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OZET

Rhodotorula mucilaginosa’DAN LiPAZ E_NZiMi l'_JRETiMi _
VE AKTIVITESINE ETKILI PARAMETRELERIN BELIRLENMESI

Hamideh HAMMAMCHI

Yuksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. Niliifer CIHANGIR

Ocak 2014, 109 Sayfa

Lipazlar (E.C.3.1.1.3; trigliserol agilhidrolazlar) enzim siniflandirmasinda hidrolazlar
ana sinifinda yer alan, triagilgliserollerin serbest yag asitlerine ve gliserole hidrolizini
katalizleyen enzimlerdir. Endustriyel lipazlar, genellikle hicre digi lipaz Ureten
mikroorganizma tuarlerinden saglanir. Mikrobiyal lipazlar ¢ogunlukla sivi ortamlarda
uretilir ve aktiviteleri karbon/azot kaynaklari tir ve derisiminden, ortam pH’sindan,
sicakliktan ve metal iyonlarindan etkilenir. Bu c¢alismada Eskisehir ili Hasanbey
Kdyunden izole edilen Rhodotorula mucilaginosa lipaz kaynagi olarak kullanildi, lipaz
uretiminde onem tasiyan ortam kosullari ile ortam parametreleri incelendi. Karbon
kaynaklari olarak bitkisel yaglar (zeytin yagi, aygicek yagi, soya yagi, misir 6zi yagi
ve findik yagi) ve sekerler (glukoz, galaktoz, fruktoz, laktoz, maltoz ve sukroz), azot
kaynagi (pepton, amonyum sdulfat, Gre, maya 06zutd, kazein, amonyum oksalat,
amonyum karbonat ve proteose pepton) iceren ortamlarda lipaz aktivitesi incelendi.
Optimal ortam kosullarini belirlemek amaciyla, 3.0 — 9.0 baslangi¢ pH araligi ve 10 -

40 °C sicaklik araliginda Uretimler yapilarak bu degiskenlerin lipaz aktivitesine etkileri



incelendi. Lipaz Uretiminde 6nem tasiyan reaksiyon ortam saptandi. Reaksiyon ortami
inkibasyon sicakhgi 30 — 90 °C ve siresi 30 — 90 dakika aralidinda lipaz aktivitesi

arastirildi.

Yapilan deneyler sonucunda Rhodotorula mucilaginosa’nin lipaz Urettigi, optimal
ortam kosullari olarak pH’nin 5.0, sicakligin 30°C, calkalama hizi 200 r.p.m, karbon
kaynaginin % 1 derisimde zeytin yagi, en uygun azot kaynaginin pepton oldugu
belirlendi. Karbon ve azot kaynaklarinin zeytin yagi ile birlesmesi sonucunda lipaz
aktivitesinin  ylUkseldigi saptandi. Optimal reaksiyon kosullari incelendiginde,
inkibasyon sicakliginin  60°C, inkUbasyon slresinin 50 dakika ve substrat
konsantrasyonu %1 oraninda zeytin yagi olarak belirlendi. Seker fabrikasi atigi olan
melas degerlendirilerek lipaz uretiminde karbon kaynagi olarak kullanilabilecegi

saptadi.

Anahtar Kelimeler: Lipaz aktivitesi, Mikrobiyal lipaz tGretimi, Optimizasyon,

Rhodotorula mucilaginosa.



ABSTRACT

DETERMINATION OF PARAMETERS AFFECTING THE PRODUCTION
AND ACTIVITY OF LIPASE ENZYME

BY Rhodotorula mucilaginosa

Hamideh HAMMAMCHI

Master of Science, Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Niliifer CIHANGIR

January 2014, 109 pages

Lipases (E.C.3.1.1.3; tri glycerol acyl hydrolases) are hydrolizer enzymes which
catalyze free fat into glycerol and triglycerid. Industrial lipase commonly is provided by
external cellular activity from strains of microorganisms. Microbial lipases are
produced in liquid phase and its activity is influenced by concentrations of carbon/
nitrogen resources, pH, temperature and metal ions. In this study, Rhodotorula
mucilaginosa as a lipase source, isolated from the village which is located near
Eskisehir city. In the production of lipase, environmental conditions and media
components are investigated as a important parameter. Vegetable oils as carbon
source (olive oil, sunflower oil, soybean oil, corn oil and peanut oil) and carbohydrate
source (gluconic, galactose, fructose, lactose, maltose and sucrose) and nitrogen
sources (peptones, ammonium sulfate, urea, yeast extract, casein, ammonium
oxalate, ammonium carbonate and proteose peptone) are used for lipase activity
investigation. To find the optimal condition, firstly between 3.0 — 9.0 pH and 10 — 40°C

several experiments are carried out to detect the effects of these varieants on lipase


http://3.1.1.3/

production. The reaction conditions as a important parameter in lipase production are
detected. Reaction conditions are studied between 30 - 90 centigrades and

incubation for 30-90 minutes.

As a result of several experiments for production of lipase from Rhodotorula
mucilaginosa , the optimal condition is pH 5.0, temperature 30°C, santrifuje 200 r.p.m,
1% concentration of carbon from olive oil and the best source of nitrogen, the pepton
has been considered. As a result of combination of carbon and nitrogen sources with
olive oll, the activity of lipase was increased. Our study showed that the most suitable
factors for optimal reaction are, incubation temperature at 60°C, incubation period 50
min and substrat concentration are specified. In our study, we investigated that
melasses which is the waste of sugar factories, under specified conditions can be
used as a lipase production source.

Key words: Lipase activity, Microbial lipase production, Optimization,

Rhodotorula mucilaginosa.
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1. GIRIS

Son otuz yil igcinde pek ¢ok sanayi dalinda uygulama alani bulan enzimler,
gunumuzde yeni kullanim alanlarinin  ortaya c¢ikmasiyla giderek Onem
kazanmaktadirlar [1]. Ticari enzimlere 6zellikle de mikrobiyal kaynakli olan enzimlere
olan ilgi pek cok alanda kullanima sahip olmalarindan dolayr gin gegctikge
artmaktadir. Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar kimyasal metotlara goére
daha ucuz ve de daha basittir. Enzimler basta gida, eczacilik, deterjan, tekstil ve
kozmetik olmak Uzere pek c¢ok sanayi dalinda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Endustriyel enzim pazarinda buylk paya sahip olan hidrolitik enzimler iginde yer alan
lipazlar, anahtar enzimler olarak ortaya c¢ikmakta ve endustriyel uygulamalarda

yuksek oranda kullaniimaktadirlar [2, 3, 4].

Lipazlar (E.C.3.1.1.3; trigliserol acilhidrolazlar) enzim siniflandirmasinda hidrolazlar
ana sinifinda yer alan, triagilgliserollerin serbest yag asitlerine ve gliserole hidrolizini

katalizleyen enzimlerdir.

Lipazlar, dogada farkli kaynaklardan elde edilebilmektedirler. Ozellikle mikrobiyal
kaynakli lipazlar, biyoteknolojik uygulamalar ve organik kimyada yuksek oranda
kullaniimaktadirlar. Ekstraselller mikrobiyal lipazlar ticari olarak ¢ok 6nemli olup,
bunlarin Uretimi diger kaynaklara gére ¢ok daha kolaydir [5]. Mikroorganizmalarin
enzim Uretiminde potansiyel olarak kullaniimasinin avantaji ise ortam kosullarinin
degistiriimesiyle ya da genetik manipulasyonlarla, sentezlenen enzim miktarinin

binlerce kez artiriimasidir [1].

Lipazlar kullandiklari substratlarin fazla olmasi, ekstrem kosullarda (sicaklik, pH,
organik ¢ozuculer gibi) kararli yapilarini koruyabilmeleri gibi baglica nedenlerle en
onemli biyokatalizorler olarak varsayilir. Bu yuksek lisans ¢alismasinda lipaz kaynagi
olarak fungal familyasinda bulunan Rhodotorula mucilaginosa turii mikroorganizmalar

kullanildi. Eskisehir ili Hasanbey Koyl tavuk kimesinden izole edilen bu



mikroorganizma, lipaz Uuretiminde o©onem tasiyan ortam kosullari ve ortam
bilegenlerinin etkisi ve reaksiyon ortam kosullari parametreleri optimizasyonu
hedeflendi. Ortam bilesenleri olarak; karbon kaynaklari igin gesitli bitkisel yaglar ve
sekerler, azot kaynaklari olarak dogal kaynaklar ile organik azot kaynaklarinin ve
etkisi incelendi. Optimal ortam kosullarini belirlemek amaciyla c¢esitli pH’larda,
inkibasyon surelerinde ve sicakliklarda Uretim yapilarak lipaz aktivitesine etkileri
incelendi. Reaksiyon ortami kosullarini belirlemek amaciyla ise reaksiyon ortami

sicakhgi, reaksiyon inkibasyon suresi ve substrat konsantrasyonu incelendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler ve Tarihgesi

insanlar enzim varh@inin fark edilmesi ve ortaya konulmasindan g¢ok 6nce bu
maddelerin gercgeklestirdikleri aktivitelerden dolayr bir sekilde ve bilingsizce
yararlanmay bilmiglerdir. Bira, sarap, ekmek, yogurt ve peynir gibi fermente gidalarin
uretimi ¢cok eski ¢aglardan beri bilinmektedir. Fermentasyon, organik maddelerin canli
hicreler tarafindan anaerobik kosullarda metabolize edilerek biyodegisime
ugratilmasi olayidir. Bu biyodegisim olayi ise gercekte canli hicrelerin sahip oldugu

enzimler tarafindan gercgeklestiriimektedir.

Enzimler, karbon, oksijen, hidrojen ve azottan olusan, hucrelerde biyokimyasal
reaksiyonlari katalize eden, biyokimyasal olaylarin vicutta yasam ile uyumlu bir
sekilde gerceklesmesini saglayan maddelerdir. Enzimler katalizor olarak, kimyasal
reaksiyonlari hizlandirmada ve bir molekili diger bir molekile donustirmede
kullanilirlar. Bu iglev enzimin yapisinda herhangi bir degisiklik olmadan gergeklesir [6,
7].

1850’lerde Louis Pasteur, fermantasyonla ilgili calismalar yaparak enzim biliminin
ortaya cikisinda ve gelisiminde blUyuk katkilar saglamistir. Pasteur sekerin maya
vasitasiyla alkole fermentasyonunun ‘fermentler’ araciliiyla katalizlendigi sonucuna
varmistir ve yaptigi denemeler sonucunda, fermantasyonun ancak canl hicrelerde
gerceklesebilecegi sonucuna varmistir. Buna karsi Liebig, fermantasyonun
gergeklesebilmesi igin mutlaka canli hucreye gereksinim olmadigini savunmustur. Bu
gorus farklihgr 1870-1890 yillari arasinda devam etmistir. 1878’de Frederick W.
Kdhne bu fermentlere ‘enzim’ adini vermis ve bu fermentlerin canli maya huicrelerinin

yapisindan ayrilmaz oldugunu kabul etmigtir. Bu goris uzun yillar gecerli olmustur.



Daha sonra 1897'de Eduard Buchner maya hicrelerinden kabaca enzim
izolasyonunu gergeklestirmis ve bu izole edilen enzim karisimindaki bir enzimin
(invertaz) canli hicre disinda da ayni fonksiyonu gosterdigi ortaya koymustur. Yaptigi
deneylerde maya ekstratlarinin sekeri alkole fermente edebildigini kesfetmis ve
fermentasyonu saglayan molekullerin canli hicre yapisindan cikarildiginda da
fonksiyonuna devam ettigini ispat etmistir. Bu ispat biyokimyacilari, yeni enzimlerin
izolasyonu ve onlarin katalitik 6zelliklerini incelemeleri igin tesvik etmigtir. Bunu
takiben 1920’li yillarda, bir enzim karisim sisteminden belli bir enzimin ayrihp saf

enzim preparatinin elde edilmesi agirlik kazanmistir.

1926’da James Summer tarafindan treazin izole ve kristalize edilmesi, daha dnceki
enzim calismalari icin ilerleme saglamistir. Ancak, 1930’'larda John Northrop ve
Moses Kunitz'in pepsin ve tripsini kristalize etmeleri ve bunlarin protein olduklarini
bulmalarindan sonra Summer’in vardigi sonu¢ genis capta kabul géormastir ve bu iki
bilim adami Nobel 6dullt ile onurlandiriimislardir. J.B.S.Haldane, bu dénemde,
‘enzimler” adli bir bilimsel inceleme yayinlamigtir. Enzimlerin molekuler yapisi tam
olarak anlagilmamasina ragmen, Haldane katalitik reaksiyonlarda kullanilabilen
enzim ve substrat arasindaki zayif baglarin etkilesimi ile ilgili dikkat ¢ekici bir 6neri
ileri stirmustar. Fischer, 1894 yilinda, enzimlerin 6zgunligunu “anahtar-kilit” modeli
ile aciklamistir. Koshland, 1959 yilinda, enzim 6zgunligud konusunda “uyum meydana
getirme” modelini 6ne surmugtur. Enzim kinetigi konusu, Michaelis ve Menten
tarafindan 1913 yilindan bugtine gegerliligini koruyan temeller Uzerine oturtulmustur.
Yirminci ylzyilin sonlarindan itibaren enzimler ile ilgili calismalar yogunlagmistir. Bu
calismalar; binlerce enzimin saflagtiriimasina, bircogunun kimyasal mekanizmasi ve
yapisinin aciklanmasina ve genel olarak enzimlerin c¢alismasinin anlasiimasini
saglamistir. Geligen teknoloji ile bugun igin yaklagik 3000 dolayinda enzim saf

preparat halinde elde edilmig ve kullanima sunulmustur [7].



2.2. Enzimlerin Siniflandiriimasi

Simdiye kadar bilinen enzimlerin sayisi 700°Un Ustindedir. Enzimler aktif veya inaktif
durumda olmalarina gore adlandinlir. Enzim inaktif durumda ise substratinin sonuna
“‘ien” eki getirilerek adlandinihr. Ornedin pepsinojen. Enzim aktif durumda ise
¢cozdukleri ve parcaladiklar substratin sonuna “ase=az” eki getirilerek ve etki ettigi
reaksiyonun cegidine gore adlandirihr. Ornegin; selilloza etki eden enzim seliilaz
olarak adlandirilir. Enzimler etkili olduklari substratin sonuna litik eki getirilerek de
adlandinihr.  Ornegin; proteinleri parcalayan enzimlere proteazlar denildigi gibi
proteolitik enzimler de denilmektedir. Pepsin, amigdalin, pityalin gibi substratlarini
veya aktivitelerini tanimlamayan, genel bir tanima uymayan enzim adlarn da
kullanilmigtir. Karisik adlandirmalarin sonucu olarak ayni enzime farkl isimler

verilmesinden dolay! adlandirmada sorunlar ortaya cikmistir.

Bdylece isimlendirmedeki uyumun yok olmasi ve bilinen enzimlerin sayisinin hizla
artmasi nedeniyle, enzimlerin adlandiriimasi ve siniflandirilmasi igin sistematik bir yol
gereksinimi ortaya gikarmistir. Uluslararasi Biyokimya Birligi (International Union of
Biochemistry) tarafindan kurulan bir komisyonun 1964 yilinda yayinladigi, 1978 ve
1984 yillarinda gézden gecirdigi rapor, gunimuzde kabul edilen sistemin temelini
olusturur. Bu sistematik adlandirmada enzimlerin alti ana sinifa ayrilmaktadir, her
sinifin da katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt siniflari vardir. Buna gore enzim

siniflari sunlardir:

Enzim sinifi 1: Oksidoreduktazlar

Oksidoredulktazlar, oksidasyon (yukseltgenme) ve rediksiyon (indirgenme)
reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Yukseltgenme; molekile oksijen eklemekle
veya molekiilden hidrojen ayrilmakla, boylece + degerin artmasiyla olur. indirgenme
ise; molekllden oksijen ayrilmakla veya molekiile hidrojen eklemekle yani + degerin

azalmasiyla olur. Oksidorediktazlar hidrojen veya elektronlari bir substrattan digerine



tasirlar metabolizmada ¢ok énemli rol oynarlar. Bu tepkimeleri diizenleyen enzimler 2

gruba ayrilmistir.

e Dehidrogenaz: Hidrojen tasiyan ve aktaran enzimlerdir. (Elektron kazandirici
tepkimeleri etkilerler.)
e Oksidazlar: Elektron kaybeden ve aktaran enzimlerdir. (Elektron kaybeden

tepkimeleri etkilerler.)

Enzim sinifi 2: Transferazlar

Transferazlar, molekilden H* diginda, bagka gruplarin (metil, karboksil, glikozil,
amino, fosfat gruplari, tagiyangruplar) bir molekulden digerine transferini katalizleyen

enzimlerdir.

