksit salinim1 petrodizele gore bir miktar yiiksektir.

o Saf biyodizel (B100) kullaniminda motor malzemelerinin (6zellikle yakit
sistemindeki hortum, baglant1 elemani ve contalar) biyodizele uygun segilmesi,

uygun degilse degistirilmesi gerekmektedir (URL- 1).
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1.10. Diinyada Biyodizel

Biyodizel konusundaki ilk adimlar, 1981 yilinda Giiney Afrika’da, daha sonra
ise 1982 yilinda Avusturya, Almanya ve Yeni Zelanda’da atilmistir. 1985 yilinda,
Avusturya’da kiigiik bir pilot tesis, biyodizelin yeni bir teknolojiyle iiretimini test
etmistir. 1990 yilinda ilk ¢ift¢i kooperatifi, ticari anlamda biyodizel tlretmistir. Baglica
Avrupa Birligi iilkelerinde ayrica Dogu Avrupa, Malezya ve Amerika’da biyodizel
tiretim tesisleri kurulmaya baslanmistir (Akiinal ve Tolay, 2003).

Almanya, Avustralya, italya basta olmak iizere tiim Avrupa ve Amerika’da
biyodizel iiretimi ve tiiketimi hizla ¢ogalmaktadir. Avrupa Birligi siirecinde ve Kyoto
protokoliine gore % 2, 2010 yilinda da % 5 biyodizel kullanilmasinin mecburi olmasi
Oongoriilmiistiir. Bu durum AB iilkelerinin de biyodizel talebini artiracak ve ihraci
miimkiin olacaktir. Avrupa’da biyodizel liretim kapasitesinin 2003’te 2.3 milyon ton

iken 2010°daki hedefin 8.5 milyon ton oldugunu bilinmektedir (Karaosmanoglu, 2002).

1.11. Tiirkiye’de Biyodizel

Ulkemizde mevcut olanaklarla uygulamaya almabilecek en onemli alternatif
yakit seceneklerinden biri, biyodizeldir. Petrol tiiketimimizin sadece % 15’inin yerli
tiretimle saglandigi glinlimiizde, petrol iirlinleri tiiketimi i¢inde de en biiyiikk pay % 34
oraninda dizele aittir. Tiirkiye’de biyodizel ilk kez 2001 yili sonunda firetilmistir
(Sariyildiz, 2005).

Tiirkiye, biyodizel iiretimi i¢in yeterli teknolojiye sahiptir ve yakitin kullanimina
kolaylikla uyum saglayabilir. Oncelikle kirsal kesimde cesitli kapasitelerde biyodizel
tretim tesisleri kurularak tarim makinelerinin ve kamyonlarin bu yakiti kullanimi
Ozendirilmelidir. Ayrica egzoz kirliliginin yogun oldugu biiyiik sehirlerin toplu tagima
araglarinda da biyodizel kullanimi tesvik edilmelidir. Gebze, Adana, [zmir, Bursa,
Polath, Sanlurfa, Tarsus, Kirikkale, Ankara bolgelerinde iiretim 50.000 tonu asmis ve
tiretici sayist 87'ye ulasmustir. Yeni tesislerle birlikte ve Enerji Verimliligi Kanunu'nun
yiirtirlige girmesi ile yillik iiretim miktarinin 200 bin tonun iizerine ¢ikabilecegi tahmin
edilmektedir (URL-2).

Biyodizelin tilkemizde iiretimi ve tiikketimi tamamen yayginlasinca, biyodizelin
alternatif yakit olarak dizel motorlar1 disinda da yaygin olarak kullanimi
beklenmektedir. Kiikiirt icermeyen biyodizel, tarimda kullanilan seralar i¢in miikemmel

bir yakit olabilir. Yer altt madenciliginde, gida isleme sanayi dahil olmak {izere
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sanayinin biitlin alanlarinda ve ayrica jeneratdr yakiti ve kalorifer yakiti olarak da
degerlendirilmesi miimkiindiir. Biyodizel ulagtirma sektoriinde dizel yakit yerine
kullanildig1 gibi konut ve sanayi sektoriinde de fuel oil yerine kullanilabilecek cok

yonlii bir yakattir (Yagiz, 2006).

1.12. Calismanin Amaci

Bu calismanin amaci, toprak orneklerinden lipolitik enzim aktivitesine sahip
bakterileri belirlemek ve bu bakterilerin gesitli organik ¢oziiciilere dayanikliligini tespit
etmektir. Organik c¢oziiciilere dayanikli bir tiirlin Urettigi lipaz enzimi de organik
coziiclilere dayanikli olacaktir. Bu yargi goz Oniline alinarak elde edilecek lipazin
biyodizel sentezinde kullanilabilmesi miimkiin olacaktir. Boylece enzimin endiistriye

kazandirilmasi1 hedeflenmektedir.

1.13. Literatiir Ozeti

Lipaz ilk defa 1856 yilinda Claude Bernard tarafindan pankreas salgisinda
kesfedilmistir. Hayvan pankreas oOziitleri, lipazin ticari uygulamalarinda geleneksel
olarak kullanilmaktaydi. Ancak lipazin endiistriyel potansiyelinin biiylimesiyle ve
ihtiyacin haysansal kaynaklardan karsilanamamasi iizerine lipazin mikrobiyal
kaynaklar1 kesfedilmistir (Tekiner, 2011).

Mikrobiyal lipazlarin varhigir ilk olarak 1901°de Bacillus prodigiosus, B.
pyocyaneus Ve B. fluorescens’de gbzlenmistir. Giiniimiizde ise en ¢ok calisilmis lipaz
tireten bakteriler sirasiyla Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa ve
Pseudomonas fluorescens’tir (Hasan vd., 2006).

Izmir’de yapilan bir calismada 21 farkli gevreden toprak ve su 6rnekleri alinmus,
izole edilen toplam 38 tane organik ¢oziicii tolerant mikroorganizma arasindan en toksik
organik ¢oziicii olan % 30 toluende iireyebilen P21 (Pseudomonas fluorescens) izolati
ayni zamanda en iyi lipaz ireticisi organizma (35 U/L) olarak belirlenmistir (Cadirct,
2009).

Degisik kaynaklardan izole edilen 104 termofilik bakteri izolatinin ekstraseliiler
termostabil lipaz tliretim kapasiteleri kalitatif olarak taranmistir. Bunlardan sadece 26’s1
Rhodamin B Agar’li modifiye Thermoactinomyces besiyerinde pozitif sonu¢ vermistir
ve potansiyel lipaz iireticisi olarak izolat EFTL17 bundan sonraki g¢alismalar igin

secilmistir. Izolatin tanilamasi 16S rRNA gen bdlgesine gore yapilmis ve Gen
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Bankasi’ndaki baz dizisi ¢akismasina gore Thermobifida fusca EFTL17 olarak
adlandirilmigtir. Kantitatif ekstraseliiler lipaz aktivitesi spektrofotometrik yontemle
Olclilmiistiir ve 5 giinde lipaz aktivitesi 558.7 U/L bulunmustur (Kogyigit, 2009).

Bacillus megaterium AKG-1’den hiicredis1 bir lipaz saflastirmiglar ve bu
enzimin 55 °C ve pH 7°de optimum aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Enzim,
50 °C’de yarim saat bekletilince aktivitesini (% 100 aktivite) tamamen korurken,
70 °C’de yarim saat tutulunca aktivitesinin yarisini1 kaybetmistir. Aseton (% 20), DMSO
(% 20) ve izopropanol (% 10) varliginda lipaz aktivitesinde % 20-70’lik bir artis
gozlenmistir. Enzim aktivitesi, sirasiyla aseton (% 10), benzen ve izopropanol ile
muamelesi sonucu 24 saat sonra % 92, % 98 ve % 107°dir (Sekhon vd., 2005).

Pseudomonas sp S5, organik ¢oziiciilere direngli olan lipazin molekiiler agirhigi
60 kDa olarak saptanmigtir. Optimum sicaklik ve pH sirasiyla 45 °C ve 9.0 olarak
bulunmustur. Saflagtirilan lipaz 45 °C ve pH 6.0-9.0 aralhiginda kararli oldugu
goriilmiistiir. n-dodekan, 1-pentanol ve toluen gibi gesitli organik ¢oziiciiler varliginda
en yiiksek kararlihg gostermistir. Ca®* ve Mg?* lipazin aktivitesini uyarirken EDTA’nin
aktivite tizerine hicbir etkisi goriilmemistir. S5 lipaz1 en yiiksek aktiviteyi dogal
yaglardan palm yagi ve sentetik trigliseridlerden triolein varhiginda gostermistir
(Rahman vd., 2005).

Ahmed vd., (2009), termostabil alkalin lipaz iireten mezofilik bir bakteriyi yag
bakimindan zengin toprak 6rneginden izole etmisler ve Bacillus subtilis EH 37 olarak
tammlanmuslardir. Kismen saflastirilmis enzim en yiiksek aktiviteyi pH 8.0 ve 60 °C’de
gostermistir. Aktivitesini 60 dakika boyunca 50 °C ve 60 °C’de % 100’{inii korumustur.
Fe®* ve Co®* aktiviteyi azaltirken Ca**, Mg** ve Zn** varhg lipaz aktivitesi iizerine
tesvik edici bir etki gostermistir. Enzim organik solventlere maruz kaldiginda baslangig
aktivitesinin % 80’ini korumus, % 15 isopropil alkol ve % 30 hegzan varhiginda
sirasiyla % 107 ve % 115 aktivite gostermistir (Ahmed vd., 2009).

Bacillus sp. J 33 lipazt % 30’luk metanol, propanol, asetonitril ve dioksan ile
37 °C’de 2 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin yaklagik % 50’sini kaybetmistir.
Benzen, hegzan ve DMSO’nun ise % 60’lik konsantrasyonda enzimi aktivitesini biiyiik
oranda artirdiklari bildirilmistir (Nawani vd., 1998).

Bacillus thermoleovorans CCR11’den elde edilen lipazin, % 70’lik metanol,
etanol, 2-propanol ve asetonla 30 °C’de 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin

tamamini korudugu bildirilmistir (Castro-Ochoa vd., 2005).
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Acinetobacter sp. ES-1 lipaz1 % 10’luk DMSO, metanol, asetonitril, hegzan,
izooktan, izopropanol, dekan, hegzadekan ve 1-hegzadekan ile 30 °C’de 30 dakika
inkiibe edilmis ve DMSO disindakiler tarafindan inhibe edilmistir (Lee vd., 2006).

Pseudomonas aeruginosa PseA lipazinin hem polar (DMSO, metanol, etanol ve
propanol) hem de apolar (benzen, toluen, ksilen, siklohegzan, hegzan n-heptan, izooktan,
dekan, tetradekan) coziiciilerin % 25°lik konsantrasyonlart karsisinda 24 saat
stabilitesini biiyiik oranda korudugu bildirilmistir (Gaur vd., 2008).

Rhizopus oryzae lipazinin alkanlar ve uzun zincirli alkoller karsisinda (isooktan,
siklohegzan, heptan, hegzan, dodekanol, dekanol, hegzanol ve biitanol) olduk¢a kararl
oldugu buna karsin aseton ve kisa zincirli alkoller (metanol, etanol ve propanol) gibi
hidrofilik ¢6ziiciiler tarafindan denatiire edildigi bildirilmistir (Hiol vd., 2000).

