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OZET
LAKTIK ASIT BAKTERILERI iLE LIPAZ ENZIMI URETIMI

Esra ACU
Ileri Teknolojiler Anabilim Dali Biyoteknoloji Bilim Dali
Eskisehir Teknik Universitesi,
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Kasim 2019
Danisman: Prof. Dr. Merih KIVANC

Siit ve peynirden izole edilen 50 laktik asit bakterisi lipaz aktivitesi agisindan
taranmistir. Yiiksek lipaz aktivitesine sahip olan 11 izolat se¢ilmistir. Segilen 11 izolat
16S rRNA dizi analizi ile tanimlanmustir. izolatlardan 9 u E. faecium 2 si E. durans olarak

tanimlanmistir. Segilen bu izolatlar ile optimum enzim iiretim kosullar1 belirlenmistir.

Secilen bakteriler ile lipaz iiretimi i¢in optimum gelisme kosullar1 belirlenmistir.
Azot kaynagi olarak %35 pepton, karbon kaynagi olarak glikoz i¢eren pH’s1 6.5 olan besi
ortammnda 48 saat 120 rpm de, 40-60°C inkiibasyondan sonra iiretilen
mikroorganizmalardan elde edilen ekstraselliiler enzimlerin aktivitesi maksimum

olmustur.

Optimum kosullarda iiretilen ekstraselliiler enzim aktivitesine etki eden faktorler
belirlenmigtir. Kismi saflastirilmis ekstraselliiler enzim aktivitesi 30-45°C de, pH 9-10
arasinda maksimum olmustur. Lipaz enzimleri halofil 6zellik gostermistir yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda yiiksek aktivite gozlenmistir. Ekstraselliiler enzimlerin sicaklik
direnci suglara gore degismistir. Ekstraselliiler enzimlerin aktiviteleri 3,5 saat 45°C alkali
ortamda (pH 8-11) inkiibasyon sonrasinda devam etmistir. Enzim aktivitesine cesitli

katyonlarin ve yiizey aktif maddelerin etkisi farkliliklar gostermistir.

Enterococcus spp. suslarina ait kismi saflastirilmis ekstraselliiler enzimlerin diigiik
sicaklikta ve yiiksek sicaklikta aktivite gostermeleri, halofil 6zellikte olmalar1 nedeniyle
gida sektoriinde ozellikle et ve siit iirtinleri gibi fermente {iriinlerde aroma ve arzu edilen

lezzetin kazandirilmas1 amaciyla kullanilabilirligi timit vaat etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Lipaz, Enzim
aktivitesi
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ABSTRACT

LIPASE ENZYME PRODUCTION WITH LACTIC ACID BACTERIA
Esra ACU

Department of Advanced Technologies
Program in Biotechnology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, November 2019

Supervisor: Prof. Dr. Merih KIVANC
Fifty lactic acid bacteria isolated from milk and cheese were screened for lipase
activity. Eleven isolates with high lipase activity were selected. Those selected 11 isolates
were identified by 16S rRNA sequence analysis. Nine of 11 isolates were identified as E.
faecium and 2 as E. durans. Optimum enzyme production conditions were determined

with those selected isolates.

Optimum growth conditions for lipase production were determined with selected
bacteria. The activity of the extracellular enzymes was maximum that obtained from
microorganisms after incubation at 40-60° C, 48 hour and 120 rpm in a medium

containing 5% peptone as nitrogen source and pH 6.5 as carbon source.

Factors affecting extracellular enzyme activity that was produced under optimum
conditions were determined. The partially purified extracellular enzyme activity was
maximum at 30-45°C and pH 9-10. Lipase enzymes showed halophilic properties, high
activity was observed at high salt concentrations. The resistance of the extracellular
enzymes against temperature was changed according to the strains. The activity of
extracellular enzymes was continued after incubation in 45°C alkaline medium (pH 8-11)
for 3.5 hours. The effect of various cations and surfactants on enzyme activity showed
differences. Olive waste may also be a suitable medium for lipase production. However,

further studies are needed.

Partially purified extracellular enzymes of Enterococcus spp. strains were active in
low temperature and high temperature and had halophilic properties. Because of those
properties, they will be used in the food industry, especially in the fermented products

such as meat and dairy products for the purpose of providing flavor, in the future.

Keywords: Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Lipase, Enzyme activity
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirhik, veri toplama
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu ¢calismanin Eskisehir
Teknik Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi’yla tarandigini
ve higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykirt bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuclari kabul ettigimi bildiririm.

Esra ACU
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1. GIRIS

Enzimler, ¢evre dostu olan protein yapili biyokatalizorlerdir. Aktivasyon enerjisini
disiirerek  reaksiyonu kolaylagtinr ve denge reaksiyonlarinin hizli  sekilde
gerceklesmesini saglarlar. Katalizor olarak bazi kimyasallar gérev yapmaktadir. Ancak,
enzim kadar basit ve ucuz degillerdir. Asitler ve bazlar gibi kimyasal katalizorler, yiiksek
sermaye yatirimlarina, 6zel ekipman ve kontrol sistemlerine yol acan yiiksek sicaklik,
basing, asidik veya alkali pH gerektirmektedirler (Aravindan vd., 2007). Ayrica
istenmeyen yan iiriinler olusturabilmektedir. Uriiniin geri kazamminda da zorluklar
yasanabilmektedir. Bu nedenle arastiricilar kimyasal katalizorlerin  yerine
kullanilabilecek, spesifik, biyolojik olarak pargalanabilen, geri kazanilmasi kolay ve
yeniden kullanilabilir biyomolekiillere yonelmiglerdir. Bu biyolojik katalizorler hem
hiicre dis1 hem de hiicre i¢i enzimleri igerir (Karigar ve Rao, 2011). Endiistriyel 6neme
sahip Onemli bir biyokatalizor, lipaz enzimidir. Lipaz enzimi kimyasallara gore
reaksiyonda daha az yan {iriin olusturmaktadir (Ersoy ve Baysu, 1981; Treichel vd., 2010;
Arik, 2012; Balkan, 2013). Bu da enzimin biyoteknolojik amagla 6zellikle de gida, ilag,
deterjan, kozmetik, tekstil, kagit, enerji ve biyoremediasyon gibi bir¢ok endiistri alaninda
daha ¢ok tercih edilmesine neden olmaktadir (Treichel vd., 2010; Arik, 2012; Adrio ve
Demain, 2014). Endiistride enzimlerin kullanilma orani katalize edebilecegi farkli
doniistimler nedeniyle giderek artmaktadir. Bu artis ile birlikte enzim tiretimi tilkelerin
ekonomilerindeki biiyiikliigii ve giicli de gostermektedir (Sharma vd., 2011). Bu nedenle,
sirketler enzimlerin iirlin kalitesi, performansi ve yeniliklerin yapilmasi i¢in arastirmalari
artirarak 6ne ¢ikmaya caligmaktadirlar (Adrio ve Demain, 2014). Sharma vd., (2011)’de
endiistride kullanilan enzimlerin ¢cogunlugunu proteazlar olustursa da lipazlarin da ileride
en az proteazlar kadar 6nemli olacagin ileri stirmiislerdir (Sharma vd., 2011). Lipaz
enzimi, dogada yaygin olarak bulunan bir enzim ¢esididir (Karlson, 1988; Sharma vd.,
2011; Dinger ve Kivang, 2018). Lipazlar, trigliseritleri serbest yag asitlerine ve gliserole
hidrolize eden hidrolaz enzim sinifina aittir (Sharma Chander ve Kanwar Shamsher,
2012). Ayrica esterlestirme, trans-esterifikasyon, hidroliz, asidoliz ve aminoliz gibi farkl
reaksiyonlar1 yonetme yetenegine de sahiptirler (Rajendran vd., 2009). Hidrolazlar,
esteraz ve lipaz gibi iki ana siniftan olugsmaktadir. Esterleri (EC 3.1.1.1) hidrolize eder ve
genellikle kisa zincirli yag asitleri ve lipazlardan olugsan (sadece 3.1.1.3) trigliseritler suda
¢coziinmeyen substratlara kars1 aktiftir ve uzun zincirli yag asitlerini hidrolize ederler.

Arayiizey etkisizlestirme 0zelligi sadece lipazlarla gézlenmistir. Endiistride kullanilan
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lipazlarin %31 alg, %11°1 hayvan, %18°1 bitki, %22°1 fungi, %46’1 bakterilerden elde
edilmektedir (Balkan, 2013). En ¢cok mikrobiyal lipazlarin tercih edilme nedeni ise, genis
bir pH ve sicaklik araliginda aktif olmalari, genis substrat spesifikliginin olmasi, kolay
oziitleme ve ¢ok fazla iiretim yapabilme kabiliyetleri, kullanim alanlarinin fazla olmasi
gibi 6zelliklerinin bulunmasidir (Sharma vd., 2001; Gupta vd., 2004; Treichel vd., 2010;
Arik, 2012). Ayrica, bakteri lipazlarinin endiistrideki spesifik uygulamalar1 igin
tasarlanmasi, yeni kaynaklarin tanimlanmasi ve gelistirilmesine olan ihtiyaci giderek
artirmaktadir (Thomson vd., 1999; Ramyasree ve Dutta, 2013; Javed vd., 2018). Ozellikle
deterjan ve peynir endiistrisinde 6nemli bir yere sahip olan lipaz enzimi genellikle
Aspergillus oryzea ile iiretilmektedir.

Mikroorganizmalar, lipazlari tek basina ya da esterazlarla beraber iiretmektedirler.
Gliserol ester hidrolaz veya triacilgliserol olarak bilinen lipazlar, mono, di, triacil
gliserollerin serbest yag asitleri ve gliseridlerin hidrolizini katalize ederek, ester baglarini
parcalamaktadirlar (Karlson,1988; Gupta vd., 2004; Sharma vd.,2011; Javed vd., 2018;
Dinger ve Kivang, 2018).

Giivenli bakteriler olarak kabul edilen laktik asit bakterilerinin lipaz lirettigi ¢esitli
arastiricilar tarafindan saptanmistir (Meyers vd., 1996; Yoriik ve Giiner, 2011). LAB’dan
olan Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis da lipolitik ve esterolitik aktivite
tespit edilmistir (Erginkaya vd., 2007). Mazzucotelli vd., (2013)’nin yaptig1 ¢alismada,
tarimsal atiklardan bakteri suglarinin izolasyonu ile hidrolitik bir enzim olan lipaz varlig1
saptanmistir. Burada en yiiksek hidrolitik kapasiteyi gosteren suglar arasinda Lactococcus
cinsleri bulundugu bildirilmistir (Mazzucotelli vd., 2013). Esteban-Torres vd., (2015)’1n
yaptig1 ¢calismada da L. plantarum Lp 3562 ‘de ilk halotolerant lipaz kesfedilmistir.

Bu calismada daha once peynirden izole edilen laktik asit bakterilerinde lipaz
iretim yeteneklerinin taranmast, lipaz iiretimi icin optimum kosullarin arastirilmasi ve

enzim aktivitesine etki eden faktorlerin belirlenmesi amaglanmastir.

1.1. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri gram pozitif, katalaz negatif, basil ve kok seklinde olabilen,
sporu olmayan bakterilerdir. Ayrica, Firmicutes filumuna ait Eubacteriales takimi ve
Streptococcaceae ve Lactobacillaceae familyalarin {yelerindendir. Carnobacterium,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weisella en Onemli
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cinsleridir. Laktik asit bakterileri anaerobik olsalarda aerobik kosullarda da
gelisebilmektedirler (Salminen vd., 2004). Laktik asit bakterilerinde ilk siniflandirmayi
ise Orla-Jensen 1919 yilinda Thermobacterium, Streptobacterium ve Betabacterium
olarak ti¢ taksonomiye ayirarak yapmislardir (Y 6riik ve Giiner, 2011).

Laktik asit bakterileri termofil veya mezofil olabilen, yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda  gelisebilen asit veya alkali tolere edebilen ozellik
gosterrmektedirler. Genellikle pH 4-4,5’da gelisselerde daha diisiik veya 9,6 gibi daha
yiiksek pH da gelisebilmektedirler (Holt vd., 2000). Karbonhidrat metabolizmasina goére
laktik asit bakterileri homofermantatif ve heterofermantatif olarak ayrilabilmektedir.
Fermantasyon sonucunda homofermantatiflerde olusan ana {rlin laktik asittir.
Heterofermantatiflerde ise laktik asit yaninda etanol ve asetik asit gibi bilesikler olusur
(Florou-Paneri vd., 2013). Bu bakteriler sitokromdan yoksundur ve elektron tasima
sistemleri bulunmadigindan enerji {retimi substrat diizeyinde fosforilasyon ile
saglanmaktadir.

ABD Gida ve Ilag idaresi (FDA) tarafindan giivenli bakteriler olarak kabul edilen
laktik asit bakterileri gida endiistrisinde yogurt, kefir, peynir tereyagi gibi fermente
tirlinlerin iretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Saglikli, kaliteli ve standart bir {iriin
elde edebilmek i¢in, starter kiiltiir olarak LAB’1n kullanilmasi ayn1 zamanda istenilmeyen
mikroorganizmalarin gelismesini engellemektedir. LAB laktik asit iireterek gidada
bozulmaya sebep olacak mikroorganizmalari inhibe etmektedir. LAB, et ve siit iiriinleri
ile sebzelerin fermentasyonu ve gida maddelerinin korunmasinin yani sira insan sagligina
yararlar1 bakimindan da 6nem tasimaktadir (Yoriik ve Giiner; 2011; Cano-Garrido vd.,
2015). Fermente siit ve et liriinlerinde organoleptik 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in bazi
laktik asit bakterileri ile Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis probiyotik ve
starter kiiltlir olarak kullanilmaktadir (Erginkaya vd., 2007). Ancak, gidalardan izole
edilen Enterococcus cinsi bazi bakteriler antibiyotige diren¢li olmaktadir. Bu nedenle,
bazi arastirmacilar gida iiretiminde GRAS kabul etmemektedir (Erginkaya vd., 2007).
Gida giivenligini saglamak i¢in ise Enterococcus cinsi suslarin antibiyotik direngliligi,
diren¢ transferi ve virulans gibi ozellikleri kontrol edilmelidir (Erginkaya vd., 2007).
Ancak, baz tiirleri patojen 6zellik gosterdigi i¢in bazi hastaliklara sebep olmaktadirlar

(Yoriik ve Giiner; 2011).



1.2. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler biyolojik katalizorlerdir. Herhangi bir degisime ugramadan canh
sistemlerde olusan kimyasal reaksiyonlarin hizlarini artirirlar. Ik kez 1700°li yillarin
sonlarina dogru mide salgisiyla etin sindirilmesi ile ilgili ¢aligmalarda tanimlanmistir.
1800’li yillarin baslarinda c¢esitli bitki Ozleri ve tiikriikte nisastanin sekerlestigi
gosterilmistir. Frederick W. Kiiche bu molekiilleri Yunanca da enzymos kokiinden gelen
ve maya i¢inde anlamina gelen enzim olarak tanimlamistir.

Enzimlerin yapisinin bilinmesi kullanildigi alanlarda biiyiik bir 6neme sahiptir.
Enzimler protein oldugundan, proteinlerin yapisini bilmek 6nem tasimaktadir (Treichel
vd., 2010). Ferreira-Dias vd., (2013)’1n yaptig1 calismada enzimlerin konformasyonunda
hidrojen baglarinin olugmasi i¢in su kullanilmasi gerektigini bildirmislerdir. Enzimler
genellikle apo enzim adi verilen protein kismi ve kofaktor kismi olmak tizere 2 kisimdan
meydana gelmislerdir. Enzimlerin katalizledigi bilesiklere ise substrat “ad1 verilmektedir.
Enzimler ii¢ boyutlu aktif bolgesine uygun olan substratlar ile tepkimeye girmektedirler
(Akkaya ve Pazarlioglu, 2012).

Enzimlerin adlandirilmasi substratlarina ya da katalize ettikleri reaksiyona gore
yapilmaktadir. Genel olarak enzimlerin etki ettikleri substratin sonuna -az eki getirilerek
adlandirma yapilmaktadir. Lipaz enzimi ise, lipitlere etki ettigi i¢in bu sekilde
adlandirlmistir (Cakar, 2016). 1981°de Uluslaras1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Birligi (IUBMB) enzimleri reaksiyon mekanizmalarina gore 6’a ayirmislardir. Bunlar;
oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlardir (Karlson,
1988).

Enzimler gida, tip, kozmetik, eczacilik, tekstil gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Enzimler mikroorganizmalardan, bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilmektedir.
Giliniimiizde insanlarin dogaya yonelisi nedeni ile mikroorganizmalar gittikge Onem
kazanmaya baslamistir. Bu durum bilim insanlarmin mikrobiyal biyoteknoloji alaninda

daha fazla ¢alisma yapmaya yonlendirmistir.

1.2.1. Mikrobiyal enzimler

Endiistride genis bir kullanim alani olan enzimler ¢ogunlukla mikroorganizma
kaynaklidir. Bunlarin %75°1 ise hidrolitik enzimlerden olugmaktadir. Mikroorganizma
kaynakli enzimler, hayvansal ve bitkisel kaynakli enzimlere gore katalitik aktiviteleri

daha yiiksek ve daha dayanikhidirlar. Bircogunun ekstraselliiler enzim olmasi ucuz ve
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daha fazla iiretim yapilabilmesini saglar (Sharma vd., 2001; Kiran vd., 2006). Bu da
mikroorganizma kaynakli enzimlerin daha ¢ok tercih edilmesine neden olmustur (Kiran
vd., 2006). Mikroorganizmalar arasinda en fazla fuguslardan ve bakterilerden enzim
tiretimi yapilmaktadir (Cakar, 2016).

Ticari 6nemi olan enzimlerin yaklasik %75°1 mikrobiyal kaynakli ve hidrolazlar
simifinda bulunmaktadir (Bkz. Tablo 1.1). Hidrolaz substrat spesifitesi genis olan bir
enzim sinifidir. Peptidleri, amidleri, halojeniirleri, esterleri ve trigliseritleri hidrolize
etmektedirler. Hidrolazlar, lipazlar (EC 3.1.1.3, triagilgliserol hidrolazlar) ve esterazlar
(EC 3.1.1.1, karboksilester hidrolazlar) gibi endiistride ©nemli yeri olan
biyokatalizorlerdir. Ayrica, lipolitik enzimler (lipazlar ve esterazlar), hem hidroliz hem

de sentez reaksiyonlarini katalize etmektedirler (Sharma vd., 2001).

Tablo.1.1. Mikroorganizmalara ait enzimlerin endiistriyel uygulamalar: (Fernandes ve Carvalho, 2017)

Smufi Enzimler Uygulama
Amilaz Nisasta kaynakli iriinlerin {iretimi, ekmek ve meyve sularinin
islenmesi
Glukanaz Tahil hiicre duvarlarinin pargalanmasi ve bira tiretimi
Glukoamilaz Nisastanin sakrifikasyonu ve seker suruplarinin iiretimi
Glukozidaz B-glikozidik bagin hidrolizi ve garap iiretiminde aroma bilesiklerinin
Hidrolazlar (B glukozidaz) salimimi
Invertaz Sukroz hidrolizi, invert seker surubu tiretimi
Laktaz Laktoz hidrolizi (Laktoz icermeyen siit), peynir alt1 suyu hidrolizi,

galaktooligosakkaritlerin sentezi

Lipaz Peynir aromasi, hamur hazirlama i¢in emiilsifikasyon, hayvanlarda

lipit sindirimine destek, aromatik molekiillerin sentezi

Proteaz Protein hidrolizi, siit pihtilagmasi, diisiik alerjenik bebek mamasi,
(6rnegin, sindirimi artirma, siit ve peynirde lezzet artirmada, bira yapiminda
chymosin, bulanikligin 6nlenmesi

papain)

Pektinaz Viskozitenin azaltilmasi, meyve sularinin aritilmasi




1.3. Lipaz Enzimi ve Yapisi

Lipazlar (triagilgliserol, acilhidrolazlar, E.C.3.1.1.3), yaglarin gliserol ve yag
asidine pargalanmasini saglayan hidrolazlardir. Lipaz enzimi suyun varliginda veya
organik c¢oziiciilerde farkli substratlarin hidrolizini ya da sentezini katalize eden 6nemli
bir biyokatalizor ve hidrolazlar sinifinda bulunan bir serin hidrolazdir (Karlson, 1988;
Gupta vd., 2004; Rahman ve Basri, 2006; Sharma vd., 2011; Sarmah vd., 2018). Lipazlar,
esterlesme, transesterlesme ve hidroliz tepkimelerini diisiik sicaklikta katalizlemeleri,
susuz ortamda kararl1 ve aktif olmalar1, yiiksek katalitik gii¢leri, ucuz olmalari, yan {iriin
olusumunu 6nlemeleri nedeniyle yaygin olarak kullanilirlar (Sharma vd., 2001).