Enzim sinifi 3: Hidrolazlar

Hidrolazlar, su katilmasi suretiyle baglarin pargalandigi hidroliz reaksiyonlarini
katalizleyen enzimlerdir. Ester, peptit, asitanhidrit ve glikozidik baglarina etki ederler.
Bu sinifin baslica iki grubu a) C-N ve b) C-O baglarinin ¢éztlmesini katalizleyen
enzimlerdir. Birinci grupta baslica proteazlar (proteolitik enzimler) ve ikinci grupta

esterazlar ve karbohidrazlar bulunur.

PROTEAZLAR (proteolitik enzimler):

Bunlar peptit baglarinin su etkisiyle bolunmesini ve sentezini katalizlerler. Genelikle
bunlar proteinaz, peptidaz ve amidaz olarak ayrilirlar. Proteinazlar proteinlerin i¢
peptid baglarina etki ederek onlari proteoz, pepton ve polipeptidlere bolerler. Bu
grupta, mide salgisindaki pepsin ve gen¢ danalarin dérdincl midesinden 6zutleme

ile elde edilen rennetin etkili enzimi rennin vardir.



Peptidazlar, proteinlerin proteinazlara bélinme Urtnleri olan polipeptitlerin, serbest
amino veya karboksil gruplarina bitisik peptit baglarina etki ederler, serbest amino
asitlere ayirirlar. TUum bitkisel ve hayvansal dokularda ve kanda bulunurlar,
dipeptidaz, aminopeptidaz, karboksipeptidaz ve alt gruplarina ayrilirlar. Amidazlar,
peptid baglarindan baska C-N baglarina ayiran Ureaz ve erginaz gibi enzimlerdir.

Ureaz iireyi karbondioksit ve amonyaga hidrolizler.

ESTERAZLAR

Bu enzimler dogal esterler Uzerine etki ederler estereazlardan lipaz’lar yaglarin
gliserin ve yag asidine bdlinmesini, fosfatazlar fosforik asitler esterlerinin ve

sifatazlar silfurik asit esterlerinin bolinmesini katalizler.

KARBOHIDRAZLAR

Bu enzimler basit glikozidlerin, oligosakkaritlerin ve polisakkaritlerin glikozid baglarina
etki ederler. Glikozidaz ve poliaz veya polisakkaridaz olarak ayrilirlar. Birinci grupta

glikozidaz ve invertaz, ikinci grupta ise amilazlar bulunur.

Enzim sinifi 4: Liyazlar

Liyazlar, C-C, C-O, C-N ve C-S baglarini yukseltgenme ve hidroliz diginda (Su
moleklll ¢ikarmadan molekdlleri yikan enzimlerdir) bir mekanizma ile kiran
enzimlerdir. Ornegin C-C bag, aldolaz ve dekarboksilazla yikilir. Keza C-0 ve C-N

bagini yikanlar da vardir.

Enzim sinifi 5: izomerazlar

izomerazlar, optik ve geometrik izomerlerin rasemizasyonunu katalizleyen diger bir
deyisle molekiil icinde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini degistiren enzimlerdir.

Razemaz, epimeraz 6rnek olarak verilebilir.



Enzim sinifi 6: Ligazlar (Sentetazlar):

Enerji kullanarak substrat molekdillerinin birbirine baglanmasini saglar. Ornegin amino
asitlerin ve yag asitlerinin aktiflesmesini saglarlar. Ligazlar, yliksek enerijili fosfatlarin
enerjisini kullanarak karbon ile C, O, S, N arasinda bag olusumunu katalizleyen

enzimlerdir.

Sistematik adlandirma sisteminde her enzime enzim komisyonu (EC) tarafindan
verilen dort rakamli kod numarasi ve katalizledigi reaksiyonu tanitan sistematik ad
veriimektedir. Ornegin; ATP: glukoz fosfotransferaz enzimi, bir fosfat grubunun
ATP’den glukoza transferini katalizledigini belirtir. ATP:glukoz fosfotransferazin kod
numarasi (EC numarasi) 2.7.1.1 dir. Burada birinci rakam, tepkimenin tipi veya sinif
adini (2; transferaz); ikinci rakam, alt sinifi (7; fosfotransferaz); ugincu rakam,
akseptorin ilgili grubunu (1; —~CH-OH); dérdincu rakam ise akseptor olan substrati
(1; glukoz) ifade eder [7].

2.3. Enzimlerin Uretiminde Mikrobiyal Kaynaklar

Enzimler hakkindaki bilgi eskilere dayanmakla birlikte, mikrobiyal yolla Uretimi yakin
gecmiste dnem kazanmistir. ik kez 1897°de Buchner yasayan hiicreden aktif enzim
ayrilabilecegi gosteriimis ve mayanin alkol fermantasyonunun baslangicinda
katilmasi yerine, yasayan hicre olmadan maya o6zitinden yararlanmistir.  Kuf
enzimlerinin ilk kez ticari kullanimlari 20. yuzyillin basinda, bakteriyel enzimlerin

kullanimi ise 1. DUnya Savasi siralarinda baslatiimistir [8].

Endustrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan

elde edilmektedir. Her ne kadar hayvansal ve bitkisel hiicreleden yararlanarak enzim



elde etme olanaklari varolsa da, teknik ve ekonomik yonunden, katalitik aktivitelerinin
¢ok yuksek olmalari, istenmeyen yan urin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz
olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri nedeni ile mikrobiyal kaynakli endustriyel

enzimler daha avantajlidir [9].

Mikroorganizmalar yalnizca enzim Uretme yeteneklerine gore degdil toksik ve patojen
olmamalarina gore de secilmistir. Bugun endustride kullanilan birgok enzim mikrobiyal
kokenli oldugu igin, endustriyel enzimlerin kullaniminda, mikroorganizma kullanimi
artmistir [10].

Endustriyel enzim Uretiminde en dnemli basamak 6zgul enzim Gretme 6zelligine sahip
kultar suslarinin segilmesidir. Bu suslarin stabil olmasi ve yuksek Urin meydana

getirebilmesi aranilan en dnemli 6zelliklerden birisidir.

Mikrobiyal enzim Uretiminde fermantasyon metodlarinin gelisimi, kosullarinin kontrol
altinda tutulmasi ve dogru susglarin sec¢imi ile Uretim potansiyeli artmakta ve miktar
sinirlamasi faktoru de ortadan kalkmaktadir. Bu nedenle endustriyel yolla enzim
uretiminde mikroorganizmalarin kaynak olarak kullaniimasi, yetersiz olan uretimde
artis saglanmasi bakimindan en buyuk avantaji saglamaktadir. Bir diger avantaj ise,
pek c¢ok sayida enzimi ekonomik olarak mikroorganizmalardan elde etmek
mumkindar. lyi secilmis ve planlanmis organizma suslari ile herhangi bir enzim
uretimi genellikle mumkundar. Ancak tek bir organizma ile galismak dezavantajli
olabilir. Genellikle mikrobiyal kaynaklardan Uretilen enzimlerin atmosferik basingta 3.0
- 9.0 gibi genis bir pH araliginda olmalari ve pek coklarinin 45 - 55°C lerde
calisabilmesi de bir baska avantajdir [11].

Ekstremofilik mikroorganizmalar: volkanlarin yiksek sicakliklarinda, kutuplarin distk
sicakliklarinda, ¢ok dusik ve ¢ok ylksek pH degerlerinde (pH 0 — 3.0 veya pH 10 -
12) veya c¢ok yuksek tuz konsantrasyonlarinda (%5.0 - 30) yasamak i¢in adapte
olmuslardir [12]. Bu sekilde farkh ekolojik kosullarda yasayan mikroorganizmalar

termofilik, asidofilik, alkalifilik ve halofilik bakteriler seklinde siniflandiniimistir [13].



Buralarda yasayan termoasidofilik ve alkalifilik bakterilerden elde edilen enzimler
ekstrem pH ve sicaklik kosullarina dayanikli oldugu igin endustriyel alanda yogun
olarak kullaniimaya baglanmigtir [14]. Ticari dneme sahip olan enzimlerin ¢ogu,
hidrolazlar seklinde tanimlanmakta olup, mikrobiyal kokenlidir. Bu enzimlerin ¢ogu
ekstrasellller olarak bulunur ve yuksek molekuler agirliga sahip substratlarla gorev

yaparlar. Ekstraselliler enzimler, besiyeri ve hiicre duvarinin disi ile baglanti halinde

olan enzimler olarak tanimlanir [15, 16].

Cizelge 2.1. Enzim Ureten Bazi Mikroorganizmalar ve Urettikleri Enzimler.

Organizmalar

Aspergillus oryzae

Aspergillus niger

Kafler
Rhizopus spp.

Penicillium spp.

Mucor spp.

Trichoderma viride

Streptococcus hemolyticus
Bacillus subtilis
Bacillus mesenterclus

Bakteriler

Micrococcus lysodeikticus

Saccharomyces cerevisiae

Mayalar | Saccharomyces fragillis

Enzimler

Amilaz, Proteaz

Amiloglaz oksidaz, katalaz,
Amilaz, Sellulaz, Pektinaz,
Glikoz.

Amilaz, Amiloglukoksidaz,
Lipaz.

Pektinaz, Lipaz.
Proteaz, Lipaz.

Sellulaz.

Streptokinaz-Streptodornaz
Proteaz, Amilaz
Proteaz

Katalaz

invertaz

Laktaz

Bugun endustriyel olarak mikrobiyal enzim Uretiminde en ¢ok kullanilan 11 kif, 8
bakteri ve 4 maya vardir (Cizelge 2.1). Bunlar toksikolojik agidan incelenerek,
Ozellikle gida Uretiminde kullanilabilir oldugu bildirilmistir [17, 18]. Bugune kadar

2000’'den fazla enzim tanimlanmis ve bunlardan yaklasik 100 tanesi ticari olarak



kullanima uygun bulunmustur. Ginimuizde bunlardan sadece 18 tanesi endustriyel
amagla Uretiimektedir [19]. Ticari olarak kullanilan enzimlerin %59unu proteazlar,
%28’'ini  karbohidrazlar, %3’Unu lipazlar ve %10unu ise diger enzimler
olusturmaktadir. Karbohidratlar grubuna giren a-amilaz Gretimi %13 ile 6nemli bir yer
tutmaktadir [20]. Enzim teknolojisinin giderek gelismesi urtnlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yuksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin
endustriyel enzimler ile ilgili alaninda yapilan cgesitli arastirmalar daha da 6nem
kazanmaktadir. Ozellikle son yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen
rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilarak enzim dretimi buyuk boyutlara

ulasmis ve kullanimi giderek yayginlasmigtir [21].

2.4. Lipazlar

Lipazlar triacilgliserolleri (E.C.3.1.1.3) gliserol ve yag asitlerine hidrolizini sagdlayan
enzimlerdir [22, 23]. Lipazlar ayni zamanda esterlesme transesterlesme,
interesterlesme, amiloziz, asidoliziz ve alkoloziz gibi tepkimeleri de katalizlemektedir
[24]. Lipazlar, genel olarak karboksilesterazlar ve gercek lipazlar olmak Uzere iki
grupa ayrilir [25]. Karboksilesterazlar, suda kismen c¢o6zlinebilen, kisa zincirli
karboksilik asit esterlerini parcalayan, gercek lipazlar suda ¢6ziinmeyen uzun zincirli
acilglisterolleri hidrolize etmektedir. Katalitik potansiyelleri gcok yuksektir [26, 27].

Triacilgliserollerin hidroliziyle, yag asitleri ve gliserol meydana getiren lipazlar [22],
lipit-su ara yuzeyinde aktif olup [28, 29, 30, 31], suda ¢d6zinmeyen uzun zincirli

trigliseritlere karsi maksimum aktive gosterirler [31].

Arastirilan lipazlar, pH 4’e kadar asidik ve pH 8e kadar bazik ortamlarda dayanikh
olmalariyla birlikte, en fazla stabiliteyi pH 6,0-7,5 arasinda gdstermektedir. A. niger,
Chromobacterium viscosum ve Rhizopus turlerinin hucre digi lipazlar asidik pH'da

aktiftir. P. nitroreducens’ten izole edilen lipaz ise pH 11,0'de aktivite gostermektedir.



Yuksek sicakliklarda ve organik ortamlarda yuksek stabilitelerinden dolayr 6nem

kazanmislardir.

Lipazlar, enzim siniflandirmasinda sirasiyla hidrolazlar (E.C.3), ester baglarini
parcalayanlar (E.C.3.1), karboksilik ester hidrolazlar (E.C.3.1.1) ve triagilgliserol
lipazlar (E.C.3.1.1.3) icinde yer almaktadirlar [32].

Lipaz enzimlerinin spesifikligi, enzimin molekuler ozellikleri, substratin yapisiyla
ilgilidir [33]. Genellikle lipazlar, yag asidinin pozisyonal spesifikligi, stereospesifiklik
(izomer segicilik) gibi substratlarin 6zellikleri dogrultusunda siniflandirilirlar [22, 34].
Bu bakimdan, lipazlar ti¢c gruba ayrilirlar. ilk grup, spesifik olmayan gruptur. Bu grup
lipazlar, trigliseritleri tamamen hidrolizleyip yag asitleri ve gliserol olusumunu
katalizlerler. Candida cylindracae, Corynebacterium acnes, Staphylococcus aureus
ve Geotrichum candidum tarafindan (retilen lipazlar bu gruba girer [35, 36]. Ikinci
grup lipazlar, 1,3-spesifik olup triagilgliserol pargasinin 1 ve 3 pozisyonunda hidroliz
gercekleStirirler ve 1,2-diagilgliseroller, 2,3-diacilgliseroller, 2-monogliseroller ve
serbest yag asitleri olustururlar [34, 35]. Ancak bu Urunler kimyasal olarak kararsizdir
ve acil gé¢cline maruz kalmaktadirlar. Bunun sonucunda 1, 3-spesifik enzimlerin son
aranleri; 1, 3-diacilgliseroller, 1-monoagilgliserol ve serbest yag asitleri olabilir.
Triacilgliserollerin hidrolizi devam ettigi surece 1,3-spesifik lipazlar, triacilgliserollerin
tamamen serbest yag asitleri ve gliserole donismesine sebep olurlar [22]. Aspergillus
niger, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Humicola lanuginosa,
Rhizopus ve Mucor tirlerinden elde edilen lipazlar 1, 3- spesifiktir [35, 36]. Uglincii
grup, yag asidi spesifik lipazlardir. Bu grup lipazlar, bazi yag asitlerine spesifik olup

bu yag asitlerinin olusturdugu ester baglarini pargalarlar [34, 35].

Lipazlar (triacil gliserol acil hidrolazlar) bir cok tepkimeyi katalizleyebilme yetenekleri
ile fizyolojik ©6neme ve endustriyel potansiyele sahiptirler. Lipazlar esteraz
enzimlerinin 6zel bir sinifidir ve yaglar Uzerine etkilidir. Yaglari hidrolize ederek onlari

gliserol ve yag asitlerine pargalarlar. Esterazlarin aksine lipazlar sadece su/yag ara



yuzeylerinde aktivasyon gosterirler. Lipazlar aktif bdlgelerinde serin yer aldigi icin

serin hidrolazlar olarak adlandiriimaktadir [36].

2.5. Lipaz Enzimi ve Kullanim Alanlari

Genel olarak yaklasik 4000 enzim bilinmekte olup, bunlardan 200’G ticari olarak
kullanilmaktadir [31]. Bu ticari enzimler igerisinde % 3 pazar payina sahip olan
lipazlar, biyokatalizorler icerisinde ©nemli bir yer almakta ve biyoteknolojik

uygulamalarda yuksek oranda kullaniimaktadirlar [35, 37].

Cok yonlu mikrobiyal lipazlar hizla gelismekte olan modern biyoteknolojide
vazgecilmez bir role sahip olmuslardir. Biyolojik 6nemlerinin yaninda lipazlar, yaglarin
islenmesi, deterjan ve yag temizleyicilerin Uretimi, gidalarin islenmesi, ilag ve
kimyasal madde sentezleri, kagit Uretimi ve kozmetik trtnlerinin sentezi gibi pek ¢ok
alanda karsimiza cikmaktadir (Cizelge 2.3). Lipazlar ayni zamanda atiklarin yok
edilmesi icin yapilan biyoremediasyon islemi, biyoteknolojide kullanilan yeni bir
yontemdir. Cesgitli kaynaklardan elde edilen lipazlar kullanilarak, yagh atiklar ve yag
kalintilari temizlenebilmektedir. Lipazlar ayrica atik sularin aritiimasinda genis bir
kullanim alani bulmustur. Gelistirilen bir teknoloji ile fabrikalarda atik sularin aritimi
sirasinda olusan tortulardan biyogaz elde edilmektedir. Bu teknolojide, iginde lipazin
da yer aldigi enzim karisimlari kullaniimaktadir. Lipazlarin kullanildigi diger bir
uygulamada, kullanigh Grtnler igcindeki polyester atiklari indirgenerek, laktonlarin ve
esterifiye olmamis yag asitlerinin Uretimi saglanmaktadir. Lipazlar; su sogutma
sistemlerinde  olusan biyofim tortularinin  kaldirlmasinda, atik yadlarin
degerlendiriimesi ve fabrikalardan c¢ikan atikk gazlarin saflastirimasinda
kullanilmaktadir. Lipofilik mikroorganizmalarin, 6zellikle mayalarin kullaniimasi ile
endustriyel atiklardan tek hlcre proteini Uretimi; atik yonetiminde lipazlarin farkl
uygulama alanlarinin olugsmasina yol agmaktadir. Lipazlar, yad fabrikalarinin atik

sularina karigan zeytinyag@i gibi yaglarin yok edilmesi i¢in de kullaniimaktadir. Bu



islem, atiklarin icinde lipaz Ureten  mikroorganizmalarin  Uretilmesiyle

gergeklestiriimektedir [4].