Pseudomonas fluorescens JCM5963°den elde edilen lipaz % 30’luk organik
coziiciilerle 1 ve 24 saat inkiibe edilmis ve suyla karigan organik c¢oziiciilerin hemen
hepsiyle (izopropanol, metanol, etanol, aseton ve gliserol) aktive olmustur. Enzimin
izoamil alkolle 1 saat inkiibasyonu sonunda geri kalan aktivitesi % 142 olarak
bulunmustur. Buna karsin siklohegzan, kloroform ve benzen gibi suyla karigmayan
organik ¢oziiciilerle 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitenin sirasiyla % 80, % 65 ve %
33’1 korunurken, 24 saat sonunda sirastyla % 87, % 91 ve % 56’s1 korunmustur (Zhang
vd., 2009).

Serratia marcescens ECU1010 lipaz1 % 10’luk DMSO, metanol, izopropanol,
etanol ve aseton ile 30 °C’de 24 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin en azinda %
85’den fazlasmmi korumus hatta DMSO enzim aktivitesini % 8 oraninda artirmistir.
Ancak ayni ¢ozeltilerin % 50’lik konsantrasyonlari enzimi inhibe etmislerdir (Zhao vd.,
2008).

Almanya’da yapilan bir ¢aligmada aygigek yagindan, yag asidi metil ester
dontlistimiint arastirmiglardir. Alkoliz tepkimesinin hizi iizerine organik ¢oziiciinlin
etkisi arastiritlmis ve en yiiksek doniisim % 80 olarak n-hegzan kullanildiginda elde
edilmigtir. Coziiciisiiz ortamda en iyi donisimiin, % 90 olarak Pseudomonos
fluorescens (Amano AK) lipaz1 kullanildiginda elde edildigi goriilmiistiir. Tutuklanmis
lipaz olan Lipozyme RM-IM ile en yiiksek doniisiimiin % 80 oldugu ve ester degisimi
tepkimesi i¢in en iyi siirenin 120 saat oldugu belirtilmistir (Soumanou ve Bornscheuer,
2003).

16



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan Besiyerleri

Rhodamin B Agar besiyeri: 15 g agar, 13 g NB (Niitrient Broth), 4 g NaCl
tartilarak 1000 mL distile suda ¢oziildii ve 121 °C’de 1.1 atm basingta otoklav edildi.
Biraz sogutulduktan sonra igerisine % 1 steril zeytin yagi ve % 0.001 steril Rhodamin B
soliisyonundan 1000 uL ilave edilerek lipaz besiyeri hazirlandi (Kouker ve Jeager,
1987).

L1 besiyeri: 3.25 g NB, 1 g CaCl,, 25 mL zeytinyagi, 10 g Arabic Gum tartilarak
1000 mL distile suda ¢oziildii ve 121 °C’de 1.1 atm basingta otoklav edildi. Enzim
tiretimi i¢in bu besiyeri kullanildi (Castro-Ochoa vd., 2005).

L2 besiyeri: 1 g pepton, 2.5 g NaCl, 3.5 g (NH;)2SO,, 3 g KH,PO4, 1 g MgSO,,
1800 pL musir likorti 1000 mL distile suda ¢oziildi. Otoklavdan sonra steril ortamda %
5 ay¢igekyagi ve % 10 organik ¢oziicii (hegzan) ilave edildi. Bu besiyeri bakterilerin
organik ¢oziiciilere dayanikliliginin tespit edilmesinde kullanilmistir (Ji vd., 2010).

LB agar: 25 g LB (Luria-Bertani), 15 g agar tartilarak 1000 mL distile suda
¢oOziildii ve 121 °C’de 1.1 atm basingta otoklav edildi. Bakterilerin canlandirilmasinda
bu besiyeri kullanildi.

Indol besiyeri: 10 g Tripton tartilarak 1000 mL distile su igerisinde ¢oziilerek
tiiplere 3’er mL dagitilip 121 °C’de 1.1 atm basingta 20-25 dakika otoklav edildi. Bu
test mikroorganizmalarin bir amino asit olan triptofan1 ayristirarak indol meydana
getirme yetenegini belirlemek amaciyla yapildi.

MR-VP (Metil red-Voges Proskauer): 7 g pepton, 5 g glikoz ve 5 g potasyum
fosfat 1000 mL distile su igerisinde ¢oziildii. Deney tiiplerine 4’er mL aktarilarak
121 °C’de otoklav edildi. Bu test, fermantasyon esnasinda glukozdan asit tireten
bakterileri notral aseton iiretenlerden ayirmak igin kullanildi.

Sitrat besiyeri: 22.5 g sitrat 1000 mL distile su igerinde ¢oziildi ve 121 °C’de
1.1 atm basingta 20-25 dakika otoklav edildi

KIA (Kligler Iron Agar) besiyeri: 55 g KIA 1000 mL distile su igerisinde
¢oziildii ve 121 °C’de 1.1 atm basingta 20-25 dakika otoklav edildi. Izolatlarin hidrojen
sulfur (H,S), karbondioksit (CO,) ve hidrojen gazi (Hj) iretip iiretmediklerinin,
belirlenmesi amaciyla Kligler Iron Agar (KIA) besiyeri kullanildi.
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Oksidaz testi: Bu test gram negatif aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakterilerin
ayirt edilmesinde kullanilan 6nemli bir testir. 10 g 1,4-fenilendiamonyum dikloriir 1000
mL distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

Jelatin besiyeri: Bakterilerin jelatinaz enzimi sentezleyip sentezleyemediklerini
Olemek icin % 10 jelatin igeren besiyeri hazirlandi.

Maltoz, Laktoz ve Trehaloz besiyerleri: Sivi niitrient ortamina sirastyla % 0.5
maltoz, % 0.5 laktoz, % 0.5 trehaloz katilmasiyla hazirlandi (URL-3).

2.1.2. Kullanilan Tamponlar
Asetat Tamponu

50 mM pH 5.0: 0.26 g sodyum asetat 50 mL saf suda ¢oziiliip 107 pL asetik asit
ile pH’s1 ayarlanip hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

50 mM pH 5.0: 0.34 g sodyum asetat 50 mL saf suda ¢oziiliip 44.8 uL asetik asit
ile pH’s1 ayarlanip hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlanda.
Fosfat Tamponu

50 mM pH 6.0: 0.041 g Na;HPO, ve 0.735 g NaH,PO, 100 mL saf suda ¢oziiliip
pH’s1 ayarlandi.

50 mM pH 6.5: 0.116 g Na,HPO, ve 0.653 g NaH,PO,4 100 mL saf suda ¢oziiliip
pH’s1 ayarlandi.

50 mM pH 7.00: 0.271 g Na,HPO, ve 0.371 g NaH,PO, 100 mL saf suda
¢oziiliip pH’s1 ayarlandi.
Tris-HCI Tamponu

50 mM pH 7.5: 0.095 g Tris baz1 50 mL saf suda ¢ozilip 1 M HCI ile pH’s1
ayarlanip hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

50 mM pH 8.0: 0.202 g Tris bazi1 50 mL saf suda ¢oziiliip 1 M HCI ile pH’s1
ayarlanip hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

50 mM pH 8.5: 0.371 g Tris baz1 50 mL saf suda ¢oziliip 1 M HCI ile pH’s1
ayarlanip hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

50 mM pH 9.0: 0.504 g Tris baz1 50 mL saf suda ¢oziilip 1 M HCI ile pH’s1
ayarlanip hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
Glisin-NaOH Tamponu

50 mM pH 9.5: 0.089 g NaOH ve 0.209 g Glisin 100 mL saf suda suda ¢oziiliip

pH’s1 ayarlandi.
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50 mM pH 10.0: 0.143 g NaOH ve 0.107 g Glisin 100 mL saf suda suda ¢oziiliip
pH’s1 ayarlandi.

50 mM pH 10.5: 0.177 g NaOH ve 0.042 g Glisin 100 mL saf suda suda ¢6ziiliip
pH’s1 ayarlandi.

50 mM pH 11.0: 0.192 g NaOH ve 0.014 g Glisin 100 mL saf suda suda ¢oziiliip
pH’s1 ayarlandi.

2.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler
Kullanilan kimyasal maddeler Merck ve Sigma-Aldrich firmalarindan temin

edilmistir. Organik ¢oziiciiler %99’luk olarak kullanilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. Toprak Orneklerinin Alnmasi
Cesitli bolgelerden (Rize, Trabzon, Giresun, Corum, Kirikkale) 21 toprak drnegi

alindi.

2.2.2. Toprak Orneklerinin Seyreltilmesi

Alman toprak drneklerinden 10 g tartilarak 90 mL 6nceden steril edilmis distile
suya aktarildi. Boylece 10™lik seyreltme hazirlanmis oldu. Bu seyreltmeden 10 mL
alinip tekrar 90 mL steril distile su icine aktarildi. Bu sekilde 103, 10 107°, 10° 1k

seyreltmeler hazirlandi.

2.2.3. Lipolitik Bakterilerin Kalitatif Yontemle Se¢ilmesi

Hazirlanan seyreltmelerden 500 pL alinarak Rhodamine B ve zeytinyagi iceren
Nutrient Agar besiyerine steril bagetle yayma ekim yapildi. Iki giin 37 °C’de
inkiibasyondan sonra UV 15181 altinda parlak turuncu 1sik olusturan koloniler segilerek
dogrulanmasi amaciyla tekrar Rhodamine B agar besiyerine ekilip 2 giin inkiibe edildi.
UV 15181 altinda parlak turuncu 1s1k veren koloniler pozitif olarak degerlendirildi

(Kouker ve Jeager, 1987).

2.2.4. Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi
LB sivi besiyerinde hazirlanan 5 mL prekiiltiir, 100 mL L1 besiyerine inokiile

edildi. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonucu besiyeri falkon tiiplere esit miktarda
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dagitilarak 4 °C’de 9000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisim

alind1. Elde edilen siipernatant enzim 6ziitii olarak kullanildi.

2.2.5. Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Lipaz enziminin aktivitesi, substrat olarak p-nitrofenil palmitat (p-NPP)
kullanilarak 410 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢tilmiistiir (Thongekkaew, 2007). p-
NPP gerekli miktarda tartilarak 3 mM olacak sekilde 2-propanolde ¢oziildi. 20 mM pH
10.0 Glisin—NaOH tamponu, % 0.4 Triton X-100 ve % 0.1 Arabic Gum ile aktivite
tamponu hazirlandi. Reaksiyon karigimi 171 pL aktivite tamponu, 19 uL subsrat (p-NPP)
ve 10 pL enzim Oziitlinden olugmaktadir. Korde ise enzim oziitii yerine 10 pL LI
besiyeri kullanildi. Olgiim igin 96’lik mikroplaka (Greiner 655301) kullanildi. Her
kuyucuga 200 pL olan reaksiyon karisimi aktarilip optimum sicaklikta 20 dakika inkiibe
edildikten sonra mikroplaka okuyucusunda spektrofotometrik olarak 410 nm’de Slgiildii.
Tiim deneyler 3 tekrarli olarak yapildu.