Lipaz enzimi viicutta mide, pankreas ve ince bagirsakta salgilanarak yaglarin
hidrolizini saglamaktadir. Safra kesesisi de yaglari ve lipitleri sindirmeye yardim
etmektedir (Bkz.Sekil 1.1). Boylece, notr yag veya fosfolipitteki gliserolden yag asidini
parcalayan veya yagi serbest birakan lipolitik enzimlerden biri olusmaktadir (Ray, 2012).

(0]
C— C— (CHz2)i—CHs C— OH
(o] (0]
C—C—(CH2)i— CHs + 3H0 Lipaz C—OH + HO — C— (CHz2)»—CHs
o
Cc— |c|_(CH2)n_ CHs C— OH
Triagilgliserol Su Gliserol Yag asidi

Sekil 1.1. Lipazin hidrolitik ve sentetik etkisi [2] (Rahman ve Basri, 2006)

Lipazlarin ana kaynaklari, yapisi, 6zellikleri, 6zgiilliikleri ve arayiizey aktiviteleri
onemlidir (Treichel vd., 2010). Genis sicaklik ve pH araligindaki aktivitesi, genis substrat
spektrumunu kullanma yetenekleri, daha iyi stabilite, segicilik, substrat spesifikligi ve
kemo, regio ve enantioselektiflik gibi ozellikler gdsteren bir enzimdir (Gupta vd., 2004;

Rahman ve Basri, 2006; Sharma vd., 2011; Sarmah vd., 2018).



Lipazlar sulu g¢evrelerde triacilgliserollerdeki karboksi ester yaglari iizerine etki
ederler. Yag asidi ve gliserolii agiga ¢ikarirlar. Cok az su bulundugunda esterifikasyona,
alkolizise ve asidolizise yol agan reaksiyonlan katalizleme 6zelligine sahiptirler (Bkz.
Tablo 1.2). En onemli o6zellikleri spesifik olmalaridir. Enzimin spesifikligi enzimin
molekiiler 6zelligine ve substrata bagl olarak degisir. Bu spesifiklik interesterifikasyonun
kimyasal interspesifikasyondan ayrilmasini saglar. Spesifitelerine gore lipazlar 3’e
ayrilmaktadir.1) Spesifik olmayan lipazlar, 2) Stereospesifiteye sahip lipazlar (izomer
secicilik), 3) Yag asiti spesifitesine sahip lipazlar (Pandey vd., 1999; Marangoni, 2002;
Javed vd., 2018).

Tablo 1.2. Lipaz enziminin katalize ettigi reaksiyonlar (Rahman ve Basri, 2000)

HIDROLIZ

(0] (0]

| |
Ri—C— O—R, + HO R,— C— OH + R,— OH
ESTER SENTEZI

(0] (0]

|| I
Ri,— C— OH + R,~ OH Ri—C— O —R, + HO
TRANSESTERLESME
Alkoliz O

I

0
|

Ri—C—0—R, + R; — CH, —OH
Interesterifikasyon
O o O o

Ri—C—0—R, + R; 7—C—0—R4 R—C—0—Rs + Ry = C— O0— R,
Asidoliz
(0] (0] O O

Ri—C—0O—R, + R; — C—OH R3_C—O_R2 + R, = C— OH

Spesifik olmayan lipazlar, trigliseriti serbest yag asitlerine katalize eder ve ara iiriin
olarak mono ve di-gliseridleri olan gliserol ve yag asidini substratin herhangi bir
pozisyonundan ¢ikarir. Mono ve digliseritler, trigliseritlerden daha hizli hidrolize edilir
(Ribeiro vd., 2011; Kapoor ve Gupta, 2012). Bu lipazlar, yag asitlerini trigliseritlerin 1
ve 3 pozisyonlarindan serbest birakir ve ikincil pozisyonlarda ester baglarini hidrolize
edemezler. Trigliseritlerin 1,3-spesifik lipazlar ile digliseritlerin hidrolizi mono

gliseridlere gore cok daha hizlidir (Ribeiro vd., 2011; Kapoor ve Gupta, 2012). Uciincii



bir lipaz grubu, yag asidi seciciligi ve katalizorleri gosterir. C-9 ve C-10 arasinda cis
pozisyonunda ¢ift bagli uzun zincirli yag asitlerine sahip esterlerin hidrolizini saglarlar

(Ribeiro vd., 2011; Kapoor ve Gupta, 2012).

1.3.1. Lipaz enziminin yapisi

Lipazlar birbirine peptid baglar1 ile baglanmis amino asitlerden olusan kompleks
proteinlerdir. Lipaz, Sekil 1.2' de gosterildigi gibi her iki tarafta o sarmallar1 (Nardini ve
Dijkstra, 1999) ile ¢evrili merkezi, sekiz iplik¢ikli bir B tabaka iceren o/f hidrolaz katini
icerir. Yaprak sayist her organizmada farklidir. Her bir o/ B hidrolaz enzimi, niikleofilik
Serine (Ser), Histidin (His) ve Aspartat (Asp) / Glutamat (Glu) iceren katalitik triad icerir;
burada Serinin niikleofil, Histidin, bazik, aspartat veya glutamat, asidik 6zelliktedir. Serin
korunmus bir Gly-X-Ser-X-Gly pentapeptidinde bulunur. Pentapeptit ayrica
organizmadan organizmaya, bazi mikroorganizmalarda alanin ikame edilmis glisini
icerir. Niikleofilik serin bir B-bandi ile a-heliksinin arasinda yer alirken histidin, aspartik
asit ve glutamik asit ise serinin diger yanlarinda yer alir (Bkz.Sekil 1.2). Katalitik bolgeyi

iceren amino asitler ¢cogu lipaz yapisinda korunur (Zaidi vd., 1995).
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Sekil 1.2. Katalitik o. / B hidrolaz katinin sekonder yapi diyagrami (a heliksler ve [ iplikler sirasiyla beyaz
silindirler ve gri oklarla gosterilmistir. Katalitik triadin yeri siyah noktalar ile gésterilmistir.

Kesik ¢izgiler, olasi yerlestirmelerin yerini gostermektedir.) (Nardini ve Dijkstra, 1999)

Serin amino asidinin katalitik aktivite ile yakin iligkisi vardir. Heliks yapidaki peptit
kisimlar dis kisimda yer alir. Lipazlar C ve N olmak tizere 2 kisma ayrilmis polipeptid

zincirinden olugmaktadir. Bunlardan N- kismi katalitik serinden yiizeye kadar uzanan ve



uzun bir yag asidi zinciri tastyan bir hidrofobik tiinel ile aktif merkezi kapsamaktadir
(Akho ve David, 2008). Lipazlar, bir veya iki a heliks i¢eren kapak benzeri yapiya ulasir.
Lipazin bu o6zelligi, yag ve su arasindaki bir arayiizde oldugunda konformasyonel
degisime yol agar (Jensen vd., 2002). Kapagin acik veya kapali pozisyonu, enzimin
sirastyla aktif veya inaktif konformasyonunu belirler (Brocca vd., 2003). Enzimin agik

formu, substrata baglanma erisilebilirligini verir (Bkz. Sekil 1.3).

Sekil 1.3. Lipaz enziminin agik yapisi ((a/ p) hidrolaz ¢ekirdek, yesil; kapak bélgesi (kalinti 169-239), mor;
ve Cinko iyonu ekstra etki alam, sar1 Ikincil yapr elemanlart etiketlenmistir. Metal iyonlar (Zn
++, sar1; Ca ++ koyu kirmizi) kiireleri. Aktif bolgedeki iki Triton X-100 deterjan molekiilii cubuk
halindedir.) (Carrasco-Lopez vd., 2009)

1.3.2. Hayvansal lipazlar

Hayvansal lipazlar 3 gruba ayrilmaktadir. Bunlar; doku lipazlari, sindirim sistemi
lipazlari ve siit lipazlaridir. Doku lipazlari; lipoprotein lipazlari, adipoz dokusu lipazlari
ve karaciger lipazlaridir. Sindirim sistemi lipazlari ise pankreas lipazlar1 ve ince bagirsak
lipazlarindan olugmaktadirlar (Cakar, 2016). Genellikle daha fazla lipaz enzimi elde
edilen pankreas tercih edilmektedir (Mukherjee ve Hills, 1994). Ancak, hiicrenin veya
hiicre duvarinin pargalanmasi i¢in ekstra hiicre parcalayicilar gerekir. Bu zor iglemler

yapilirken enzimin yapisi da zarar gorebilmektedir (Taipa vd., 1992).



1.3.3. Bitkisel lipazlar

Bitkisel lipazlar, mikrobiyal lipazlardan sonra endiistride en fazla tercih edilen
enzimler arasindadir (Cakar, 2016). Bitkilerin katman doku, kabuk ve kdoklerinde
bulunurlar. Lipazlar en ¢ok yagh tohumlarda bulunurken, tahil tanelerinde de
bulunmaktadir (Mukherjee ve Hills, 1994). Yag miktar1 fazla olan zeytin, aygigegi, findik
ve kene otu tohumu (Ricinus communis), kolza tohumu (Brassica napus) gibi bitkilerde
bulunmaktadir (Pandey vd., 1999; Arpigny ve Jaeger,1999). Ayrica, bugday, yulaf, misir
gibi bitkilerde de lipazlar iiretilmektedir. Ancak, lipaz iiretimi i¢in bitkisel dokulardan
hiicre ya da hiicre duvarini pargalama islemi zordur. Bu islemler enzimin yapisinin

bozulmasina da neden olabilmektedirler (Taipa vd., 1992).

1.3.4. Mikrobiyal lipazlar

Lipidleri yikima ugratan lipazlar, dogada yaygin olarak bitki, hayvan, bakteri, fungi
ve mayalardan izole edilebilmektedir (Sharma vd., 2001; Treichel vd., 2010; Ray, 2012).
Ancak, genis bir pH ve sicaklik araliginda aktif olduklari i¢cin ¢ok dayanikli olmalari,
genis substrat spesifikliginin olmasi, kolay oziitleme ve cok fazla iiretim yapabilme
kabiliyetleri, kullanim alanlarimin fazla olmasi gibi 0Ozellikleri nedeniyle ticari
kullanimlarda en c¢ok tercih edilen mikrobiyal lipazlar olmaktadir (Sharma vd., 2001;
Gupta vd., 2004; Treichel vd., 2010; Arik, 2012). Bilinen en iyi lipaz iireticileri
Pseudomonas spp., Lactobacillus spp., Streptococcus faecalis gibi bakteriler ve Candida
cylindracea, Humicola lanuginosa, Aspergillus sp. gibi funguslardir (Cakar,2016).
Ornegin, gida isleme, organik sentez, deterjan formiilasyonu ve yag iiretimi gibi
endiistriyel uygulamalarda, genis substrat spesifikliginin olmasi sebebiyle mikrobiyal
lipazlar kullanilmaktadir (Uppada vd., 2017). Mikrobiyal lipazlar endiistriyel diizeyde en
cok iiretilen enzimlerden biridir. (Gupta vd., 2004; Ray, 2012; Javed vd., 2018). Ozellikle
de bakteri lipazlar ticari oneminden dolay1 hakkinda yapilan arastirma sayisin1 zamanla

artirmaktadir (Treichel vd., 2010; Ray, 2012; Javed vd., 2018).

Immobilize Lactobacillus plantarum tarafindan elde edilen lipaz, saglik alaninda
kullanilabilen, ette ve dogal aroma endiistrisinde sorun olan 2,3,4-hidroksibenzil asetat
ve triazol ester gibi farkli kisa zincirli yag asidi esterlerini sentezlemektedir. Ayrica, 4-

hidroksibenzil asetat kozmetik iirlinlerde de kullanilabilmektedir (Uppada vd., 2017).
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Lopes vd., (2002) ¢alismalarinda ise Lactobacillus plantarum susu (DSMZ 12028) ile

hiicre dist lipaz karakterizasyonu ve saflastirmasi yapilmistir. Uppada vd., (2017)

calismada immobilize L. plantarum tarafindan lipaz elde edilmistir (Bkz. Tablo 1.3).

Tablo 1.3. Farkli mikroorganizmalarda lipaz olusumu (Javed vd 2018)

Mikroorganizmalar

Kaynak

Achromobacter lipolyticum

Bacillus cereus

Bacillus licheniformis VSGI

Bacillus smithii BTMS 11

Bacillus stearothermophilus MTCC 37
Bacillus pumilus RK-31

Candida Antarctica ZJB09193
Candida rugosa

Enterococcus faecium MTCC 5695

Enterococcus durans

Enterococcus faecium

Lactobacillus brevis

Lactococcus lactis

Lactobacillus plantarum

Lactococcus chungangensis
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Lactococcus heleveticus
Staphylococcus sp

Pseudomonas cepacia

Pediococcus acidilacticiMTCC 11361
Kluyveromyces marxianus
Aspergillus niger

Aspergillus awamori

Aspergillus fumigatus MTCC 9657
Fusarium solani FS-1

Bacidiobolus

Thermomyces lanuginosus

Khan vd., 1967

Ananthi vd., 2013
Sangeetha vd., 2010
Ephraim vd., 2014
Sabat vd., 2012

Kumar vd., 2012

Liu vd., 2012

Pereira vd., 2002
Ramakrishnan vd., 2013
Ramakrishnan vd., 2012
Salihu ve Alam, 2015
Ramakrishnan vd., 2016
Chander vd., 1973
Uppada vd., 2012
Lopes vd., 1999

Konkit vd., 2016
El-Sawah vd., 1995
Rashmi ve Gayathri, 2014
Kumar vd., 2012a
Sugihara vd., 1991
Ramakrishnan vd., 2013
Deive vd., 2003

Falony vd., 2006
Basheer vd., 2011

Rajan vd., 2011

Maia vd., 2001

Okafor ve Gugnani, 1990
Li vd., 2009
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1.3.4.1. Bakteriyel lipazdaki cesitlilik

Lipazlarda, aktif bolge serin kalintisin1 saran Gly-X-Ser-X-Gly pentapeptit dizisi
tek ortak olan boliimdiir. Lipazlar hem biyokimyasal hem de molekiiler olarak birbirinden
farkl 6zellik gostermektedirler. Calismalarda, lipaz proteinlerinin dizilerindeki yakinliga
bakildiginda baska alt kiimeler gozlendigi bildirilmistir. Bu ¢alismada alt kiimeler, lipaz
protein dizilerinin yakinligi ve lipaz iireten bakteriler arasinda onemli bir ¢esitlilik
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu ¢esitlilik hakkindaki bilgi filogenetik analiz ve GxSxG
motifi ¢evresindeki kalintilarin karsilastirilmast ile elde edilmektedir. Ancak, GxSxG
motifi etrafindaki kalintilarin analizi farkli lipaz {ireten bakterilerde ¢esitlilik
gostermektedir.  Ayrica, calismalar  farkli  bakteriyel lipazlar1  dizilerinin
karsilastirilmasinin  degisken sonuglarinin oldugunu ortaya koymustur. Aminoasit
sekanslarina gore ise farkli bakteri lipazlarmin yakinligi hakkinda fikir verdigi
goriilmektedir. Yukarida verilen bilgiler, cesitli gruplarin lipaz genlerini incelemek ve
yeni tanimlanmis lipazlarin siniflandirilmasinda probe veya primerlerin tasarimi igin

kullanilabilmektedir (Javed vd., 2018).

1.3.4.2. Bakteriyel lipaz iiretimi

Bakteri lipazlarmin, zor kosullardaki endiistriyel ortamlara dayanikli olmalar
lipazlarin tiretimi ve karakterizasyonu i¢in genellikle bakteri kaynaklarinin kullanilmasini
saglamistir. Bu nedenle, arastirmacilar, bakteri suslarindan en fazla lipaz iiretmek icin
izolasyon, tarama ve optimizasyon konusunda c¢aligmaktadirlar. Yapilan bu caligmalarla
cok yonlii lipaz uygulamalar1 gelistirilmistir (Javed vd., 2018). Ozellikle de dogal
enzimlerde yapilan optimizasyon maliyetin diisiiriilmesini de saglamaktadir (Ferreira-
Dias vd.,2013; Javed vd., 2018). Bu amacla, L. plantarum susu (DSMZ 12028)’nun
optimizasyonu icin Lopes vd., (2002) yaptig1 ¢aligmada, Proteinaz K, NaCl, Ca*?, EDTA,
BSA, gliserol, Mn*? ve Mg*? kullanilmistir. Calismada tripsinin, lipolitik aktiviteyi
tamamen inhibe ettigi, yalnizca Mn** ve Mg?"’un lipaz1 uyardigi, protein igerigini
arttirarak enzimi stabilize etmek i¢in kullanilan BSA ve EDTA ilave edildiginde ise
aktivitenin azaldig1 diger ilave edilenlerin de etkilemedigi goriilmiistiir. Ayrica,
calismada Pepstatin A, PMSF ve EDTA gibi proteaz inhibitorleri varliginda L.
plantarumun biiylimesiyle yapilan in vivo deneylerde lipaz aktivitesinin azaldigi, bazi

proteazlarin ise lipolitik aktivitenin korunmasini sagladigini belirtmislerdir.
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Optimizasyon c¢alismast i¢in; pH, sicaklik, ¢alkalama, karbon ve organik azot
kaynaklar1, tuz konsantrasyonu ile bakteri biiylimesini diizenleyerek, lipaz iiretimi
artirilabilmektedir (Sharma, vd., 2001; Gupta vd., 2004). Esteban-Torres vd., (2015) nin
yaptig1 calisma ile laktik asit bakterisi olan L. plantarum'dan iiretilen Lp 3562 lipazinin
%25 NaCl konsantrasyonunda stabil oldugunu saptamislardir. Bu g¢aligmaya gore,
Lp 3562'nin gida fermantasyon kosullarinda yeterli aktiviteye sahip olacag:
ongoriilmektedir. Ayrica, Ramyasree ve Dutta, (2013) ¢alismasinda enzim aktivitesindeki

artis ile biyokiitledeki kuru agirhigin da arttigin1 gostermektedirler.

Hiicre dist enzimlerin ticari iiretimi prensip olarak ¢ok basittir, bu da bir
mikroorganizmanin yetistirilmesini ve daha sonra enzimin geri kazanilmasini igerir.
Bu, ucuz bir ortamda biiyliyen ve kisa siirede yiikksek enzim verimi lreten bir
organizmanin kullanilmasini gerektirir. Kabul edilebilir bir goriinlime sahip ve giivenli
bir sekilde kullanilabilecek stabil bir iiriine yol acan enzimin basit ve ucuz bir sekilde geri
kazanilmas1 da Onemlidir. Bu hedefler, sekil degistirme 0&zelliklerinin ve islem
parametrelerinin birlestirilmis optimizasyonu ile yerine getirilir. Ozellikle uygun
mutantlarin gelistirilmesiyle optimizasyonu, genellikle soruna ucuz ve kalic1 bir ¢6ziim

sunar.

Gidalarda ve diger biyoteknolojik sistemlerdeki mikrobiyal lipazlarin biiyiik
basarisi, mikroorganizmalarin genis biyokimyasal ¢esitliligine, organizmalarin genetik
manipiilasyonuna ve enzim {iretimi ve saflagtirilmasi i¢in gelistirilmis tekniklere

baglanabilir.