Hidrolitik lipazlarin en dnemli ticari uygulamalarinin basinda ¢amasgir deterjanlarindaki
kullanimlari gelmektedir. Toplam lipaz satisinin % 32’'sini deterjan enzimleri
olusturmaktadir. Tahmini olarak her yil yaklasik 1000 ton lipaz katkili 13 milyar ton
deterjan uretilmektedir [3].

Gunumizde endustriyel enzimler, 6zellikle de lipazlar meyve sularindan pigirilmis
hazir gidalara ve sut ve sit drtnlerinin zenginlegtiriimesi gibi alanlarda ve ¢ok cesitli
drtnlerin  Uretiminde kullaniimaktadir. Kati ve sivi yaglar gidalarin  6nemli
bilesenleridir. Trigliseritlerin fiziksel 6zellikleri, besin degeri ve lezzet;, gliserol
omurgasindaki yag asitinin konumundan, zincir uzunlugundan ve doymamighk
derecesinden etkilenir. Lipazlar, gliseritlerdeki yag asiti zincirinin konumunun
degistiriimesiyle, lipitlerin 6zelliklerinin degismesine olanak saglar. Goreceli olarak

ucuz olan bu yontem, yagin daha degerli bir yaga déntisimune olanak tanir.

Yagdlar hidroliz etmelerinden dolayi lipazlar, endustriyel temizlik alanlarinda ve evde
kullanilan deterjanlarda genis bir kullanim alani bulmustur. Deterjan lipazlarinda
Ozellikle dikkat edilen hususlar; ilk olarak yagd lekelerini olusturan trigliseritlerdeki
cesitlilik nedeniyle substrata spesifik olmasi, ikinci olarak sert yikama kosullarinda
(pH 10-11, 30-60 °C) enzim stabilitesinin devamliidl ve son olarak da sirfektan ve
proteazlar gibi katki maddelerinin neden oldugu proteolitik degredasyondan

etkilenmemesidir [31, 3].

Deterjan yapiminda enzim kullanimi, endustriyel enzimlere talebi arttirmistir. DUnya
capinda yikama sicakliklarini indirmeye yodnelik yapilan ¢alismalarda, ev deterjan
formdlasyonlari igin daha gelismis Urdnler, yeni arastirma programlari, genetik

manipulasyonlarla bir takim uygun preparasyonlarin tanimlanmasi saglanmistir [37].



Yaglar, gidalarda oldukg¢a 6nemlidir [31]. Gliserol iskeletinde yagd asidinin pozisyonu,
yag asidinin zincir uzunlugu ve doymamis yag orani gibi faktorler trigliseritin fiziksel
yapisini, besinsel degerini 6nemli oranda etkilemektedir [22, 3]. Lipazlar, gliseritteki
yag asit zincirlerinin konumunun degistiriimesi ve bir veya daha fazla yag asidinin yeni
bir tane ile yer degistirmesiyle lipitlerin 6zelliklerinin farklilasmasina imkan saglar. Bu

yolla digerlerine nazaran daha ucuz ve daha kaliteli yaglar elde edilir [31].



Cizelge 2.2. Mikrobiyal Lipazlarin Endustriyel Uygulamalari

Endstri Gorevi Uriin ya da Uygulama
Deterjan Yaglarin Hidrolizi Kumaslardan yag lekelerinin
uzaklastiriimasi
~ | Peynir ve tereyagindaki tatlandirici
Sut yaginin hidrolizi
ajanlarin gelistirilmesi
St .
iriinleri Hizh olgunlastirma Peynir
Yaglarin y
o Tereya
modifikasyonu yag
Kozmetik Sentez Emulsifiye ediciler, nemlendiriciler
Kagit Hidroliz Geligtirilmig kalitede kagit
Deri Hidroliz Deri trunleri
Temizlik Hidroliz Yaglarin uzaklastirilmasi
ilag Transesterifikasyonu S|nd|r.|.m| kola'ylia§t|r|0|
duzenleyiciler
Hidroliz Ozel lipidler
" Kak Ji, in, yag asitleri,
Transesterifikasyon aKao yagi ma_rgarln yag asitler
y gliserol
Yagd
Hidroliz Mono ve diagcil gliseroller
icecek Aroma gelistiriimesi icecekler
Ekmek Tat geligtiriimesi Raf omrunun uzatiimasi

Geleneksel olarak bakteriyal lipazlar tat gelisimini saglayan gida sistemlerinde, in situ
olarak uretilmektedir. Pastdrizasyon prosesi ve peynir olgunlastiriimasi esnasinda

sutte bulunan dzellikle Pseudomonas, bunun yani sira Alcaligenes ve Achromobacter



gibi bakteri turlerinin ve bazi sosislerin olgunlastiriimasinda lipolitik laktik asit
bakterilerinin Urettigi lipazlarin tat gelisimine etkisi oldugu bilinmektedir [3]. Lipazlar,
hamurlu gidalar ve iceceklere lezzet katmak, et ve balik UrUnlerinden yaglari

uzaklastirmak amaciyla da kullaniimaktadirlar [31].

Lipazin hidrolitik 6zelliginin diger bir uygulamasi ise gida endustrisinde trigliseritlerin,
di- ve mono- gliseritlere kismen etkili hidrolizidir ki bu di- ve monogliseritler gida
endustrisinde biyolojik uyumlu emdlsifiyerler ve gida katki maddeleri olarak is
gormektedir [37].

Zift veya agacin hidrofobik bileseni (baglica trigliseritler ve mumlar), kagit hamuru ve
kagit sektorunde bir ¢cok problem yaratmaktadir. Lipazlar, kagit yapiminda Uretilen
kagit hamurundan bu ziftin uzaklastirimasinda kullanilir. Japonya’da, Nippon Kagit
Endustrisi, agag trigliseritlerinin % 90’in1 hidrolize eden Candida rugosa fungal lipazini
kullanarak zifti kontrol eden bir metot gelistirmistir [31, 3]. Organik sentezde katalizor
olarak kullanilan lipazlar, substrat farkhliklarina gore etki gdstermelerinden dolayi
sentetik kimya icin blylk avantaj saglamaktadirlar [37]. Lipazlar genis bir cesitlilik
gosteren  kemoselektif (kimyasal secicilik), regioselektif ve stereoselektif
transformasyonlari katalizlemede kullaniimaktadir. Organik kimyada katalizor olarak
kullanilan lipazlarin buyuk c¢ogunlugu mikrobiyal kaynakhdir [31]. Bunlar,
enantiyomerik bilesiklerin ¢ozulmesinde kullanilirlar. Lipazin katalizledigi ¢ozulmeler
icin organik solventlerin kullanimi solvent olarak suya oranla dort temel avantaja
sahiptir. Bunlardan ilki, alkol veya asitlerin rasemik karisimlari enantiyomerlerinde
¢ozilmeden oOnce esterifiye olmaya ihtiyag duymamalari, ikincisi bu enzimlerin,
organik solventlerde sudan daha kararli olmalari, Ugunclsu organik solventlerde
¢ozinmemeleri nedeniyle iyilesme igin immobilizasyona ihtiyagc duymamalar ve aktif
durumlarindaki filtrasyonlariyla toplanabilmeleri ve son olarak substrat ve drunlerin
sulu solusyonda kararsiz olmalariyla bu durumda, organik solventtereaksiyon trtnun

olusmasi ve izolasyonu igin gerekli olmasidir [37].



Oleokimyasal prosesde lipazlar, enerji alicidir ve alkolozis, asidolizis, hidrolizis ve
gliserolizis esnasinda termal degredasyonun minimize edilmesinde kullanilirlar
[32,38]. Substrata bagh olarak lipazlar, asidolizis, alkolizis ve transesterifikasyonu

katalizleyebilirler [38].

Polisakkaritler, polifenoller ve poliesterler gibi biyopolimerler oldukca fazla gesitlilik ve
kompleks bir yapi gosterirler. Bununla beraber bu bilesikler, yenilenebilir dogal
kaynaklardan uretilmeleri ve biyodegredasyona ugramalari nedeniyle buyuk bir
oneme sahiptirler. Lipazlar, polimerik sentez igin reaksiyon kosullarinda sahip
olduklan ylUksek secilik (stereoselektif, regioselektif ve kemoselektif) oOzellikleri

gosterebilmeleri nedeniyle katalizor olarak kullaniimaktadirlar [39].

Cesitli bitkilerden elde edilen yaglarin kimyasal olarak kullanimi sonucu olusan
biyodizel, alternatif bir enerji kaynagidir. Biyodizel vyakiti, yenilenebilir dogal
kaynaklardan meydana gelmektedir. Bitki yaginin metil veya diger kisa zincirli alkol
esterlerine donusumd organik solventlerdeki lipazlar kullanilarak basit bir

transesterifikasyon reaksiyonu ile katalizlenebilir [39].

2.6. Lipaz kaynaklari

Lipaz enzimleri hemen hemen tum canlilar yani bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar tarafindan dretiimektedir. Ticari lipazlar genelde mikrobiyal

kaynakhdir. Lipaz Ureten mikroorganizmalar bakteriler, funguslar ve mayalardir [36].

Lipaz ureten mikroorganizmalar oldukga genis bir dagilim gosterir [40]. Lipazlarin elde
edildigi kaynak, optimum aktivite gosterdikleri pH ve sicaklik araligini etkilemektedir
[41,42].



2.6.1. Bakteriyel Lipazlar

Bakteriyel lipazlarin bir kismi glikoprotein, bir kismi da hlcre lipoprotein yapisindadir.
Arastirmacilar ¢odu bakteride enzim Uretiminin bazi polisakkaritler tarafindan
etkilendigini bildirmigtir. Simdiye kadar caligilan bakteriyel lipazlarin buyuk bir
kisminin basit yapili, substratlarina kargi spesifik olmayan ve ancak ¢ok azinin

sicakliga karsi kararl olduklari bildirilmigtir [43].

Bakteriyel lipaz tretiminde, Achromobacter sp., Arthrobacter sp., Pseudomonas sp.,
Staphylococcus sp., ve Chromobacterium sp. gibi mikroorganzimalardan
faydalaniimaktadir (Cizelge 2.3.) [44]. Stafilolokokkal lipazlar dogada lipoprotein
yapisinda bulunurlar. S. aureus ve S. hyicus’tan saflastirilan lipazlar yaklasik olarak
34-46 kDa agirhgindadirlar. Bu lipazlar, Ca iyonu tarafindan uyariir ve EDTA
tarafindan inhibe edilirler. Optimum pH 7,5-9,0 arasinda degisir. S. hyicus ve S.
aureus’un lipaz genleri klonlanmig, sekans analizleri yapiimis ve diger lipazlarla

karsilastiriimistir.

Farkli Pseudomonas turlerinden elde edilen lipazlar, supernatant kualturinden
asidifikasyonla, amonyum sulfat ¢oktirmesiyle, sefaroz CL-6B kromatografisiyle ve
CHAPS kullanilarak izoelektrik odaklama ile saflastiriimigtir. P.fragi, P. fluorescens ve
P. aeruginosa sirasiyla 33 kDa, 45 kDa ve 29 kDa agirliginda olup monomerik
yapidadirlar. Lipazlar , Zn, Fe ve Al iyonlarn tarafindan aktive edilir ve Ca iyonu
tarafindan inhibe edilir. P. fragi'nin lipaz geni klonlanmis ve sekans analizi yapiimistir
[44].



Cizelge 2.3. Bakteriyel Lipaz Kaynaklari [31, 42, 45 ].

Kaynak

Cins

Tar

Bakteri

Bacillus

Staphylococcus

Lactobacillus sp
Stereptococcu

Micrococcus

Propionibacterium

Burkholderia sp.

Pseudomonas sp.

Choromobacterium

Acinetobacter

Aeromona

B.megaterium, B.cereus
B.stearothermophilus,
B.subtilis
B.thermocatenulatus, B.brevis
B.acidocaldarius, B.coagulans

S. canosu S. aureus

S. epidermidis S. hyicus
S. warneri

Lactobacillus delbruckii

Streptococcus lactis

Micrococcus freudenreichii
M. luteus

Propionibacterium acne
Propionibacterium granulosum

Bu. glumae

P. aeruginosa, P. fragi
P. mendocina,P. Fluorescens

Ch. viscosum

Aci. pseudoalcaligenes
Aci. Radioresistens

Ae. hydrophila
Ae. sorbia LP004




2.6.2. Fungal Lipazlar

Fungal lipazlarda galismalar 1950’lerin basinda baslamis, Lawrence ve daha sonra
Brockerhoff ve Jensen tarafindan bu enzimler gesitli yonlerden tartisilarak kapsamli
olarak incelenmistir. Bu lipazlar, distuk maliyetli, 1siya ve pH’ya karsi dayanikli
olmalari, substrat 6zgulligu ve organik c¢ozucllerde aktif olmalarindan dolayi
kullanilmaktadirlar. Bundan sonra birgcok arastirmaci termal stabilite, substrat
Ozgullugu ve organik solventlerdeki aktivitelerinden dolay! degerli lipaz kaynagi olarak
funguslari gostermiglerdir [37]. Ticari lipazlarin baslca Ureticileri Aspergillus niger,
Candida cylindracea, Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Rhizopus arrhizus, R.
delemar, R. japonicus, R. niveus ve R. oryzae turleridir. Lipazlar bu kiflere ilave
olarak, Penicillium cyclopium [46], P. citrinum [47,48], Aspergillus japonicus, Mucor

japonicas [41], M. meihei [40,49] tarafindan da Uretilmektedir.

Rhizopus’un 1,3-(regio)-spesifikliginden dolayi, Ozellikle trigliseridlerin
monogliseridlerine donusumu ve kati ve sivi yaglarin interesterifikasyon reaksiyonlari
icin ¢cok uygun olmasindan dolayi lipazlar, 6zellikle gida ve farmasotik uygulamalarda

cok siklikla kullanilmaktadirlar.

Cesitli Rhizopus tirlerinin lipazlar (40’tan 45 kDa'ya kadar olanlar) orta-zincirli yag
asitlerine kargi maksimum aktivite gosterir. Yapilan bir calismada R. delemar’in hiicre

digi ve hucre igi lipaz enzimleri izole edilebilmigtir [43].

Entomophthorales cinsleri icinde lipaz Ureticileri olarak Entomophthora apiculata, E.
coronata, E. thaxteriana, E. virulenta, Basidiobolus spp. ve Conidiobolus spp.
siralanabilir. Pichia, Hansenula ve Saccharomyces tirlerinin de lipaz urettikleri
bildirilmigtir. Saccharomyces lipolytica’dan iki ¢esit hdcre baglayici lipaz
saflastinimistir. Candida curvata, C. tropicalis, C. valida ve C. pelliculosa’dan elde
edilen lipazlarin, C. deformans’in hari¢ olmasiyla birlikte, trigliseridlerdeki farkli ester
baglarina karsi spesifik olmadiklar bildirilmigtir. Geotrichum candidum, yagin

hidroliziyle sut Urdnlerinde asit olusumundan sorumludur. G. candidum lipazi, yag



asitlerine karsi 9. karbonda bir cis ¢ift bagi olusturma 6zelligine sahiptir, bundan
dolay! trigliseridlerin yapisal analizleri icin kullanilmaktadir. Aspergillus niger’ in
hicreler ici ve hicre disi lipazlari 1, 3-(regiyo)-spesifiktirler. A. oryzae’ nin, Rhizopus
miehei ve Humicola lanuginosa lipazlarinin heterolog durumlarinda odlukga iyi bir
konakgi oldugu bildirilmigtir. Penicillium roqueforti‘nin lipazi, mavi peynirin aromasini
vermekten sorumludur. Brie ve Camembert peynirlerinin beyaz yuzli Kkofla
taraflarindan, P.camemberti’de de lipolitik aktivite varligi belirlenmigtir. Butirik asit igin
Ozgullik gosteren lipazlar, Penicillium cyclopium, P. verrucosum var. cyclopium ve
P.crustosum gibi Penicillium turlerinden izole edilmektedir. P. cyclopium lipazi, di- ve
monogliseridlere karsi trigliseridlerden daha yuksek aktiviteye sahiptirler. H.
lanuginosa DSM 3819'un lipazi, 1siya dayanikhligi, bazik pH’ da ylksek aktivitesi ve
anyonik yluzey aktif maddelere kargi dayanikhligi sayesinde bir deterjan katki

maddesi olarak kullaniimaya uygun oldugu bildirilmistir.