Reaksiyon kosullarinda, p-nitrofenil palmitattan 1 dakikada 1 umol p-nitrofenol
(p-NP) olusturan enzim miktar1 1 U ({inite) enzim olarak tanimlandi. Spesifik aktivite

ise 1 mg proteinde bulunan enzim iinite sayisidir (Thongekkaew, 2007).

2.2.6. Protein Tayini

Protein miktar1 standart olarak sigir serum albumini (BSA) kullanilarak Bradford
Protein Tayin Yontemine gore yapildi (Bradford, 1976). BSA’'nin 1 mg/mL’lik stok
¢Ozeltisi hazirlandi. Standart ¢ozeltiler bu stoktan 1, 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80 ve 100
ng/mL olacak sekilde saf su ile seyreltilerek hazirlandi.

Bu yontemde proteinlerdeki pozitif yiiklere baglanan negatif yiiklii Coomassie
Brilliant Blue G-250 boyasi kullanildi. 100 mg Coomassie Brilliant Blue boyasi, 50 mL %
95°1ik etanolde ¢oziildii ve iistiine % 85°lik 100 mL fosforik asit yavas yavas ilave edildi.
Boya tamamen ¢oziindiikten sonra bu ¢ozeltinin {izerine 200 mL distile su eklenerek
toplam hacim 1 litreye tamamlandi. Kullanmadan once filtre kagidi ile siiztldi
(Bradford, 1976; Stoscheck, 1990).

Protein 6rneginden 20 pL alip ilizerine 100 pL boya soliisyonundan ilave
edilerek karistirildi ve 5 dakika sonra 595 nm’de spektrofotometrede absorbans degeri

alindi. Elde edilen absorbans degerlerinden BSA kullanilarak hazirlanan standart egriye

20



gore protein miktarlar1 belirlendi. Protein konsantrasyonu belirlenen enzim Oziitiiniin

spesifik aktivitesi hesaplandi.

2.2.7. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Dogal jel elektroforezi proteinlerin, denatiire edici maddeler kullanilmadan
biyolojik ve enzimatik 6zelliklerini kaybetmeksizin ayrildig: bir tekniktir. SDS’siz ve
soguk ortamda gergeklestirilen dogal jel elektroforezi igin % 12’lik ayirma jeli ve %

5’1ik yiikleme jeli kullanildi.

Tablo 1. Poliakrilamid jel elekroforezinde kullanilan ¢6zeltiler ve hacimleri

Bilesenler Ayirma Jeli (% 12) Yiikleme Jeli (%0 5)
Ayirma Jeli Tamponu (1M Tris-HCI pH:6.8) 1.3mL

Yiikleme Jeli Tamponu (1.5M Tris-HCI pH: 8.8) --- 0.25 mL

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 2.0mL 0.33mL

% 10 APS 0.02 mL 0.02 mL

TEMED 0.002 mL 0.002 mL

Saf Su 1.6 mL 1.4 mL

Elektroforez cam plakalar1 saf su ve etil alkol ile iyice temizlendikten sonra 1
mL’lik otomatik pipet araciligi ile jel karisimi cam plakalar arasina yukaridan 2 cm
bosluk birakacak sekilde dokiildii. Jelin iist kisminin diiz olmasi igin jelin tlizerine saf su
ilave edildi ve jelin polimerize olmasi beklendi. Jel polimerize olduktan sonra fist
yiizeydeki saf su dokiildii ve hazirlanan yiikleme jeli, ayirma jelinin iizerine eklendi.
Kuyucuklari olusturmak i¢in yiikleme jeline tarak yerlestirildi. Bu sekilde hazirlanan jel,
polimerize olduktan sonra tarak ¢ikartilarak elektroforez tankina yerlestirildi. Tank,
dogal elektroforez yiiriitme tamponuyla dolduruldu ve buz dolu bir kap igerisine
yerlestirildi. 20 pL protein 6rneklerinden ve 5 pL dogal elektroforez yiikleme boyasi ile
karistirilan 6rnekler otomatik pipet ile kuyucuklara yiliklendi. Boya, ylikleme jelinden
cikana kadar 16 mA’lik ve ayirma jeli boyuncada 25 mA’lik akim uygulandi Elektrik

akimi kesildikten sonra, jel ¢ikartildi ve subsrat boyamasi yapildi.

21



2.2.7.1. Substrat Boyamasi

Dogal elektroforez sonucu sistemden ¢ikartilan jele substrat boyamasi yapildi.
Jelin boyanmasinda kullanilan boyanin hazirlanisi su sekildedir: 20 mg Fast Red tuzu,
20 ml 100 mM pH 7.5 Tris-HCI tamponunda ¢6ziildii. 8 mg alfa naftil asetat 2 ml aseton
ile ¢oziilerek 100 mM pH 7.5 Tris-HCI tamponu ile 20 mL’ye tamamlandi. Bu iki

¢ozelti birlestirilerek ayn1 anda jel tizerine dokiildii ve 30 dakika boyanmasi saglandi.

2.2.8. SDS Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE, denatiire edici maddeler (6rnegin; sodyumdodesilsiilfat, 8-
merkaptoetanol) kullanilarak proteinlerin poliakrilamid jelde ayrilmasini saglayan bir
tekniktir. Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), ayirma
jeli % 12°1ik ve yiikleme jeli % 5°lik olacak sekilde yapildi.

Tablo 2. SDS jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler ve hacimleri

Bilesenler Ayirma Jeli (% 12)  Yiikleme Jeli (%6 5)
Ayirma Jeli Tamponu (1M Tris-HCI pH: 6.8) 1.3mL

Yiikleme Jeli Tamponu (1.5M Tris-HCI pH:8.8) 0.25 mL

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 2.0mL 0.33mL

% 10 SDS 0.05 mL 0.02 mL

% 10 APS 0.02 mL 0.02 mL

TEMED 0.002 mL 0.002 mL

Saf Su 1.6 mL 1.4 mL

Cam tabakalar once alkol ve sonra saf su ile temizlenir ve oda sicakliginda
kurutuldu. Cam plakalar arasina dokiilen ayirma jeli polimerize olduktan sonra yiikleme
jeli dokiildii. Hazirlanan jel polimerize olduktan sonra elektroforez tankina yerlestirildi
ve tank, SDS yiiriitme tamponuyla dolduruldu. 20 pL protein 6rneklerinden ve 5 pL
4x‘lik bir yiikleme tamponu ile karigtirilarak 95 °C’de 5 dakika kaynatildi. Hazirlanan
protein Ornekleri yiiriitme tankinin i¢inde bulunan jelin i¢ine yiiklendi. Jelde yiiriiyen
mavi renkli karigim, ylikleme jelinden ¢ikana kadar yaklasik 30 dakika 25 mA’de
yuritildi. Elektrik akimi kesildikten sonra jel sistemden ¢ikartildi Jelin boyanmasinda
Commasie Brillant Blue kullanilmistir. Bu boyama metodunda esas, boyanin asidik

pH’da proteinlere baglanmasidir. Jel Commasie Blue (% 40 metanol, % 10 asetik asit,
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% 0.1g Commasie R-250 boyasi) boyasi ile 1 saat boyunca g¢alkalanir. Jel, protein
bantlariin goriiniir hale getirilmesi i¢in, boya uzaklastirma ¢ozeltisiyle (% 20 metanol,
% 10 asetik asit) yaklasik 2—-3 saat muamele edildi. Boyamadan sonra jel, goriintiileme
cihazinda kaydedildi.

2.2.9. Organik Coziicii Iceren Besiyerinde Lipaz Uretimi

Organik ¢0ziiciilerin bakterilere etkisinin test edilmesi i¢in L2 besiyeri otoklav
edildi. Otoklavdan sonra steril tiiplere 2 mL olarak dagitilan besiyerine % 10 oraninda
hegzan ilave edildi. Hazirlanan besiyerlerine her bir bakteriden 20 pL inokiile edilip
30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Sonra L2 besiyerinde iireyen bakterilerden 20

pL alinip yeni L2 besiyerine inokiile edilerek 3 pasajlama yapilmis oldu.

2.2.10. Saf Kiiltiir Hazirlanmasi
UV 15181 altinda turuncu koloni gosteren bakteriler LB agara tek koloni
diisiirmek icin 6ze ile ¢izgi ekim yapilarak 37 °C’de bir giin inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonucunda tek koloniler segildi ve bu bakterilerin % 20’lik gliserol stoklar1 yapilda.

2.2.11. Biyokimyasal Tanilama
2.2.11.1. Gram Boyama

Lamin bir kenarma saf su damlatilip kati besiyeri ortaminda biyiitiilmiis 24
saatlik kiltirden bir miktar bakteri koyuldu. Havada kurumasi beklendikten sonra
alevden gecirilerek tespit edildi. Preparat kristal viyole ¢ozeltisinde 2 dakika bekletilip
su ile yikandi. Preparatlar 1 dakika lugol c¢ozeltisinde bekletildikten sonra yikandi ve
kurutuldu. Aseton alkolle 10-20 saniye renk giderildi. Son islem olarak safranin ile 2
dakika bekletilerek boya giderilmesi saglandi. Preparatlar kurutulduktan sonra
immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta incelendi. Bakterilerin mavi veya mor
renkte goOriinmesi gram pozitif, pembe renkte goriinmesi ise gram negatif olarak

degerlendirildi.

2.2.11.2. indol Olusum Testi
Hazirlanan besiyeri 3 mL olacak sekilde tiipe aktarildi. 2 giin 30 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras: tiiplerin iizerine kovaks ayracindan yaklasik

20 damla ilave edilip iyice karistirildi. Tiiplerin iist kisminda bir iki dakika icinde
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kirmizi bir halkanin olusmasi pozitif olarak, sari-turuncu renk olusumu ise negatif

olarak degerlendirildi (Demirbag ve Demir, 2007).

2.2.11.3. Metil Kirmizis1 ve Voges-Proskauer Testi (MR-VP)

MR-VP, glukoz katkili niitrient sivi besiyeri olup, metil kirmizis1 (MR) ve
\Voges-Proskauer (VP) testlerinde kullanilir. Eger bir bakteri glukozdan yiiksek miktarda
organik asit tiretiyorsa, metil kirmizisi ortama ilave edildiginde renk kirmizi kalir. Bu
pH’nin 4.4’lin altinda oldugunu gdsterir. Eger bakteri fermentasyon sonucunda nétral
maddeler {iiretiyorsa, metil kirmizisi sariya doniisiir. Bu pH’nin 6.0’nin {izerinde
oldugunu gosterir. Aseton iiretimi ise o-naftol (VP-1 kimyasali) ve potasyum hidroksit
(VP-II kimyasali) ilavesi sonucunda belirlenir. Eger ortamda aseton mevcut ise ortama
kimyasallar ilave edildiginde tiipiin iist kisminda kirmizi halka olusumu go6zlenir.
Aseton tretilmemisse besiyerinde rengi agik kahverengi halka olusumu gézlenir.