Mikrobiyal enzimler ayrica, enzim kullanim maliyeti, optimal kosullarda aktivite,
enzimin glivenligi hayvan ve bitki lipazlarina gore saflik ve kararlilik gibi istenen

ozelliklere daha uygundur.

1.4. Lipazlarin Kullanim Alanlar

Biyoteknoloji alaninda da ticari olarak onemi giderek artan lipaz enziminin ¢evre
dostu olmasi ve diirlinlerin besinsel Ozellikleri nedeniyle kimyasal katalizorlere gore
reaksiyonlar1 katalize etmek i¢in daha cok tercih edildigi goriilmektedir (Ray, 2012;
Ferreira-Dias vd., 2013). Ozellikle gida endiistrisinde, biyokatalizér olarak kullanilan

lipazlar yag asidi esterleri ve yag asidi tiirevleri, aroma esterleri, antioksidanlar ve yapili
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lipidlerin {iretimi i¢in avantaj saglamaktadir (Sharma vd., 2011). Kagit hamuru, kagit,

lezzet, eczacilik, biyoyakat, deri, kozmetik, deterjan ve kimya gibi farkli endiistrilerde de

kullanilmaktadir (Bkz. Tablo 1.4) (Treichel vd., 2010; Ray, 2012; Javed vd., 2018).

Tablo 1.4. Mikrobiyal lipazlarin endiistriyel uygulamalart (Vulfson, 1994, Giil, 2013)

Endiistri

Etki

Uriin veya Uygulama

Siit tiriinleri

Siitiin hidrolizi, yag, peynir olgunlagmasi,
tereyaginin modifikasyonu

Peynir ve tereyagi aromasinin
gelistirilmesi

Et ve balik

Lezzet artirma

Et ve balik iiriinlerinde yagin
uzaklastirilmasi

Unlu mamiiller

Lezzet artirma

Raf dmriiniin uzamasi

Icecekler Aroma gelistirme Sarap ve benzeri alkollii icecekler
Soslar Kalitenin artirilmasi Mayonez vb. soslar
Saglikli gidalar Transesterifikasyon Saglikli gidalar

Kat1 ve siv1 yaglar

Transesterifikasyon; hidroliz

Kakao yag1, margarin, yag asitleri,
gliserol, mono ve digliseritler

Deterjanlar Yaglarin hidrolizi Kumaglardan  yag lekelerinin
¢ikarilmasi

Tarimsal Esterifikasyon Fenoksipropionat gibi herbisitler

kimyasallar

Kimyasallar Enantioselektiflik, sentez Kiral yap1 taslari, kimyasallar

Farmasotikler Alkollerin hidrolizi Herbisitlerin tiretiminde kullanilan
ara Uriinlerin tiretimi

Kozmetik Esterifikasyon Deri ve giines kremleri, giines
yaglari

Deri Hidroliz Deri iiriinler

Kagit Hidroliz Kagit kalitesinin artirilmasi

Temizlik Hidroliz Yaglarin uzaklastirilmasi

Petrol Endiistrisi | Transesterifikasyon Biyodizel tiretimi

Kirlilik kontrolii

Hidroliz ve yaglarin transesterifikasyonu

Zararl suglarin uzaklastirilmasi ve
atik yaglarin hidrolizi
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1.4.1. Biyodizel iiretiminde lipazlar

Biyodizel, ithal fosil yakitlarin maliyetini azaltan endiistriyel kalkinma ve ulasim
icin ¢ok Onemli ¢evre dostu olan yenilenebilir enerji kaynagidir (Boonmahome ve
Mongkolthanaruk, 2013). Kimyasallarin veya enzimin Kkatalizledigi yaglarin
transesterifikasyonu ile biyodizel iiretilmektedir (Karmee vd., 2015; Cakar, 2016).
Biyodizel iiretiminde, kimyasal katalizor yerine, enzim katalizorlerinin kullanilmasi hem
maliyetin diisiirilmesini hemde ¢evre dostu bir iiriin elde edilmesini saglamaktadir
(Ribeiro, vd., 2011). Boonmahome ve Mongkolthanaruk, (2013)’e gore de biyodizel
iiretiminde lipaz enzimi kullanilarak karakterize edilebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica,
biyodizelin maliyetini azaltmak i¢in atik yemeklik yag da kullanilmaktadir (Karmee vd.,
2015).

Biyodizel {iretiminde lipazlarin potansiyel kullanimi1 Candida antarktika
(Novozym 435) ve Photobacterium lipolyticum (M37) lipazlar ile yapilan karsilastirmali
bir calismada ortaya konmustur (Dalmaso vd., 2015). Arastiricilar M37’nin biyodizel
tiretimi i¢in en uygun tiir oldugunu bildirmislerdir. Biyodizel iiretiminde Proteus
mirabilis'in Urettigi metil esterin imit verdigi rapor edilmistir (Korman vd., 2013).
Hurmadan biyodizel tiretiminde Ralstonia sp.'den izole edilmis ve saflagtirilmis lipaz
CS274 basari ile kullanilmistir (Wang vd., 2014). Bu konudaki ¢alismalar tiim hiziyla

devam etmektedir.

1.4.2. Deterjan endiistrisinde lipazlar

Deterjanlarin kimyasal igerikleri ¢evre kirliligine neden olmakta ve ayn1 zamanda
canlilara da zarar vermektedir. Bu nedenle organik coziiciilerde yiiksek stabilite gdsteren
enzimler, zararli bilesenlerin yerine kullanilarak ¢evreye verilecek zarari dnlemektedir
(Gupta vd., 2004; Javed vd., 2018). Ayrica, diisiik sicakliklarda galigmalar1 nedeniyle
enerji tasarrufu da saglamaktadirlar (Hasan vd., 2006). Javed vd., (2018)’in arastirmasina
gore, sirketlerin ¢ogu su anda enzim bazli deterjan iiretmektedirler. Ayrica, deterjanlarda
enzimlerin bulunmasi, yag artiklariin giderilmesi ve tikanmis kanalizasyonlarin
temizlenmesi gibi sorunlar1 ¢ézmek amaciyla ev tipi bulagik makinelerine de lipaz
enziminin eklenmesi endiistriyel enzim kullanimini daha da 6nemli hale getirmektedir
(Ray, 2012; Adrio ve Demain, 2014). Su eklendiginde kimyasal baglarin par¢alanmasin

katalize eden lipazlar deterjanlara ilave edilmektedir (Sharma vd., 2001; Adrio ve
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Demain, 2014). Lipaz igerikli deterjanlar, lipit molekiillerini kirli substratlardan
pargalayarak, temizlenmis kumasin uzun omiirlii olmasini saglamaktadir (Javed vd.,
2018). Lipazlar, trigliseritleri mono-, digliseritler ile gliserol ve serbest yag asitlerine
dontistiirmektedir. Elde edilen iirlinler yaga gore daha kolay suda ¢doziinerek
uzaklagtirnlmaktadir (Hasan vd., 2006). Deterjanlarda kullanilan ilk ticari lipaz,
Thermomyces lanuginosus'tan izole edilmistir (Sharma vd., 2001). Staphylococcus
arlettae'dan izole edilen lipaz JPBW-1’in yag lekelerini giderdigi belirtilerek c¢amagir
deterjan1 formiilasyonlarinda bir katki maddesi olabilecegi bildirilmistir (Chauhan vd.,
2013). Benzer sekilde Staphylococcus sp. tarafindan iiretilen alkali lipaz ESW iyonik
olmayan ve anyonik yiizey aktif cisimlere karst asir1 stabilite gosterdigi i¢in deterjan
formiilasyonlarinda kullanilabilecegi belirtilmistir (Cherif vd., 2011). Ramakrishnan vd.,
(2016)’e gore laktik asit bakterisi Enterococcus faecium MTCC5695 (MTCC5695)'in

lipaz1 alkalin oldugu i¢in deterjan endiistrisinde kullanilabilmektedir.

1.4.3. Gida endiistrisinde lipazlar

Mikroorganizma kaynakli hidrolitik enzim olan lipazlar, gida, siit iirtinleri, alkollii
icecekler, siitlii ¢ikolata gibi tirlinlerdeki hidrolitik uygulama ile lezzetin artirilmasini
saglayarak diyet gida {retimi, et teknolojisi ve sosislerin islenmesi gibi gida
endiistrilerinde ticari olarak biiyiik bir 6neme sahiptir (Treichel vd., 2010). Ayrica, et,

meyveler, sebzeler gibi gidalarda lezzet artirici olarakta kullanilmaktadir (Cakar, 2016).

Gida tiretiminde LAB'nin lipolitik aktivitesi ile ilgili genis arastirmalar yapilmistir.
Gida endiistrisi gibi ¢esitli uygulamalarda da 6nemli bir yeri olan lipazlar, ¢esitli
reaksiyonlar gostermektedir. Lipazlar hiicre iizerinde veya hiicrelerin tiimiinde ortaya
cikan, LABin lipolitik aktivitesi pastirmanin tat ve dokusunu etkileyebilmektedir.
Burada lipolitik aktivite sorunlarin1 ¢ozerek lipolitik olarak degerlendirilmistir. Tespit
edilen lipolitik aktiviteler, gida endiistrisinde yeni gelismeler ve avantajlar yaratabilir.
Arastirmalarda pastirmadan izole edilen LAB'nin lipolitik aktivitelerini tespit ederek
bunlarin endiistride kullanilabilecegini Ongoérmistiir. Laktik asit bakteri lipazlar
gidalarda ozellikle de et iirlinlerinde lezzet artirmaya katkida bulunabilmektedir. Bu
nedenle gida iiretiminde LAB'nin lipolitik aktivitesi ile ilgili daha c¢ok arastirma
yapilmistir (Dinger ve Kivang, 2018). Lopes vd., (2002) fermente sosisten izole edilmis

laktobasillerdeki lipaz aktivitesini tespit etmistir.
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Gida smifi bir mikroorganizmadan gelen Lactobacillus lipazinin 6zellikleri, gida
endistrisinde lipaz kullaniminda bazi gelismeler ve avantajlar saglayabilecegi i¢in ¢ok

bliyiik bir 6nem tasiyabilir (Lopes vd., 2002).

1.4.4. Kagit endiistrisi

Kagit hamuru ve kagit yapimi i¢in, trigliseritler ve mumlar sorun olusturmaktadir.
Kagit yapiminda, bu maddelerin kagit hamurundan uzaklastirilmast icin lipazlar

kullanilmaktadir (Arpigny ve Jaeger, 1999; Sharma vd., 2001).

1.4.5. Yag endiistrisi

Lipazlar dogada diisiik su seviyesinde esterifikasyon reaksiyonunu katalize ederek
ester baglarim1 parcalamaktadir. Yag kimya endiistrisinde hidroliz, esterifikasyon,
asidoliz, alkoliz ve aminoliz sirasinda sicakligin stabil olmasi i¢in lipazlar

kullanilmaktadir.

Lipaz enzimi kullanilarak yapilarindaki farklilik nedeniyle daha az degeri olan
yaglar daha degerli ve istenilen 6zelliklere sahip tliriinlere doniistiiriilmektedir (Castro vd.,
2004; Ray, 2012). Ayrica, hidroliz yaparak toplu yag asidi tiretiminden dolay1 endiistride
biiylik bir 6nemi de bulunmaktadir (Ray, 2012).

1.4.6. Cevre Kkirliliginin giderilmesinde lipazlar

Yag dokiilmelerinde, yagla kirlenmis sularin biyolojik olarak temizlenmesinde
Candida antarctica, Pseudomonas cepacia, Yarrowia lipolytica, Pseudomonas
aeruginosa ve Carica papaya'nin lipazi potansiyel bir kaynaktir. Yag dokiilmelerinde,
yaglarda ve yagla kirlenmis su kiitlelerinin temizlenmesinde katkis1 olan ve bu sayede
biyolojik su temizlemesine yardimeci olan, yagin kirlenmesini Onleyen lipaz igin
potansiyel kaynaklart oldugu bilinmektedir (Banat, 1995). Lipazlar ayrica farkh
endiistriyel ve belediye atiklarinin biyolojik olarak giderilmesinde de kullanilmaktadir

(Shafqgat vd., 2015).
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1.4.7. Medikal uygulamalarda lipazlar

Lipaz, bir yag-su arayiiziinde trigliseritlerin tersinir hidrolizini katalize ederek,
gliserol ve yag asitlerine doniistiirmektedir (Rahman ve Basri, 2006; Javed vd., 2018). Bu
ozelliginden dolay1 biyoteknolojide biyokatalizor olarak kullanilan lipazlar viicutta
yakilan yag dokusunu azaltarak sentezlenen yag miktarin1 da kontrol etmektedir. Yag
metabolizmasinin baslica enzimi olan lipaz sindirime yardimci olarak kullanilmaktadir.
Kolesterol diisiiriicii ilaglar gibi bir¢ok ilag igeriginde de lipaz enzimi bulunmaktadir

(Cakar, 2016).

1.4.8. Kozmetik endiistrisinde lipazlar

Sabunlar, el ve yiiz kremleri, sampuanlar ve parfiim icerikleri gibi kozmetik
iiriinlerde yaglarin uzaklastirilmasi amaciyla lipazlar kullanilmaktadir (Cakar, 2016).
Ayrica, kozmetik endiistrisinin 6nemli bileseni olan siirfektanlarin tiretimi icinde lipazlar
kullanilmaktadir (Pandey vd., 1999). Candida cylindracea, Rhizomucor meihei, Candida
antarctica'dan tiiretilen lipazlar, sac iirlinlerinde ve yag Onleyici kremler gibi kisisel

bakim {irlinlerinde kullanilmaktadir (Gurung vd., 2013).

1.4.9. Biyosensor olarak lipazlar

Candida rugosa’ min lipazi kullanilarak gelistirilen potansiyometrik biyosensorler,
tarimda metil-parathion ve tributyrin gibi organofosforlu pestisitlerin belirlenmesinde
kullanilmistir (Kynclova vd., 1995). Fungi lipaz1 ile hazirlanan problar, trigliseritlerin
tesbitinde (Imamura vd., 1989), kan kolesteroliinii ve trigliseritleri biyo-algilamada

kullanilmaktadir (Fukumoto vd., 1963).

1.4.10. Bakteriyel lipaz iiretiminde son gelismeler

Endiistride maliyeti az, basit ve kisa zamanda iiretim yapilmasi igin iiretim
stireglerinin gelistirilmesi yeni lipazlarin gelistirilmesine sebep olmaktadir (Gupta vd.,
2004; Sarmah vd., 2018). Ayrica, lipaz talebinin artmasi, yeni lipazlarin arastirilmasina
neden olmaktadir (Gupta vd., 2004). Enzimlerin, artan aktivite, iiretkenlik, 1s1l kararlilik,
tekrar kullanilabilirlik, enantiyoselektif, organik c¢oziiciilere karsi tolerans, vb. gibi
gelismis 0zellikleri bulunan endiistriyel lipaz isteklerini karsilayacak sekilde tasarlanmasi
icin genetik ve biyoteknolojik araglarinin kullanilmasini gerektirmektedir. Lipazlar ¢esitli
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alanlarda kullanilabilmektedir. Endiistriyel kullanimlar1 i¢in miktar ve nitelik olarak
lipazlarin miihendisligine ihtiya¢ bulunmaktadir (Sarmah vd., 2018). Gilinlimiizde, lipaz
tireten mikroorganizmalar ¢ok iyi sonuclar vermesine ragmen yeterli olamamaktadirlar
(Treichel vd., 2010). Varolan teknik uygulamalar lipazlarin 6zelliklerini gelistirerek, yeni
uygulama alanlar1 i¢in 6zel iiretilmis yeni enzimlerin ortaya g¢ikmasina yardimci
olmaktadir (Gupta vd., 2004). Yeni 6zelliklere sahip enzimlerin belirli bir uygulama i¢in
iiretilmesini saglayan miihendislik lipazlar1 da giiniimiizde 6ne ¢ikmakta ve zamanla daha
da ¢ok kullanilacag1 6ngoriilmektedir (Treichel vd., 2010).

Lipazlarin ozellikleri, protein miihendisligi ve genetik miihendisligi ile
gelistirilerek uygulama alanlarin1 ve kosullarin1 genisletmektedir. Enzimin gida isleme
teknolojisinde etkili ve verimli bir biyokatalizér olarak kullanilmasinda enzimlerin
immobilizasyonundaki yenilikler cok onemli hale gelmektedir (Ray, 2012).

Bakteriyel lipazlarda yapilan miihendislik ¢alismalari i¢in en uygun kosullar bakteri
tiirli ve biiyiime kosullar ile iliskili olmaktadir. Yiizey hidrofobikligi, enzim aktivitesi,
organik ¢oziiciilerde ve yiiksek sicaklikta stabilite, proteolitik direng ve substrat toleransi
miihendislik ¢aligmalarinda gelistirilen bakteriyel lipazlarin 6zelliklerini olusturmaktadar.
Son yillarda bakteriyel lipazlarla ilgili yogun olarak calisilmaktadir. Ancak, saflagtirma,
katalitik karakterizasyon ve lipazlarin daha genis uygulamalari hakkinda ayrintili

caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir (Javed vd., 2018).

Kimyasal katalizorlerin yerini alacak, uygulama kosullar1 altinda stabil olan
lipazlarin gelecekte tasarlanacagi diisiiniilmektedir (Ramyasree ve Dutta, 2013; Javed vd.,
2018). Enzimlerin 6zellikle hareket edebilecekleri substrat aralifina gore direncli, cok
yonli ve katalize ettikleri reaksiyonlar icin yiiksek bir spesifiklige sahip olmalari
istenmektedir. Ayrica, mikrobiyal lipazlarin tiretiminde genetik ve cevresel manipiilasyon
kolaylig1; katalitik aktivitelerle degistirilmis enzim {iretimi i¢in ¢ok faydali olmaktadir
(Javed vd., 2018). Bu konuda ¢ok fazla aragtirma yapilmasi lipaz teknolojisinin daha da
gelisecegini ortaya koymaktadir (Ray, 2012).

Yeni biyokatalizorleri gelistirmek zor ve karisik olmaktadir. Enzimlerin islevlerinin
istenilen Ozellikte olmasi i¢in enzimler iki sekilde modifiye edilebilmektedir. Bunlar,
biyokatalizorlerin rasyonel yeniden tasarimi ve rastgele iiretilen kiitliiphanelerde istenen

fonksiyonu arayan birlestirici methodlardir (Adrio ve Demain, 2014).

19



Yap1 ve fonksiyon ile modern genetik miihendislik yontem bilgilerinin birlikte
kullanilmasi, yeni uygulamalarin bulunmasi ve endiistriyel gereksinimlerin karsilanmasi
icin umut vericidir. Klonlanan ve biyokimyasal olarak karakterize edilen yeni mikrobiyal
lipazlar artmaktadir. Rasyonel protein miihendisligi, mutajenez ve yonlendirilmis evrim
yoluyla, enzim istenen Ozelliklere gore gelistirilip, degistirilebilmektedir. Metagenomik
DNA'min dogrudan klonlanmasi yoluyla yeni sirali ve dogal olmasi, bulunamamis
mikrobiyal konsorsiyumlarin taranmasina ve tanimlanmasinda yararli olmaktadir. Yine
de daha hizli ve yiiksek verimli tarama sistemlerinin gelistirilmesi bu tekniklerin basarisi

icin gerekli olmaktadir (Gupta vd., 2004).