Cizelge 2.4. Fungal Lipaz Kaynaklari [31, 42, 45 ].

Kaynak Cins Tar

Funguslar Mucor lipolyticum
Rhizopus delemar
Geotrichum candidum
Penicillium roqueforti
Humiloca lanuginose
Aspergillus niger

Mayalar Candida sp.
Rhodotorula sp. Rhodotorula glutinis
Rhodotorula rubra
Rhodotorula pilimanae
Rhodotorula mucilaginosa
Saccharomyces sp. Saccharomyces cerevisiae

Torulopsis sp. T.ernobi



http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Rhodotorula_glutinis&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Rhodotorula_rubra&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Rhodotorula_pilimanae&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Rhodotorula_mucilaginosa&action=edit&redlink=1

Lipazlarin endustriyel c¢apta uretimi secilmis mikroorganizmalarin kulturleri ile
yapilmaktadir. EndUstriyel olarak édnemli lipaz Ureten mayalar Candida cylindraceae,
C. curvata, Yarrowia lipolytica, C. mycoderma, Debaraomyces mycoderma,
Rhodotorula pilimanae, R. rubra, Geotrichum candidum ve Cryptococcus albidus’tur
[50, 51, 52, 53].

2.7. Lipaz Uretiminde Onemli Parametreler

Lipaz Uretimi, karbon ve azot kaynaklari tiri ve derisimi, pH, sicaklik ve ortamdaki
iyonlardan etkilenir [52]. Karbon ve azot kaynaklari, mikroorganizma g¢ogalmasi icin
temel gereksinimlerdir. Bunun yaninda temel kaynaklardan 6zellikle karbon kaynaklari
tirine gobre lipaz Uretimi farkli derecelerde indiklenmektedir. Sicakhk ve pH
mikroorganizmanin optimal g¢ogalma kosullari ve elde edilen enzimin kararliligi
acisindan, ortamda bulunan iyonlar ise lipaz Uretiminin g¢esitli basamaklarinda kofaktor

olarak 6nem tagimaktadir.

2.7.1. Karbon Kaynaklari Etkisi

Mikrobiyal lipaz Uretiminde karbon kaynagi olarak c¢ogunlukla zeytin yadi, aygicek
yagl, soya fasulyesi yagi, susam yagi, pamuk yagi, misir yagi, yer fistigi yagi ve
palmiye yagi gibi bitkisel yaglar kullaniimigtir (Cizelge 2.5). Kullanilan yaglarin
derisimleri % 0.5 ve % 1.5 arasinda degismekte, genellikle en uygun derisimin % 1

oldugu gorulmektedir [5].



Cizelge 2.5. Cesitli Mikroorganizmalarda en Uygun Lipaz Ureten Karbon Kaynaklari
(Yaglar) [31, 37].

Mikroorganizma En uygun lipaz lreten yag

Bacillus A30-1 (ATCC 53841), Misir yagi ve zeytinyagi

Rhodotorula glutinis Zeytinyag! ve palmiye yagi
Rhizopus oryzae Kolza tohumu ve misir yaginin
P. alcaligenes M-1 Sitrik asit ve soya yagi
P. aeruginosa’nin KKA-5 Hint
Zeytin yaqQi, yer fistigr yagi, pamuk
P. mephitica yagl ile oleik asit, linoleik asit ve
linolenik asit
Zeytin, soya fasulyesi, aygicedi,
Ophiostoma piceae susam pamuk, misir yagi ve yer
fistigi yagi

Lipaz Uretimi i¢in kullanilan karbon kaynaklarindan biri de glukozdur; P. fragi lipazinin
uretimi icin glukoz gerekli goérilmuistir. Talaromyces emersoniide ise Kkuru
mikroorganizma kutlesi bagina lipaz aktivitesinin, karbon kaynagi olarak laktoz, mannoz,
ksiloz, fruktoz, dekstrin ve ramnoz kullanildijinda glukoza oranla daha yuksek oldugu

gozlenmistir [36].

2.7.2. Azot Kaynaklari Etkisi

Bacillus cinsi mikroorganizmalardan lipaz Uretiminde, azot kaynagi olarak ¢ogunlukla
cesitli derigsimlerde pepton ve maya ozutu kullaniimigtir. Birkag¢ turde dogal kaynak
olarak soya unu kullanimi goérilmektedir [5]. Genellikle mikroorganizmalar yuksek

miktarda lipazi organik azot kaynaklari (6zellikle polipepton, misir unu 6zutu, maya



6z0td) kullanildiginda saglar. Penicillium citrinum tdrd icin yapilan bir incelemede

pepton iceren ortamda maksimum uretim elde edilmistir [31].

Humicola sp., T. lanuginosus, Penicillium purpurogenum ve Chrysosporium sulfureum
mikroorganizmalarindan isil kararh lipaz Uretim galismalarinda azot kaynadi olarak
maya 6zutd kullaniminin yuksek lipaz uretimi verdigi aciklanmistir. Salleh et al. (1993)
tarafindan, Rhizopus oryzae tarafindan hicre disi lipaz Uretimi igin pepton optimal azot
kaynagi olarak belirlenmistir. Lin et al. (1996) P. alcaligenes F-111 tarafindan soya
tozu, pepton ve maya ozutu iceren ortamda bir hiucre digi alkali lipaz uretildigini,
uretilen bu lipazin aktivitesinin sodyum dodesil silfat, sodyum tripolifosfat, sodium
dodesil benzen siulfonat ve sodyum alkil benzen silfonat gibi katyonik surfaktanlardan
etkilenmedigini bildirmistir [31].

Ure ve amonyum siilfat kullanimi genel olarak lipaz sentezini inhibe etmekte, oleik

asit ve Tween 80 lipaz uretimi icin hizlandirici etki gostermektedir [31].

2.7.3. pH etkisi

Cogalma ortaminin baslangic pH degeri lipaz Uretimi igcin dnemlidir. Maksimum
aktivite P. fragi icin pH > 7; P. aeruginosa i¢in pH = 9 iken gbzlenmis olup ortamin
asitliginin artmasinin lipaz aktivitesini dusurdugu Dbelirlenmigtir. Buna karsilk
maksimum c¢ogalma S. lipolytica, M. caseolyticus, B. licheniformis, A. wentii, M.
hiemalis, R. nigricans, Mucor racemosus, R. oligosporus, P. aeruginosa EF2 icin
asidik pH (4.0 - 7.0) olarak agiklanmistir [36].



2.7.4. Sicaklik etkisi

Oso (1978), T. emersonii 'den lipaz Uretiminde 45° C'in en iyi sicaklik oldugunu
bildirmigtir. 22—-35° C araliindaki sicakliklarin da A. wentii, M. hiemalis, R. nigricans,
M. racemosus, R. oligosporus ve P. aeruginosa 'nin maksimum lipaz Uretimi igin

optimum oldugu agiklanmistir [36].

P. fluorescens’ten elde edilen lipazin bir proteaz olan subtilisin tarafindan 20° C'de
inaktive oldugu bildiriimig, bu etki mikroorganizma ¢ogalma ortaminda daha yuksek
sicakliklarda (30 — 40° C) daha fazla g6rilmustur [36].

2.8. Rhodotorula sp.

Rhodotorula cinsinin taksonomik siniflandiriimasi 1927 yilinda Harrison tarafindan
yapilmistir (Cizelge 2.6). Rhodotorula havada, toprakta, goéllerde, okyanuslarda ve
mandira Urldnlerinde bulunan bir mayadir. Bitkiler, insanlar ve diger memelilerde

koloni olusturabilirler [54].

Cok yuksek oranda yag icermeleri nedeniyle, Rhodotorula spp. gidalarda bulunan en
onemli  maya tdrlerindendir. Rhodotorula’lar  spor  olusturmazken  bu

mikroorganizmlarin ender olarak yalanci misel olusturduklari saptanmistir.

Cogalmalari, ¢cok yonli tomurcuklanmayla (multilateral) olur. Kiltir ortamlarinda ve
gidalar Uzerinde pembe, kirmizi, turuncu ve somon rengi pigment olustururlar.
Genelde, mezofilik olup, psikrofil tirleri de vardir. Taze kanath etleri, balik, karides ve

sigir kiymasinda bozulma etkeni olmalarinin yani sira, tereyaginin yiizeyinde



kolaylikla gelisirler [55]. Ayrica, Rhodotorula cinsi mayalar saraplari kontamine

ederek, Urintn aromasini olumsuz etkilemektedirler [56].

Rhodotorula cinsi i¢in ¢alismalarda kullanilan 3 tane aktif tir vardir: Rhodotorula

glutinis, Rhodotorula minuta ve Rhodotorula mucilaginosa [54].

Cizelge 2.6. Rhodotorula Cinsinin Taksonomik Siniflandiriimasi

Alem Fungus
Filum Basidiomycota
Sinif Urediniomycetes
Altsinif Sporidiales
Aile Sporidiobolaceae
Cins Rhodotorula

2.8.1. Rhodotorula sp.’nin makroskobik ozellikleri

Rhodotorula kolonileri hizli baylimekte, dizgln koloniler gézlenmekte, parlak ya da
mat, bazen purdzll, yumugsak ve mukoittirler. Genellikle pembe, mercan kirmizisi,

turuncu veya sari kolonilerde gozlenmistir [57].

2.8.2. Rhodotorula sp.’nin mikroskobik ozellikleri

Rhodotorula oval sekilli dizgin bir koloni yapisi gosteren pembe renkli ve mukoid bir
gorunimdedir. Yalanci hif ya vyoktur ya da gelismemigstir. Hifler yoktur.
Rhodotorula’nin Cryptococcus’dan farki inositolu asimile etmemesi ve Candida’dan

farki ise pembe kirmizi kolonileri ve yalanci hifin olmamasidir [57].



2.9. Atik artik

1985-90 yillari arasinda baslayan endustriyel ekonomiye gegis donemi nedeniyle,
hizli bir sekilde artan Gretim miktar ve gesitliligine parelel olarak endustriyel atiklarda
da buyuk olgude artig gorulmuastur. Yeni kurulan sanayii tesislerinin ¢cogunlugunun
bayuk sehirler civarinda olmasi, bu yorelerde ortaya ¢ikan kentlesme sorunlarinin
yani sira 6nemli ¢evre sorunlarini da ortaya cikarmistir [58]. “Biyoteknoloji” adi
verilen bu galisma alani mikroorganizmalar yolu ile atik maddelerin pargalanmasi ve
yeni Urln elde edilmesi esasina dayanmaktadir. Mikrororganizmalar ¢esitli atik artik
ile hazirlanmis besiyerlerinde Uretilerek lipaz verimine bakilmig ve bu maddelerin
lipaz Gretiminde ucuz karbon kaynagi olarak kullanilabilirligi saptanmistir. Bu amacla
ureme ortamina karbon ve enerji kaynagi olarak seker fabrikasi atigi olan melas

eklenmistir.

2.9.1 Melas

Seker fabrikalarinda, seker dretimi sirasinda kristallesmeyen suruplar melasi
olustururlar. Melas, seker fabrikalarinin kivamh koyu renkli yapigkan atiklarindan
biridir. Melasin seker icerigi % 50, %30 diger maddeler , %20 su igerir. Saf seker
miktari 1.32 kg'dir. Seker fabrikalarinda atik olarak kalan melas; etanol, ekmek
mayasli, tek hucre proteini ve laktik asit Uretiminde kullanilabilir. Melastan
biyoteknolojik yolla etil alkolde Uretilebilmektedir. Melas kristalize olmaz, ucuzdur, her
zaman bulunabilir ve endustriyel etil alkol Gretimi icin uygundur. Saccharomyces

cerevisiae melastan etil alkol Uretimin de ¢ok yaygin olarak kullaniimaktadir [59].



3. GEREC VE YONTEM

Calismada lipaz Uretimi icin mikrobiyal kaynak olarak Eskisehir il merkezine 7
kilometre uzaklikta bulunan Hasanbey Koyl tavuk kimesinden izole edilen ve bir

maya turd olan Rhodotorula mucilaginosa kullanildi.

3.1. Cahigmada Kullanilan Mikroorganizma

3.1.1. Mikroorganizma izolasyonu

Aragtirmada incelenen 0ornek Eskisehir ili Hasanbey Koyu tavuk kimesinden
alinmigtir. Petrilerde dnceden hazirlanmig PDA (Potato dextrose agar) besiyerlerini
kapaklari 10 dakika boyunca acgik birakilarak tavuk kimesinde bekletilmistir (Sekil
3.1).

Daha sonra kapagi kapatillan petri etrafi parafiim ile kaplanmis ve laboratuvara
ortamina tasinarak 30 °C’de 5 giin boyunca etiivde inkiibasyona birakildi. inkiibasyon

sonrasi petride Greme gozlemledi (Sekil 3.2).

Karisik kultar olarak Ureyen mikroorganizmalari saf olarak elde etmek amaciyla seri
pasaj yapildi ve Uremeleri igin inkUibasyona birakildi. Petri kaplarinda gogaltilan saf
mikroorganizma, PDA iceren egik tliplere pasajlanarak + 4°C’de saklandi. Belli
surelerle stok tazeleme yapildi. Ornekden preparat hazirlandi, Kurutma sonrasinda
metilen mavisi ile 5 dakika basit boyama yapilarak kurutuldu ve sonrasinda

immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta 100’l(ik objektifte incelendi.



Sekil 3.1. Tavuk Kiimesinde PDA Besiyerleri iceren Petrinin Havaya Acgilmasi.

Sekil 3.2. Tavuk Kimesinde Havaya Agilan PDA Besiyerinde Ureme.



3.1.2. Mikroorganizma Tur Tayini

Calismada kullanilan mikroorganizma turtnin belirlenmesi amaciyla érnek Bioeksen
Medikal ve Biyoteknolojik Arastirma Merkezi’'ne tur tayini i¢cin gonderildi. Yapilan 18S
rRNA analizi sonucunda, ¢alismada kullandigimiz mikroorganizmanin Rhodotorula

mucilaginosa oldugu arastirma merkezi tarafindan tespit edildi.

3.2. Mikroorganizmanin Tributirin Agar Ortaminda Lipolitik Aktivitelerinin

Saptanmasi

Mikroorganizmanin lipolitik aktivitesinin tesbiti igin, %1 agar, % 0,5 pepton ve %3
maya Ozutunden olugan 6zgln lipaz besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri 121
°%C’de 15 dakika 1.5 atm basing altinda otoklavda steril edildi, 60 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra steril pipet ile % 1(0.1 ml) oraninda tribGtirin yagi ortama ilave
edilerek karistiricida homojenize edildi, dnceden steril edilen tiplere 7’ser ml dagitilip
dik durumda katilastirildi. PDA’l tlplerde basit ekim yontemiyle ekilen ve 30 °C’de
inkiibe edilen Rhodotorula mucilaginosa kulturlerinden steril mantar delici ile 1 cm

capinda pargalar kesilip tuplere batirma yontemi ile ekim yapildi.

Tupler 30 °C’de 7 gun boyunca inklbe edildi ve besiyerinde meydana gelen berraklik
gozlendi. Lipolitik aktivitenin degerlendiriimesi icin berrakligin derinigi 3.glinden
itibaren Olguldi ve 7.gine kadar olgime devam edildi. Tuplerde meydana gelen
berraklik lipaz pozitif (+) olarak degerlendirilirken, besiyerinde herhangi bir degisikligin

olmamasi lipaz negatif (-) olarak degerlendirildi.



3.3. Mikroorganizma Ekim ve Uretim Kosullari

3.3.1. Lipaz Uretim Ortami

Lipaz uretim ortami mikroorganizma igin uygun karbon, azot kaynaklarini ve iyonlari
icermektedir. Uretim ortaminin bilesimi, sicakigi ve pH gibi enzim lretim kosullari,
incelenmek istenen parametre olarak degismektedir. Lipaz Uretim ortami olarak

Hatzinikolau ve arkadasglari, 1996 tarafindan onerilen besiyeri kullanidi [60].

Besiyerinin bilesimi g/t olarak su sekildedir: 12 NaH,PO4, 2 KH,PO4, 0.25
CaCl,.2H,0, 0.3 MgS0,4.7H,O, 0.03 ZnS04.7H4O, 0.015 MnS0O,4.4H,O, 0.005
FeS0,.7H40 ve 1 Pepton icermektedir. Uretim ortaminin pH’sI 5'e ayarlanarak 250 ml
hacimli erlenmeyerlere 100 ml olacak sekilde dagitildiktan sonra 1.5 atm basing
altinda 121°C’de, 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. Otoklav sicakli§i 65 °C altina

dustigunde her bir besiyerine karbon kaynagi olarak %1 zeytinyadi ilave edildi.

3.3.2. inokiilasyon ve inkiibasyon

TUplerde 6nceden hazirlanmis olan yatik PDA besiyerine Rhodotorula mucilaginosa
susu yayma yontemi ile ekildi ve statik etlivde 30 °C’de 3 gln inkibasyona birakildi.
inkiilbasyon sonrasinda elde edilen kiltirler 3 McFarland (9.0x10® CFU/mI)

bulanikhgina ayarlandi.