Hazirlanan besiyeri 3 mL olacak sekilde iki tiipe dagitildi. Besiyeri igeren
tiiplere yuvarlak uglu 6ze ile ekim yapildi ve 30 °C’de, 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra 1. tiiplere metil kirmizis1 ayiracindan 5’er damla ilave edildi ve
kirmizi renk olusumu pozitif, sar1 renk olusumu negatif olarak kabul edildi. 2. tiiplere
VP-I kimyasalindan yaklasik 12 damla ve VP-II kimyasalindan 4’er damla ilave edildi.
Tiiplerin oksijene maruz kalmasi i¢in kapaklar1 acik sekilde bir miiddet ¢alkalandi.
Tiipler 15-30 dakika bekletildi. Pembe-kirmizi arasi renk olusumu VP testi i¢in pozitif,
acik kahverengi halka olusumu ise negatif olarak kabul edildi (Demirbag ve Demir,

2007).

2.2.11.4. Sitrat Kullanim Testi

Hazirlanan besiyeri tiipe 4’er mL olacak sekilde aktarilip katilagsmasi beklendi.
Igne uclu 6ze ile ekim yapilarak 30 °C de 2 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda yesil olan besiyerinin renginin maviye doniismesi sitratin bakteri tarafindan

karbon kaynagi olarak kullanildigini gosterir ve sonug¢ pozitif olarak degerlendirildi

(Demirbag ve Demir, 2007).
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2.2.11.5. Maltoz, Laktoz, Trehaloz Kullanim Testi

Hazirlanan besiyerleri 2.5 ml olacak sekilde tiiplere aktarildi Taze kiiltiirden
ekim yapilarak 37 °C de 1 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda fenol
kirmizist ayracindan birka¢ damla damlatildi. Notr pH’larda fenol kirmizist kirmizi
renktedir ama pH<6.8 olursa sariya doner. Kirmizi renk olusumu negatif, sar1 renk

olusumu pozitif olarak degerlendirilir (URL-2).

2.2.11.6. Kligler Iron Agar (KIA) Testi

Hazirlanan besiyeri tiipe 4’er mL olacak sekilde aktarildi ve yatik bir sekilde
birakilarak besiyerinin donmasi beklendi. Taze kiiltiirden ekim yapilarak 30 °C de 2 giin
inkiibasyona birakildi. Karbonhidrat fermentasyonu sonucunda asit {iretilmesiyle

besiyerinin yiizey veya dip kismi sar1 renge doniisiir. (Demirbag ve Demir, 2007).

2.2.11.7. Katalaz Testi

Katalaz enzimi hidrojen peroksitin su ve oksijene par¢alanmasindan sorumlu
enzimdir. LB kat1 besiyeri ortaminda biiyiitiilmiis 24 saatlik kiltiirlerin {izerine % 3’liikk
hidrojen peroksit ilave edildi ve hidrojen peroksit ilavesinden sonra kolonilerin

bulundugu yerlerde kabarciklar veya gaz ¢ikisinin goriilmesi durumunda katalaz pozitif
olarak degerlendirildi (MacFaddin, 2000).

2.2.11.8. Oksidaz Testi
Hazirlanan ¢6zeltiden lam tizerine bir miktar damlatild1 ve iizerine kat1 besiyeri
ortaminda biyiitiilmiis 24 saatlik kiiltiirden miktar bakteri koyuldu. Bakterilerin maviye

boyanmasi durumunda oksidaz pozitif olarak degerlendirildi (MacFaddin, 2000).

2.2.11.9. Jelatin Hidrolizi Testi

Hazirlanan besiyerine taze kiiltiirden ekim yapilip 37 °C de 2 giin inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra kontrolle birlikte ekim yapilan kiiltiir buz dolabina
kaldirildi. Jelatinin hidrolize edildigi durumlarda, buzdolabindan ¢ikarilinca, jelatinli
ortamin sivi halinde ve katilasmadig1 goriiliir. Bu pozitif sonug olarak degerlendirildi.

Negatif durumlarda tiipteki, siv1 jelatinli besiyeri katilagir (Demirbag ve Demir, 2007).
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2.2.12. Molekiiler Tanilama
2.2.12.1. DNA izolasyonu

Aktif haldeki sivi kiiltirden DNA izolasyonu GeneJET Genomic DNA

Purification Kiti (Thermo Scientific, Litvanya) kullanilarak tiretici firmanin Onerisine

gore yapildi.

3 mL gece kiiltiirti 6000 g’de 5 dakika santrifiij edilip {ist s1v1 atilir.

Pellet 100 puL Buffer R1 ile pipet yardimiyla ¢oziiliir.

Gram negatif bakteriler i¢in 10 pL lizozim (50 mg/mL) eklenir, gram pozitif
bakteriler i¢in 20 pL lizozim (50 mg/mL) eklenip karistirilarak 37 °C’de 20
dakika inkiibe edilir.

10000 g’de 3 dakika santrifiij edilip tist s1v1 atilir.

Pellet 180 puL Buffer R2 ile ¢6ziildiikten sonra 20 uL Proteinaz K eklenerek iyice
karistirilir ve 60 °C’de 20 dakika inkiibe edilir.

Yaklagik 1 dakika sogutulur, 20 uL RNase A (DNAse free 20 mg/mL) eklenip 37
°C’de 5 dakika inkiibe edilir.

2 hacim (yaklasik 440 pL) Buffer BG eklenir, homojen ¢ozelti olana kadar tiip
alt iist edilir ve 60 °C’de 10 dakika inkiibe edilir.

Yaklasik 1 dakika sogutulur ve 200 pL etanol eklenir ve hemen karistirilir.
Ornek kolona transfer edilir (2 mL’lik tiip icinde) ve 10000 g’de 1 dakika
santrifiij edilir, kolondan gecen dipteki ¢ozelti atilir.

Kolon, 750 pL Wash Buffer ile yikanip 10000 g’de 1 dakika santriftij edilir,
kolondan gecen dipteki ¢ozelti atilir.

Kolon, 10000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek etanol uzaklastirilir.

Kolon, steril bir ependorfe yerlestirilir. 50-100 pL Eliisyon Buffer (10 mM Tris-
HCI pH: 8.5) dogrudan kolona eklenir ve 2 dakika beklenir.

10000 g’de 1 dakika santrifiij edilir.

Elde edilen DNA siispansiyonu, kullanilana kadar -20 °C’de saklanir.

2.2.12.2. Genomik DNA’larin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

50X TAE hazirlamak i¢in, 242 g Tris 600 mL distile su igerisinde ¢oziildiikten

sonra asetik asit eklendi. Daha sonra 100 mL 0.5 M EDTA ilave edildi ve pH 8’e

ayarlandi. Hacim distile su kullanilarak 1 litreye tamamlandi ve otoklav edildi.
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Kullanim konsantrasyonu olan 1X yapmak icin 1 hacim 50X TAE alinarak iizerine 49
hacim saf su ilave edildi (Arici, 2006).

Agaroz jel elektroforezi, 0.5 pL etidyum bromiir (0.5 pg/mL), % 0.7 agaroz
iceren jelde gerceklestirildi. Jel hazirlanmasinda ve elektroforezde 1X TAE tamponu
kullanildi. 7 pL DNA soliisyonu, 3 pL 10X vyiirlitme boyast ile karistirilarak
kuyucuklara yiiklenerek. 100 V’luk elektrik alanda 25 dakika ytirtitiildi.

Yiirlitme sonucunda izolatlardan elde edilen genomik DNA’lar UV 15181 altinda
gorlntiilendi. Daha sonra DNA’lar sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere -20 °C’de

saklandi.

2.2.12.3. 16S rRNA Geninin PZR ile Cogaltilmasi

16S rRNA genleri, her bir izolattan elde edilen genomik DNA'dan 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) ve 1492R (5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT-
3’) primerleri kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. Primerler Macrogen Inc. (Giiney Kore)
firmasindan temin edildi. PZR reaksiyonu; steril distile su 35.6 puL, 10X PZR tamponu 5
uL, dNTP 2 puL, primer 27F 1.5 pL, primer 1492R 1.5 uL, Taqg DNA polimeraz (1 U/ml)
0.4 uL, kalip DNA 1 uL, MgCl; 3 uL karisimi ile gerceklestirildi.

Reaksiyon sicakliklar1 ve siireleri ise; ilk denatiirasyon basamagi 95°C’de 4
dakika olarak gergeklestirildikten sonra, 36 dongii olmak iizere 94°C’de 1 dakika
(denatiirasyon i¢in), 56 °C’de 1 dakika (hibridizasyon i¢in) ve 72°C’de 2 dakika
(polimerizasyon igin) olarak gergeklestirildi. Elde edilen PZR iriinlerinin 5 pL’si %
1.1°1ik agaroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromiir boyas1 (0.5 pg/mL) ile boyandiktan
sonra UV 15181 altinda goriintiilendi. PZR {iriinleri sekans edilmek tizere Macrogen Inc.
firmasina gonderildi.

Sekanslama isleminde ise 518F (5’-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’) ve
800R (5’-TACCAGGGTATCTAATCC-3’) primerleri kullanildi (Macrogen Inc.).
Sekanslar gen bankast (www.ncbi.nlm.nih.gov) adresinde yer alan Nucleotide-
nucleotide BLAST programi kullanilarak var olan diger bakterilerin 16S rRNA
genleriyle karsilastirildi ve ylizde benzerlikler tespit edildi.
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2.2.13. Lipaz Enziminin Karakterizasyonu
2.2.13.1. Enzim Aktivitesine Inkiibasyon Siiresinin EtKisi

Enzim aktivitesine inkiibasyon siiresinin belirlenmesi amaciyla B5 izolat1 37
°C’de L1 besiyerinde farkli inkiibasyon stirelerinde gelistirildi. Bunun i¢in 12, 24, 36,
48 ve 60 saat inkiibasyon siireleri kullanildi. 12 saat araliklarla besiyerinden 1 mL alinip
13000 rpm devirde 2 dakika santriflij edilerek siipernatant kismi alindi ve bu kisim

enzim Ozutu olarak kullanildi.

2.2.13.2. Enzim Aktivitesine Farkh Yaglari Etkisi
Fakli yaglarin lipaz aktivitesine etkisini tespit etmek amaciyla % 2.5 oraninda
zeytin yagi, aycicegi yagi, misir yagi, findik yagi ve soya yagi kullanilarak lipaz

aktivitesi ol¢iildii.

2.2.13.3. Enzim Aktivitesine pH’in Etkisi ve pH Kararhhg:

Lipaz enziminin optimum pH’sinin belirlenmesi i¢in, pH 5.0-11.0 degerlerinde
enzim aktiviteleri incelenmistir. 50 mM hazirlanan tamponlar 20 mM olacak sekilde
seyreltildi. pH 5.0-5.5 i¢in sodyum asetat, pH 6.0-7.0 i¢in sodyum fosfat, pH 7.5-9.0
icin Tris-HCI, pH 9.5-11.0 i¢in ise Glisin-NaOH tamponu ve substrat olarak p-nitrofenil
palmitat kullanilarak 410 nm’deki absorbans spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

pH stabilitesinin belirlenmesi i¢in ise, enzim 6rnekleri (20 mM) pH 5.0-10.0
degerlerindeki farkli tamponlarla (1:1) oranda 24 saat +4 °C sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda substrat olarak p-nitrofenil palmitat (p-NPP)
kullanilarak spektrofotometrik ydntemle enzim aktivitesi belirlenmistir. Inkiibasyon
sonrasinda Ol¢iilen aktivite, inkiibasyona tabi tutulmadan 6lgiilen aktiviteye oranlanarak

yiizde kalan aktivite belirlendi.