Genom avcilig1 ve veri madenciligi ile yeni enzimler bulunabilmektedir. Molekiiler
yaklagim ile yeni ve gelismis lipazlarin, metagenomik yaklagimla yonlendirilmis evrim
ve komunitenin kesfedilmesine yoneltmektedir (Gupta vd., 2004; Adrio ve Demain,
2014). Yonlendirilmis evrim, elektrosprey iyonizasyon kiitleleri spektrometresine (ESI-
MS) dayanan ultra yiiksek verimli tarama sistemi ve faz goriintiilleme teknikleri ile

tasarlanan lipazlar da gelistirilebilecektir (Ray, 2012).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Laktik asit bakteri izolatlar1

Calismada, Eskisehir Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda daha dnceki ¢alismalarda gesitli siit 6rneklerinden izole
edilmis toplam 50 laktik asit bakteri izolat1 alinmistir. Daha sonra bu izolatlar MRS (de
Man, Rogosa and Sharpe) broth ve M17 broth’a ekilerek 37°C'de 24 saat %10 COz
kosullar1 altinda inkiibe edilmistir. Gelisen kiiltiirler M17 agara ekilerek 24-48 saat
37°C'de %10 CO: kosullarn altinda inkiibe edilmis ve olusan kolonilerin &zellikleri
incelenerek safliklart kontrol edilmistir. Saf kiiltiirler %25°lik gliserolde -86°C’de

kullanilincaya kadar muhafaza edilmistir.

2.1.2. Cahsmada kullanilan besiyerleri

2.1.2.1. MRS broth

MRS broth (Merck VMS815661 748) 52,2 g tartilarak 1000 ml distile su ile
coziildiikten sonra 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

2.1.2.2. M17 broth

M17 broth (Merck) 42.5 g, tartilarak 1000 ml distile su ile ¢oziildiikten sonra
121°C'de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

2.1.2.3. MRS agar

MRS agar (Merck VM840060 833) 68,2 g tartilarak 1000 ml distile su ile
coziildiikten sonra 121°C'de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

2.1.2.4. M17 agar

M17 broth (Merck VM118029 029) 42,5 g, agar (Merck) 15 g tartilarak 1000 ml
distile su ile ¢oziildiikten sonra 121°C'de 15 dk otoklavda steril edilmistir.
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2.1.2.5. Lipaz besiyeri 1 (Tributrin agar)

Meat extract 2 g (Difco)
Trypton 10 g (Difco)
Yeast Extract 4 g (Difco)
KH>POq4 6 g (Merck)
MgSOs4 x H20 0.25 g (Merck)
MnSO4 x 4H>0 0.05 g (Merck),
Agar 13 g (Merck)
Distile su 1000 ml

Yukarida verilen bilesenler tartilmis ve hacim 1000 ml distile su ile tamamlanarak
karigsmasi i¢in vortekslenmistir. HCl ile pH 6.5 “a ayarlandiktan sonra 121°C'de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir. 50 ml distile su ile 0.0005 g Rhodamine B karigsimi
hazirlanmistir. Steril besiyerine 0,22 pum filtreden gecirilerek steril edilen 5 ml

Rhodamine B karisimi ve 1 ml tributrin ilave edilmistir.

Lipaz besiyeri 1 tributrin yerine Tween 80 veya zeytinyagi konularak diger

bilesenleri ayni olacak sekilde de hazirlanmstir.

2.1.2.6. Lipaz tayin ortami

%3 Yeast extract
%3 Sukroz

0.1 g/l CaSOq4

0.5¢g/1 KH2PO4

0.1 g1 MgSO4x 7H20
%1 Tributrin

1L Distile su

Yukarida verilen bilesenlerin karigmasi i¢in vortekslenip, pH’1 6.5’a ayarlanmistir.
Hazirlanan besiyeri 250 ml’lik erlende 50 ml olacak sekilde dagitilarak 121°C'de 15

dakika otoklavlanip steril hale getirilmistir.
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Lipaz tayin ortaminda agagidaki gibi bazi degisiklikler yapilarak da lipaz tayin
ortam1 hazirlanmistir.

-Sukroz yerine %3 glikoz veya %3 laktoz konulmustur.

-Yeast extrakt ve sukroz yerine %5 ve %10 zeytin atig1 veya %50 ve %100 peynir
alt1 suyu konulmustur.

-Yeast extrakt oranlar1 %2 ve %S5 olarak degistirilerek hazirlanmistir.

-Besiyerine %2, %5 oranlarinda pepton ve ayr1 olarak %2, %5 oraninda amonyum
siilfat ilave edilmistir.

-Ayrica pH’15.5, 7.5 olacak sekilde de hazirlanmustir.

2.1.2.7. Mueller Hilton agar

Mueller-Hilton agar (CMO0337 OXOID) 38 g tartilarak 1000 ml distile su ile
coziildiikten sonra 121°C'de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

2.1.2.8. Mueller Hilton broth

Mueller-Hilton broth (M391 HIMEDIA) 21 g tartilarak 1000 ml distile su ile
coziildiikten sonra 121°C'de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

2.1.2.9. Todd-Hewitt agar
Et ekstrakt1 (450g yagsiz et) 100 ¢g

Tripton 200¢g
Glikoz 20¢g
Sodyum bikarbonat 20¢g
Sodyum Kloriir 20¢g
Disodyum fosfat 04¢g

Yukarida verilen bilesenler vortekslenip, pH’1 7.8’e ayarlanmistir. 121°C'de 15
dakika steril edilmistir. Besiyerine 30 g/l jelatin ilave edilmistir.

2.1.3. Cahismada kullanilan kimyasallar ve cozeltiler

Gliserol %20 ve %80 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanilmistir.

Tributrin
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50 mM Tris-HCI: 0,606 g Tris-HCI1 60 ml distile su ile karigtirilip hacmi distile su
ile 100 ml ye tamamlanmustir. pH 7 ve pH 9’a ayarlanarak kullanilmistir.

Tris-HCI, p-nitrophenol ¢ozeltisi: 0,4 mg p-nitrophenol ile 10 ml Tris-HCI (50 mM
pH 7) vortekslenerek karistirilmistir.

2.1.3.1. Enzim aktivite tayini icin substrat

1.Cozelti: 400 pl Triton X, 0.1 g gum arabik ve pH’1 7 olan 100 ml Tris-HCl ile 100
°C'de 7 dk 1sitilarak karisgtirilmigtir. Ayrica Tris HCI yerine farkli pH’lardaki tamponlar
kullanilarak da hazirlanmistir.

2.Cozelti (subtrat): 30 mg p-NPP, 10 ml isopropil (2-propanol) ile ¢oziilmiistiir.

2.1.3.2. Farkh pH’larda tamponlarin hazirlanmasti

50 mM sodyum fosfat buffer cozeltisi: 0.2651 g monosodyum fosfat, 0,8253 g
disodyum fosfat ve 100 ml distile su karistirilarak pH’1 6, 7, 8 olacak sekilde HCI ile
ayarlanarak ilgili deneylerde kullanilmistir.

pH 3 i¢in hazirlanan tampon ¢6zelti (100 mM): Sodyum citrat dihidrat (0.136 g)
ve citric acid (0.872 g) 80 ml distile su ile sirastyla karistirilarak pH 3’e ayarlanmis ve
distile su ile 100 m1’ye tamamlanmustir.

pH 5 i¢in hazirlanan tampon ¢ozelti (100 mM): Sodyum asetat (0.552 g) ve acetic
acid (0.196 g) verilen degerlerin yaris1 kullanilarak 80 ml distile su ile karigtirilmis ve pH

5’e ayarlanarak balon jojode 100 ml’ye tamamlanmuistir.

pH 11 i¢in hazirlanan tampon ¢ozelti (100 mM): Glisin (3.753 g) ve NaOH (2 g)
tartilarak distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak pH’1 10 ve 11°e¢ HCI kullanilarak

ayarlanmistir.

2.1.3.3. Farkh ¢ozeltilerin hazirlanmast

MnCl,, CuCl,, MgClh, KCIl, NiCl,, CaCl,, HgCl,, ZnCl,, Urea, EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic acid), SDS (Sodyum dodesil siilfat) cozeltilerini (10 Mm)
hazirlamak i¢in hepsinin molekiil agirligt mg olarak tartilip 100 ml distile su ile
tamamlanmaistir.

Tuz Soliisyonlart: %1, %5, %15, %20, %25 oraninda NaCl tartilarak 10 ml distile
su ile tamamlanmistir.
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2.1.3.4. Coommassie Brillant Blue G-250:
100 mg Commassie Brillant Blue G-250 %95°1ik 50 ml etil alkolde ¢oziilerek 100

ml %85’lik fosforik asitle karistirilmistir. Son hacim saf su ile 1L’ye tamamlanmistir.

Boya filtre kagidindan siiziildiikten sonra kullanilmistir.

2.2. Metodlar

2.2.1. Kiiltiirlerin gelistirilmesi ve safliklarinin kontrol edilmesi

Stoktan ¢ikarilan kiiltiirler M17 brotht’a ekilerek 37°C’de 24 saat %10 CO»
kosullart altinda inkiibe edilmistir. Gelisen kiiltiirler M17 agara ekilerek 24-48 saat
37°C’de %10 CO; kosullar1 altinda inkiibe edilmistir. Olusan kolonilerin 6zellikleri
incelenmis ve katalaz testi yapilmistir. Katalaz negatif kiiltiirler gram boyama ile

mikroskop altinda incelenmistir.

2.2.1.1. Katalaz testi
Onsekiz yirmidort saatlik taze kiiltiirler tizerine %3 H20. damlatilarak gaz ¢ikisi
olup olmadigr gozlenmistir. Gaz c¢ikist olmayan izolatlar katalaz negatif olarak

degerlendirilmistir.

2.2.1.2. Gram boyama

M17 agarda gelisen Kkiiltiirlerden gram boyama yapilip mikroskop altinda
incelenmistir. Preparat hazirlanarak, kristal viyole 1 dakika bekletilip yikanmistir. Daha
sonra 1 dakika liigol ile muamele edilip yikanmistir. Ardindan %96’lik etil alkol ile 2-3
kez yikandiktan sonra preparat su ile yikanmis ve safranin ile 45 sn boyanip su ile
yikanarak, preparat kurutulmustur. Immersiyon yagi kullanilarak objektifte incelenmistir.
Mor renk gram pozitif, pembe-kirmizi renk gram negatif olarak degerlendirilmistir.

Saf olmayan kiiltiirler tekrar ekilerek saf kiiltiir elde edilmistir. Gram pozitif katalaz

negatif suslar ¢alismalarda kullanilmigtir.
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2.2.2. Lipaz iiretimini etkileyen faktorlerin belirlenmesi

2.2.2.1. Lipaz aktivitesi gosteren laktik asit bakteri izolatlarinin secimi

Laktik asit bakteri izolatlarin arasinda lipaz aktivitesi gosteren izolatlar1 segmek
icin tributrin iceren Lipaz besiyeri 1’e kiiltiirler vortekslendikten sonra 50 upl ekim
yapilmig ve 48 saat 37°C'de %10 CO: kosullarinda inkiibe edilmistir. Ayn1 sekilde
zeytinyag1 ve Tween 80 igeren lipaz besiyeri 1’e ekim yaparak, ayni1 kosullarda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyerinde olusan seffaf bdlge (zon) cetvel yardimiyla

Olciilmistiir (Ko vd., 2005). Biitiin ¢calismalar 2 paralel olarak yiirtitiilmiistiir.

2.2.2.2. Laktik asit bakterilerinin lipaz besiyerindeki gelismesine sicakligin etkisinin

belirlenmesi

Sicakligin etkisi kat1 ve sivi besiyerinde belirlenmistir.

Kat1 besiyerinde; Secilen laktik asit bakterileri 37°C'de 24 saat %10 CO:
kosullarinda inkiibe edilerek gelistirilmistir. Lipaz 1 kat1 besiyerine 5 pl kiiltiirlerden
ekim yapilmustir. Plaklar 4°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C sicakliklarda
48 saat inkiibe edilerek bakterilerin gelisme durumu incelenmistir. Agar iizerinde
koloninin gelisme durumu ve olusan seffaf bolge kontrol edilerek degerlendirilmistir.
Biitiin ¢aligmalar 2 paralel olarak uygulanmistir.

S1v1 besiyerinde; daha sonra secilen laktik asit bakterileri 37°C'de 24 saat %10 CO2
kosullarinda inkiibe edildikten sonra 600 nm’de OD.1’e ayarlanip deney tiiplerinde
bulunan 10 ml’lik lipaz tayin ortamina 2 paralel ekim yapilmistir. Deney tiipleri 4°C,
20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C sicakliklarda 48 saat inkiibe edilerek lipaz aktivitesine
sicakligin etkisi arastirilmistir (Bharathi vd., 2018).

2.2.2.3. Secilen laktik asit bakterilerinde lipaz iiretimi

Tributrin iceren lipaz besiyeri 1°de en 1yi aktivite gosteren 11 bakteri secilmistir.
Secilen bakteriler M17 agar da 37°C'de 48 saat boyunca inkiibe edildikten sonra tek
koloni olarak M 17 broth’a ekilmislerdir. M17 broth’da gelisen kiiltiirler 37°C'de 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Kiiltiirler, spektrofotometrede 600 nm de OD 1 olacak sekilde
ayarlanmistir. Daha sonra 10ml olarak tiiplere dagitilan lipaz tayin ortamina %1 oraninda

kiiltiirlerden ekim yapilmistir. 37°C'de 48 saat %10 CO; kosullarinda inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyondan sonra kiiltiirler 4°C 9000 rpm de 30 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Olusan siipernatant pelletten ayrilarak steril falkona aktarilmis ve lipaz aktivitesi
belirlenmistir (Bkz. Gorsel 2.1). Pellet ise steril falkonda -20°C’de dondurucuda

saklanmistir. Biitlin ¢alismalar ¢ift paralel olarak yapilmistir.

-l

Gorsel 2.1. Lipaz iiretim ortaminda gelisen kiiltiirlerden elde edilen siipernatant

2.2.2.4. Lipaz aktivitesinin belirlenmesi

Lipaz aktivitesi ekstraselliiler enzimler ve intraselliiler enzimlerde belirlenmistir.

Ekstraselliiler enzim aktivitasinin belirlenmesi: Lipaz aktivitesi spektrofotometrik
olarak belirlenmistir. p-nitrofenilpalmitat (p-NPP) substrat olarak kullanilmistir. Lipaz
aktivitesini belirlemek icin 96 kuyucuklu eliza petrisine 50 mM Tris-HCl icinde
hazirlanan %0,4 tritonX-100 ve %0,1 gum arabik iceren (pH 7) cozeltiden 135 pul, 10 ml
izopropil ile hazirlanan 30 mg p-NPP ile hazirlanan ¢ozeltiden 15 pul konulmustur. Plaklar
oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra her kuyucuga hazirlanan
siipernatantlardan 50 pl ilave edilmistir. Hazirlanan eliza petrileri 37°C’de %10 CO»
kosullarinda 1 saat bekletildikten sonra renkteki degisim spektrofotometrede 405 nm’de
okunmustur (Arora, 2013).

Intraselliiler (peletteki) Enzim Aktivitesi: Siipernatanttan ayrilan pelet 4 ml 50 mM
Tris HCI tamponda (pH 7) siispanse edildikten sonra buz i¢ine yerlestirilmis ve 30 W’da
ldakika sonikasyon uygulanmistir. Daha sonra 4°C 9000 rpm’de 30 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Pelet ayrilarak siipernatanttaki intraselliiler enzim aktivitesi

belirlenmistir (Meyers vd., 1996).
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2.2.2.5. Substrat sicakliginin lipaz iiretimine etkisinin belirlenmesi

Enzim iiretimini belirlemek icin 96 kuyucuklu Eliza petrisine 50 mM Tris-HCI
icinde hazirlanan %0,4 tritonX-100 ve %0,1 gum arabik iceren (pH 7) ¢ozeltiden 135 pl,
10 ml izopropil ile 30 mg p-NPP ile hazirlanan ¢ozeltiden 15 pl konulmustur. Hazirlanan
Eliza petrileri 4°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C sicakliklarda 10 dk
bekletildikten sonra her kuyucuga hazirlanan siipernatantlardan 50 pl ilave edilmis ve
belirlenen sicakliklarda 1 saat bekletilmistir. Daha sonra spektrofotometrede 405 nm’de

degerlendirilmistir. Biitiin okumalar 4 paralel olacak sekilde yapilmistir.

2.2.2.6. Karbon kaynaklarinin enzim iiretimine etkisi

Lipaz aktivite tayin ortamina karbon kaynagi olarak, sukroz yerine %3 glikoz ve
%3 laktoz kullanilmustir. Uretilen lipaz enziminin aktivitesi belirlenerek en etkili karbon
kaynagi belirlenmistir. Test bakterileri 2.2.2.3’te verilen yonteme gore sadece
besiyerindeki sukroz yerine glikoz ve laktoz kullanilarak gelistirilmis ve 2.2.2.4’te verilen

yonteme gore de enzimin aktivitesi belirlenmistir.

2.2.2.7. Azot kaynaklarinin enzim iiretimine etkisi

Lipaz aktivite tayin ortamina azot kaynag1 olarak %2 ve %5 oranlarinda pepton,
amonyum siilfat ve yeast extrakt kullanilarak iiretilen enzimin aktivitesine etkisi
belirlenmistir. Test bakterileri 2.2.2.3’te verilen yonteme gore besiyerine azot kaynagi
olarak farkli konsantrasyonlarda pepton, amonyum siilfat ve yeast extrakt ilave edilip

gelistirilmistir. 2.2.2.4’te verilen yonteme gore de enzimin aktivitesi belirlenmistir.

2.2.2.8. pH’nin enzim iiretimine etkisi

Lipaz aktivitesine pH’1n etkisini belirlemek i¢in lipaz tayin ortaminin pH’1 5.5, 6.5,
7,5’e ayarlanmistir. Test bakterileri 2.2.2.3’te verilen yonteme gore farkli pH’lardaki
lipaz tayin ortaminda gelistirilmistir. 2.2.2.4’te verilen yonteme gore de enzimin aktivitesi

belirlenmistir.
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2.2.2.9. Calkalamanin enzim iiretimine etkisi

Lipaz aktivitesine ¢alkalamanin etkisini belirlemek i¢in test bakterileri 2.2.2.3’te
verilen yonteme gore statik ve 120 rpm ¢alkalamali etiivde gelistirilmistir. 2.2.2.4’te
verilen yonteme gore de enzimin aktivitesi belirlenmistir. Deneyler cift paralel olarak

yuriitillmustiir.

2.2.2.10. Lipaz iiretimine inkiibasyon siiresinin etkisi

Lipaz aktivitesine inkiibasyon siiresinin etkisini belirlemek icin test bakterileri
2.2.2.3’te verilen yonteme gore 24 saat, 48 saat, 72 saat inkiibe edilmistir. 2.2.2.4’te
verilen yonteme gore de enzimin aktivitesi belirlenmistir. Deneyler cift paralel olarak

ylritilmistir.

2.2.3. Lipaz iiretiminde farkh substratlarin kullanilabilirliginin belirlenmesi

Peynir alt1 suyu %50 ve %100, zeytin atig1 ise ogiitiilldiikten sonra %5 ve %10
olacak sekilde kullanilarak iiretilen enzimin aktivitesine etkisi belirlenmistir. Test
bakterileri 2.2.2.3’te verilen yOnteme gore besiyerine yeast extrakt ve sukroz
kullanilmadan peynir alt1 suyu veya zeytin atig1 ilave edilerek gelistirilmistir. 2.2.2.4’te
verilen yonteme gore de enzimin aktivitesi belirlenmistir. Deneyler cift paralel olarak

yiriitilmistir.
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2.2.4. p-Nitrofenol icin standart egrinin hazirlanmasi

p-Nitrofenilpalmitat ile hidrolize olmasi sonucunda p-nitrofenol olusmaktadir.
Meydana gelen nitrofenolii belirlemek i¢in 0,4 mg p-nitrofenol, 10 ml 50 mM’lik Tris
HCI ile tiip igerisinde vortekslenmistir. Buradan bir seri farkli miktarlarda p-nitrofenol
iceren tiipler hazirlanmistir (Bkz. Gorsel 2.2). Seri olarak hazirlanan p-Nitrofenol-Tris
HCl ¢ozeltisi 96 kuyucuklu eliza petrisine konmustur (Bkz. Gorsel 2.3). Olusan nitrofenol
miktart spektrofotometrede 410 nm’de tespit edilerek nitrofenol standart egrisi

belirlenmistir (Bkz. Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Nitrofenol standart egrisi
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2.2.5. Enzim tretimi

Yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglar dikkate alinarak enzim iiretimi i¢in 500
ml’lik lipaz tayin ortami hazirlanmistir. Lipaz tayin ortaminda azot kaynagi olarak %5
pepton, karbon kaynagi olarak %3 glikoz konulmus ve diger bilesenler sabit kalmistir.
Lipaz ortam1 pH’1 ise 6.5-7 arasinda ayarlanmistir. %10 CO> kosullarinda 37°C’lik
calkalamal: etiivde 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 9000 rpm
4°C’de 30 dk santrifiij yapilmistir. Elde edilen filtrata sogutulmus aseton 1:5 oraninda
olacak sekilde karistirilarak 24 saat 4°C de bekletilmis ve 9000 rpm, 4°C’de 15 dk
santrifiij yapilmistir (Bkz. Gorsel 2.4).