Hazirlanmis olan 3 McFarland standardindaki kulttrlerden steril kosullarda 1’ er mi
alinarak Uretim ortamina inokiile edildikten sonra tiretim 30 °C’de 150 r.p.m dongusel

calkalama hizina ayarlanmis inkubatorde gerceklestirildi.



3.3.3. Ureme Egrisinin Saptanmasi

Bir maya turt olan Rhodotorula mucilaginosa’nin uUreme egrisinin tespiti icin
hazirlanan lipaz dretim besiyerlerinin  pH’sint  S’e ayarlayarak 250 ml'lik
erlenmeyerlere 100 ml olacak sekilde dagitildi ve 121 °C’de 1.5 atm basing altinda 15
dakika sterilize edildi. Hazirlanmis olan 3 McFarland standardindaki kalttrlerden steril
kosullarda 1’ er ml alinarak Uretim ortamina inoklile edildikten sonra Uretim 30 °C’de
150 r.p.m dongusel galkalama hizinda 1 - 10 gln araliginda gergeklestirildi. Uretim
sonrasinda oOrneklerin optik yogunluklari spektrofotometrik olarak ol¢uldi ve elde

edilen veriler grafik haline getirilerek Greme egrisi saptandi.

3.4. Mikroorganizmada Lipaz Aktivitesi Tayini

Lipaz aktivitesinin tayininde titrasyon metodu kullaniimistir. Kultdr ortami filtratinin
enzim kaynagi olarak kullanildigi lipaz aktivite tayininde degerler formulde yerine
konularak lipaz aktivite miktari unit aktivite olarak saptandi. Kiltir ortami filtrati enzim

kaynagi olarak kullanildi ve aktivite tayini 4 basamakta gerceklestirildi [61].

1. Inklibasyon ortamina 1 ml zeytin yagi, 4.5 ml 50 mM asetat tampon ( pH 5.6), 0.5
ml 0.1 M CaCl, ve 1 ml filtrate ilave edildi. Kor olarak kullanilan tlpe filtrat yerine su
eklendi. Enzim kaynagi olarak uretim sonrasinda Whatman no: 1 filtre kagidindan
suzullerek elde edilen supernatant kullanildi.

2. Karisim galkalamali su banyosunda 30 °C’de 200 r.p.m de 30 dakika galkalanarak
inktibe edildi.



3. Reaksiyonu durdurmak igin ortamina 20 ml etanol eklendi.
4. Ortam 50 mM KOH ile pH 10.5’a kadar titre edildi. Degerler asagidaki formulde

yerine konularak agiga ¢ikan yag asidi miktari unit aktivite olarak hesaplandi.

50 x Harcanan KOH Miktar __
= U/ml

30

3.5. Uremeye Bagl Lipaz Aktivitesinin Saptanmasi

Enzim aktivitesinin hiicre basina disen sentez miktar differansiyel sentez hizi olarak
hesaplandi. Difransiyel sentez hizi, enzim aktivitesinin ireme miktarina oranlamasi ile

hesaplandi.

‘ ‘ Enzim aktrvite miktar
Difransiyel sentez hizi =

Mikrobiyal tireme miktar

3.6. Ureme Ortamindaki Lipaz Aktivitesini Etkileyen Fizyolojik Kosullarin
Saptanmasi

Lipaz Uretimi, karbon ve azot kaynaklari ¢esidi ve derigsimi, Uretim ortami pH ve

sicakhgindan etkilenir [62].

Karbon ve azot kaynaklari, mikroorganizma ¢ogalmasi igin temel gereksinimlerdir.
Bunun yaninda temel kaynaklardan ozellikle karbon kaynaklari turine gore lipaz
uretimi farkli derecelerde indiklenmektedir. Sicaklik ve pH mikroorganizmanin
optimal cogalma kosullari ve elde edilen enzimin kararliigi agisindan 6nem

tasimaktadir.



3.6.1. Optimum inkiibasyon Siiresinin Saptanmasi

Lipaz (retim ortamina Rhodotorula mucilaginosa ekilmis 30 °C’de 150 r.p.m dongusel
calkalama hizinda Uretime birakilmistir. inkiibasyonun 1 ile 10. giinleri arasinda her

gun titrasyon metoduyla enzim aktiviteleri saptanmigtir.

3.6.2. Lipaz Sentezi igin Uygun Baslangi¢ pH Degerinin Saptanmasi

Enzimatik tepkimelerin hizi, hidrojen iyonu derisimine gore farklihk gdstermektedir.
Enzimin en fazla aktivite gosterdigi pH degeri, optimum pH'’idir. pH’1 optimum degerde
sabit tutmak veya en azindan elverigli durumda tutmak amaciyla tampon cozeltiler
kullanilir. Optimum pH: kullanilan tamponun cinsi, substratin yapisi ve enzimin elde

edildigi kaynakla iligkilidir.

Uretim ortami pH’sinin lipaz sentezine etkisini belirlemek amaciyla hazirlanan retim
ortami pH’si 3 - 9 araliginda ayarlanarak 250 ml’lik erlenmeyerlere 100 ml olacak
sekilde dagitildi ve 121 °C’de 1.5 atm basing altinda 15 dakika sterilize edildi, otoklav
sicakh@ 65 °C'nin altina distiginde %1 zeytin yagi eklendi. Hazirlanmis olan 3
McFarland standardindaki kdulttrlerden steril kosullarda 1° er ml alinarak Uretim
ortamina inoklle edildikten sonra retim 30 °C'de 150 r.p.m donglsel calkalama
hizina ayarlanmis inkiibatérde gerceklestirildi. Uretim sonrasinda her bir kultiriin
ureme O.D.’leri dlgllerek grafiklendi. Daha sonra 6rnekler Whatman no: 1 kagidindan
suzullerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve elde edilen veriler grafik

haline getirildi.



3.6.3. Uretim Ortami Sicakliginin Lipaz Uretimine Etkisi

Sicakligin Rhodotorula mucilaginosa’dan lipaz Uretiminde lipolitik enzim aktivitesine
etkisinin incelendigi calismada, Uretim ortaminin pH'si 5’e ayarlanarak 250 ml’lik
erlenmeyerlere 100 ml olacak sekilde dagitildi ve 121 °C’de 1.5 atm basing altinda 15
dakika sterilize edildi, otoklav sicakligi 65 °C'nin altina dustuginde %1 zeytin yagi
eklendi. Hazirlanmis olan 3 McFarland standardindaki kultirlerden steril kosullarda 1’
er ml alinarak Uretim ortamina inokile edildikten sonra lretim 10 — 40 °C araliginda
150 r.p.m dongisel ¢alkalama hizina ayarlanmis inkiibatérde gergeklestirildi. Uretim
sonrasinda her bir kultirin Greme O.D.’leri dlgulerek grafiklendi. Daha sonra érnekler
Whatman no: 1 kagidindan sizulerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve

elde edilen veriler grafik haline getirildi.

3.6.4. Calkalamali ve Statik inkubasyon Kosullarinin Lipaz Sentezine Etkisinin

Saptanmasi

Calkalamali ve Statik inkubasyon Kosullarinin Lipaz Sentezine Etkisinin Saptanmasi
amaciyla, lipaz Uretim ortamina Rhodotorula mucilaginosa iki paralel grup olacak
sekilde ekildi. Birinci grup érnekler 150 r.p.m déngusel hizina sahip inkibatorde, diger
grup statik kosulda 30 °C’de 6 giin Uretildiler. Bu siire sonrasinda uretim ortamlarinda

lipaz aktivitesi tesbit edildi.

3.6.5. Uretim Ortami Havalandirma Hizinin Lipaz Aktivitesine Etkisi

Lipaz aktivitesine dongusel ¢calkalama hizinin etkisini belirlemek amaciyla lipaz Gretim
ortaminin pH’si 5’e ayarlanarak 250 ml’lik erlenmeyerlere 100 ml olacak sekilde
dagitildi ve 121 °C’de 1.5 atm basing altinda 15 dakika sterilize edildi, otoklav

sicakligi 65 °C’nin altina dustigiinde %1 zeytin yagi eklendi. Uretim ortamina



onceden hazirlanmis olan 3 McFarland standardindaki kulturlerden steril kogullarda 1’
er ml alinarak Uretim ortamina inokile edildikten sonra tretim 30 °C’de 100 — 250
r.p.m araliginda dongusel calkalama hizina ayarlanmis inkibatorde gerceklestirildi.
inkiibasyon sonrasinda her bir kiiltiirin Greme O.D.leri 6lgilerek belirlendi. Daha
sonra ornekler Whatman no: 1 kagidindan suzulerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi

ile saptandi ve elde edilen veriler gizelge ve grafik haline getirildi.

3.7. Ureme Ortamina ilave Edilen Farkli Karbon ve Azot Kaynaklarinin Lipaz
Aktivitesine Etkisi

3.7.1. Ureme Ortamina ilave edilen Farkli Karbon Kaynaklarinin Lipaz

Aktivitesine Etkisinin Saptanmasi

Lipaz Uretiminde dnemli parametreler icerisinde, tretimi en 6nemli derecede etkileyen
faktor ortamdaki karbon kaynaklaridir. Ortamda karbon kaynagi olarak yaglarin
bulunmasinin lipaz enzimi Uretimini indukleyecegi dugunulerek oncelikle bitkisel
yadlarin etkisi incelenmistir. Bitkisel yag olarak zeytin yagi, aycgicek yagi, soya yagi,

misir 6zt yagi ve findik yagi kullaniimigtir.

En uygun karbon kaynagini belirlemek amaciyla temel ortam olarak kullanilan sivi
besiyerinin pH’'si 5’e ayarlanarak 250 ml’lik erlenmeyerlerde 100 ml Uretim ortami
icerecek sekilde dagitildi ve 121 °C’de 1.5 atm basing altinda 15 dakika sterilize
edildi, otoklav sicakh@i 65 °C’ nin altina distiginde her bir besiyerine %1 oraninda

degisik karbon kaynagi ilave edildi.

Hazirlanmig olan 3 McFarland standardindaki kultirlerden steril kogullarda 1’ er ml

alinarak Uretim ortamina inokile edildikten sonra tretim 30 °C’de 150 r.p.m dongusel



calkalama hizina ayarlanmis inkibatorde gerceklestirildi. Uretim sonrasinda her bir
kultirin tGreme O.D.leri Olgulerek grafiklendi. Daha sonra 6rnekler Whatman no: 1
kagidindan slUzulerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve elde edilen

veriler grafik haline getirildi.

Sekerlerin karbon kaynagi olarak lipaz Uretiminde etkisini arastirmak icin tekrar lipaz
uretim ortami pH’si 5e ayarlanarak hazirlandi ve 250 mllik erlenmeyerlere
dagitildiktan sonar her bir besiyerine karbon kaynagi olarak %1 oraninda glukoz,
galaktoz, fruktoz, laktoz, maltoz ve sukroz ilave edildi. Besiyerleri otoklavda 110 °C’de
1.5 atm basing altinda 25 dakika sterilize edildi, otoklavin sicakligi 65 °C’ nin altina
dustigunde 6nceden hazirlanmis olan 3 McFarland standardindaki kulturlerden steril
kosullarda 1’ er ml alinarak Uretim ortamina inokiile edildikten sonra tretim 30 °C’de
150 r.p.m dongisel calkalama hizina ayarlanmis inkiibatérde gergeklestirildi. Uretim
sonrasinda her bir kultiran Greme O.D.’leri dlgulerek grafiklendi. Daha sonra érnekler
Whatman no: 1 kagidindan suzulerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve

elde edilen veriler grafik haline getirildi.

Son olarak %1 zeytin yadina ilave olarak sekerlerin lipaz aktivitesi etkisini incelemek
amaciyla Uretim ortamlarinin pH’si 5.0’e ayarlanarak 100 ml olacak sekilde 250 ml’'lik
erlenmeyerlere dagitildi ve her bir besiyerine karbon kaynagi olarak %1 oraninda
glukoz, galaktoz, fruktoz, laktoz, maltoz ve sukroz ilave edilerek 110 °C'de 1.5 atm
basing altinda 25 dakika sterilize edildi, otoklavin sicakhgi 65 °C’ nin altina
distiginde besiyerlerine %1 oraninda zeytin yagi eklendi. Hazirlanmis olan 3
McFarland standardindaki kultlrlerden steril kosullarda 1’ er ml alinarak dretim
ortamina inokule edildikten sonra tretim 30 °C'de 150 r.p.m donglsel calkalama
hizina ayarlanmis inkibatérde gergeklestirildi. Uretim sonrasinda her bir kiiltiiriin
ureme O.D.’leri dlgllerek grafiklendi. Daha sonra érnekler Whatman no: 1 kagidindan
suzullerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve elde edilen veriler grafik

haline getirildi.



3.7.2. Ureme Ortamina ilave edilen Farkh Azot Kaynaklarinin Lipaz Aktivitesine

Etkisinin Saptanmasi

Farkh azot kaynaklarinin lipaz dretimine etkisini belirlemek amaciyla hazirlanan lipaz
uretim ortamini 250 ml'lik erlenmeyerlere 100 ml olacak sekilde dagitildi, her
besiyerlerine sirasiyla %1 oraninda pepton, amonyum sulfat, Gre, maya 06zutu,
kazein, amonyum oksalat, amonyum karbonat ve proteose pepton ilave edililerek
pH'lar 5’e ayarlanarak 110 °C'de 1.5 atm basing altinda 15 dakika sterilize edildi.
Ortam sicakh@i 65 °C'nin altina distiginde %1 zeytin yagdi eklenerek, Hazirlanmig
olan 3 McFarland standardindaki kultlirlerden steril kosullarda 1’ er ml alinarak Uretim
ortamina inokule edildikten sonra tretim 30 °C'de 150 r.p.m donglsel calkalama
hizina ayarlanmis inkibatérde gercgeklestirildi. Uretim sonrasinda her bir kultirin
ureme O.D.'leri Olgulerek grafiklendi. Daha sonra ornekler Whatman no: 1 kagidindan
stzllerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve elde edilen veriler grafik

haline getirildi.

Bu calismada azot kaynaklarinin lipaz aktivitesine ve mikrobiyal Uremeye etKisi
incelemek amaciyla hazirlanan Uretim besiyerine sadece %1 oraninda pepton,
amonyum sulfat, Gre, maya 6zitl, kazein, amonyum oksalat, amonyum karbonat ve
proteose pepton azot kaynadi olarak eklendi, daha sonra besiyeri pH'lari 5.0’e
ayarlanarak 110 °C’de 1.5 atm basing altinda 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanmig
olan 3 McFarland standardindaki kulturlerden steril kogullarda 1’ er ml alinarak Uretim
ortamina inokule edildikten sonra uretim 30 °C'de 150 r.p.m doénglsel calkalama
hizina ayarlanmis inkiibatérde gerceklestirildi. Uretim sonrasinda her bir kultiriin
ureme O.D.'leri Olgulerek grafiklendi. Daha sonra ornekler Whatman no: 1 kagidindan
suzullerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve elde edilen veriler grafik

haline getirildi.



3.8. Reaksiyon Ortaminda Uygun Fizyolojik Kosullarin Saptanmasi

Lipaz aktivitesi igin reaksiyon ortaminin uygun inkibasyon sicaklgi, suresi ve
substrat konsantrasyonu belirlenmesi amaciyla Rhodotorula mucilaginosa kultir
ortami supernatant enzim kaynagr olarak kullanildi. Bu amagla Rhodotorula
mucilaginosa’nin temel besiyerinde, 30 °C’de 150 r.p.m dongisel calkalama hizina

ayarlanmig inktbatorde 6 glinde uretimi gergeklestirildi

3.8.1. Reaksiyon Ortami inkiibasyon Sicakhginin Lipaz Aktivitesine Etkisinin

Saptanmasi

inkiibasyon sicakligini saptanmak amaciyla yapilan bu deneyde, Uretim ortami
kosullari sabit tutularak tepkime ortami 30 — 90 °C arasinda degisen sicakliklarda
denenmistir. Bu deneyde dretim ortaminin pH’si 5e ayarlanarak 250 mllik
erlenmeyerlere 100 ml olacak sekilde dagitildi ve 121 °C’de 1.5 atm basing altinda 15
dakika sterilize edildi. Otoklav sicakh@l 65 °C’'nin altina distigiinde %1 zeytin yagi
eklendi. Hazirlanmis olan 3 McFarland standardindaki kulturlerden steril kosullarda 1’
er ml alinarak Uretim ortamina inokdile edildikten sonra lretim 30 °C’de 150 r.p.m
dénglsel calkalama hizina ayarlanmis inkiibatorde gerceklestirildi. Uretim sonrasinda
ornekler Whatman no: 1 kagidindan suzulerek hucresel kisim uzaklastirildi ve
supernatant (filtrat) elde edilerek enzim aktivitesi incelendi. Enzim aktivitesinin ilk
asamasinda 1 ml substrat olan zeytin yagi ile 1 ml enzim ornegi olarak kullanilan
supernatant 10 — 90 °C sicaklik arasinda ayri ayri 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Bu slre sonunda lipaz aktivitesi titrasyon metoduyla belirlenerek elde edilen veriler
grafik haline getirildi.