2.2.13.4. Enzim Aktivitesine Sicakhgin Etkisi ve Sicaklik Kararhhg:

Lipazin en yiiksek aktivite gosterdigi reaksiyon sicakligini belirlemek amaciyla;
25-60 °C sicakliklarda 5 °C artislarla, substrat olarak p-nitrofenil palmitat ve lipazin en
iyi aktivite gosterdigi pH 10.0 Glisin-NaOH tamponu kullanilarak 410 nm’deki
absorbans spektrofotometrik olarak 6l¢iildii

Lipazin en iyi aktivite gosterdigi sicaklik, bundan sonra yapilan tiim aktivite

testlerinde kullanilmistir. Ayrica sicakligin enzim stabilitesi iizerine olan etkisinin
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arastirilmasi i¢in enzim 30-80 °C araligindaki sicakliklarda 1 saat 6n inkiibasyona
birakildi. 20 dakikalik zaman araliklar1 ile 6rnek alinip daha Onceden belirlenen
optimum pH ve sicaklikta enzim aktivitesi 6l¢iildii. Inkiibasyon sonrasinda odlgiilen
aktivite, inkiibasyona tabi tutulmadan Olg¢iilen aktiviteye oranlanarak yiizde kalan

aktivite belirlendi.

2.2.13.5. Enzim Aktivitesine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisini belirlemek icin
farkli konsantrasyonlarda (0.1-10 mM) substrat ¢ozeltisi (p-NPP) kullanilarak enzim
aktivitesi optimum pH ve sicaklikta 6l¢iildii. Enzimin Michaelis-Menten sabiti (K, ve

maksimum hiz (Vnaks) degerleri Lineweaver-Burk grafiginden faydalanilarak hesaplandi.

2.2.13.6. Enzim Aktivitesine Farkh Substratlarin Etkisi

Farkli subsratlarin lipaz aktivitesine etkisini belirlemek amaciyla p-nitrofenil
asetat (p-NPA), p-nitrofenil biitirat (p-NPB), p-nitrofenil laurat (p-NPL) ve p-nitrofenil
palmitatin (p-NPP) 3 mM’lik ¢ozeltileri hazirlandi. Enzim aktivitesi optimum sartlarda

spektrofomometrik olarak ol¢tildii.

2.2.13.7. Enzim Aktivitesine Metal Tyonlarimin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkilerini saptamak amaciyla NaCl,
KCI, CoCl,, MnCl,, CdCl,, MgCl,, CaCl,, HgCl,, CrCls, AICI; ve FeCls bilesiklerinin 1
MM ve 5 mM’lik ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Metal ilave edilmeyen enzim Ornegi i¢in

elde edilen deger % 100 kabul edilerek kalan aktiviteler % olarak belirlenmistir

2.2.13.8. Enzim Aktivitesine Cesitli Kimyasallarin Etkisi

Enzim aktivitesi tizerine deterjanlarin etkilerini saptamak amaciyla Tween-80,
Tween-20, SDS, NaDC (Sodyum deoksikolat), THL (Tetrahidrolipsatin) ve EDTA’nin 1
mM ve 5 mM’lik ¢ozeltileri hazirlanmistir. Enzim ile kimyasallarin ¢ozeltileri (1:1)
oraninda karistirilarak 30 dakika 37 °C’de inkiibe edilip reaksiyon karisimina katilmistir.
Kimyasal ilave edilmeyen enzim 6rnegi icin elde edilen deger % 100 kabul edilerek

kalan aktiviteler % olarak belirlenmistir.
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2.2.13.9. Enzim Aktivitesine Organik Coziiciilerin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine organik g¢oziiciilerin etkilerini saptamak igin etanol,
aseton, DMSO, asetonitril, metanol ve 2-propanoliin % 20, % 30, % 40, % 50 (h/h)’lik
cozeltileri hazirlanmistir. Enzim ve ¢oziiciiler (1:1) oraninda karistirilarak 30 dakika,
37 °C sicaklikta 6n inkiibasyona tabi tutulup reaksiyon karisimina katilmistir. Siire

sonunda lipaz aktivitesi standart yonteme gore dlciilerek aktivite kayb1 hesaplanmistir.

2.2.13.10. Zeytinyag Hidrolizi

TLC i¢in 3 mL 50 mM Tris-HCI pH 8 tamponu, 3 mL enzim 6ziitii ve 549 uL
zeytinyag1 karisimi 50 °C’deki inkiibatorde 500 rpm’de ¢alkalamali olarak 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra kontrol tiipiiyle birlikte iizerlerine 20’ser mL dietil eter
eklenerek karigtirildi ve iistte kalan eter fazi ayri bir tiipte toplandi. TLC igin silica gel-
60 F254 plaklar1 kullanilmistir. Standart olarak -mono,-di ve trigliserid karigimi
kullanildi  (Supelco, 1787). Standartlarin eterde % 2’lik ¢ozeltileri hazirland:.
Standartlar ve hazirlanan 6rnekler kapillar tiip yardimiyla silica jele spotlandi. TLC’de
hareketli faz olarak kloroform:aseton:asetik asit (96:4:1) karisimi kullanildi. Ornekler
yiiriidiikten sonra biraz kurumasi beklendi. Daha sonra TLC plagt % 10’luk etanolde
hazirlanmig siilfirik asit ¢ozeltisi ile spreylenerek boyandi ve plaka alev {izerinden

gegirilerek bantlarin gériinmesi saglandi (Park vd., 2007).
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3. BULGULAR
3.1. Lipolitik Bakterilerin Kalitatif ve Kantitatif Yontemle Sec¢ilmesi
Topraktan izole edilen 30 sus Rhodamin B agar besiyerine ekilerek 37 °C’de 24

saat inkiibe edildikten sonra UV 15181 altinda turuncu 1s1ma yapan izolatlar belirlendi.

Sekil 2. Farkli izolatlarin Rhodamin B agarda lipaz aktiviteleri

Rhodamin Agar besiyerinde turuncu i1sima veren bakterilerin kantitatif lipaz
aktivite Ol¢iimii i¢in, p-nitrofenil palmitat (p-NPP) subsrati kullanilarak 410 nm’de
spektrofotometrik olarak oOlgiilmiistiir (Thongekkaew, 2007). En yiiksek enzim
aktivitesini B5 ve A8 izolatlar1 gostermistir (Sekil 3).

100% 1 =
X 80% -
2
Z  60% -
=
=  40% -
pl=t)]
]
R 20% -
0% | | N N s R e Y e I
B5 A8 B10 04 All H1 c1
izolat numaralan

Sekil 3. Farkli izolatlarin kantitatif yontemle lipaz aktiviteleri
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3.2. Organik Céziicii Iceren Besiyerinde Lipaz Uretimi
Hegzan katkili L2 besiyerine ekilen bakteriler 30 °C 120 rpm’de 48 saat inkiibe
edildi. Boylece organik ¢oziicii iceren ortamda tireyebilen bakteriler test edildi. 3

pasajlama sonucunda iireyen bakteriler Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. Organik ¢oziicii igeren besiyerinde lireyebilen izolatlar
Izolat numaralar1 ilk iiretim 1. transfer 2. transfer 3. transfer

A2 + + + +
A3 + + + +
A10 + + + +
All + + + +
Al2 - - - -
B5 + + + +
B7 + + + +
B11 + + + +
C1 + + + +
El + + + +
E2 + + + +
Gl + + + +
H2 + + + +
L3 + - - -
M1 - - - -
N1 + - - -
04 - - - -
P3 + + + +
R1 + + + +
S2 + + + +
T5 + - - -

Kalitatif ve kantitatif 6l¢limler sonucu en iyi sonu¢ veren ayni zamanda
organik ¢coziicli varliginda dahi lipaz iiretebilen izolatin B5 oldugu tespit edildi. Bu

amacla B5 izolatinin biyokimyasal tanilanmasi yapilmistir (Tablo 3).
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3.3. Biyokimyasal Tamilama
Topraktan izole edilen lipaz aktivitesi gosteren ve organik coziiciilere direngli
olan B5 izolatinin tanilanmas1 amaciyla yapilan biyokimyasal test sonuglar1 Tablo 4’te

verilmistir.

Tablo 4. B5 izolatinin tanilanmasinda kullanilan biyokimyasal testler
Gram boyama negatif basil

Metil Red -
\oges Proskauer -
Indol -
Jelatin -
Laktoz -
Katalaz +
Maltoz +
Trehaloz +
Sitrat +
Oksidaz +
KIA dip ve yiizey bazik, CO,+H; ve H,S negatif

3.4. Molekiiler Tanilama

GenBank’ta  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) yapilan karsilagtirma
islemleri sonucunda.tanimlanan bakteriler Tablo 5°te gosterilmistir.

B5 izolatinin 16S rRNA’y1 kodlayan gen bolgesi PZR yontemiyle cogaltilmis ve
BLAST analizi yapilmistir. BS susuna ait konsensus dizi veritabaninda kayith ve tiir
tanis1 yapilmis olan bakteriler arasinda (% 99) Burkholderia cenocepacia ile benzerlik

gostermistir.
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Tablo 5. Molekiiler tanilanmasi yapilan izolatlar

izolat Bakteri ad Benzerlik lzolat  Bakteri adi Benzerlik
No No

A2 Burkholderia pyrrocinia % 96 Gl Acinetobacter soli % 95
A3 Bacillus sp. % 95 H2 Bacillus sp. % 97
Al0 Bacillus sp. % 99 L3 Bacillus sp. % 96
All Staphylococcus epidermidis % 95 M1 Acinetobacter junii % 98
Al2  Acinetobacter soli % 94 N1 Bacillus sp. % 95
B5 Burkholderia cenocepacia %99 04 Acinetobacter junii % 96
B7 Burkholderia sp. R-24201 % 94 P3 Bacillus sp. % 96
B11 Burkholderia sp. % 98 R1 Bacillus sp. % 97
C1 Burkholderia sp. R-24201 % 96 S2 Bacillus sp. % 97
El Acinetobacter soli % 96 T5 Bacillus sp. % 97
E2 Bacillus sp. % 95

3.5. p-NPP Standardi

Lipaz enziminin p-nitrofenil palmitati hidrolizleyerek olusturdugu 4-nitrofenol
miktarini tespit etmek igin standart olarak farkli konsantrasyonlarda 4-nitrofenol
kullanilmistir. Konsantrasyona karsi1 absorbans grafigi cizilerek dogrunun egimi

hesaplanmistir. Aktivite degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan bu lineer dogrunun

denklemi y= 0,0148-0,0075 regresyon katsayist R?=0,9968"dir (Sekil 4).