Gorsel 2.4. Secilen izolatlarin lipaz tayin ortanmindaki geligimleri

2.2.6. Enzimin kismi saflastirilmasi

Diyaliz tiiptine (Sigma PURX12015) enzimden 3 ml konulmustur. Tris HCI
tamponu icgine diyaliz tiipii yerlestirilmistir. 24 saatte bir Tris HCI tamponu

degistirilmistir. 48 saat sonunda ise kismi olarak saflasan enzim deneylerde kullanilmistir.

2.2.7. Enzim aktivitesinin hesaplanmasi

Izolatlarin lipaz aktivitesinin belirlenmesi igin substrat olarak p-Nitrofenilpalmitat
(p-NPP, sigma) kullanilmistir. p-Nitrofenilpalmitat’in enzimatik hidrolizi sonucunda
olusan p-Nitrofenol spektrofotometrede 405 nm’de tespit edilmistir.

Lipaz iinitesi (U) birim zamanda (dakika) 1 pmol p-Nitrofenol aciga ¢ikaran enzim
miktar1 olarak belirlenmistir. Hesaplamalar standard p-Nitrofenol egrisi kullanilarak
yapilmustir.

[k 6nce ekstinksiyon katsayis1 asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

Egim=¢.d=y2-y1/x2-x1
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€: Molar ekstinksiyon katsayisi (M-cm-1)

d: Isik yolu

y1: Absorbansin ilk degeri

y2: Absorbansin son degeri

x1: p-nitrofenol konsantrasyonunun ilk degeri

x2: p-nitrofenol konsantrasyonunun ilk degeri

Molar ekstinsiyon katsayisinin degeri absorbansi veren maddenin degisimi ve
absorbansi arasindaki sabit oranin ifade seklidir (Telefoncu, 1993).

Molar ekstinsiyon katsayisi hesaplandiktan sonra lipaz aktivitesi (U/ml) asagidaki
formiile gore belirlenmistir.

A (U/ml) = mmol/min/ml) =AA.Vt/e.d.Vg

AA: Dakikadaki absorbans degisimi

Vrt: Toplam reaksiyon hacmi

e: Ekstinksiyon katsayisi

d: Isik yolu (cm)

VEe: Ornek hacmi

2.2.8. Protein miktarinin belirlenmesi

Lipaz enziminin protein miktar1 Bradford yontemi ile belirlenmistir (Bradford,
1976). Bu yontemde Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin, proteinin asidik ve bazik
gruplar1 ile reaksiyona girerek renk olusturmasi esasina dayanmaktadir. Coomassie
Brillant Blue G-250 boyasi negatif yiiklii olup rengi kirmizidir. Proteindeki pozitif yiiklii
gruplarla birlesince mavi olugsmaktadir. Reaksiyondan sonra renk olugmaktadir. Olusan
renk 590 nm’de spektrofotometrede degerlendirilerek belirlenmistir.

Enzimin protein miktarin1 bulmak i¢in 6ncelikle standart bir grafik hazirlanmistir.
Si1gir serum alblimin (BSA) protein standarti olarak kullanilmistir. BSA’ nin 1 mg/ml’lik
standart ¢Ozeltisi hazirlanarak buradan ultra saf su ile bir seri seyreltileri hazirlanmistir.
Hazirlanan dillisyonlardan kuyucuklara 20 pl aktarilmistir. Kore ise 20ul distile su
konulmustur. Biitiin kuyucuklara Coomassie Brillant Blue G-250 boyasindan 200 pl ilave
edilerek karigtirilmis ve 5 dakika sonra 595 nm dalga boyunda kore karsi okutularak
standart grafik ¢izilmistir (Bkz. Sekil 2.2). Bu grafikten yararlanarak protein miktar

hesaplanmastir.
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Sekil 2.2. Protein standart grafigi

2.2.9. Elektroforez

2.2.9.1. Lipazin molekiil agirliginin belirlenmesi

Enzimin molekiil agirligi Laemmli yontemine (1970)’e gére SDS-PAGE (sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi) ile belirlendi. SDS-PAGE i¢in hazirlanan
cozeltiler agsagida verilmistir.

%30’luk akrilamid/N,N’metilenbisakrilamid karisimi: 30 g akrilamid ve 0,8 g
N,N’metilenbisakrilamid 100 ml distile su ile ¢oziilmiistiir. Isik gormeyecek sekilde
4°C’de muhafaza edilmistir.

Ayirma Tamponu: 1,5 M Tris-HCI hazirlanip HCl ile pH’1 8.8’e ayarlanmugtir.

Yogunlastirma Tamponu: 0,5 M Tris-HCl hazirlanip HCI ile pH’1 6.8e
ayarlanmistir.

Amonyum persiilfat: %10’luk amonyum persiilfat distile su ile taze hazirlanmstir.

Sodyum dodesil siilfat (SDS): %10’luk SDS distile su ile ¢oziilerek hazirlanmistir.

Coomassie Blue G-250 Cozeltisi:

Coomassie Blue 100 mg
Metanol (%50) 200 ml
Asetik asit (%10) 35 ml

Yukarida verilen degerlere gére metanol (%50) de Coomassie Blue coziilerek,

asetik asit (%10) eklenmistir. Tamami 500 ml olacak sekilde distile su ile hazirlanmistir.
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SDS-PAGE Ayirma Jeli Oranlar1 (10 ml icin):

H>O 3,3ml
%30 akrilamid karigimi1 4 ml

1,5M Tris (PH8.8) 2,5 ml
%10 SDS 0,1 ml

%10 Amonyum persiilfat 0,1 ml
TEMED 0,004 ml
Yukarida verilen oranlara goére hazirlanmigtir.

SDS-PAGE icin Yiikleme Jeli Oranlari (2 ml icin):

H>O 1,4 ml

%30 akrilamid karisimi 0,33 ml
1.0 M Tris (PH6.8) 0,25 ml
%10 SDS 0,02 ml

%10 Amonyum persiilfat 0,02 ml
TEMED 0,002 ml
Yukarida verilen oranlara gore hazirlanmistir.

5X Elektroforez Tampon:

Tris-Base O¢
Glycin 432 ¢
SDS 3g
Distile su 600 ml

Yukaridaki malzemeler tartilip 600 ml distile suda ¢oziindiikten sonra pH’1 8.3’e
ayarlanmistir. Kullanirken 1:5 oraninda distile su ile 1X elektroforez tampon yapilmistir.

Jel Hazirlanist:

Yukarida verilen oranlara gore %12’lik SDS-PAGE ayirma jeli, SDS-PAGE
yiikleme jeli ve 5X elektroforez tampon hazirlanmistir. Oncelikle, SDS-PAGE ayirma jeli
hazirlanip mini elektroforez (Bio-Rad, Mini PROTEAN) camlar1 arasina konularak
diizgiin olabilmesi i¢in iizerine distile su ile tamamlanmistir. 37 °C’lik etiivde 15 dk
bekletilip kurutulmustur. Sonra ise SDS-PAGE yiikleme jeli konularak tarak
yerlestirilmistir. 37 °C’lik etiivde 15 dk bekletilmistir.
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Orneklerin Hazirlanmasi ve Jele Konulmasi:

Tarak jele zarar vermeden cikarilmistir. Protein yiikleme boyasiyla boyanan
ornekler 20 pl olarak kuyucuklara konulmustur. Jel tankin igine yerlestirilerek lizerine 1X
elektroforez tampon konulmustur. Gii¢ kaynagi (BIO-RAD) ile 100 V verilerek protein

ayirma islemi yapilmistir.

Jelin Boyanmasi:

Jel cam plaklardan ayrilarak Coomassie Blue G-250 ¢ozeltisinde 30 dk 20 rpm’de
calkalanarak boyandi. Boyanan jel distile su ile yikanarak fazla boya yok edildi ve bantlar

ortaya ¢ikt.

2.2.10. Enzim aktivitesine etki eden faktorlerin belirlenmesi

Kismi olarak saflastirilan lipaz enzimlerinin aktivitesi iizerine sicakligin, pH’in,

cesitli katyon, siirfektan ve ¢ozeltilerin etkisi belirlenmistir.

2.2.10.1. Enzim aktivitesine sicakligin etkisinin belirlenmesi

Sicakligin lipaz enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek icin enzim 50 mM
sodyum fosfat tampon (pH 7) i¢inde 5 °C, 20 °C, 30 °C, 37 °C, 40 °C, 45 °C, 55 °C ve
65°C’de 1 saat siire ile inkiibe edildikten sonra 2.2.2.4’te verilen yonteme gore muamele
edilmis ve enzim aktivitesi 405 nm’de spektrofotometrede belirlenmistir.

Sicaklik stabilitesi belirlemek i¢in lipaz 50 mM sodyum fosfat tampon (pH 7) icinde
konularak 5 °C, 20°C, 30°C, 45°C ve 55°C’de 5 dk, 1 s, 4 s, 24 s ve 48 s siire ile inkiibe
edildikten sonra 2.2.2.4’e gore yapilip kalan aktivite 405nm de spektrofotometrede
belirlenmistir (Esteban-Torres vd., 2015).

2.2.10.2. pH’min enzim aktivitesine etkisinin belirlenmesi

pH’1n lipaz enzim aktivitesi lizerine etkisini belirlemek i¢in pH 3-11 arasinda
hazirlanan tamponlarda enzimler bekletilerek pH’in lipaz aktivitesi lizerine etkisi
belirlenmistir. pH 3-5 i¢in asetik asit-sodyum asetat tampon, pH 6 icin sodyum fosfat
tampon, pH 7-8 i¢in Tris-HCl tampon, pH 9 i¢in glisin-NaOH tampon kullanilmistir.
2.2.24te verilen yonteme gore farkli pH’lardaki enzim aktivitesi 405 nm’de

spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir.
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Enzimin pH direncini belirlemek icin ependorflara farkli pH’lardaki tamponlardan
200 pl konulmustur. Uzerine ise 200 pl enzim ilave edilerek 45 °C’de 2 ve 3.5 saat inkiibe
edilmistir. Yukarida verilen prosediire (2.2.2.4) uyularak eliza petrilerine ependorftaki
karisimdan 100 pl ilave edilmistir. Spektrofotometrede 405 nm’de okutularak kalan

aktivite belirlenmistir.

2.2.10.3. Baz cozeltilerin ve katyonlarin enzim aktivitesine etkisi

Bazi katyon, slirfektan ve ¢ozeltilerin enzim aktivitesi lizerine etkisini belirlemek
icin MnCl, CuClz, MgClz, KCl, NiClz, CaCl, HgCl,, ZnCl2’iin son konsantrasyonu 1
mM olacak sekilde ilave edip 2.2.2.4.te verilen yonteme gére muamele edilmis ve enzim
aktivitesi 405 nm’de spektrofotometrede belirlenmistir. Ure, EDTA, SDS, tween 20,
tween 80, triton X-100’lin enzim aktivitesine etkisi ortama 1 upl ilave edilerek

belirlenmistir.

2.2.10.4. Enzim aktivitesine tuzun etkisinin belirlenmesi

Sodyum kloriirtin (NaCl) etkisini belirlemek i¢in %0, %1, %S5, %10, %15, %20,
%25 (w/v) konsantrasyonlarinda NaCl tampona ilave edilmistir. Reaksiyon karigimi
2.2.2.4 te verilen yonteme gore muamele edilmis ve enzim aktivitesi 405 nm’de

spektrofotometrede belirlenmistir. (Esteban-Torres vd., 2015).

2.2.11. Segilen izolatlarin tanimlanmasi

[zolatlarin tanimlanmasi 27F 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' ve 1492R 5'-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3' evrensel primerleri kullanilarak 16S rRNA gen
bolgesine gore dizi analizi BM Laboratuvar Sistemleri’ne yaptirilmistir. Elde edilen dizi
bilgileri BioEdit 7.0.5.3 dizi hizalama ve editleme programinda diizenlenmis ve
birlestirilmistir. Daha sonra elde edilen dizi bilgileri National Center for Biotechnology
(NCBI) web sitesinde bulunan GenBank veritabanindaki diger 16S rRNA dizileriyle
Blast programi kullanilarak karsilastirilmis ve izolatlar tiir diizeyinde yiizde benzerlik

orantyla tanimlanmistir.
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2.2.12. Jelatinaz aktivitesinin belirlenmesi

Enterococcus spp. M17 brotht’a 37°C de 24 saat siire gelistirilmistir. Bu kiiltiirler
Todd-Hewitt agara ekilerek 37°C’de 24 saat gelistirildikten sonra 4°C de 5 saat tutularak
jelatin kolonilerin etrafindaki zon kontrol edilerek degerlendirilmistir (Eaton ve Gasson,

2001).

2.2.13. Antibiyotik hassasiyet testi

Ampisilin  (AM 10 pg/disk BBL), Vankomisin (VA 30 pg/disk BBL),
Ciprofloksasin (5 pg/disk, Bioanalyse) antibiyotik diskleri kullanilarak disk difiizyon
testi ile antibiyotiklere hassasiyetleri belirlenmistir. Test bakterileri MacFarland 0.5’e
gore bulaniklilig1 ayarlanarak Miiller Hilton agar iizerine 100 pl aktarilarak yayilmistir.
Uzerine antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. 24 saat 37°C’de inkiibe edilmis ve bu siire

sonunda olusan zon Ol¢iilerek degerlendirilmistir (Wayne, 2010).

2.2.14. Hemolitik aktivite

Enteroccocus suslariin kanli agara ekimi yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakterilerin hemoliz durumlar1 degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Test Bakterilerinin Se¢imi

Calismada kullanilan siit iiriinlerinden izole edilmis 50 izolat stoktan ¢ikarilarak
aktiflestirildikten sonra uygun kati besi ortamina ekilerek saflig1 koloni goriintiilerinden
teyit edildikten sonra gram boyama ve katalaz testi yapilarak izolatlarin saflig1 kontrol
edilmistir. Gram pozitif ve katalaz negatif izolatlar ¢alismalarda kullanmilmistir (Bkz.

Gorsel 3.1 ve Gorsel 3.2.).

Gorsel 3.1. Test bakterilerinin katalaz testi

Gorsel 3.2. Test bakterilerinin mikroskobik goriintiisii
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3.2. Laktik Asit Bakterilerinin Lipaz Uretimi A¢isindan Taranmasi

Caligilan 50 laktik asit bakteri izolati tributrin, zeytinyagi ve tween 80 iceren lipaz
kat1 besiyerine ekilerek lipaz tiretimleri olusan seffaf bolge (zon) ile belirlenmistir (Bkz.
Gorsel 3.3). Ancak, zeytinyagi ve tween 80 iceren lipaz besiyerlerinde hig lipaz aktivitesi

goriilmemistir.

Gorsel 3.3. Test bakterilerinden tributrin agarda olusturdugu zonlar

Izolatlarin hepsi degisen seviyelerde sadece tributrin igeren besiyerinde lipaz
tiretmistir (Bkz.Tablo 3.1). Tributrin agarda olusan seffaf bolge 6l¢iilmiistiir. Tablo 3.1°te
goriilecegi lizere en genis seffaf bolge E66, E114, E1141, D29, D22, A4, M48, E68, M93,

110, IM8 numaral1 izolatlarda saptanmustir.
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Tablo 3.1. izolatlarm lipolitik aktivite sonucu olusturdugu seffaf bélge (zon) caplari (cm)

Izolat No | Zon Cap Koloni Cap1 | izolat No | Zon Capi Koloni Cap1
(cm) (cm) (cm) (cm)
M3 1.1 0.9 M7 1.1 0.8
DISY 1.3 1.0 M49 1.2 0.9
EI12061 1.2 0.8 M66 1.1 0.9
M7 1.4 1.0 DI7Y2 1.2 0.9
A42 1.4 1.0 D22 1.2 0.9
M4 1.2 1.0 MIi3 1.2 0.9
M8 1.0 0.8 M7 1.1 0.8
EI2IK2 1.2 1.0 A105Y2 1.2 0.9
EI2IKI 1.3 1.0 113LP 1.3 0.9
El1411 1.0 0.8 I6NNLP 1.3 0.9
IM13Y 1.3 0.9 DI7Y2 1.2 0.9
G20 1.3 1.0 172 1.2 0.8
G41 1.2 0.8 M43Y 1.3 0.9
T9NNLP 1.1 0.8 M22 1.1 0.8
Ml 1.5 1.2 El141 1.3 0.8
118 1.4 1.1 M38 1.3 0.9
171 1.4 1.0 D262 1.2 1.0
D24Y 1.4 1.1 D29 1.2 0.7
M32 1.3 1.1 D22 1.4 0.8
D262 1.6 1.3 A4 1.5 1.0
DI7YI 1.3 1.1 M48 1.3 0.8
E66 1.5 1.1 E68 1.5 0.9
Ell4 1.6 1.2 M93 1.4 0.9
116 1.2 0.9 110 1.4 0.7
M6 1.2 0.9 M8 1.5 0.9

3.3. Secilen izolatlarin Tanimlanmasi

110, IMS, E114, M48, E66, A4, M93, E68, D22, D29, E1141 numarah izolatlarda
elde edilen seffaf bolge caplari daha yiiksek oldugu i¢in lipaz iiretiminde bu izolatlar
kullanilmak tizere secilmistir. 16S rRNA gen bolgesine gore dizi analizi sonuglarina gore
test bakterilerini hepsi Enterococcus spp. olarak tanimlanmistir (Bkz. Tablo 3.2). E1141
ve E114 izolatlar1 E. durans olarak diger izolatlar ise E. faecium olarak belirlenmistir.

GenBank veritabanindaki diger 16S rRNA dizileriyle benzerlik orani yiizde 99’un
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iistinde olmustur. Tablo 3.2.°da lipaz iiretimi yiiksek olan test bakterilerinin

tanimlamalari, erisim numaralar1 ve benzerlik yilizdeleri verilmistir.