3.8.2. Reaksiyon Ortami inkiibasyon Siiresinin Lipaz Aktivitesine Etkisinin

Saptanmasi

inkiibasyon siiresinin enzim aktivitesine etkisini incelemek amaciyla yapilan bu
deneyde, Uretim ortami kosullar sabit tutularak tepkime ortami 30 — 90 dakika
arahginda degisen farkl inkibasyon slrelerde denendi. Bu deneyde Uretim ortaminin
pH’sI 5’e ayarlanarak 250 ml’lik erlenmeyerlere 100 ml olacak sekilde dagitildi ve 121
°C’de 1.5 atm basing altinda 15 dakika sterilize edildi, otoklav sicakligi 65 °C’nin altina
distiginde %1 zeytin yagdi eklendi. Hazirlanmis olan 3 McFarland standardindaki
kultarlerden steril kosullarda 1’ er ml alinarak Gretim ortamina inokile edildikten sonra
uretim 30 °C’de 150 r.p.m dongusel calkalama hizina ayarlanmis inklbat6rde
gergeklestirildi. Uretim sonrasinda érnekler Whatman no: 1 kagidindan sizilerek
hdcresel kisim uzaklagtinldi ve supernatant (filtrat) elde edilerek enzim aktivitesi
incelendi. Enzim aktivitesinin ilk agsamasinda 1 ml substrat olan zeytin yagi ile 1 ml
enzim ornegdi olarak kullanilan supernatant 10 — 90 °C sicaklik arasinda ayri ayri 30
dakika inkUbasyona birakildi. Bu sure sonunda lipaz aktivitesi titrasyon metoduyla

belirlenerek elde edilen veriler grafik haline getirildi.

3.8.3. Reaksiyon Ortami Substrat Konsantrasyonunun Lipaz Aktivitesine

Etkisinin Saptanmasi

Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisini incelemek amaciyla yapilan
bu deneyde, Uretim besiyerinin pH’sI 5’e ayarlanarak 250 ml’lik erlenmeyerlere 100 mi
olacak sekilde dagitildi ve 121 °C’de 1.5 atm basing altinda 15 dakika sterilize edildi,
otoklav sicakligi 65 °C'nin altina dustiginde %1 zeytin yagdi eklendi. Hazirlanmis olan
3 McFarland standardindaki kultlrlerden steril kosullarda 1’ er ml alinarak Uretim
ortamina inokule edildikten sonra Gretim 30 °C'de 150 r.p.m donglsel calkalama

hizina ayarlanmig inkiibatdrde gerceklestirildi. Uretim sonrasinda érnekler Whatman



no: 1 kagidindan stzulerek hicresel kisim uzaklastirildi ve supernatant (filtrat) elde
edildi. Enzim aktivitesinin tayininde substrat olarak kullanilan zeytin yagi %0.5 — 3 ml
arasinda degisen yogunluklarri sabit miktardaki enzimle reaksiyona sokularak 30
dakika inkibasyona birakildi. Bu sure sonunda lipaz aktivitesi titrasyon metoduyla

belirlenerek elde edilen veriler grafik haline getirildi.

3.9. Belirlenen Optimum Kosullarda Lipaz Uretimi ve Aktivitesinin Saptanmasi

Rhodotorula mucilaginosa’dan lipaz Uretimi igin en iyi kosullar belirlendikten sonra bu
kosullarda (pH=5.0, Sicakhk=30 °C, karbon kaynagi: %1 zeytinyagdi yagi, azot
kaynagi: %1 pepton), 250 ml’lik erlenmeyerlere 100 ml olacak sekilde dagitildi, 121
°C'de 1.5 atm basing altinda 15 dakika sterilize edildi, otoklav sicakh@ 65 °C’nin
altina dustuginde %1 =zeytin yagdi eklendi. Hazirlanmis olan 3 McFarland
standardindaki kulturlerden steril kogullarda 1° er ml alinarak Uretim ortamina inokule
edildikten sonra uretim 30 °C’de 200 r.p.m doéngusel calkalama hizina ayarlanmis
inkibatorde gerceklestirildi. Uretim sonrasinda her bir kiltiriin Greme O.D.’leri
Olculerek grafiklendi. Daha sonra 6rnekler Whatman no: 1 kagidindan suzulerek lipaz

aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve elde edilen veriler grafik haline getirildi.

3.10. Atik ve Artik Degerlendirme Caligmalari

3.10.1 Melasin Rhodotorula mucilaginosa Susunun Ureme ve Lipaz Sentezine

Etkisinin Saptanmasi

Seker fabrikasinin atigi olan melasin lipaz Uretimine etkisini incellemek amaciyla

yapilan bu calismada, baska higbir kati maddesi eklenmeden distile su ile farkl



oranlarda sulandirilarak %1, %2, %3, %4 ve %5 oranlarinda total seker icerecek
sekilde hazirlandi. Daha sonra her bir ortamin pH’lari 5.0’e ayarlanarak 250 ml’lik
erlenmeyerlere 100 ml olacak sekilde dagitildi ve 110 °C’de 1.5 atm basing altinda 10
dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Hazirlanmis olan 3 McFarland standardindaki
kulturlerden steril kosullarda 1’ er ml alinarak Uretim ortamina inokule edildikten sonra
tretim 30 °C’de 150 r.p.m donglsel calkalama hizina ayarlanmis inkiibatérde 6 giin
suresiyle gerceklestirildi bu slre sonrasinda Ureme ve lipaz aktivitesi Olgllerek en

uygun melas orani saptandi.

Daha sonra ayni islemlere ilaveten Uretim ortamina %1 zeytin yag: eklenerek pH 5S’e
ayarlandi, 250 ml'lik erlenmeyerlere 100 ml olacak sekilde dagitildi ve 110 °C’'de 1.5
atm basin¢ altinda 10 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Hazirlanmis olan 3
McFarland standardindaki kualturlerden steril kosullarda 1 er ml alinarak dretim
ortamina inokule edildikten sonra Uretim 30 °C'de 150 r.p.m donglsel calkalama
hizina ayarlanmis inkUbatorde 6 gun suresiyle gergeklestirildi bu sure sonrasinda

ureme ve lipaz aktivitesi olgllerek en uygun melas orani saptandi.



4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Calismada Kullanilan Mikroorganizma

4.1.1. Mikroorganizma izolasyon ve Tanimlama

Eskisehir ili Hasanbey Kéylnde tavuk kiimesine petrilerde hazirlanmig PDA (Potato
dextrose agar) besiyeri kapaklari agik birakilarak 10 dakika boyunca bekletildi. Daha
sonra PDA besiyerinde 30°C’de 5 giin boyunca inkiibasyona birakilan ortamlarda
karigik kiltir olarak (reyn mikroorganizmalar saflastirilarak +4 °C’de buzdolabinda
saklandi. Orneklerden preparat hazirlandi, Kurutma sonrasinda metilen mavisi ile 5
dakika basit boyama yapilarak kurutuldu ve sonrasinda immersiyon yagi damlatilip

mikroskopta 100’IUk objektifte mikroorganizmanin morfolojisi incelenedi.

4.1.2. Mikroorganizma Tur Tayini

Calismada kullanilan mikroorganizma turtnun belirlenmesi amaciyla érnek Bioeksen
Medikal ve Biyoteknolojik Arastirma Merkezi’'ne tur tayini i¢cin gonderildi. Yapilan 18S
rRNA analizi sonucunda, ¢alismada kullandigimiz mikroorganizmanin Rhodotorula

mucilaginosa oldugu arastirma merkezi tarafindan tespit edildi.



4.2. Mikroorganizmada Tributirin Agar Ortaminda Lipolitik Aktivitelerinin

Saptanmasi

Rhodotorula mucilaginosa lipolitik aktivitesinin tespiti igin Tributirinli Agar besiyerine
30 °C’de 7 gunlik inkibasyon slresi sonunda, tiplerde meydana gelen berraklik
gozlendi (Sekil 4.1.). Tuplerde meydana gelen berraklik lipaz pozitif (+) olarak
degerlendirilirken, besiyerinde herhangi bir degdisikligin olmamasi lipaz negatif (-)

olarak degerlendirildi.

Sekil 4.1. Tribltirin Agarda Rhodotorula mucilaginosa Susunun Lipolitik

Aktivitesinin Belirlenmesi.
a : Kontrol tapa.

b : Ornek tupu lipaz (+)



Birgcok arastirmaci, calisilan mikroorganizmalarin lipolitik aktivitelerini belirlemek
amaciyla tribatirin agar yontemini kullanmistir [62, 66, 67]. Besiyerinde substrat olarak
kullanilan tributirin karbon kaynagi olarak dort karbonlu sentetik bir trigliserittir [68].
Tribatirinin lipaz aktivitesine 6zgul bir substrat olmadigi, fakat lipazlar tarafindan da
hidroliz edildigi bildirilmistir [69].

4.3. Mikroorganizmada Lipaz Aktivite Tayini

Rhodotorula mucilaginosa susunda lipaz aktivitesi tayininde titrasyon yontemi
kullanildi. Kdltar ortami filtratinin enzim kaynagi olarak kullanildigi deneyde elde
edilen veriler formulde yerine konularak lipaz aktivite miktari saptandi. 1 unite lipaz

aktivitesi uygun kosullar altinda yag asidini agiga ¢ikaran aktivite olarak belirlendi.

Yapilan farkh ¢aligsmalarda titrasyon metoduyla lipaz aktivitesinin tayininde zeytinyagi,
triolein, tribatirin, triasetin, tripropiyonin gibi farkli substratlar da kullaniimaktadir [68,
70, 71, 72].

Sztajer vd., (1988) tarafindan yapilan bir calismada fungus, aktinomiset ve bakteriler
tarafindan ekstraselller lipaz Uretimi igin sut ve sut drunleri ile bitkisel yaglari iceren
60 farkl ornekten lipolitik aktiviteye sahip 160 sus izole etmiglerdir. Tribatirin agar
yontemi kullanilarak izole edilen bu suslar icinde, bakteri, aktinomiset ve funguslari
iceren 19 sus en yuksek lipaz aktivitesi gostermistir. Bu suslarin lipolitik aktivitesi

zeytin yagi ve Tribatirin kullanilarak titrasyon yontemi ile dogrulanmistir [73].



4.4. Ureme Egrisinin Saptanmasi

Bir maya turi olan Rhodotorula mucilaginosa’nin dreme egrisinin tespiti igin
hazirlanan lipaz uUretim ortamlarinin pH’sini 5'e ayarlayarak steril kogullarda 1 ml
olacak sekilde ekim yapildi ve inkiibasyon 30 °C’de 150 r.p.m donglsel c¢alkalama
hizinda ayarlanarak, 1.0 - 10 gin arah§inda gerceklestirildi. Ureme O.D. degeri
Jenway spektrofotometre’de 450 nm’de belli araliklarla olgtldld. Sonuglar G¢
calismanin ortalamasi alinarak hesaplanmig ve Ureme egrisi grafik Uzerinde

gOsterildi.

Yapilan U¢ calismanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susunda
ureme egrisi grafiginde de goéruldugu gibi 4. Gune kadar log fazi, 4. gunden 7. gune

kadar durgunluk fazi ve 7. ginden 10. gune kadar ise 6lum fazi belirlendi (Sekil 4.2.).

25 -
2 4
Optik 151
Yugunluk
(0.D)
1 3
0.5 -
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
—s— Optik Yogunluk | 1.008 | 1.444 | 1.75 |2.135[2.189| 2.2 | 2.27 |1.548 | 1.23 |1.033
Gun

Sekil 4.2. Rhodotorula mucilaginosa Kiiltir Ortaminda Uretim Miktarinin Giinlere

Gore Degigimi



4.5. Ureme Ortamindaki Lipaz Aktivitesini Etkileyen Fizyolojik Kosullarin

Saptanmasi

4.5.1. Optimum inkiibasyon Siiresinin Saptanmasi

Rhodotorula mucilaginosa susunda lipaz aktivitesinin en ylksek oldugu inkibasyon
suresini gunlere gore belirlemek amaciyla yapilan bu ¢alismada, 1.0 - 10 gin
arahginda lipaz aktivitesi ve ureme olguldu. Sonuglar Cizelge 4.1. ve Sekil 4.3. da

gOsterildi.

Yapilan U¢ c¢alismanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susunda 6.
gunde lipaz sentezinin en yuksek 8.16 U/ml oldugu saptanarak grafiklendi (Sekil 4.3.).
Bu enzim ile yapilan g¢esitli ¢calismalara bakildiginda enzimin en yuksek seviyede
sentezlendigi inkibasyon surelerinin, kullanilan besiyeri ortami ve mikroorganizma

bagli olarak cesitlilik gosterdigi gorulndu.

Rapp ve Backhaus (1992), belirledikleri mikroorganizmalarda lipaz aktivitelerini
6lgmek icin mikroorganizmalari %1 zeytinyagi igceren galkalamali kiltirde buyuterek
titrimetrik olarak lipaz aktivitesini 6lgmuslerdir. Calkalamali kiltirde buyuttlen 34 kif,
15 maya ve 21 bakteri en yuksek aktiviteyi gostermiglerdir. Kufler arasinda en iyi
aktiviteyi Rhizopus turleri gostermistir. Rhizopus circinans 96 saatlik inkiibasyon

sonunda 44 U/mL ile en iyi aktivite gosteren tir olarak belirlenmistir [74].
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(0.D)) 5

2 3 4 5 6 7 8 9 10
M Optik Yogunluk| 4 5.6 | 6.41 6 7.58 | 8.16 | 6.08 | 5.83 5.7 5
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Sekil 4.3. Rhodotorula mucilaginosa Kultir Ortaminda Lipaz Aktivitesinin Gunlere

Gore Degisimi.
7
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Differansiyel 5
Sentez hizi
(U/ml Greme) 4
3
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Yogunluk
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0
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—e— Optik Yogunluk 1.008| 1.44 | 1.75|2.13 | 2.18 | 2.2 | 2.27 | 1.54 | 1.23 | 1.03
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Sekil 4.4. Rhodotorula mucilaginosa Kiiltir Ortaminda Ureme Miktari ve Differansiyel

Sentez Hizinin Glnlere Gére Degisimi.



4.5.2. Lipaz Sentezi igin Uygun Baslangi¢ pH Degerinin Saptanmasi

Uygun baslangic pH degerinin tespiti igin temel besiyerinin pH’sini 3.0 — 9.0
araliginda ayarlandi. Hazirlanmig olan 3 McFarland standardindaki kalttrlerden steril
kosullarda 1’ er ml alinarak Uretim ortamina inoklle edildikten sonra tretim 30 °C’de
150 r.p.m doéngusel ¢alkalama hizina ayarlanmis inkUbatorde 6 gunde gercgeklestirildi.
inkiibasyon sonrasinda her bir kultiriin Greme O.D.leri élgiilerek belirlendi. Daha
sonra Ornekler Whatman no: 1 kagidindan suzulerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi

ile saptandi ve elde edilen veriler gizelge ve grafik haline getirildi.

Yapilan U¢ calismanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susunun
optimum lipaz Uretim i icin en uygun pH degeri 5.0 olarak belirlendi, pH 7.0 — 9.0
arahginda ise uremenin azaldigi tespit edildi (Sekil 4.5.), optimum Gremenin pH 4.0 -
5.0 araliginda diger pH degerlerine gore daha yuksek oldugu belirlenirken, optimum
differansiyel sentez hizi pH 4.0 olarak tespit edildi, pH 3.0 — 5.0 araliginda sentez
hizinda ¢ok fazla degisiklik saptanmaziken pH 7.0’e en disuk sentez hizi tespit
edilerek grafiklendi (Sekil 4. 6.).

Temel ortaminin baslangic pH’si lipaz Gretimi igin 6nemlidir [33]. Lipazlar sadece
katalitik olarak belirli pH’larda aktiftirler. Lipazlar, pH 4 ve pH 10 araliginda aktif
oldugu halde birgok lipaz i¢in optimum pH’nin 7-9 arasinda oldugu bildirilmigtir [75].
Literatirde yuksek pH kararlhiligina sahip bir¢ok lipaz bildirilmistir. Bunlardan bazilari,
Humicola lanuginosa, Rhizopus japonicas, Aspergillus terreus lipazlaridir. Fungal
lipazlarin pH kararliliklari blyUk oranda benzerlikler gostermektedir [76, 77, 78]. 1999
da Crozo ve Revah’in yaptiklari deneyler sonucunda bir maya tirl olan Yarrowia
lipolytica susunda pH 4.7 de en ylUksek lipaz aktivitesi belirlemigler [79]. Kebabci
2010 yilinda yaptig1 ¢alismada Yarrowia lipolytica ve Candida tropicalis suslarinda
lipaz aktivitesinin en yuksek oldugu pH'y1 3.0 — 6.0 olarak saptamistir ve pH 7.0 den
itibaren aktivitenin tespit etmistir [80].
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Sekil 4.5. Farkl Baglangic pH Degerlerine Ayarlanmis Uretim Ortamlarinda Lipaz
Uretimi.
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Sekil 4.6. Farkli Baslangic pH Degerlerine Ayarlanmis Uretim Ortamlarinda
Rhodotorula  mucilaginosa’nin Ureme Miktari ve Differansiyel Sentez Hizinin

Degigimi.