1,600 - y = 0,0148x - 0,0075
1,400 - R> = 0,9968
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -

0,000 . . . . . .
0 20 40 60 80 100 120

[4-nitrofenol] (M)

OD410

Sekil 4. Standart olarak kullanilan 4-nitrofenol grafigi
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3.6. Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Enzim aktivitesi, substrat olarak p-NPP kullanilarak 410 nm’de
spektrofotometrik olarak Ol¢tilmistiir (Thongekkaew, 2007). p-NPP gerekli miktarda
tartilarak 3 mM olacak sekilde 2-propanolde ¢oziildii. 100 mM pH 10.0 Glisin-NaOH
tamponu, % 0.4 Triton X-100 ve % 0.1 Arabic Gum ile aktivite tamponu hazirlandu.
Reaksiyon karigimi1 171 pL aktivite tamponu, 19 pL subsrat (p-NPP) ve 10 pL enzim
Oziitlinden olugmaktadir. Reaksiyon karisimi hazirlandikran sonra optimum sicaklikta
20 dakika inkiibe edildikten spektrofotometrik olarak 410 nm’de o6lgiildii.

1 lipaz Unitesi, dakikada 1 pmol p-nitrofenil olusturan enzim miktar1 demektir.
Spesifik aktivite ise, 1 mg proteinde bulunan lipaz iinite sayisidir. BS izolati igin
maksimum lipaz aktivitesi 7.59 U/mL, spesifik aktivitesi ise 263.16 U/mg olarak

Olciilmiistiir.

3.7. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve SDS Jel Elektroforezi

B. cenocepacia B5 susundan elde edilen lipazin aktivitesini gormek amaciyla
enzim ve farkli konsantrasyondaki seyreltmeleri (1/2, 1/5, 1/10) jele yiiklendi.
Elektroforez islemi bittikten sonra jele substrat boyamasi yapildi ve bantlar goriiniir hale
geldi (Sekil 5).

Sekil 5. Ham enzim o6ziitii ve seyreltmelerin Dogal PAGE bantlar1 (A: Ham enzim
oziti, B: 1/2 seyreltme, C: 1/5 seyreltme, D: 1/10 seyreltme.
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BS5 lipazinin molekiiler agirligin1 saptamak amaciyla SDS-PAGE yapildi. Enzim
ve farkli konsantrasyondaki seyreltmeleri (1/2, 1/5, 1/10) jele yiiklendi. SDS-PAGE
sonrasi elde edilen bantlardan lipazin molekiil agirligi yaklasik 30 kDa olarak belirlendi
(Sekil 6).

v et ¢ 1 gl

— 150

— 100

J—— ]

Sekil 6. Ham enzim 0ziitii ve seyreltmelerin SDS-PAGE profilleri (A: Ham enzim
oziiti, B: 1/2 seyreltme, C: 1/5 seyreltme, D: 1/10 seyreltme, M: markir)

3.8. Lipazin Biyokimyasal Karakterizasyonu
3.8.1. Enzim Aktivitesine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Lipaz iiretiminin zamana bagli degisimini izlemek icin 12 saatte bir lipaz
aktivitesi Ol¢iilmistlir. Bu Olglimler sonucunda en yiiksek lipaz aktivitesi 24. saat

sonunda elde edilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. B5 lipazina inkiibasyon siiresinin etkisi

3.8.2. Enzim Aktivitesine Farkh Yaglarin EtKisi

Zeytin yag, aycigegi yagl, misir yagi, findik yagi ve soya yagi % 2.5 oraninda
kullanilarak hazirlanan besiyerlerinden elde edilen enzim Oziitlerinin aktiviteleri
incelendi. Sekil 8’de goriildiigii gibi, en yiiksek aktivite zeytinyagi substrat1 varliginda
gozlenirken en disiik ise misir yaginda olgtildi. Bu nedenle bundan sonra yapilan

calismalarda zeytinyag: indiiktor olarak kullanildi.

HH

100% -

80% -

60% -

40% -

Bagil Aktivite (%)

20% -

——
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Zeytinyagi Aygicekyagi Soya yag1 Tung yag1 Misir yagt

Sekil 8. B5 lipaz iiretimine farkli yaglarin etkisi
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3.8.3. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi ve pH Kararhhig

Lipaz aktivitesi, 20 mM asetat tamponunda pH 5.0-5.5; 20 mM fosfat
tamponunda pH 6.0-7.0 ve 20 mM Tris-HCI tamponunda pH 7.5-9.0 degerleri arasinda,
20 mM Glisin-NaOH tamponunda pH 9.5-11.0 degerleri arasinda substrat olarak p-
nitrofenil palmitat kullanilarak spektrofotometrik olarak dl¢iildii ve en yiiksek aktivite
pH 10.0°da saptanmustir. pH 10.0’daki lipaz aktivitesi % 100 kabul edilip diger pH

degerlerindeki aktiviteler buna oranlanmistir (Sekil 9).

50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 11.0
pH

Sekil 9. B5 lipazina pH nin etkisi

pH stabilitesi i¢in; 20 mM pH 5.0-11.0 araligindaki tamponlar ile enzim
ornekleri (1:1) oranda alinarak +4 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra enzim
aktivitesi olgiildii. Inkiibasyona tabi tutulmayan kontrol numunelerinin aktivitesine gore
yiizde kalan aktivite hesaplandi. Sekil 9°de goriildiigii gibi 24 saat sonunda enzimin pH
6 ve pH 9’da nispeten kararli oldugu goriildii. pH 5’te kararli olmasina ragmen
aktivitenin iyi olmadig1 belirlendi. Optimum pH olan pH 10’da ise kalan aktivite % 31

olarak 6l¢iildii. Enzimin farkli pH’larda ¢ok kararli olmadigi goriildii.
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Sekil 10. B5 lipazinin pH kararliligi

3.8.4. Enzim Aktivitesine Sicakhgin Etkisi ve Sicaklik Kararhihig:

Topraktan izole edilen B5 izolatinin 25-60 °C sicakliklarda lipaz aktivitesi
olgiildii ve optimum sicakligi 50 °C olarak tespit edildi. 50 °C’de ki lipaz aktivitesi %
100 kabul edilip diger sicaklik degerlerindeki aktiviteler buna oranlanmustir (Sekil 11).

100% ~

80% -

60% -

40% -

Bagil Aktivite (%)

20% -

O% T T T T T T T 1
25°C 30°C 35°C 40°C 45°C 50°C 55°C 60°C

Sicakhk

Sekil 11. B5 lipazina sicakligin etkisi

Lipaz enziminin sicaklik stabilitesi i¢in 30-80 °C araligindaki sicakliklarda
enzim bir saat on inkiibasyona birakildi. 20 dakikalik zaman araliklar1 ile 6rnek alinip

daha onceden belirlenen optimum pH ve sicaklikta enzim aktivitesi Olciilerek kalan
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aktivite belirlendi. Sekil 12°deki grafik sonuglarina gore enzim aktivitesini 30-40 °C’de
1 saat inkiibasyon sonun da ortalama % 55 korumustur. 50 °C’de 1 saatlik inkiibasyon

sonunda aktivitesini % 72 korurken 70 ve 80 °C’de 1 saat sonunda enzim aktivitesinin%

34°1inii korudugu gorildi.
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Sekil 12. B5 lipazinin sicaklik kararlilig

3.8.5. Enzim Aktivitesine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi
Optimum substrat konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in, substrat doygunlugunu
gosteren Michaelis-Menten egrisi ¢izildi. Aktivite, substrat derisimi arttik¢a artmistir ve

bu iligski Michaelis-Menten kinetigine uyum gostermektedir (Sekil 13).
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Sekil 13. p-NPP varliginda lipazin subsrat doygunluk egrisi
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Michaelis-Menten sabiti (Kn) ve maksimum hizi (Vpaks) tespit etmek amaciyla
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Grafige gore Ky, degeri 0.072 mM ve Vpas degeri ise
263.16 U/mg olarak tespit edildi. Ky, sabiti, enzimin substrata olan ilgisini belirtir.
Diisiik Ky, degerleri, enzimin substrata olan ilgisinin yiiksek oldugunu gosterir (Sekil
14).

0,020 - y =0.275x + 0,003
0,018 - 2=0,991

0,016 -
0,014 -
0,012 -
0,010 - *
0,008 -
0,006 -
0,004 -
0,002 -
0,000

1V

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
1/[S]

Sekil 14. Lineweaver-Burk grafigi

3.8.6. Enzim Aktivitesine Farkh Substratlarin Etkisi

Farkli subsratlarin lipaz aktivitesine etkisini belirlemek amaciyla p-NPA, p-NPB,
p-NPL ve p-NPP’nin 3 mM’lik ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler reaksiyon
karisimina gereken oOlgiide katildi ve enzim aktivitesi belirlenen optimum sartlarda
spektrofotometrik olarak olgiildii. Yapilan aktivite deneylerinde enzim i¢in en uygun

substratin p-NPP oldugu tespit edildi (Sekil 15).
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Sekil 15. B5 lipazinin farkli subsratlara karsi spesifitesi

3.8.7. Enzim Aktivitesine Metal Iyonlarinin Etkisi

Aktiviteye metal iyonlarinin etkisinin test edilmesi i¢in baz1 metal iyonlarinin 1
mM ve 5 mM’lik konsantrasyonlari hazirlandi. Kontrol % 100 kabul edilip diger
sonuglar buna oranlanmistir. Genel olarak 1 mM’lik metal ¢ozeltileri 5 mM’lik
cozeltilere gore aktiviteyi arttirmistir. Cr®* iyonunun 5 mM’lik ¢zeltisi aktiviteyi % 41

oraninda azalttigr ve AI** iyonunun 1 mM’lik ¢ozeltisi ise aktiviteyi % 12 oraninda

arttirdig gorillmistiir (Sekil 16).
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Sekil 16. B5 lipazina bazi metal iyonlarmin etkisi
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3.8.8. Enzim Aktivitesine Cesitli Kimyasallarin Etkisi

Aktiviteye kimyasallarin etkisini test etmek igin ¢ozeltiler 1 mM ve 5 mM
olacak sekilde hazirlandi. Kimyasal igermeyen kontrol % 100 kabul edilip diger
sonuglar buna oranlanmistir. Kullanilan kimyasallarin konsantrasyonu arttik¢a aktivite
inhibe olmustur. Bir lipaz inhibitdrii olan THL beklendigi gibi aktiviteyi neredeyse
tamamen inhibe etmistir. Tween 80 i¢in kalan aktiviteyi ortalama % 48, Tween 20 ve
EDTA’'nin 1 mM’lik ¢6zeltilerinin kalan aktiviteleri sirasiyla % 58 ve % 66 olarak

Olclilmiistiir. Diger ¢ozeltilerde 6nemli bir degisme olmamuistir.