Tablo 3.2. Test bakterilerinin 16S rRNA gen bdlgesine gore dizi analizi sonuglarina gore tanimlanmasi

Kod no Tanimlama Benzerlik Erisim No
yiizdesi

E1141 Enterococcus durans 99.58% MF582823.1
M8 Enterococcus faecium 99.16% MH111587.1
El114 Enterococcus durans 99299, MF582969.1
M48 Enterococcus faecium 99.65% MG911720.1
E66 Enterococcus faecium 98.64% MH368248.1
A4 Enterococcus faecium 99.58% MH249092.1
M93 Enterococcus faecium 99.51% MH249092.1
E68 Enterococcus faecium 99.79% CP040706.1
D22 Enterococcus faecium 99.54% MH701941.1
D29 Enterococcus faecium 99 .44% MG911720.1

3.4. Lipaz Enzimi Uretimine Etki Eden Faktorler

3.4.1. Sicakhgin etkisi

Yiiksek lipaz aktivitesi gosteren 11 laktik asit bakterisi M17 agar besiyerinde iyi
gelisme gosterdiginden bakteriler bu ortamda gelistirilmistir. izolatlarin tributrin agarda
(Lipaz besiyeri 1) 4°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C sicakliklarda lipaz
aktivitesi bakterilerin gelisme durumu incelenerek degerlendirilmistir (Bkz. Tablo 3.3).
Biitiin sicakliklarda bakteriler gayet iyi gelismistir. Seffaf bolge ¢aplarida birbirine yakin

olarak bulunmustur.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF582823.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=S1U7ABSA01N
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH111587.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S1VEDDRV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF582969.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S1TYK6V201N
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH249092.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S1WA4P5N014
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH249092.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=RYKVRJ42015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1438168142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP040706.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=S1S3BTTW01N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1438168142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH701941.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S1T0VU1P01N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1438168142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG911720.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S1TKSKTY01N

Tablo 3.3. [zolatlarin farkl sicakliklarda lipolitik aktivite sonucu olusturdugu zon ¢aplart (cm)
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M93 2,0 07 20 |07 (20 |06 |21 |06 |18 |05 |20 |06 |21 |06 |17 |06
E68 1,8 05 (19 |06 |1,L8§|06 1,905 18|05 |19 |05 (21|05 ]|15]06
110 1,9 05 (21|06 18|05 18|05 |18 |05 1120105 (20105 11905
D29 1,9 05 1905|1905 (20|05 (18|05 |18 |05 L8105 |1,7 )05
El141 1,3 05118105 |18 (05120105 |L8 |05 |19 (05|19 (05|18 ]|05
M8 2,0 05 | 1,805 |16 |05 (1905|1804 |19 |05 |19 |04 |16 05

S1vi ortamda ise sicaklik ile enzim iiretimi artmistir. Uretilen enzimlerin aktivitesi
40°C’den sonra artmistir. 45-60°C de gelisen kiiltiirlerden elde edilen enzimlerin
aktivitesi daha yiliksek olmustur (Bkz. Sekil 3.1). Test bakterilerine gore farkliliklar

goriilmekle birlikte biitiin test bakterilerinde yiiksek sicaklikta tiretilen lipazin aktivitesi

artmigtir.
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Sekil 3.1. Farkl sicaklhiklarda tiretilen bakterilere ait lipaz enzimlerinin aktivitesi
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3.4.2. Substrat sicakhiginin etkisi

Subsrat sicakligi lipaz aktivitesini etkilemistir (Bkz. Sekil 2.2). Substrat sicakligi
40-45°C oldugunda en yiiksek en yiiksek lipaz aktivitesi ger¢eklesmistir. Elde edilen lipaz
aktivitesi bakterilere gorede degismistir. En yiiksek lipaz aktivitesi 45°C substrat
sicakhiginda E. faecium IMS8 izolatinda olmustur. Bunu E. faecium E66, E. faecium D22
ve E. faecium A4 izolatlar takip etmistir (Bkz. Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Test bakterileri tarafindan iiretilen lipaz enziminin aktivitesi iizerine substrat

sicakhiginin etkisi

3.4.3. Fermantasyon siiresinin etKisi

Biitiin test bakterileri i¢in optimum fermantasyon siiresi ekstraselliiler lipaz icin 48
saat olarak belirlenmistir. En yliksek enzim aktivitesi 48 saat inkiibe edilen 6rneklerde
elde edilmistir. En yliksek aktivite E. faecium A4 de elde edilmistir. Bunu E. faecium
M93 takip etmistir.

Peletlerdeki intraselliiler enzim aktivitesi bakildiginda ise en yiiksek aktivite
genellikle 48 saatlik fermantasyondan sonra elde edilmistir. Ancak E. faecium E66 ve E.

faecium A4 izolatlarinda 72 saatlik inkiibasyondan sonra elde edilmistir (Bkz. Sekil 3.3).
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Ekstraselliiler enzim aktivitesi peletlerdeki enzim aktivitesinden daha yiiksek
olarak belirlenmistir. E/141, E. faecium E66 ve E. faecium A4 ait peletlerdeki lipaz
aktiviteleri yiliksek olarak saptanmustir. E. faecium E66 ve E. faecium A4 ait peletlerdeki

enzim aktivitesi 72 saat inkiibe edilen 6rneklerde yiiksek olmustur.
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Sekil 3.3. Farkl: fermantasyon siireleri uygulanarak iiretilen bakterilere ait ekstraselliiler ve intraselliiler

lipaz enzimlerinin aktivitesi

3.4.4. Calkalamanin etkisi

Calkalamali (120 rpm) ve statik kiiltiir olarak iiretilen Enterococci spp. den elde
edilen lipaz enzimlerinin aktivitesi suslara gore degismistir. Calkalamali olarak tiretilen
bakterilerden elde edilen enzimin aktivitesi statik olarak {iiretilenlerdeki enzimin

aktivitesinden yiiksek olmustur.

Bu etki test bakterilerine gore degismistir (Bkz. Sekil 2.4.). En yiiksek aktivite E.
faecium D22 °de elde edilmistir. Bunu E. faecium E66 takip etmistir. Peletten elde edilen
intraselliiler enzimlerinde aktivitesi oldugu goriilmiistiir. Intraselliiler enzimlerde de
calkalamali olarak iiretilen enzim aktivitesi daha yiiksek olmustur. Ancak ekstraselliiler

enzimlerin aktivitesi daha yiiksek olmustur (Bkz. Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Calkalamali ve statik olarak iiretilen bakterilere ait lipaz enzimlerinin aktivitesi

3.4.5. Azot kaynaklarimin etkisi

Farkli azot kaynaklarinda gelistirilen test bakterilerinden elde edilen lipaz
enziminin aktivitesi degismistir. En etkili azot kaynag1 %5 pepton olarak saptanmuistir.
Yeast ekstraktin ve amonyum siilfatin fazla bir etkisi olmamuistir. Besiyerine %5 pepton
ilavesi ile elde edilen ektraselliiler enzimin aktivitesinde artig olmustur. Bu kiiltiirlerin
peletlerinde elde edilen enzimlerinde aktivitesi de yiiksek olarak saptanmistir. Yeast
ekstrakt ve amonyum siilfatin gelistirilen bakterilerden elde edilen enzimlerin aktivitesi
bakterilere gore degismistir (Bkz. Sekil 3.5). Ancak aktivitesi ekstraselliiler enzimlerin

aktivitesinden diisiik olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.5. Farkli azot kaynaklarinda gelistirilen Enterococcus spp. ait lipaz enzimlerinin aktivitesi

3.4.6. Karbon kaynaklarinin etkisi

Karbon kaynagi olarak besiyerine %3 oraninda laktoz, glikoz ve siikroz ilave
edilmistir. Bu karbon kaynaklarinda iiretilen bakterilere ait enzimlerin aktivitelerine
bakildiginda en yiiksek aktivite glikoz kullanildiginda elde edilmistir (Bkz. Sekil 3.6).
Izolatlar arasinda karbon kaynaklarinmn etkisi farkli olmustur. E. faecium E66 ve E.
faecium E68 izolatlar1 glikoz ortaminda yiiksek oranda 4-nitrofenol olusturmustur.

Stikroz ise en etkisiz karbonhidrat olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.6. Farkli karbon kaynaklarinda gelistirilen Enterococcus spp. ait lipaz enzimlerinin aktivitesi

3.4.7. Ortam pH’mn etkisi

Farkli pH 5.5, 6.5 ve 7.5’1arda gelistirilen Enterococcus spp. ait lipaz enziminin
aktivitesi test bakterilerine gore degismistir. pH 6.5’te test bakterilerilerine gore
degismekle beraber biitiin bakterilerden elde edilen enzimlerde en yiiksek aktivite
saglanmistir. En yiiksek enzim aktivitesi pH 6.5 E. faecium E68 izolat1 ile E. faecium IMS
izolatinda olmustur (Bkz. Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Farkli pH 'larda gelistirilen bakterilere ait lipaz enzimlerinin aktivitesi
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3.5. Zeytin ve Peynir Alti Suyunda Lipaz Uretimi

Lipaz enzimi iiretiminde peynir alti suyu ve zeytin atigmin kullanilabilirligini
belirlemek i¢in peynir alt1 suyu %100, %50, zeytin atig1 ise %5 ve %1 olacak sekilde
ortama ilave edilmistir. Peynir alt1 suyu ve zeytin artiklarinda gelistirilen bakterilere ait
lipaz enziminin aktivitesi belirlenmistir. Zeytin atiginda gelistirilen bakterilere ait
enzimin aktivitesi daha yiiksek olarak saptanmistir. Zeytin atig1 lipaz liretimi i¢in uygun
bir ortam olarak gozlenmistir. %1 zeytin ati§1 kullanilarak hazirlanan lipaz tayin
ortamindan elde edilen ekstraselliiler enzimin aktivitesi en yiiksek olarak saptanmistir

(Bkz. Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Farkli substratlarda gelistirilen kiiltiirlere ait lipaz enzimlerin aktivitesi

3.6. Lipaz Enziminin Protein Miktarlar

Secilen Enterococcus spp. ait kismi saflastirilmis ekstraselliiler lipaz enziminin
kuru agirlig1 ve protein miktar1 verilmistir (Bkz. Tablo 3.4). Ekstraselliiler enzimlerdeki
protein miktarlar1 suslara goére degismistir. Protein agirliklart 0.131 mg/ml ile 0.511
mg/ml arasinda degismistir. Zeytin atig1 kullanilarak iiretilen enzimde ise 0.691 mg/ml
olarak bulunmustur. E. faecium M48 de en yiiksek E. faecium D22 ise en diisiik protein

agirhigi elde edilmistir.
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Tablo 3.4. Enterococcus spp. ait ekstraselliiler lipaz enzimlerinin kuru agirlik ve protein miktarlari

Bakterilerin kodlar1 Protein Miktar1 Kuru agirlik Yas agirlik
(BSA mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
D22 0.131 0.720 1.187
El14 0.247 0.300 0.477
MA48 0.511 0.526 1.203
E66 0.286 0.460 1.118
A4 0.329 0.520 1.164
M93 0.277 0.456 1.139
E68 0.315 0.396 1.078
110 0.206 0.849 1.147
D29 0.355 0.295 0.774
El141 0.275 0.444 1.040
M8 0.391 0.622 1.163
Zeytin atiginda E68 0.691 0.360 1.133

3.7. Lipazin Molekiil Agirh@imin Belirlenmesi

Enzimin goriintilenmesini ve molekiil agirligin1 saptamak i¢in, SDS-PAGE
yapildi. Proteinlerin her birinin hareket ettigi mesafeye karsi markerin (M) molekiiler
agirhginin logaritmasi alinarak kalibrasyon egrisi ¢izilerek molekiiler agirligt belirlendi.
Enterococcus spp. izolatlarinin SDS-PAGE analizi sonucu lipaz enzimlerinin molekiiler

agirligr yaklasik 19-20 kDa civarinda belirlenmistir (Bkz. Sekil 3.9.).

kDa
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- 240
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Sekil 3.9. Kismi olarak saflastirilmis Enterococcus spp. lzolatlarina ait lipaz enzimlerinin SDS-PAGE
analizi. M.marker
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3.8. lizolatlarin Antibiyotik Hassasiyeti ve Jelatinaz Aktivitesi

Test bakterileri ampisiline, gentamisine biitiin Enterococcus spp. izolatlari
direncli iken ciprofloksasin ve vankomisine ise M93 ve E68 harig¢ diger izolatlar direngli
olarak bulunmustur. Jelatinaz ve hemoliz aktivitesi ise biitiin test bakterilerinde negatif

olarak saptanmistir (Bkz. Tablo 3.5).

Tablo 3.5. Enterococci spp. antibiyotik hassasiyeti ve jelatinaz aktivitesi

+Bakterileri Antibiyotik hassasiyeti Jelatinaz | Hemoliz
kodlar Ampicillin | Gentamisin | Ciprofloksasin | Vankomisin aktivitesi

D22 R. R. R R - -
Ell4 R R R R i i
VA4S R R R R - -
E66 R R R R - -
A4 R R R R - -
193 R R S S - -
£68 R R R S - -
10 R R R R - -
D29 R R R R - -
El141 R R R R i i
M8 R R R R - -
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3.9. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorlerin Belirlenmesi

Enzim aktivitesine etki eden sicaklik, pH, ¢esitli katyon ve siirfektanlarin etkisi

belirlenmistir.

3.9.1. Enzim aktivitesi iizerine sicakhigin etkisinin belirlenmesi

Kismi saflastirilmis ekstraselliiler enzim aktivitesine sicakligin etkisi bakterilere

gbre degismistir. E. faecium E66, E. durans E114’den elde edilen kismi saflastirilmis

ekstraselliiler enzim 40-45°C’de maksimum aktivite gosterirken E. faecium D22 ve E.

faecium M48’e ait kismi saflagtirilmis enzimin en yiiksek aktivitesi 30°C’de elde

edilmistir. E. faecium A4 ve E. faecium M93 izolatlarina ait ekstraselliiler lipaz enzimi ise
40°C’de en yiiksek aktivitesini gostermistir (Bkz. Sekil 3.10). E. durans E114, E. faecium
D22, E. faecium M93, E. faecium E68 ve E. durans E1141 e ait ekstraselliiler enzimlerin

aktivitesi 45°C’den daha yiiksek sicakliklarda azalirken diger bakterilere ait ektraselliiler

enzimlerin aktivitesi 50°C’den sonra biraz diissede 55-65°C stabil kalmistir (Bkz. Sekil

3.10).
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Sekil 3.10. Enteroccus spp. lere ait ekstraselliiler lipaz enziminin aktivitesi iizerine sicakligin etkisi
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Sekil 3.10. (Devam) Enteroccus spp. lere ait ekstraselliiler lipaz enziminin aktivitesi tizerine sicakligin

etkisi

Farkli sicakliklarda S5dk, 1s, 4s, 24 ve 48s bekletilen ekstraselliiler lipaz
enzimlerinin sicaklik direngi farkli olmustur. E. faecium E66, E. faecium M93, E. faecium
D29 ve E. faecium IM8 “a ait ekstraselliiler lipaz enziminin aktivitesi farkli sicakliklarda
diigsede stabil kalmistir. En diisiik aktivite ise 20°C’de saptanmistir. Elde edilen kismi
saflagtirilmis enzimin sicaklik direncine bakildiginda 55°C’de bekleme siirelerinin

hepsinde E. faecium E66 ait ekstraselliiler enzimin aktivitesi diismiistiir. £ faecium D22
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ve E. durans E1141 ‘a ait kismi saflagtirilmig lipaz

55°C’de ayn1 kalmistir (Bkz. Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Enteroccus spp. lere ait ekstraselliiler lipaz enziminin farkli sicakliklarda farkli bekleme

stirelerine gore sicaklik direnci
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Sekil 3.11. (Devam) Enteroccus spp. lere ait ekstraselliiler lipaz enziminin farkl: sicakliklarda farkl

bekleme siirelerine gore sicaklik direnci

54



3.9.2. Enzim aktivitesi iizerine pH’nin etkisinin belirlenmesi

Farkli tamponlar kullanilarak hazirlanan Enterococcus spp. ait ekstraslliiler lipaz
enzim aktiviteleri asidik ve notr pH’da diisiikken pH alkaliye dogru ¢ikildik¢a enzimlerin
aktivitelerinde artig saptanmistir. Bu durum bakteriler arasinda farklilik gostermistir. E.
faecium E66 ait ekstraselliiler enzim en yiiksek aktivitesini pH 11 gosterirken, E. durans
El114, E. faecium D22, E. faecium M48 izolatlarina ait enzim pH 9’da en yliksek aktiviteyi
gostermistir. E. faecium M93 izolatina ait enzim ise pH 8’de en yiiksek aktivite
gostermistir. Bu degerden sonra pH nin yiikselmesi ile enzim aktivitesini kaybetmektedir.
E. faecium A4’de ise pH 6.5’dan sonra enzim aktivitesinde bir kayip gézlenmemistir

(Bkz. Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Enterococcus spp. ait lipaz enziminin aktivitesi iizerine pH nin etkisi
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Sekil 3.12. (Devam) Enterococcus spp. ait lipaz enziminin aktivitesi iizerine pH nin etkisi
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Enterococcus spp.’den elde edilen ekstraselliiler enzimler kirkbes derecede 2 saat

ve 3.5 saat bekletilerek enzimlerin pH direnci belirlenmistir. Farkli pH’larda 2 ve 3,5 saat

bekleme siiresinde enzimde 6nemli aktivite kayb1 gozlenmistir. Aktivite kaybi1 genellikle

3,5 saat bekleme siiresinde daha fazla olmustur. E. faecium D22 ait ekstraselliiler lipaz

enziminde diisiik pH larda aktivite kayb1 %60 civarinda olurken alkali pH’da bu oran

%20-%40 arasinda degismistir. Izolatlara gore degismekle beraber alkali pH’da bekleme
siirelerinde daha diisiik aktivite kayb1 olmustur (Bkz. Sekil 3.13). E. faecium M93 ve E.

faecium MA48 ait ekstraselliiler enzimde pH 8, pH 9 ve pH 7-8 de iki saat bekleme

stiresinde aktivitede artig gdzlenmistir.
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Sekil 3.13. Lipaz aktivitesinin pH direnci
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Sekil 3.13. (Devam) Lipaz aktivitesinin pH direnci
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3.9.3. Enzim aktivitesi iizerine katyon, deterjan ve yiizey aktif maddelerin etkisinin

belirlenmesi

Yiizde 1 olarak ilave edilen CaClz, MnCly, NiClz, KCI, ZnCl>, MgCl: gibi katyonlarin
farkl1 izolatlardan elde edilen enzimlerin aktivitesi {izerine etkisi farkli olmustur. Sadece
HgCl, enzim aktivitelerinin hepsini inhibe etmistir. CaCl, ve CuCly E66 ait lipazda
aktivite artmasina neden olurken diger katyonlar aktivite de diismeye neden olmuslardir.
EDTA ve iire gibi maddeler de aktiviteyi artirmistir. Yiizey aktif maddelerden tritonX-
100 ve tween 20 aktivitede dliismeye neden olmustur. E/74’de enzim aktivitesinde artis
goriilmiistiir. Detejanlardan ise tween 20 enzim aktivitesinde azalmaya neden olmustur.
E. durans E114 ait lipaz da ise tween 20 ve HgCl, harig test edilen katyonlar, ¢ozeltiler
ve yiizey aktif maddeler enzim aktivitesinde degisen oranlarda artmaya neden olmustur

(Bkz. Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Cesitli katyon ve yiizey aktif maddelerin lipaz aktivitesi iizerine etkisi

Kalan aktivite (%)
Uygulama E66 E114 D22 M48 M93 A4 E68 110 D29 1iM8 E114
1

Kontrol 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100 100 100 100 100 100

EDTA 1146 1054 920 997 926 102.6 1014 97.1 892 835 999
Ure 1422 107.1 99.6 994 109.3 102.1 1287 899 93.6 86.0 101.1
HgCl, 4477 457 376 285 366 465 417 468 395 256 426
CaCl, 1152 1099 87.0 944 101.8 998 1047 935 932 859 98.1

MnCl, 88.1 1205 943 959 1085 974 1128 951 922 834 976
CuCl, 116.7 119.0 984 89.7 951 1049 1339 1023 965 863 979
NiCl, 935 103.1 945 935 997 1042 1100 97.8 90.5 86.1 995
KCl 70.9 1062 99.0 1019 989 1043 130.8 1041 909 777 985
ZnCI2 63.7 108.0 104.0 109.3 107.2 100.7 1052 1019 862 802 974
MgCl12 633 1197 1002 1049 924 98.0 1509 953 947 73.0 977
SDS 945 909 817 750 836 847 873 859 764 721 817

TritonX-100 63.3 1024 593 1040 100.1 951 815 89.6 870 782 98.8
Tween20 569 940 834 953 1031 904 1046 973 90.1 86.6 100.5
Tween80 101.3 1046 97.1 109.8 945 957 1054 863 963 90.0 99.6
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3.9.4. Enzim aktivitesi tuzun etkisinin belirlenmesi

Tuzun etkisi lipaz enzimleri iizerine farkli olmustur. Enterokoklar ile iiretilen lipaz
enziminin tuza direngli oldugu goriilmistir. E. faecium E66, E. faecium M48’a ait
ekstraselliiler enzim halofilik 6zelliktedir. %20 tuz iceren ortamda en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. E. durans EI 14 tarafindan iiretilen enzimin de tuz igeren ortamda yiiksek
aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Test bakterilerinin ¢cogu tuza direnglidir (Bkz. Sekil
3.14).
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Sekil 3.14. Lipaz enziminin aktivitesi iizerine tuzun etkisi

60



( ) ( )
140 - E. faecium M93 E.faecium A4
A].20 " /-100 b
= N
EIOO . Ego o
= 80 o =
'S 2 60 4
@ 60 - E A0
= =40 o
£ 401 £
M 20 o M 20 "
0 - L] L] L] L] O - L] L L] L]
1 5 15 20 25 1 5 15 20 25
\_ NaCl (%) y \ NaCl (%) )
( . \ )
E. faecium E68 E. faecium D29
s
R | < |
<120 4 < 199
= 100 - = 80 1
2 >
£ 80 1 Z 60 -
= 060 1 = 40 A
E 40 E
M 20 A Q 20 =
0 - 0 -
1 5 15 20 25 1 5 15 20 25
NaCl (%) NaCl (%)
\. J \. J
( . ) ( . )
Enterecoccus sp. 110 E. faecium IM8
140 100 +
— 120 1 —
S 100 - & 80
Q L
=l z 001
2 40 o o 40 -
= =
S 201 S 20 -
0 -
1 5 15 20 25 0 o T T T T
1 5 15 20 25
L NaCl (%) L NaCl (%) )

Sekil 3.14. (Devam) Lipaz enziminin aktivitesi iizerine tuzun etkisi
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Sekil 3.14. (Devam) Lipaz enziminin aktivitesi tizerine tuzun etkisi

3.10. Zeytin AtiZindan E. faecium E68 ile Elde edilen Lipaz Enziminin Aktivitesi

Zeytin at181 %10 oraninda kullanilarak hazirlanan ortamda E. faecium E68 ile lipaz
enzimi Uretilerek elde edilen ekstraselliiler enzim kismi olarak saflastirilmistir. Sicaklik,
pH, cesitli katyon ve siirfektanlarin enzim aktivitesine etkisi belirlenmistir.