4.5.3. Lipaz Uretimi igin Uygun Sicakligin Saptanmasi

inkiibasyon sicakliginin lipaz (retimine etkisini belirlemek igin yapilan bu ¢alismada
temel besiyeri pH’siI 5.0’e ayarlanarak, Hazirlanmig olan 3 McFarland standardindaki
kultarlerden steril kosullarda 1’ er ml alinarak Uretim ortamina inokule edildikten sonra
uretim sicakligi 10 - 40 °C arahinda 150 r.p.m dongusel g¢alkalama hizinda 6 giin
olarak ayarlanmis inkiibatérde gerceklestirildi. inkiibasyon sonrasinda her bir kiiltiiriin
ureme O.D.leri dlguldu. Daha sonra ornekler Whatman no: 1 kagidindan suzulerek
lipaz aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve elde edilen veriler gizelge ve grafik

haline getirildi.

Yapilan U¢ calismanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susunda 6.
glinde maksimum lipaz Uretim sicakh@inin 20 — 30 °C, optimum Uretim sicakhinin
ise 30 °C oldugu ve Uremenin artan sicaklk ile dustigiu belirlendi (Sekil 4.7.).
Optimum Ureme sicakliginin 20 °C oldugu belirlendi, buna karsin maksimum
differansiyel sentez hizinin 30 °C sicakliginda oldugu saptanarak grafiklendi (Sekil
4.8.).

Lipaz uretimi icin optimum sicakligin mikroorganizmanin kendi gelisme sicakhgi ile
ayni oldugu bildirilmistir [33]. Yarrowia lipolytica ile yaplan benzer bir ¢calismada lipaz
enzimi Uretimi igin uygun sicakhigin 29.5 °C oldugu saptanmistir [79]. Ho ve ark.,
2002'de gergeklestirdikleri galismada ise Yarrowia lipolytica NRRL Y-2178 susunda
lipaz dretimi 27.5°C sicakhdinda en yiksek aktiviteye ulagmistirlar [81]. Yarrowia
lipolytica ve Candida tropicalis suslari ile yapilan bir diger ¢alismada bulgularimizia
parallel olarak 30 °C’nin lipaz enzimi Uretimi icin en uygun sicaklik oldugu
gorulmektedir [80]. M. N. Hosseinpour ve ark., A. niger ATCC MYA-135 ve Rhizopus
oryzae ile lipaz enzimi Uretiminde Uretirken en yiksek aktiviteyi 30.3°C sivakliginda
tespit etmislerdi [82]. He and Tan (2006), Candida sp. Tdurleri ile gergeklestirdikleri
lipaz Uretimi ¢alismalarinda en yiiksek aktiviteyi 26 °C sicakliginda elde etmiglerdir
[83].
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Sekil 4.7. inkiibasyon Sicakliginin Rhodotorula mucilaginosa’dan Lipaz Uretimine
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Sekil 4.8. Farkli Inkibasyon Sicakliklarina Ayarlanmig Uretim Ortamlarinda
Rhodotorula mucilaginosa’nin Ureme Miktari ve Differansiyel Sentez Hizinin

Degisimi..



4.5.4. Galkalamali ve Statik inkiibasyon Kosullarinin Lipaz Aktivitesine Etkisinin

Saptanmasi

Lipaz aktivitesine galkalamali ve statik inkUbasyon kosullarinin etkisini tespit etmek
amaciyla lipaz Uretim ortamina Rhodotorula mucilaginosa iki paralel grup olacak
sekilde ekildi. Birinci grup érnekler 150 r.p.m doéngusel hizina sahip inkibatorde, diger
grup statik kosulda 30 °C’de 6 giin Uretildiler. Bu siire sonrasinda uretim ortamlarinda
her bir kultirin treme O.D.'leri dlgulerek grafiklendi. Daha sonra oOrnekler Whatman
no:1 kagidindan suzulerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve elde

edilen veriler grafik haline getirildi.

Yapilan U¢ calismanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susunda 6.
gunde lipaz aktivitesinin galkalamali inkubasyon kosulunda daha yuksek oldugu
belirlendi (Sekil 4.9.), ireme miktarinin ¢alkalamali kosulda en yogun oldudu tespit
edildi (Cizelge 4.10.). Her ne kadar differansiyel sentez hizi statik kosullarda
calkalamali kosullara gore daha yuksek bulunsa da bunu Uremenin ¢ok az olusu ile

aciklamak mumkunddar.

Yapilan diger arastirmalari inceledigimizde genel olarak mikroorganizmalar 6zellikle
maya turlerinin lipaz Uretimi galkalamali kosullarda gergeklesmektedir. Teng ve Xu,
(2008), yeni izole ettikleri Rhizopus chinensis CCTCC M201021 susu ile lipaz
Uretmek icin dretim ortamini ¢alkalamal etlivde Uretimi gerceklestirerek en yuksek
lipaz aktivitesini 13.875 U/ml olarak tespit etmislerdir [84]. Kaushik ve arkadaslari,
(2006), Aspergillus carneus’dan lipaz Uretimi ¢alismalari sonucunda, en yuksek lipaz
aktivitesine c¢alkalamali etlivde Uretimi gergeklesen ortamlarda 12.7 U/ml olarak

tespit etmislerdir [85].
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Sekil 4.9. Statik ve Calkalamali inkiibasyon Kosullarinin Lipaz Aktivitesine Etkisi.
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Sekil 4.10. Statk ve Calkalamal inkiibasyon Kosullarinin Rhodotorula

mucilaginosa’nin Ureme Miktari ve Differansiyel Sentez Hizinin Degisimi.



4.5.5. Uretim Ortami Havalandirma Hizinin Lipaz Aktivitesine Etkisi

Lipaz aktivitesine dongusel ¢calkalama hizinin etkisini belirlemek amaciyla lipaz Gretim
ortamina onceden hazirlanmig olan 3 McFarland standardindaki kulttrlerden steril
kosullarda 1" er ml alinarak Uretim ortamina inokule edildikten sonra uretim 30 °C’de
100 — 250 r.p.m arahginda dongusel calkalama hizina ayarlanmis inklUbatdrde
gergeklestirildi. inkiibasyon sonrasinda her bir kultiriin Greme O.D.leri olgiilerek
belirlendi. Daha sonra o6rnekler Whatman no:1 kagidindan suzilerek lipaz aktivitesi

titrasyon yontemi ile saptandi ve elde edilen veriler gizelge ve grafik haline getirildi.

Yapilan U¢ calismanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susunda 6.
gunde en yuksek lipaz aktivitesi 200 r.p.m’de ve optimum dongusel ¢alkalama hizinin
150 — 200 r.p.m'de oldugu tespit edildi (Sekil 4.11.), En yogun Uredigi dongusel
calkalama hiz1 200 r.p.m ve maksimum differansiyel sentez hizi ise 250 r.p.m olarak

saptandi ve elde edilen veriler grafik haline getirilildi (Sekil 4.12.).

Yapilan diger calismalari inceledigimizde genellikle mayalarin en ylksek lipaz
Uretimleri 150 - 250 r.p.m olarak gorulmektedir. Potumarthi ve arkadaslari., (2008).
Rhodotorula mucilaginosa susu uzerinde farkli déngusel ¢calkalama hizlarini (100, 200
ve 300 rpm) deneyerek bu mikroorganizmanin 200 r.p.m de en fazla lipaz aktivitesinin
oldugunu gostermislerdir [86]. Bir diger calisma ise Y. lipolytica uzerinde Alonso ve
arkadaslari tarafindan (2005), farkh doéngusel hizlarinda (100 - 400 rpm)
gerceklestirmiglerdir ve elde ettikleri sonuclara gore bu turiin 200 r.p.m de en yiksek

lipaz Uretigini belirlemigler [87].

Dusuk karigtirma hizi oksijen seviyesi ve alimini etkileyen iken daha yuksek bir

karistirma hizi, mikroorganizma i¢in mekanik ve / veya oksidatif stres neden olabilir.
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4.6. Ureme Ortamina ilave Edilen Farkli Karbon ve Azot Kaynaklarinin Lipaz
Aktivitesine Etkisi

4.6.1. Ureme Ortamina ilave edilen Farkli Karbon Kaynaklarinin Lipaz

Aktivitesine etkisi

Lipaz dretimine farkli karbon kaynaklarinin etkisini incelemek amaciyla
gerceklestiriien bu calismada farkli yaglar ve sekerler karbon kaynagi olarak
secilmigtir. Oncelikle lipaz lretim besiyerleri pH'si 5.0’e ayarlanarak hazirlandi, her
bir besiyerine karbon kaynagi olarak ayri ayri %1 oraninda zeytin yagi, aygicek yagi,
misir yagi, soya yagi, findik yagi ilave edildi ve retim gergeklestirildi. inkiibasyon
sonrasinda her bir kultiran treme O.D.’leri dlgulerek belirlendi. Daha sonra érnekler
Whatman no: 1 kagidindan suzulerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve

elde edilen veriler grafik haline getirildi.

Yapilan U¢ galismanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susunda 6.
guinde en yuksek lipaz aktivitesi rivera zeytin yagi ve findik yaginda tespit edildi (Sekil
4.13.), En yogun ureme aycicek yagi olarak belirlenirken zeytin yagi ve findik yaginda
ise ureme 2.591 olarak tespit edildi ve maksimum differansiyel sentez hizin zeytin

yaginda saptanarak grafiklendi (Sekil 4.14.).

Kaf ve mayalarla yapilan galismalarda ise, lipaz aktivitesi i¢cin Ophiostoma piceae
fungusunda karbon kaynagi olarak sebze yaglari (zeytin, soya, aygicek, susam,
pamuk tohumu, misir ve yerfistigi yaglari) kullanildigi maksimum lipaz aktivitesi zeytin
yagida elde edilmigtir [88]. Rhizopus oryzae igin ortama cesitli yaglar eklendiginde
lipaz aktivitesi ve hlcre gelisiminin yag ilave edilmemis ortamla karsilastirildiginda tg¢
kata kadar arttigi, hlcre gelisimi ve lipaz Uretimi igin en uygun substratlarin kolza
tohumu ve misir yadi oldugu bildirilmistir [89]. Candida sp.’nin maksimum lipaz

aktivitesi % 2.5 oraninda karbon kaynagi olarak susam yagi iceren besiyerinde 38.00



U/ml olarak belirlenmis, bunu 3500 U/ml aktivite ile zeytin yadi ve misir yaginin takip
ettigi tespit edilmistir [90]. Penicillium camembertii thom PG-3 susu ile yapilan
calismada ise karbon kaynagi olarak jojaba yagi kullanildiginda 422.0 U/ml ile en
yuksek, susam yagi kullaniidiginda 61.5 U/ml ile en dusik lipaz aktivitesi
belirlenmistir [91]. Benjamin ve Pandey (1996), tarafindan yapilan bir galigmada C.
rugosa susunun en yuksek lipaz urettigi karbon kaynaginin zeytin yagi oldugunu
belirlemigler [92]. Cihangir ve Sarikaya, 2003, Aspergillus sp.’den c¢esitli karbon
kaynaklarinin lipaz sentezine etkisini Uzerine yaptiklari arastirmada en yuksek
aktiviteyi 15.30 U/ml olarak saptamiglardir [93]. Smaniotto ve ark., 2012, yeni izolat
olan Sporidiobolus pararoseus maya turinden fermantasyon yodntemiyle lipaz
uretiminde karbon kaynagi olarak %1 oraninda zeytin yagi kullanarak maksimum

lipaz aktivitesini 26.9 U/mL olarak tespit etmiglerdir [94].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smaniotto%20A%5Bauth%5D
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Daha sonra karbon kaynagi olarak sekerlerin lipaz aktivite etkisini incelemek
amaciyla Uretim besiyerine karbon kaynadi olarak ayri ayri %1 oraninda glukoz,
galaktoz, fruktoz, laktoz, maltoz ve sukroz ilave edilerek ekim gerceklestirildi.
inkiibasyon sonrasinda her bir kiiltirin Greme O.D.leri élgiilerek belirlendi. Daha
sonra ornekler Whatman no: 1 kagidindan suzulerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi

ile saptandi ve elde edilen veriler gizelge ve grafik haline getirildi.

Yapilan U¢ c¢alismanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susunda 6.
gunde en yuksek lipaz aktivitesi maltoz varliginda saptanirken galaktoz, fruktoz ve
laktoz varliginda ise birbirine yakin aktivite tespit edildi (Sekil 4.15.), en yogun Uredigi
seker karbon kaynagi olarak maltoz belirlenirken galaktoz, fruktoz ve laktoz varliginda
ise birbirine yakin Ureme tespit edildi, optimum differansiyel sentez hizi maltoz olarak

saptanarak grafiklendi (Sekil 4.16.).

Karbon kaynagi olarak farklh yaglar ve sekerlerin lipaz aktivitesine etkisi
incelendiginde yag iceren uretim ortamlarinda seker iceren ortamlara gore aktivite cok
daha fazla tespit edilmistir. Bunun yani sira Rhodotorula mucilaginosa susunun en

yogun uredigi ortam yag iceren ortam oldugu belirlendi.

Diger karbon kaynaklarinin yani sira sekerlerin de lipaz Uretimde 6nemli etkileri vardi
[72]. Park SY ve arkadaslari., 2013, maya turu olan Pichia lynferdii NRRL Y-7723 ile
lipaz aktivitesini belirlemek amaciyla yaptiklari caligmalarda en uygun karbon
kaynagini  fruktoz olarak saptamiglardir [95]. Bir diger benzer calisma ise
mikroorganizma kaynagi olarak Candida albicans kullaniimistir, lipaz Uretimi amaciyla
besiyerlerine % 3.4 oraninda glukoz ilave edildiginde optimal lipaz aktivitesini
belirlemiglerdir [96]. Lima ve arkadaglarinin., (2003), Penicillium aurantiogriseum ile
lipaz Uretimi deneylerinde karbon kaynagi olarak glukoz kullanmiglardir, elde ettikleri
sonuclara gore mikroorganizma glukoz varliginda yeterli aktiviteyi gosterememis ve

lipaz enzim Uretmek igin baska karbon kaynagi kullaniimalidir [97].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Park%20SY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23305314
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Farkli karbon kaynagi calismalarinda son asama olarak seker ve zeytin yagini ayni
lipaz Uretim ortamina ilave ederek lipaz aktivite etkisi ve mikroorganizma Uremesi
incelenmigtir. inkibasyon sonrasinda her bir kiltirin Greme O.D.leri 6lgilerek
belirlendi. Daha sonra o6rnekler Whatman no:1 kagidindan suzulerek lipaz aktivitesi

titrasyon yontemi ile saptandi ve elde edilen veriler gizelge ve grafik haline getirildi.

Yapilan U¢ c¢alismanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susunda 6.
gunde seker kaynagi olarak fruktoz ve ona ilave %1 oraninda zeytin yag Uretim
ortaminda en yuksek lipaz aktivitesi belirlenirken diger seker kaynaklarinin oranlari
incelendiginde ise ilave edilen zeytin yaginin lipaz aktivitesini arttirdigr gorulmustur
(Sekil 4.17.), en yogun uredigi karbon kaynagi fruktoz ile zeytin yagi karisim tretim
ortaminda tespit edildi, optimum differansiyel sentez hizi galaktoz olarak saptandi ve
grafiklendi (Sekil 4.18.).

Sekil 4.17. da da goruldigu Uzere dretim ortamlarina karbon kaynagi olarak
trigliseridler (yaglar) ilave edildiginde enzim sentezi artmaktadir. Bu lipaz enziminin
induiklenebilir enzim olmasindan kaynaklanmaktadir. Karbon kaynagi olarak yaglarin
arasinda zeytin yagi en iyi kaynak olarak saptandi. Lipaz uretim ortamlarinda karbon
kaynagi olarak farkli sekerlerin yani sira %1 oraninda zeytin yaginin ilave edilmesi ile

birlikte mikroorganizmanin uremesinde de yukselme goruldu.

Farkh arastirmacilar, farkli karbon kaynaklarini Uretim ortamina ilave ederek lipaz
Uretimini artirmaya yonelik ¢alismalar yapmislardir. Teng ve Xu, (2008), yeni izole
ettikleri Rhizopus chinensis CCTCC M201021 susunun lipaz dretim ortamina karbon
kaynagi olarak zeytin yaginin yani sira maltoz da ilave ederek en yuksek lipaz
aktivitesini 13.875 U/ml olarak tespit etmislerdir [84].