120% - 001mM BE1mM
100% -
80% -
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40% -
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20% -
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Kontrol SDS  Tween-80 Tween-20 NaDC EDTA THL

Sekil 17. B5 lipazina bazi kimyasallarin etkisi

3.8.9. Lipaz Aktivitesine Organik Coziiciilerin Etkisi
Lipaz enziminin organik ¢oziiciilerdeki kararliligini belirlemek i¢in % 20, % 30, %

40 ve % 50 (h/h)’lik ¢ozeltiler hazirlandi. Enzim ve ¢oziiciiler (1:1) karistirilarak 30
dakika 37 °C sicakliginda 6n inkiibasyona tabi tutulup reaksiyon karisimina katilmistir.
Siire sonunda kontrol numunesine goére kalan aktiviteler incelendiginde, etanol, 2-
propanol ve aseton ¢ozeltilerinde enzim aktivitesinin arttigr goriiliitken, DMSO’nun
tiim ¢ozeltileri, asetonitrilin ise % 40 ve % 50’lik ¢ozeltileri aktiviteyi inhibe etmistir.
Metanoliin % 20, % 30 ve % 40°lik ¢ozeltileri aktiviteyi % 18 oraninda arttirirken %

50’lik metanol ¢ozeltisi kontrol ile esdeger aktivite gostermistir (Sekil 17).
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Sekil 18. B5 lipazinin organik ¢oziiciilerdeki kararliligt

3.9. Zeytinyad Hidrolizi

B. cenocepacia B5 susundan izole edilen lipaz enzimine ait reaksiyon son
tirlinlerinin arastirilmasit yapildi ve zeytinyagini trigliseritlere pargaladigi goriilmiistiir
(Sekil 19). Standart olarak mono-,di- ve trigliserid karigimi kullanildi (1787, Supelco).
Standartlarin eterde % 2’lik ¢ozeltileri hazirlandi.
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Sekil 19. B5 lipazinin zeytinyagi hidrolizi (Z: Zeytinyagi, S: Standart, E: B5 enzimi)
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4, SONUCLAR ve TARTISMA

Calismamizda gesitli bolgelerden toprak o6rnekleri alindi ve Rhodamine B agar
besiyerine ekildi. 37 °C’de 1 giin inkiibasyon sonunda lipaz iireten izolatlar belirlendi
(Sekil 2). Pozitif sonug veren izolatlarin kantitatif enzim aktiviteleri p-NPP varliginda
spektrofotometrik olarak 410 nm’de 6l¢iildii (Sekil 3). Lipaz aktivitesi gosteren izolatlar
hegzan igeren besiyerinde biiyiitiilerek hegzana direncli izolatlar belirlendi (Tablo 3).

Tiim veriler incelendiginde, BS izolat1 i¢in maksimum lipaz aktivitesi 17.462
U/mL, spesifik aktivitesi ise 513.5 U/mg olarak 6l¢iilmiistiir. Organik ¢oziiciilere de
direngli oldugu i¢in bu izolatin tanilamasi1 16S rRNA gen bolgesine gore yapilmistir.
Gen Bankasi’ndaki baz dizisi ¢akismasina gore B5 izolatinin Burkholderia cenocepacia
oldugu tespit edilmis ve bu amagla B5 lipazinin karakterizasyonu yapilmigtir (Tablo 5).

Benzer bir ¢alismada degisik kaynaklardan elde edilen 104 termofilik bakteri
izolatinin ekstraseliiler termostabil lipaz iiretim kapasiteleri kalitatif olarak taranmustir.
Bunlardan sadece 26’si Rhodamin B Agar’li modifiye Thermoactinomyces besiyerinde
pozitif sonu¢ vermistir ve potansiyel lipaz lireticisi olarak izolat EFTL17 (Thermobifida
fusca) bundan sonraki ¢alismalar i¢in se¢ilmistir (Kogyigit, 2009).

Diger bir ¢alisgmada Bacillus thermoleaovorans ID-1 susu kullanilmis ve bu
susun ekstraseliiler lipaz tiretiminin tespiti i¢cin % 0.5 zeytinyagi igeren EM-1 ad1 verilen
zenginlestirme besiyerine Rhodamine B boyasi ilave edilmistir. Calisma sonucundan
Bacillus thermoleaovorans ID-1 susunun ekstraseliiler lipaz iirettigi ve turuncu zonlar
meydana getirdigi tespit edilmistir (Lee vd., 2009).

Aydin’da yapilan bir ¢alismada ¢esitli sicak su kaynaklarindan izole edilen 201
adet termofilik bakteri izolatinin 22 tanesinin lipaz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.
Segilen 22 izolat LB broth ortaminda gelistirilerek kantitatif lipaz aktiviteleri
belirlenmis ve HBB 134 izolat1 19.925 U/mL ile en iyi aktivite gdsteren izolat olarak
secilmistir. HBB 134 izolatinin 16S rRNA dizi analizi sonucu en yiiksek benzerlik orani
(% 99) Anoxybacillus flavithermus ile saptanmistir (Ateslier Bakir, 2009).

Bir caligmada 21 farkli ¢evreden toprak ve su ornekleri alinmis, izole edilen
toplam 38 tane organik ¢oziicii tolerant mikroorganizma arasindan en toksik organik
¢ozilicii olan % 30 toluende iireyebilen Pseudomonas fluorescens P21 izolati ayni
zamanda en iyi lipaz ireticisi organizma (35 U/L) olarak belirlenmistir. Ayrica P21
lipaz1 hegzan varliginda 2 saat sonunda aktivitesinin % 91.4’iinii korudugu bildirilmistir

(Cadirci, 2009).
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B. cenocepacia B5 lipazina inkiibasyon siiresinin etkisi incelendiginde 37 °C 120
rpm’de 24 saat inkiibasyon sonunda lipaz aktivitesi maksimuma ulagmistir (Sekil 6).
Diger ¢alismalarda B. sp. ZYB002 susu 30 °C 250 rpm’de 24 saat (Shu vd., 2012), B.
anthina NT15 susu 30 °C 200 rpm’de 72 saat (Jin vd., 2012), Pseudomonas aeruginosa
LX1 susu ise 30 °C 200 rpm’de 36 saat inkiibasyon sonunda en yiiksek lipaz aktivitesi
gostermistir (Ji vd., 2010).

B.cenocepacia B5 susuna ait lipazin molekiiler agirligi SDS-PAGE analizi ile
yaklasik 30 kDa olarak belirlenmistir (Sekil 6). B. anthina NT15 lipazinin molekiiler
agirhigi 44.5 (Jin vd., 2012), B. multivorans V2 igin 44 kDA (Dandavate vd., 2009), B.
cepacia G63 susu i¢in 33 kDA (Yang vd., 2007), Burkholderia cepacia ATCC 25609
tiiri i¢in 28 kDa olarak belirlenmistir (Dalal vd., 2008).

Zeytinyagi, aygigegi yagi, musir yagi, findik yagi ve soya yagt % 2.5 oraninda
kullanilarak hazirlanan besiyerlerinden elde edilen enzim Oziitlerinin aktiviteleri
incelendiginde BS5 lipazinin en yiiksek aktiviteyi zeytinyagi varliginda gostermistir
(Sekil 8). B. sp. ZYBO002 i¢in soya yag1 (Shu vd., 2011), B. multivorans V2 susu, hint
yagi, findik yagi, misir yagi ve zeytinyagi ile yapilan aktivite ¢alismalarinda en yiiksek
lipaz aktivitesi zeytinyag: varliginda tespit edilmistir (Dandavate vd., 2009).

Lipazlarin genellikle alkali pH’larda aktivite gosterdikleri bilinmektedir (Fojan vd.,
2000). BS susuna ait lipazin en iyi aktivite gosterdigi pH’ nin belirlenmesi amaci ile
yapilan ¢alismada, sus en iyi aktiviteyi pH 10.0’da (Sekil 9), optimum sicakligi da 50
°C’de gostermistir (Sekil 11). Diger ¢alismalarda Pseudomonas sp. ig¢in optimum pH
11.0 sicaklik 90 °C (Rathi vd., 2000), B.sp. RGP10 igin optimum pH 7.0, sicaklik 50 °C
(Rathi vd., 2001) ve B. anthina NT15 i¢in optimum pH 9.5 sicaklik ise 30 °C (Jin vd.,
2012), Acinetobacter sp. RAG-1’in lipaz1 (LipA) optimum aktivitesini yaklagik olarak
pH 9.0’da ve 55 °C’de gostermistir (Snellman vd., 2002).

B5 lipazi, farkli pH degerlerinde 4 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildiginda,
notr ve hafif alkali pH degerlerinde lipaz aktivitesinde genel olarak ciddi kayiplarin
olmadig1 gozlenmistir (Sekil 10). Pseudomonas fluorescens JCM5963 lipaz1 da pH
5.00-9.50 arasinda 20 saat sonunda aktivitesinin yaklasik % 80’ini korumustur (Zhang
vd., 2009). Pseudomonas sp.’den saflagtirdiklart S5 lipazinin pH 6.0-9.0 araliginda
stabil o dugunu saptamislardir (Rahman., 2005. Bacillus suptilis lipaz1 farkli pH
tamponlar1 (3.0-10.0) ile karistirilarak 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Kalan

enzim aktivitesi % 56 ile pH 8.0’de en yiiksek Olgiilmiistiir. Diger pH ortamlarinda
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enzim aktivitesi % 30’un altinda korunmustur (Tanrisever, 2011). Acinetobacter sp.
RAG-1I’in lipaz1 (LipA), pH 5.8-9.0 arasinda 20 °C’de 24 saat inkiibasyon sonunda
aktivitesinin tamamini korumustur (Snellman vd., 2002).

B. cenocepacia B5 lipazinin, 30-80 °C araliginda, 20 dakikada bir aktivite tayini
yapilmak suretiyle, toplam 60 dakikalik inkiibasyonu sonunda kalan aktiviteleri
belirlendi (Sekil 12). Enzim aktivitesinin 30-40 °C’de 1 saat inkiibasyon sonunda
ortalama % 55 korunmustur. 50 °C’de 1 saatlik 6n inkiibasyon sonunda aktivitesini %
72 korurken 70-80 °C’de 1 saat 6n inkiibasyon sonunda enzim aktivitesinin % 34’{inii
korudugu goriildii.

B. sp. C20 lipaz1 40-70 °C araliginda 14 saat inkiibasyona birakildiginda kalan
aktivitesi % 60 olarak belirlenmistir (Liu vd., 2012), B.sp. ZYBO002 lipaz1 70 °C’de 1
saatlik inkiibasyon sonunda kalan aktivite % 79.2 (Shu vd., 2012), Bacillus subtilis EH
37 lipaz1 aktivitesinin % 100’tini 60 dakika boyunca 50 °C ve 60 °C’de korumustur
(Ahmed vd., 20010), Pseudomonas fluorescens JCM5963 enzimin optimum sicakligi
55 °C olarak belirlenitken 50 ve 60 °C’de 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitenin
sirastyla % 90 ve % 75’1 korunmustur. Bununla beraber 60 °C’nin iizerinde aktivitede
belirgin bir diislis gdzlenmistir (Zhang vd., 2009).