Zeytin atiginda E. faecium E68 ile elde edilen kismi saflastirilmis ekstraselliiler

enzim aktivitesi en yliksek 45°C’de olmustur (Bkz. Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Zeytin atiginda (%10) iiretilen kimi saflastirilmis lipaz enzim aktivitesine

sicakligin etkisi

Sicaklik direnci zamana bagli olarak degismistir. 55-65°C enzim aktivitesi optimum

aktivitenin altinda olsada stabilitesini korumustur. Kismi saflastirilmis ekstraselliiler
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enzimin aktivitesi 20°C de dismiistiir. Ancak 5°C daha yiiksek bir enzim aktivitesi

gbzlenmistir. Zamanla aktivitede onemli bir degisme gézlenmemistir (Bkz. Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Zeytin atiginda (%10) E. faecium E68 ile iiretilen kismi saflastirilmis lipaz

enzim aktivitesinin sicaklik direnci

Zeytin atiginda tiretilen ve kismi saflastirilan lipaz enziminin en yiiksek aktivitesi
pH 7 ve pH 10°da elde edilmistir (Bkz. Sekil 3.17). En diisiik aktivite pH 6’da elde
edilirken pH 3’te de enzim daha yliksek aktiviteye sahiptir.
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Sekil 3.17. Zeytin atiginda (%10) E. faecium E6S ile tiretilen kismi saflastiriimus lipaz

enzim aktivitesine pH 'nin etkisi

Lipaz enziminin pH direncine baktigimizda farkli pH larda 2 saat 45°C de bekletme

stiresi sonunda enzim aktivitesinde diisme meydana gelmistir. pH 10 ve 11 de enzim
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aktivitesindeki azalma daha diisiik olmustur (%9 ve %?21). En fazla diisme pH 5’te
olmustur (%40 ve %37) (Bkz. Sekil 3.18).

4 _ )
Zeytin at1g1 W2 saat W 3.5 saat

120
100 +

60 |
40 |
20 -

Kalan Enzim aktivitesi (%)

J/

Sekil 3.18. Zeytin atginda (%10) E. faecium EG68 ile iiretilen kismi saflastiriimis lipaz

enziminin farkl pH larda 45°C de bekleme siiresi sonunda kalan enzim aktivitesi

Zeytin atig1 kullanilarak elde edilen enzimin aktivitesini katyonlardan Mg*?
artirirken diger katyonlar azalmaya neden olmustur. Yiizey aktif maddelerden ise SDS,

Triton-X 100 ve Tween 80’nin enzim aktivitesini artirdig1 gézlenmistir (Bkz. Tablo 3.7.).

Tablo 3.7. Zeytin atiginda (%10) E. faecium E68 ile iiretilen kismi saflastirilmis lipaz enziminin farkl

katyon ve siirfektanlarin enzim aktivitesine etkisi

Kalan aktivite (%)

o

[e]

% |8 |8
< g la |5 |8 |v g | g E 5 | 5
2 |2 |92 % |28 |2 |c|Q |& |8 | |2 |2
m o) as O P O Z. N N = 7 = = =
1084 | 92.8 | 489 | 79.3 | 88.2 | 85.8 | 86.1 | 90.9 | 89.2 | 123.3 | 91.2 | 120.5 | 93.5 | 128.5

Zeytin atig1 kullanilarak elde edilen enzimin tuz direnci yiiksektir. Tuz
konsantrasyonlarindan enzim aktivitesi etkilenmemistir. Hatta enzim aktivitesinde artis

gbzlenmistir (Bkz. Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. Zeytin atiginda (%10) E. faecium EG68 ile iiretilen kismi saflastirilmis lipaz enziminin

aktivitesine tuzun etkisi
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4. TARTISMA VE SONUC

Calismada, Eskisehir Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda daha onceki ¢aligmalarda gesitli peynir 6rneklerinden
izole edilmis %20’lik gliserol icerisinde -86°C'de saklanan toplam 50 laktik asit bakterisi
lipaz {iretimi agisindan incelenmistir.

Lipaz iiretimi, acisindan taranan 50 izolattan en iyi lipaz aktivitesi gosteren 11 izolat
en yiiksek lipaz aktivitesi gostermistir. Bu izolatlarin yapilan tanimlamasinda 8’inin E.
faecium 2’sinin ise E. durans oldugu belirlenmistir. Enterococcus spp. fakiiltatif
anaerobik, katalaz negatif gram-pozitif kok seklindeki bakterilerdir. Mikroskop altinda
ayr1 ayrl, ¢iftler halinde veya kisa zincirler halinde goriliirler. Enterococcus spp. 10-45°C
arasindaki sicakliklarda, %6.5 NaCl iceren ortamlarda ve pH 9.6’da gelismektedir (Franz
vd., 2003). E. faecium, bagirsak yolunda, agiz boslugu ve gastrointestinal sistemde
bulunurlar. Enterococcus spp. lipolitik ve esterolitik aktiviteye sahip olup, ucucu
aromatik bilesikleri sentezleme 6zelligine sahip oldugu i¢cin gidalarda starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadir (Giraffa, 2003). Enterococcus spp. peynirlerin olgunlastiriimasinda
(Franz vd., 2003), lipolitik ve proteolitik aktivitesi nedeniyle sucuk aromasinin
olugsmasina (Hugas vd., 2003) katkida bulundugu i¢in genis ¢apta kullanilmaktadir.
Peynir ve sucuk gibi iiriinlerin organoleptik 6zelliklerini gelistirirler (Franz vd., 2003).

Bu ozellikleri nedeniyle biyoteknoloji endiistrisinde biiyiik oneme sahip bakterilerdir.

Lipaz lireten bakteriler arasinda L. plantarum (Carrasco-Lopez vd., 2009), Bacillus
sp. (Lee vd., 2015), Achromobacter sp. (Toshifumi vd., 2001), Alcaligenes sp. (Masahiro
vd., 2009), Staphylococcus sp. (Xie vd., 2012) ile ilgili calismalar bulunmaktadir. Ancak
mikrobiyal kaynaklar arasinda, sadece birka¢ bakteri lipazi incelenmistir ve
saflastirilmistir (Gupta vd., 2004). Gupta vd., (2004) ve Javed vd., (2018) bakteri
lipazlarinin genellikle hiicre dis1 olarak iiretilmelerine karsin hiicre i¢i veya membrana
bagli da olabildiklerini bildirmislerdir. Onceki calismalarda da (Piatkiewicz, 1987;
Kamaly vd., 1990; Meyers vd., 1996) laktik asit bakterilerinin intraselliiler lipazlar

gosterilmistir.

Laktik asit bakterilerinin lipaz tiretimleri tween 20, tween 80, tributrin, zeytinyagi
ortaminda test edilmistir. izolatlarin 11 tanesinin tributrin iceren ortamda lipaz iirettikleri
saptanmistir. Tween 80 ve zeytinyaginda lipaz iiretimi saptanamamistir. Phongsopitanun

vd., (2015) Lactobacillus pentosus ve Pediococcus lolil'in tween 80 iceren ortamda
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yiiksek miktarda lipaz iirettigini bildirmislerdir. Tween 20, tween 40, tween 60 ve tween
80 iceren ortamlarda laktik asit bakterilerinin farkli oranlarda lipaz {rettigini
bildirmislerdir. Ramyasree ve Dutta, (2013) Lactobacillus lactis, Lactobacillus brevis ve
Lactobacillus plantarum’un substrat olarak limon yagi, zeytinyagimi ve giil yagim
kullanabildigini bildirmistir. Lopes vd., (2002) L. plantarum i¢in en iyi subsratin tributrin
oldugunu saptamiglardir. Arastiricilar  bakterilerin  zeytinyagin1  substrat olarak
kullanamadigimi bildirmislerdir. Esteban-Torres vd., (2015) rekombinant olarak
irettikleri L. plantarum 'un en yiiksek aktivitesini tributrinde gosterdigini bildirmislerdir.
Tributrin gercek yag olup dogal yaglarda meydana gelen en basit trigliserittir.
Trigliseridler, gliserol ve {i¢ uzun zincirli yag asidinden olusmustur. Tributrin suda kolay
dispers oldugu i¢in bu tip ¢alismalarda ¢ok tercih edilmektedir (Samad vd., 1989). Meyers
vd., (1996) triolein, tributrin ve tereyagda laktik asit bakterilerinin lipolitik 6zelliklerini
test etmislerdir. Arastiricilar en fazla trioleinin test edilen laktik asit bakterileri tarafindan
hidrolize edildigini bildirmislerdir. Tereyagini ¢ok az sayida laktik asit bakterisinin
hidrolize edebildigini bildirmislerdir. Bu izolatlarin Lactococcus, Lactobacillus ve
Streptococcus’a ait tiirler oldugunu bildirmislerdir. Bu c¢aligmada da test ettigimiz
izolatlarin higbiri zeytinyagini hidrolize edememistir. Sadece tributrinde aktivite
gostermislerdir. Ancak, Lopes vd., (2002) tributrinin spesifik olmadigim lipazlar ve
esterazlarin ikisini de ayirdigimmi bildirmislerdir. Bu nedenle tributrinin ilk asamada
kullanilmasinin daha uygun olacagini rapor etmislerdir. Sonrasinda Javed vd., (2018) ve
Esteban-Torres vd., (2015) de bildirdikleri gibi lipaz aktivite tayini icin, p-NPP
kullanilabilmektedir. Laktik asit bakterilerinin enzim potansiyelleri ozellikle et ve siit
iriinlerinde arzu edilen tat ve aromanin elde edilmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir
(Papamanoli vd., 2003).

Yiiksek lipolitik aktivite gosteren suslar segilerek lipaz enzim {iiretimi izerine
sicaklik, pH, calkalama, fermantasyon siiresi ile karbon ve azot kaynaklarinin etkisi
belirlenmistir. Laktik asit bakterilerinde lipaz tiretimi bakterilere ve bulunduklar1 besiyeri
ortam1 Ozelliklerine gore degismektedir. Segilen Enterococcus spp. icin 120 rpm
calkalama hizinda 48 saat inkiibasyon siiresi optimum olarak belirlenmistir. Optimum
sicaklik 45°C, pH 6.5, azot kaynag1 olarak %35 pepton, karbon kaynagi glikoz olarak
saptanmistir. Bu faktorler mikroorganizmalara gore degisebilmektedir. Yapilan benzer
calismalarda bakterilere gore degisen kosullar saptanmistir. Ramyasree ve Dutta, (2013)

L. lactis, L. brevis ve L. plantarum i¢in optimum inkiibasyon siiresini bulgulardaki gibi
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48 saat olarak bildirilmistir. Lipaz aktivitesi fermantasyon siiresine bagli olarak artmistir.
Ancak aktivite belirli bir fermantasyon siiresinden sonra diigmiistiir. Aktivitedeki
azalmanin nedeni ortamdaki besin maddelerinin azalmasi olabilecegi gibi ortamda
bakteriyel toksinlerin birikmesi de olabilir. Maksimum aktivite 0.6 U/ml ile E. faecium
A4’de elde edilmistir. Ramyasree ve Dutta, (2013) L. lactis, L. brevis ve L. plantarum
lipaz1 i¢in bakterilerin gelisme kosullarinda optimum pH’1 5-5.5 sicakligi da 30-35°C
olarak bildirmislerdir. Lactobacillus acidophilus i¢in optimum pH 5 olarak belirlenmistir.
Laktobasilluslar’da pH araligit 4.0-7.0 arasinda degisebilmektedir. Bu degerler
calismadaki bulgularin altindadir. Bu durum mikroorganizmalarin farkliligindan
kaynaklanmaktadir. Sicaklik mikroorganizmalarin metabolik regiilasyonunda énemli bir
faktordiir. pH’ta olan degisikliklere kars1 bakterilerin metabolik aktiviteleri ¢ok hassastir.
Lipaz tiretimi de bundan etkilenmektedir. Optimum pH’tan c¢ok yiiksek ve ¢ok diisiik pH
tiretimi 6nemli Ol¢iide etkilemektedir (Kumar ve Kanwar, 2012). Enterococcus spp. pH
9.6’da gelistigi i¢in ¢alismada bulunan pH degeri Ramyasree ve Dutta, (2013)’nin
verilerinden daha yiiksek olarak bulunmustur.

Karbon kaynagi olarak glikoz, azot kaynag1 olarak pepton iceren substratlarda en
yiiksek lipaz iiretimi elde edilmistir. Laktik asit bakterileri ile lipaz enzimi tiretiminde
karbon kaynagi olarak glikoz azot kaynagi olarak pepton kullanildiginda en yiiksek
aktivite elde edildigi birgok arastirici tarafindan vurgulanmistir (El-Sawah vd., 1995;
Bhargavi vd., 2010). Arastiricilarin bu durumun tek karbon kaynagi ve lipid indiiserin
bulunmasi durumunda elde edildigini bildirmislerdir. Bakterilerin metabolik aktiviteleri
diisiik sicaklikta yavaslamaktadir (Amato ve Christner, 2009; Uppada vd., 2012). Petrovic
vd., (1990) ve El-Sawah vd., (1995)’de ekstraselliiler lipaz iiretimi icin en uygun karbon
kaynagint glikoz olarak saptamislardir. Ayrica, azot kaynagi olarak bu calismada

Sangeetha vd., (2008)’de elde edilen bulgularla uyumlu olarak pepton saptanmaistir.

Laktik asit bakterileri diger potansiyel lipaz iiretici bakterilere gore daha diislik
lipaz tiretmektedirler. Phongsopitanun vd., (2015) bu bulguya benzer bulgular elde
ettiklerini bildirmislerdir. Buna karsin Stoyanovski vd., (2013) et {riinlerinden izole
ettikleri L. plantarum, Lactobacillus sakai, ve Lactobacillus izolatlarinin daha yiiksek
lipaz iiretimine sahip oldugunu bildirmislerdir. Calismada laktik asit bakterileri ile elde
edilen diisiikk lipaz iirlini sadece ekstraselliler kismin kullanilmasindan da

kaynaklanabilir. Meyers vd., (1996) laktik asit bakterilerinden elde edilen lipazin
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intraselliiler oldugunu bildirmislerdir. Chander ve Fuerstenau, (1979) Enterococcus
feacalis’in hiicre i¢i Oziitlerinin kisa zincirli yag asitlerine karsi lipolitik aktivite
gosterdigi icin iretilen enzimin bir endoenzim lipaz oldugunu da ileri siirmiiglerdir.
Singh vd., (1973) Lactobacillus casei ve Lactococcus lactis lipazlar1 incelemis ve
enzimlerin hiicre i¢i oldugunu tespit etmiglerdir. Piatkiewicz, (1987) L. lactis ve L. lactis
sp. diacetylactis tarafindan iretilen lipaz enziminin intraselliiler veya hiicre duvari ile
iliskili oldugunu rapor etmistir. Bu bulgularin aksine bu ¢alismada ekstraselliiler lipaz
aktivitesi saptanmistir.

Lipaz tretimi fizikokimyasal ve biyolojik faktorlerden etkilenmektedir. Ortamin
pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi, substrat tipi, mikroorganizmanin tipi gibi. Laktik asit
bakterilerinin lipaz tirettigi daha 6nce yapilan ¢aligmalarla da ortaya konmustur (Bhargavi

vd., 2010; Phongsopitanun vd., 2015; Dinger ve Kivang, 2018).

Enterococcus spp. ait ekstraselliiler lipaz enziminin en yiiksek aktivitesi 40-50°C
arasinda bakteriler gelistirildiginde olmustur. Benzer olarak Ramakrishnan vd., (2016) E.
faecium’a ait lipaz enzimi aktivitesinin en yiiksek 40°C’de oldugunu aktivitenin 30-70°C
de stabil oldugunu rapor etmislerdir. Arastiricilar enzim aktivitesinin 80-100°C de stabil
oldugunu 100°C den sonra enzim aktivitesinin kalmadigini bildirmislerdir. Esteban—
Torres vd., (2015) L. plantarum’a ait esteraz enziminin maksimum aktivitesini 40°C
olarak rapor etmislerdir. Arastiricilar 5°C’de enzim aktivitesinin ancak %40’ n1
gosterdigini, ayrica elde edilen enzimin 45°C’de 20 saat inkiibasyondan sonra enzim
aktivitesinin %80’inin kaldigini, 55°C ve 65°C’de 10 saat inkiibasyondan sonra ise
aktivitenin  %40’min kaldigin1 bildirmislerdir. Eko Sukohidayat vd., (2018) L.
mesenteroides subsp. mesenteroides ATCC 8293 ait lipaz enziminin maksimum aktiviteyi
30-37°C de gosterdigini saptamislardir. Bu sicakligin iizerinde aktivitenin diistigi
bildirilmistir. Benzer olarak L. plantarum 2739 ait enzimin maksimum aktivitesi 35°C
olarak gbzlenmistir (Gobbetti vd., 1997). Bu degerler ¢alismadaki bulgularin altindadir.
Laktik asit bakterileri arasinda tiir farkliligi bunun nedeni olabilir. Sicaklik, enzimin
seklini degistirerek ve molekiiler hareket hizin1 degistirerek enzim aktivitesini
etkileyebilir (Enger vd., 2012). Calismada, diisiik sicaklikta (5°C) 48 saat siiresince enzim
aktivitesi stabil kalmistir. Bu durum gida endiistrisinde énem tagimaktadir. Gidalarin et
ve siit Uiriinlerinin olgunlagsma sirasinda uzun siire diisiik sicaklikta tutuldugu g6z oniine

alindiginda arzu edilen aromanin olugsmasinda bu enzim rol oynayabilir. Benzer bulgular
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L. plantarum igin de verilmistir (Esteban-Torres vd., 2015). Papon ve Talon, (1988)
Lactobacillus curvatus ait intraselliiler enzimin 4°C stabil kaldigini1 bildirmiglerdir.
Peynir gibi gidalarin depolama sicakliklarinda lipaz aktivitesi onem tagimaktadir (Papon
ve Talon, 1988). Bu ¢alismada A4, D29 ve 110 izolatlarina ait ekstraselliiler enzimler
diisiik sicaklikta oldugu gibi yiiksek sicaklikta da maksimum aktivite gostermistir. Benzer
bulgular L. plantarum igin de bildirilmistir (Esteban-Torres, 2015). Calismada depolama
siiresi 48 saat ile sinirli kalmistir. Bunun 20-30 giin gibi bir siire ile yapilmasi daha iyi
sonug verecektir. Lopes vd., (2002) L. plantarum 12028 ile iiretilen enzimin diisiik
sicaklikta tutulan enzimin 20 giin aktivitesini korudugunu ve aktivitenin ¢ok yavas
azaldigini bildirmislerdir. Lipaz enziminin sicaklik stabilitesi gida endiistrisinde 6nem
tagimaktadir (Choo vd., 1998). Enzimlerin 55°C’de 24 ve 48 saat inkiibasyonda enzimler
stabilitesini korumustur. Ozellikle E. faecium A4, E. faecium E114, E. faecium D22 ve E.
faecium M48’de ait ekstraselliiler enzimlerin aktivite kayb1 olmamis ya da ¢ok diisiik
olmustur. Yiiksek sicaklikta (70°C) aktif bolgeler, substrata uyamayacak sekilde degisir
ve bu sicaklikta enzim denatiire olur. Sonugta enzim aktivitesi biiylik dl¢iide azalir (Toole

ve Toole, 2004).