B. cenocepacia B5 lipazinin optimum substrat konsantrasyonu p-NPP substrati
varhiginda 3 mM olarak belirlendi. Kinetik parametrelerin hesaplanabilmesi igin
Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafigi cizilerek lipaz enzimi i¢in Ky, degeri 0.068
MM Ve Vpaks degeri ise 263.16 U/mg olarak bulunmustur (Sekil 13). B. cepacia ATCC
25609 icin Ky 0.11 mM ve Vpas 230 U/mg (Dalal vd., 2008), B. anthina NT15 igin p-
NPB substrati varliginda Ky, 0.10 mM, Vnaks 380 U/mg (Jin vd., 2012), Candida rugosa
icin p-NNP substrat1 varhiginda Kp 0.44 mM, Viyas 115 U/mg (Tutar, 2009) ve B. sp.
C20 igin Ky 12.06 mM ve Vs 11.29 U/mg olarak belirlenmistir (Liu vd., 2009).
Yapilan calismalar 1s1ginda farkli kaynaklardan izole edilen lipaz enzimlerinin Kp,
degerleri kullanilan subsratlara gore de farklilik gostermektedir.

B. cenocepacia B5 lipazinin gesitli karbon uzunlugundaki (C2-C18) p-nitrofenil
esterlere karsi spesifitesi incelendiginde en yiiksek aktivitesini p-NPP (C16)’a kars
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 15). Yapilan ¢alismalarda Bacillus thermoleovorans
CCRI11 lipaz1 igin en yiiksek aktivite p-nitrofenil kaproat (C6) varliginda (Castro-Ochoa
vd., 2005), Pseudomonas aeruginosa LX1 lipaz1 ig¢in p-NPP (Ji vd., 2010),

Burkholderia sp. ZYBO002 lipaz1 igin p-nitrofenil dekonoat (Shu vd., 2012),
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Pseudomonas aeruginosa PseA lipazin i¢in p-NPP (Gaur vd., 2008) ve B. anthina NT15
lipazi igin ise p-NPB (C4)’a kars1 yiiksek aktivite gostermistir (Jin vd., 2012).

Metal iyonlarmin, genellikle enzimin spesifik bolgelerdeki negatif yiikli
aminoasit birimlerine baglanarak enzimin aktif ve kararli yapisin1 korumasinda etkili bir
rol oynadigi bilinmektedir (Sisik, 2003). B5 lipaz1 aktivitesi iizerine etkisi incelenen
metal iyonlarmin ¢ogu aktiviteyi kismen inhibe etmistir. Cr** iyonunun 5 mM’lik
cozeltisi aktiviteyli % 59 oraninda azalttigi, A iyonunun 1 mM’lik c¢ozeltisi ise
aktiviteyi % 12 oraninda arttirdigi goriilmiistiir (Sekil 16). Bacillus coagulans BTS-3
lipazinin A13+, C02+, Mn?* ve Zn?* iyonlar1 tarafindan inhibe olurken K, F63+, Hg3+ ve
Mg?* iyonlarimin aktiviteyi artirdigi ve Na* iyonlarinin ise aktivite iizerine herhangi bir
etkisi olmadigi bildirilmistir (Kumar vd., 2005). B. sp HY-10 susu 2 mM’lik metal
¢Ozeltilerinden Cu2+, Fe3+, Na' tarafindan inhibe olurken, Mn2+, Ca2+, K2+, C02+, Zn**ve
Mg?* tarafindan aktive edilmistir (Park vd., 2007). Serratia marcescens ECU1010’dan
elde edilen lipazin Fe**, Fe* ve Zn®* disindaki pek ¢ok metal iyonuna karsi aktivitesini
biiyiik oranda korudugu bildirilmistir (Zhao vd., 2008). B. cenocepacia ST8 lipaz1 Ca?*
iyonu varliginda aktive olurken Mgz+, Mn2+, Na®, Fez+, Cu®* ve Co?* iyonlar1 tarafindan
inhibe olmustur (Lau vd., 2011). Pseudomonas spp. lipaz aktivitesi iizerine etkisi
incelenen metal iyonlarindan Mn?*, Fe*, zn*, Co*, Ni**, cu* varliginda enzim
kismen inhibe olurken Cd?*’da énemli bir degisiklik gozlenmemistir (Boran, 2008).
Literatlirdeki ¢aligmalara bakildiginda metal iyonlarmin etkileri incelendiginde
birbirinden farkli sonuglarin alindig1 goriilmektedir.

B. cenocepacia B5 susuna ait lipaz enzimi aktivitesi lizerine bazi kimyasallarin
etkisi arastirilmis ve Tween 80 icin kalan aktivite ortalama % 48 olarak olgiilmiistiir. 1
mM’lik Tween 20 ve EDTA’nin kalan aktiviteleri sirasiyla % 8 ve % 66 olarak tespit
edilmistir. THL aktiviteyi neredeyse tamamen inhibe etmistir. Diger ¢6zeltilerde onemli
bir degisme olmamustir (Sekil 17). B. anthina NT15 ile yapilan ¢alismada % 0.1’lik
SDS, Tween 20, Tween 80 ve NaDC ¢ozeltileri i¢in kalan enzim aktivitesi sirasiyla %
98.9, % 99.5, % 87.8, ve % 99.7 olarak Sl¢iilmiistiir (Jin vd.,2012). B. cepacia lipazi ise
% 1’lik Tween 20, Tween 80 ve SDS varliginda sirastyla % 57, % 40 ve % 33 oraninda
inhibe oldugu gorilmiistir (Rathi vd., 2001). Bacillus thermoleovorans CCR11
lipazinin % 1’lik Tween 20 ve Tween 80’in enzimi tamamen inaktive ettigi
bildirilmistir (Castro-Ochoa vd., 2005). Bacillus thermocatenulatus lipazi da SDS,

Tween 20 ve Tween 80 tarafindan inhibe edilmistir (Rua vd., 1997). Pseudomonas.
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fluorescens RB02-3 susuna ait lipaz enzimi aktivitesi tizerine 5 mM’lik SDS, Tween 80
ve EDTA’nin etkisi arastirilmis ve enzimin EDTA varliginda % 25 oraninda inhibe
olurken, Tween 80 varliginda % 2 oraninda bir artis gdzlenmistir. SDS varliginda ise
enzim aktivitesinde bir degisiklik gbzlenmemistir (Boran, 2008).

Organik ¢oziiciilerde stabilite, lipazlarin diisiik su orani igeren sistemlerde
gerceklestirilen sentez reaksiyonlarinda kullaniminda istenen Onemli bir 6zelliktir
(Lima vd., 2004). Organik ¢oziiciilere dayanikli-lipazlar biyopolimerlerin sentezinde,
transesterifikasyon reaksiyonlarinda ve biyodizel tiretiminde etkili katalizorler olarak
rol oynamaktadir (Dizge vd., 2009; Singh vd., 2010). Bir ¢ok mikrobiyal lipazin organik
coziiclilere duyarliligr degiskenlik gdstermektedir. Organik ¢oziiciilere direng gdsteren
enzimler endiistride oldukc¢a genis bir uygulama alani bulabilmektedir (Kogyigit, 2009).
B5 lipaz1 lizerinde ¢oziicii aktivitesi incelendiginde, etanol, 2-propanol ve aseton
cozeltilerinde enzim aktivitesinin artti§1 goriiliirken, DMSO’nun tiim c¢ozeltileri,
asetonitrilin ise % 40 ve % 50°lik ¢ozeltileri aktiviteyi inhibe etmistir. % 20, % 30 ve %
40 metanol varliginda aktivite % 18 oraninda artirirken % 50 metanol ile esdeger
aktivite gostermistir (Sekil 18). Bu durum B5 lipazinin organik ¢oziicti stabilitesinin iyi
oldugunu ve sentez reaksiyonlarinda kullanilabilecegini gostermektedir.

B. anthina NT5 lipaz1 % 30 ve % 50’lik hazirlanan aseton ve etanol ile (1:1)
oranda 30 °C’de yarim saat On inkiibasyona tabi tutulmus. % 30 ve % 50 aseton igin
kalan aktiviteler sirasiyla % 41 ve % 35 iken etanol i¢in kalan aktiviteler ise % 75 ve %
57 olarak ol¢iilmiistiir (Jin vd., 2012). B. sp. ZYB002 susu lipaz1 son konsatrasyon % 50
olacak sekilde etanol ve metanol varliginda 28 °C’de 24 saat on inkiibasyon sonucu
kalan aktiviteler sirasiyla % 32 ve % 15 olarak belirlenmistir (Shu vd., 2012). B.
cepacia G63 susu enzimi % 50 metanol ile 48 saat inkiilbasyon sonrasinda kalan
aktivite % 98 ol¢iilmiistiir (Yang vd., 2007). Thermobifida fusca EFTL17 lipaz1 % 10
etanol igeren reaksiyon karigiminda kontrol ile ayni aktivite gosterirken, metanolde
aktivite % 10, izopropanolde % 9 ve asetonda % 10’luk bir aktivite artigina neden
olmustur (Kogyigit, 2009). B. thermoleovorans lipazinin 30 °C’de 1 saat inkiibasyon
sonunda % 70 metanol, aseton ve 2-propanolde aktiviteyi tamamen korudugunu
bildirmislerdir (Castro-Ochoa 2005).

Sonu¢ olarak, bu calismada topraklardan izole edilen bakterilerin lipolitik
aktiviteleri belirlenmis, en iyi aktivite gdsteren ve organik ¢oziiciilere direngli olan

izolatin B. cenocepacia B5 oldugu tespit edilmistir. Izolatin {iretmis oldugu lipazin
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karakterizasyonu, p-nitrofenil palmitat substrati varliginda yapilmistir. Enzimin organik
coziiclilerde oldukga kararli oldugu ve biyodizel iiretiminde kullanilabilecegi ortaya

konmustur.
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5. ONERILER

Bu caligmada topraktan izole edilen suslardan, lipolitik aktiviteleri yiiksek
olanlarinda karakterizasyon ve saflastirma ¢alismalar1 yapilabilir.

Mikrobiyal kaynaklardan saflastirilan enzimler i¢in, mikroorganizmanin enzimi
en fazla drettigi optimum kosullar belirlenmelidir. Dolayisiyla, mikroorganizmanin
cogaltilmasinda farkli besiyerleri ve farkli pH kullanilarak tiim sartlar optimize
edilebilir.

Lipaz enzimi klorobenzen, benzen, toluen gibi hidrofobik ¢6ziiciilerde daha uzun
siirelerde veya bu c¢oziiciilerle daha yiiksek yiizdelerde inkiibasyona birakilarak
aktiviteleri degerlendirilebilir ve oOzellikle sentez reaksiyonlarinda kullanilabilirligi
incelenebilir.

Daha once lipolitik aktivitesi oldugu belirlenen ancak iirettikleri enzimlerin
verimleri, aktiviteleri veya stabiliteleri diisiik olan suslarin protein miihendisligi
yontemlerinin kullanildig1 proje ¢aligmalar yapilabilir.

Enzimin saflastirillip daha iyi karakterize edilmesi ve Kkimyasal sentez
reaksiyonlarinda kullanilabilirligi incelenebilir.

Bu enzimi kodlayan gen bolgesi tespit edilip bir ekspresyon vektoriine klonlanip
E.coli’ye aktarilmasi sonucunda daha fazla enzim daha diisiikk maliyetle iiretilmis olur.

Organik coziiciilere direngli olan lipaz enzimi immobilize edilip biyodizel
tiretimi ¢calismalarinda kullanilabilir.

Burkholderia cenocepacia B5 susunun biyoremidasyonda kullanilabilirligi

arastirilabilir.
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