Enzim aktivitesini etkileyen diger bir faktor de pH’ tir. pH, her enzimin, enzimin en
1yi ¢alistig1 optimum pH'a sahip olmasi nedeniyle enzim aktivitesini etkileyebilmektedir.
Enterococcus spp. ait ekstraselliiler enzimlerin aktiviteleri alkali ortamda maksimum
olmustur. En yiiksek aktivite degerleri bakterilere gore degismistir. E. faecium E66 ait
ekstraselliiler enzim en yiiksek aktivitesini pH 11 de gosterirken, E. durans E114, E.
faecium D22, E. faecium M4S izolatlarina ait enzim pH 9’da en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. E. faecium M93 izolatina ait enzim ise pH 8’de en yiiksek aktivite
gostermistir. Bu degerden sonra pH’in yiikselmesi ile enzim aktivitesi kaybolmustur.
Benzer olarak Ramakrishnan vd., (2016) E. faecium lipazi i¢in optimum pH’1 10.8 olarak
bildirmislerdir. pH 7-12 arasinda iken enzim aktivitesinin stabil kaldigini asidik pH’ta ise
aktivite kayb1 oldugunu rapor etmislerdir. E. faecium A4’a ait ekstraselliiler enzim
aktivitesinde pH 6’dan sonra bir aktivite azalmas1 goriilmemistir. Lipazlar dan tributrin
esterazlar L. plantarum’dan izole edilmistir (Gobetti vd., 1996, 1997). Bu enzimin
optimal pH degerinin 7 civarinda oldugu bildirilmislerdir. Esteban —Torres vd., (2015)’de
L. plantarum’dan elde edilen esteraz enzimi i¢in optimum pH’1 7 olarak bildirmislerdir.

Andersen vd., (1995) ise L. plantarum MF32’den elde edilen lipaz aktivitesi i¢in optimum
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pH’mn bu ¢alismada ki bulgular gibi alkalin ortam (pH 9.3) oldugunu bildirmislerdir. Eko
Sukohidayat vd., (2018) L. mesenteroides subsp. mesenteroides ATCC 8293 ait lipaz
enziminin maksimum aktiviteyi pH 8.0°de gosterdigini gozlemislerdir. Benzer bulgu
Lactobacillus sp. G5 iginde bildirilmistir (Rashmi ve Gayathri, 2014). Ramakrishnan vd.,
(2016) E. faecium’a ait lipaz enzimi aktivitesinin pH 7-12 arasinda stabil kaldigini
bildirmislerdir. Bu c¢alismada optimum pH degerlerinden sonra aktivitede azalma
goriilmiistiir. Arastiricilar asidik kosullarda lipaz aktivitesindeki diisiikliigiin Ca*
iyonlarin kaybr ile enzimin aktif bolgesindeki koordinasyon ile iliskili olabilecegini
bildirmislerdir (Pratuangdejkul ve Dharmsthiti, 2000). Genel olarak, bakteriler tarafindan
tiretilen lipazlar notr veya alkalin pH optimuma sahiptir. Optimum pH'larin istiinde ve
altindaki degerlerde enzim aktivitesi diisebilir. pH'daki herhangi bir degisiklik, enzimler
tizerindeki elektrik yiiklerinin degismesine neden olabileceginden enzimin {i¢iinciil ve
kuaterner yapilarini stabilize eden iyonik baglar1 etkileyebilmektedir. Bu durum ise
enzimin ii¢ boyutlu yapisinda ve aktivitesinde degismeye neden olur. Sonucta enzim

aktivitesi diiser (Eko Sukohidayat vd., 2018).

Metal iyonlarinin varligi enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarini 6nemli olgiide
etkilemektedir. Metal iyonlar1 enzimle baglandiginda enzimin katalitik fonksiyonunu

etkileyebilir.

Ca*?iyonlar, E. feacium E66, E. durans E114 ve E. feacium M93 ten elde edilen
ekstraselliiler lipaz enzimlerinin aktivitesini artirirken diger bakterilerden elde edilen
ekstraselliiler enzimlerde aktivite lizerine etkili olmamstir. Lopes vd., (2002) laktik asit

bakterilerine ait lipaz enziminin aktivitesi iizerine Ca*?’

i etkili olmadigint rapor
etmislerdir. Baysal vd., (2005) ise Bacillus coagulans bakterisinde Ca*>’mn enzim
aktivitesini artirdigini tespit etmislerdir. Ca*> ve NaCl yag asidi akseptorii olarak ya da
arayiizey yiikiinii baskilama etkisi nedeniyle ortama ilave edilmektedir. Ayrica Ca*?
iyonlarmin varliginda lipaz enziminin aktivite artigina neden olan Ca*? iyonlar1 proteinin

11 ile denatiirasyonunu Onleyen yapiy: stabilize edebilir. Proteaz etkisini Onleyebilir

(Brockerhoff ve Jensen, 1974).

Mg*?* ve Mn*? iyonlar1 E. durans EI114 ve E. faecium M93’e ait ekstraselliiler
enzimlerin aktivitesini artirirken diger bakterilerden elde edilen enzimlerin aktivitesinde
azalmaya neden olmustur. Lopes vd., (2002)’de laktik asit bakterilerine ait lipaz

enzimlerinin aktivitesi iizerine bu iyonlarin iki {i¢ kat artirdigin1 saptamiglardir. Ancak
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Mn*? iyonlarimin laktik asit bakterilerinde antioksidan olarak rol oynadigini
bildirmislerdir. Esteban—Torres vd., (2015)’de L. plantarum’dan elde edilen enzim
aktivitesi Mn*? iyonlarinin varliginda arttigin1 bildirmislerdir. Arastiricilar Hg*?, Cu*? ve

Ni*?iyonlarmin enzim aktivitesini dnemli oranda inhibe ettigini rapor etmislerdir.

Ramakrishnan vd., (2016) E. faecium’a ait lipaz enzimi aktivitesinin Na*, Ca™, Li*

ve Mg ile arttig1 buna karsilik Ba*?'in varliginda ise aktivitenin diistiigii bildirilmistir.

Triton X-100 iyonik olmayan bir siirfaktandir. Enzim aktivitesi lizerine etkisi
suslara gore degismistir. E. faecium E66 ve E. faecium D22 den kismi saflastirilan
ekstraselliiler enzimlerde 6nemli dl¢giide aktivite kaybina neden olurken, E. durans E114,
E. faecium M48 ve E. faecium M93’e ait ekstraselliiler enzimlerin aktivitesi lizerine bir
etkisi olmamistir. Benzer olarak Leuconostoc subsp. mesenteroides ile yapilan bir
calismada enzim aktivitesini Triton X-100 {in artirdig1 bildirilmistir (Eko Sukohidayat
vd., 2018). Arastiricilar Triton X-100 gibi iyonik olmayan siirfektanlarin lipaz aktivitesini
indiikledigini ve enzim denatiirasyonunu O6nledigini bildirmislerdir. Calismada ise bu
bulgularin tersine enzim aktivitesi azalmistir. Bu durum Triton X-100 iin enzim-substrat
interaksiyonunu etkilemesi nedeniyle olabilir. Ayrica iyonik olmayan siirfektanlar enzimi

adsorbe ederek inaktivasyonuna neden olabilir (Amid vd., 2015a; 2015b).

Tween 80 esasen mikrobiyal lipaz iiretimi i¢in 6nemli bir substrattir. Caligmada
Tween 80 Enterococcus spp. ait ektraselliiler enzimlerin aktivitesi {izerine énemli bir
etkisi olmamistir. Bulgularin aksine Lopes vd., (2002) laktik asit bakterilerine ait
enzimlerin aktivitesini Tween 80’in inhibe ettigini bildirmislerdir. Eko Sukohidayat vd.,
(2018) tween 20 ve tween 80’in enzim aktivitesini artirdigini anyonik siirfaktan SDS’in
ise enzim aktivitesini inhibe ettigini bildirmislerdir. Baysal vd., (2005) ise SDS’in lipaz
enzim tiretimini artirdi§ini rapor etmislerdir. Calismada ise tween 20 ve tween 80’in
enzim aktivitesi lizerine etkisi bakteri suslarina gore degisirken, anyonik stirfaktan SDS
ise biitiin test bakterilerinden elde edilen kismi saflagtirilmis ekstraselliiler enzimlerin
hepsinin aktivitesini diisiirmiistiir. Esakkiraj vd., (2017) triton-X 100, tween 20 ve tween
80’in Bacillus’a ait lipaz enziminin aktivitesini azalttigin1 bildirmislerdir. Bu etkinin
siirfektanlarin hidrofilik/lipofilik (HLB) dengesi yliziinden meydana geldigi rapor
edilmistir. HLB, belirli bir deterjanin polar olmayan ve polar fazlar arasinda dagilma sekli
olarak tanmimlanmaktadir. Genel olarak, triton X-100 (HLB: 13.5), tween 80 (HLB: 15)
ve tween 20 (HLB: 13.7) gibi iyonik olmayan yiizey aktif maddeleri diisiik HLB'e sahiptir
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(Eko Sukohidayat vd., 2018). Diisitk HLB degerlerine sahip yiizey aktif maddeleri, lipaz
aktivitesi lizerinde daha az zararli etkilere neden olur (Bose ve Keharia, 2013). SDS
enzimin aktif bolgesinde konformasyonel degisiklige sebep olur. Enzim ylizeyinin
hidrofobikligi iizerinde degisikliklere yol agabilir. Sonugta enzimin Tligiincil yapisi
bozularak enzimin inaktive olmasina neden olur (de Almeida vd., 2013). Katyonlarin,
stirfaktanlarin ve bazi bilesiklerin lipaz aktivitesi lizerine etkisi bir¢ok faktdre bagli olarak
degismektedir. Bakterinin Ozelliklerine, substrat ve kullanilan sistem gibi faktorler
etkilidir. Troller ve Bozeman, (1970) stafilokokal lipaz aktivitesi iizerine kalsiyum
iyonlarinin etkisinin iyon konsantrasyonuna ve kullanilan substrat tipine bagli oldugunu
gostermislerdir. Metalleri selatlayict EDTA bazi suglarin enzimlerinin aktivitesini
artirirken bazi izolatlarin enzimlerinin aktivitelerini ise etkilememistir. Ramakrishnan
vd., (2016) E. faecium MTCC5695 'in optimum kosullarda iiretilen enzim aktivitesini
EDTA’nm inhibe ettigini bildirmislerdir.

Enzimlerin birgogu tuza tolerans gdstermistir. Halofil 6zellik gostermektedirler.
Enterococcus spp. ait lipaz enzimleri %25 gibi yiiksek tuz konsantrasyonunda bile
aktivitesini kaybetmemistir. A4, E66, M48, E68, M93 izolatlarma ait ekstraselliiler
enzimlerin aktiviteleri %15-%25 tuz konsantrasyonunda artmistir. Bu 6zellikleri gida
tiretiminde 6nemli bir 6zelliktir. Esteban—Torres vd., (2015) L. plantarum ‘a ait lipaz
enzimini halotolerant oldugunu bildirmistir. Siit ve et {iriinlerinin fermantasyonunda tuz
tolerans1 6nem tagimaktadir. Bu fermantasyonlarda yiiksek tuz konsantrasyonu vardir
(Bautista-Gallego vd., 2013; Johnson vd., 2009). Peynir yapiminda ve olgunlagsmasinda
tuz ilavesi bulunmaktadir. Ayrica peynir salamurasina yaklasik %20 civarinda tuz ilave

edilmektedir (Johnson vd., 2009).

Son yillarda atik materyallerden yararli maddelerin {iretimi biiyilk Onem
tagimaktadir. Boylece hem ¢evre kirliligi onlenirken diger taraftan da ekonomik 6nemi
olan {irlinler elde edilebilmektedir. Calismada zeytin atig1 ve peynir alt1 suyunun besi
ortaminda kullanilabilecegi belirlenmistir. Bu sekilde ekonomik énemi yiiksek olan {iriin
elde edilebilir. Zeytin atiginin kullanildig1 besi ortaminda Enterococcus spp. ile iiretilen
ekstraselliiler enzimde daha yiiksek enzim aktivitesi elde edilmistir. E. faecium E66 ile
daha yiiksek enzim aktivitesi elde edildigi i¢in ¢alismalarda %10 zeytin atig1 kullanilarak
lipaz enzimi {iretimi gerceklestirilmistir. Kismi saflastirilan ekstraselliiler enzimin

optimum aktivitesi 45°C’de elde edilmistir. Ekstraselliiler enzimin sicaklik toleransi 24-
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48 saat inkiibasyon siiresi sonunda oldukga stabil kalmigtir. Optimum pH 10 olarak
bulunmustur. pH direnci de farkli pH’larda 2 ve 3.5 saat inkiibe edildiginde enzim
aktivitesini ozellikle alkali kosullarda fazla kaybetmemistir. Mg*? katyonu disindaki
katyonlarin varliginda enzim aktivitesi diismiistiir. Mg*? katyonu ise enzim aktivitesini
artirmistir. Yiizey aktif maddelerden Triton X-100 ve tween 80 enzim aktivitesini
artirirken tween 20 ve SDS enzim aktivitesini diisiirmiistiir. Bu enzimin tuz direnci
yuksek olup halofilik 6zellik gostermistir. Bu 6zellik gidalarin hazirlanmasi agisindan

Onem tasimaktadir.

Test bakterileri ampisiline ve gentamisine direngli olararak saptanirken
vankomisine ve ciprofloksasine M93 ve E68 hari¢ direngli olarak bulunmustur. Laktik
asit bakterileri vankomisine dogal olarak direncli oldugu diisiiniilmektedir. Vankomisin
direncinin hiicre duvarinin (peptidoglikanin) sentezi sirasinda D-alanin ve D_laktada
vankomisin baglanamadigi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Handwerger vd., 1994).
Benzer olarak Koll-Klais vd., (2005) laktik asit bakterilerinde vankomisin direnci
bildirilmigtir. Siit ve siit liriinlerinde izole edilen Enterokoklarin gentamisine direncli
olduklar1 rapor edilmistir (Citak vd., 2004). Test bakterilerinin hepsinde jelatinaz ve
hemoliz aktivitesi negatif olarak belirlenmistir. Bu agidan bakildiginda virulans 6zelligi
yoktur. Ancak virulans genlerinin incelenmesi gidalarda kullanimin1 daha giivenli hale

getirecektir.

Kismi olarak saflagtirllmis Enterococcus spp. izolatlarina ait lipaz enzimlerinin
molekiiler agirligr 19-20 kDa arasinda belirlenmistir. Benzer olarak yapilan ¢alismada
E. faecium lipaz1 i¢in molekiiler agirlik 19.172 kDa olarak belirlenmistir (Ramakrishnan
vd., 2016). Esteban-Torres vd., (2015) L. plantarum ig¢in yaklasik 31 kDa olarak
saptamiglardir. Mikrobiyal lipaz enzimlerinin molekiiler agirliklart 11-67 kDa arasinda
belirlenmistir (Saxena vd., 2003). Staphylococcus lipolyticus lipaz proteinin molekiiler
agirhg 67 kDa olarak bildirilmistir (Arora, 2013). Bharathi vd., (2018) ise farkl
bakteriler i¢in 32-47 kDa olarak bildirmistir. Arastiricilar farkli bakteri suslarinin lipaz
enziminin farkli molekiiler agirligina sahip oldugunu bildirerek bunun genetik farklilik

yiiziinden oldugunu bildirmislerdir.
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Son yillarda, mikrobiyal lipazlar, ¢ok katli 6zelliklerinden dolay1 ticari ve
endiistriyel uygulamalar i¢in bitki ve hayvan lipazlar iizerinde 6nem kazanmistir (Akoh
vd., 2007; Antczak vd., 2009). Siit ve iiriinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin
degisen oranlarda lipaz iirettikleri belirlenmistir. Lipaz liretiminin en iyi oldugu sicaklik
35-45°C, pH 7, en iyi karbonhidrat olarak glikoz, azot kaynag1 olarak da pepton oldugu
belirlenmistir. Peynir alt1 suyu ve zeytin atig1 da iyi birer substrat olabilir. Ancak tizerinde

caligilarak optimum kosullarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Laktik asit bakterilerinin lipaz enzimi iiretimi diger lipaz iiretici bakterileri ile
karsilastirildiginda daha diisiiktiir. Bununla birlikte, yiiksek laktik asit bakteri sayisi ve
aktivitesi fermente et ve siit lirlinlerinde 6nem tasimaktadir. Et tirlinlerinde olgunlagsmanin
yavas bir islem oldugu, diisiik aktivitelerin bile hayvan yag: {izerine etki etmesine izin
vermesi nedeniyle 6nem tasimaktadir. Bu sekilde laktik asit bakterilerine ait lipazlarin
lezzet olusumu iizerindeki rolii nedeniyle 6nem tasimaktadir. Siit iirlinlerinin olusumunda
tereyagi ve peynirde arzu edilen aromanin olusmasinda laktik asit bakterilerinin lipazi
onemli bir rol oynayabilir. Bu ozellikleri nedeniyle, bu mikroorganizmalardan izole
edilen lipazlarin arastirilmasi her yi1l artmaktadir (Lopes vd., 2002). Enterococcus spp. ile
tiretilen lipaz enzimi 45°C’de, pH 9-10’da aktivitelerinin yiiksek olmasinin yaninda
gidalarin pH 5.0-5.5 gibi asidik kosullarda da aktiviteye sahip olmaktadir. 55°C’ye 48
saat gibi bir siire direng gostermesi ayrica diisiik sicaklikta da aktivitesini kaybetmemesi
ve halofil 6zellikleri nedeniyle gida endiistrisinde {imit vaat etmektedir. Bu lipazlarin
kullanim1 gida iiretiminde baz1 avantajlar saglayabileceginden 6nem tasimaktadir. Ancak
aciklanmas1 gereken bir¢ok nokta bulunmaktadir. Lipaz aktivitesini artirmak igin
optimizasyon ¢alismalarinin detaylandirilmasi saflastirma islemlerinin iyilestirilmesi
daha kesin sonug¢ icin onem tasimaktadir. Zeytin atiginda yapilan iiretimin daha da
gelistirilmesi gerektigi ve kat1 faz fermantasyon uygulanirsa daha yiiksek verim elde
edilecegi diistiniilmektedir. Laktik asit bakterileri yararli bakteriler oldugu i¢in ileri
saflastirma islemleri olmadan kullanilabilirler. Bu hususlarin belirlenmesi i¢in ise bir¢ok

caligmaya ihtiyac vardir.
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