Bir diger calismada, Yarrowia lipolytica 681 susunda glukoz, misir ve zeytin yaginin

lipaz Uretimini ve biyokutleyi artirdigini bildirmiglerdir [79]. Yarrowia lipolytica’nin bir



baska tiru ile yapilan bir diger arastirmada, 8 farkl karbon kaynadi igerisinden glukoz
ve gliserol iceren ortamlarda lipaz Urtimi agisindan en uygun ortamlar olduklari
belirlenmistir [98]. Kaushik ve arkadaslari, (2006), tarafindan yapilan Aspergillus
carneus’dan lipaz uretimi galismalar sonucunda, en ykusek lipaz aktivitesi aygicek

yagi ve glukoz iceren ortamlarda 12.7 U/ml olarak tespit edilmistir [85].
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4.6.2. Ureme Ortamina ilave edilen Farkli Azot Kaynaklarinin Lipaz Aktivitesine

etkisi

Farkh azot kaynaklarinin lipaz aktivitesine ve mikrobiyal Uremeye etkisini arastirmak
amaciyla gergeklestirilen bu ¢alismada lipaz Uretim ortamlarina ayri ayri %1 oraninda
pepton, amonyum sdlfat, Ure, maya 0zitl, kazein, amonyum oksalat, amonyum
karbonat ve proteose pepton ilave edildi ve ekim gergeklestirilerek Uretim icin 30
°C'de 150 r.p.m doéngisel calkalama hizinda inkibasyona birakildi. Inkibasyon
sonrasinda her bir kulturiin Greme O.D.’leri dlgulerek belirlendi. Daha sonra érnekler
Whatman no: 1 kagidindan suzulerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve

elde edilen veriler cizelge ve grafik haline getirildi.

Yapilan U¢ c¢alismanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susunda 6.
gunde en yuksek lipaz aktivitesi pepton igceren uretim ortaminda ve en dusuk aktivite
ise maya 0zutl olarak belirlenirken diger azot kaynaklari iceren ortamlarda ise lipaz
aktivite deg@erlerinin birbirine yakin oldugu goruldu (Sekil 4.19.), en yogun uredigi azot
kaynagi amonyum oksalat iceren ortaminda ve en dusuk Ureme ise amonyum
karbonat ortaminda belirlendi diger azot kaynaklari iceren ortamlarda ise maya
susunun udreme degerlerinin birbirine yakin oldugu tespit edilirken, optimum
differansiyel sentez hizinin amonyum sdulfat ve pepton igeren ortamlarda oldugu
saptanarak grafiklendi (Sekil 4.20.).

Uretim ortaminda bulunan azot kaynagi da lipaz Uretimini etkilemektedir [72].
Mikroorganizmalar arasinda lipaz Uretimi i¢in bazilari azot kaynadi olarak organik

formlari tercih ederken, bazilari inorganik formlari tercih ettikleri bildirilmigtir [99].
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Genellikle pepton, yeast ekstrakt, tripton gibi organik azot kaynaklari lipaz Gretimi igin
tercih edilmektedir [100, 101, 102]. Bazi mikroorganizmalarda, NH4CI ve (NH4),HPO4
gibi inorganik azot kaynaklarinin lipaz aktivitesinde etkili oldugu rapor edilmigtir [103,

104, 105 ]. Dongming Lan ve arkadaslari, 2011, Candida albicans susunda en iyi

lipaz aktivitesini %1.32 oraninda maya 6zutu iceren ortamda belirlemiglerdir [106].
Rhodotorula glutinis ile yapilan bir baska ¢alismada, lipaz tretimi icin amonyum fosfat
iceren ortamlarda en ykusek lipaz aktivitesi tespit edimistir [107]. Salleh ve
arkadaslari, (1993), R. oryzae ile hiucre digi lipaz enzimi Uretiminde karbon kaynagi
olarak pepton igeren ortamlarda maksimum aktivite saptamiglardir [108]. Bir diger
benzer arastirmada, R. arrhizus susunda lipaz uretiminde karbon kaynagi pepton ve

maya 6zutl iceren ortamlarda en yuksek aktivite tespit edilmistir [109].

Farkh azot kaynaklari galismalarinda son agsama olarak azot kaynaklarini iceren
uretim ortamlarina %1 oraninda zeytin yagdini ilave ederek lipaz aktivite etkisi ve
mikroorganizma Uremesi incelendi. inkiibasyon sonrasinda her bir kiiltiiriin tGreme
O.D.leri Olgllerek belirlendi. Daha sonra ornekler Whatman no: 1 kagidindan
suzllerek lipaz aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve elde edilen veriler gizelge

ve grafik haline getirildi.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lan%20D%5Bauth%5D
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—a— Differansiyel Sentez Hizi 3.035 4.292 2.791 2.821 2.94 4.584 2.671 3.91 3.536
—— Optik Yogunluk 2.24 2.127 2.35 2.456 2.357 1.673 2.98 1.987 1.982

Sekil 4.22. Farkli azot Kaynaklarina (Azot + Zeytin Yagdi) Ayarlanmig Uretim

Ortamlarinda Rhodotorula mucilaginosa’min Ureme Miktari

Hizinin Degisimi.

Differansiyel Sentez



Yapilan U¢ c¢aligmanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susunda 6.
gunde en yuksek lipaz aktivitesi pepton igceren uretim ortaminda ve en dusik aktivite
ise proteose pepton olarak elde edildi. Diger azot kaynaklari iceren ortamlarda ise
lipaz aktivite degerlerinin birbirine yakin oldugu tespit edildi (Sekil 4.21.), en yogun
dreme amonyum oksalat iceren ortamda ve en dusuk Ureme ise amonyum karbonat
olarak belirlenirken, optimum differansiyel sentez hizi pepton igceren ortamlarda

saptanarak grafiklendi (Sekil 4.22.).

Farkli arastirmacilar, farkl azot kaynaklarinin yani sira Gretim ortamina farkli karbon
kaynaklari (yaglar) ilave ederek lipaz duretimini artirmaya yodnelik c¢alismalar
yapmiglardir. Teng ve Xu, (2008), yeni izole ettikleri Rhizopus chinensis CCTCC
M201021susunun lipaz uretim ortamina karbon kaynagi olarak zeytin yaginin yani
sira pepton da ilave ederek en yuksek lipaz aktivitesini 13.875 U/ml olarak tespit
etmislerdir [84]. Kaushik ve arkadaslari, (2006), tarafindan Aspergillus carneus’dan
lipaz Uretimi caligmalari sonucunda, en yuksek lipaz aktivitesine aygicek yagl ve
pepton olan ortamlarda 12.7 U/ml olarak tespit etmislerdir [85]. Candida sp. 99-125
suslari ile yapilan lipaz uretimi galismalarinda, karbon kaynagi olarak (NH4)>SOy,
KHPO,, KHPO, ve MgSO, kullaniimstir ve en ylksek aktivite soya yagr ve KHPO,
iceren ortamda tespit edilmstir [83].

Genel olarak, magnezyum tuzu adenozin trifosfat metabolizmasi ve nikleik asit
sentezinde bazi fonksiyonlarinda duzenleyici etkisi oldugundan dolayr c¢ogu
mikroorganizmalar bu inorganik maddeye ihtiya¢ duyarlar [110]. Maya suslarinin
mikrobiyal buytmeleri i¢cin potasyum gereklidir, bunun yani sira s6z konusu madde
kendisi ozmotik dizenlemenin gergeklesmesi icin temel kosullardan biridir. Ayrica
demir sitokrom sentezinde kullanilan temel bilegiklerdendir [111]. Acinetobacter sp.
susunda lipaz enziminin aktivitesini arttirmak i¢inen Uretim ortamina kalsiyumun ilave

edilmesini belirtmislerdir [112].



3.8. Reaksiyon Ortaminda Uygun Fizyolojik Kosullarin Saptanmasi

Reaksiyon ortaminda enzim aktivitesini etkileyen fizyolojik faktorlerin inkibasyon
suresi, sicakligi ve substrat konsantrasyonu yapilan deneyler sonucunda olgulerek
belirlendi. Bunun icin 30 °C’de 150 r.p.m donglsel cgalkalama hizinda 6 gin
inkibasyona birakildi. Daha sonra ornekler Whatman no: 1 kagidindan suzilerek
lipaz aktivitesi titrasyon yontemi ile saptandi ve elde edilen veriler grafik haline

getirildi.

3.8.1. Reaksiyon Ortami inkiibasyon Sicakhginin Lipaz Aktivitesine Etkisinin

Saptanmasi

Tepkime ortami sicakhginin lipaz aktivitesine etkisini incelemek amaciyla tum kosullar
sabit tutularak 30 - 90 °C araliginda degisen farkli sicakliklarda inkibe edildikten
sonra ortamlarda aktivite tespit edilerek grafiklendi.

Yapilan u¢ calismanin ortalamasi alinarak tepkime ortami sicakhginin lipaz
aktivitesine etkisi incelendiginde optimum aktivite 60 °C'de saptandi, 70 — 90 °C
araliginda ise enzim aktivitesinde az miktarda dusus goruldugu saptanarak sonuglar
grafiklendi (Sekil 4.23.).

TUm kimyasal reaksiyonlar gibi enzim katalizli reaksiyonlar da sicakliga bagldir ve
reaksiyon hizi sicaklikla artar. Sicakligin her 10 °C artigI enzim reaksiyonunun hizini
1.2 — 4.0 kat artirmaktadir. Fakat bu artis sirekli olmayip 40 °C’nin Uzerinde
inkibasyon suresine bagl olarak 6nce bir duraklama daha sonra da gerileme
seklinde kendini gostermektedir. Belirli ¢calisma kosullarinda degisik sicakliklarda

enzimin  maksimum aktivite gosterdigi sicaklik optimum sicaklik olarak



tanimlanmaktadir. Mikrobiyal enzimler, mikroorganizmanin bdyume ortamina bagh
olarak ortam sicakligina adapte olmakta ve hatta optimum sicaklik 100 °C civarinda
olabilmektedir [113]. Her ne kadar enzimler 100 °C sicaklikta iglev gosterse de
bunlarin yarilanma omrunun kisa oldugu bildirilmistir [114]. Aspergillus niger NCIM
1207 ile yapilan g¢alismada lipazin optimum sicakligini 50 °C ve enzim kararliligini 60
°C’de 5 saat korudugunu saptamislardir [115].

Ticari Ooneme sahip olan lipazlarda istenilen Ozellikler arasinda, alkali ortama
toleransli ve termostabil olmalari esastir [116]. Endustriyel alanda lipazlarin, 45 °C’nin
Uzerindeki sicakliklarda fonksiyonel olarak kullanildiklari bildirilmistir. Bu nedenle 50

°C civarinda optimum sicakliga ihtiyag duyulmaktadir [117].

3.8.2. Reaksiyon Ortami inkiibasyon Siiresinin Lipaz Aktivitesine Etkisinin

Saptanmasi

Enzim substrat karisim olan reaksiyon ortamindaki inkibasyon suresinin lipaz
aktivitesine etkisini incelemek amaciyla, 10 dakika araliklarla 30 °C’de inkiibe

edildikten sonra ortamlardaki aktivite saptanarak grafiklendi.

Yapilan d¢ calismanin ortalamasi alinarak tepkime ortami sicakliginin lipaz
aktivitesine etkisi incelendiginde optimum aktivite 30. — 50. dakikalar araliginda
saptandi. 60. — 90. dakikalar araliginda ise aktivitenin dustigu tespit edildi. Lipaz
aktivitesinin en ylUksek oldugu inkubasyon suresinin ise 50. dakika oldugu saptanarak
sonuglar grafiklendi (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.23. Reaksiyon Ortami inkiibasyon Sicakliginin Lipaz Aktivitesine Etkisi.
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Sekil 4.24. Reaksiyon Ortami inkiibasyon Siiresinin Lipaz Aktivitesine Etkisi.



3.8.3. Reaksiyon Ortami Substrat Konsantrasynunun Lipaz Aktivitesine

Etkisinin Saptanmasi

Enzim substrat karigsim olan reaksiyon ortamindaki substrat konsantrasyonunun lipaz
aktivitesine etkisini incelemek amaciyla, substrat olarak kullanilan zeytin yaginin % 0
- 3.0 arasinda degisen oranlari enzim kaynagi ile 30 °C'de inkiibe edildikten sonra

ortamlardaki aktivite saptanarak grafiklendi.

Yapilan G¢ g¢alismanin ortalamasi alinarak substrat konsantrasyonu % 1 oraninda

zeytin yagi olarak saptandi ve elde edilen veriler grafik haline getirildi (Sekil 4.25.).

3.9. Belirlenen Optimum Kosullarda Lipaz Uretimi ve Aktivitesinin Saptanmasi

Rhodotorula mucilaginosa’dan lipaz Uretimi icin en iyi kosullar belirlendikten sonra, bu
kosullarda (pH=5.0, Sicaklk=30 °C, karbon kaynagi: %1 zeytinyagdi yagi, azot
kaynagi: %1 pepton) 250 mllik erlenmeyerlere 100 ml Uretim ortami hazirlanarak
dagitildi ve 200 r.p.m’de Uretim gergeklestirildi. Daha sonra uUretim ortamindan alinan

orneklerin spektrofotometrik ve titrimetrik yontemle lipaz aktiviteleri saptandi.

Yapilan G¢ ¢alismanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susu belirlenen
optimum kosullarda en uygun uUreme goOstererek maksimum lipaz aktivitesini 11.65

U/ml olarak saptandi (Cizelge 4.1.).
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Sekil 4.25. Reaksiyon Ortami Substrat Konsantrasyonunun Lipaz Aktivitesine Etkisi.

Cizelge 4.1.

Belirlenen Optimum Kosullarda Ayarlanmis Uretim Ortamlarinda

Rhodotorula mucilaginosa’nin Lipaz Aktivitesi, Ureme Miktari Differansiyel Sentez

Hizinin Degisimi.

Lipaz Aktivitesi ~ Ureme

Optimum kosullarda (U/ml) (0.D.)

lipaz Uretimi ve

aktivite tayini
pH=5.0

Sicaklik=30 °C
Karbon kaynagi:%?1

zeytinyagi yagi 11.65 295

azot kaynagi: %1
pepton

Dongusel calkalama
hiz1 200 r.p.m

Differansiyel Sentez
Hizi

(U/ml)

3.94



4.10. Atik ve Artik Degerlendirme Caligsmalari

4.10.1. Melasin Rhodotorula mucilaginosa Susunun Ureme ve Lipaz Sentezine
Etkisi

Bu calismada seker endustrisi atiyi olan melasin, besi ortamlarinda karbon kaynagi
olarak kullanilabilirligi ve bu atigin zeytin yagli ve zeytin yagsiz ortamlarda lipaz verimi
arastinldi.

Bu deneyde hi¢c bir katki maddesi eklenmeden sadece degisik oranlarda

sulandirilarak melas icerecek sekilde hazirlanan melasli besiyerleri kullanildi.

Yapilan U¢ c¢aligmanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susunda 6.
ginde maksimum lipaz aktivitesi % 1 oraninda melas igeren Uretim ortaminda
saptanirken diger oranlarda ise az dusus goruldu (Sekil 4.26.) En yodun tUreme %1
oraninda melas igeren ortamida, optimum differansiyel sentez hizi %1 oraninda

melas iceren ortamlarda saptanarak grafiklendi (Sekil 4.27.).

Bir diger calismada melasli besiyerine %1 oraninda zeytin yag ilave edildi ve lipaz

verimi aragtirildi.

Yapilan U¢ c¢aligmanin ortalamasi alinarak Rhodotorula mucilaginosa susunda 6.
ginde maksimum lipaz aktivitesi %3 oraninda melas igceren Uretim ortaminda
saptanirken diger oranlarda ise dusus goruldu (Sekil 4.28.). En yogun dreme %5
oraninda melas iceren ortaminda, optimum differansiyel sentez hizi %3 oraninda

melas iceren ortamlarda saptanarak grafiklendi (Sekil 4.29.).
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Sekil 4.26. Degisik Melas Konsantrasyonlarinda Rhodotorula mucilaginosa’nin Lipaz

Verimi.
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Sekil 4.27. Degisik Melas Konsantrasyonlarinda Rhodotorula mucilaginosa Susunun

Ureme Miktari Differansiyel Sentez Hizinin Degisimi.
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Sekil 4.28. Degisik Melas Konsantrasyonlarinda ve %1 Oraninda Zeytin Yagi iceren

Ortamlarda Rhodotorula mucilaginosa’nin Lipaz Verimi.
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Sekil 4.29. Degisik Melas Konsantrasyonlarinda ve %1 Oraninda Zeytin Yagi igeren
Ortamlarda Rhodotorula mucilaginosa Susunun Ureme Miktari Differansiyel Sentez

Hizinin Degisimi



Potumarthi ve ark., 2008, yeni izole ettikleri Rhodotorula mucilaginosa ile melas

atigini kullanarak lipaz Gretmiglerdir ve maksimum lipaz aktivitesini %1 oraninda

melas iceren ortamlarda elde etmislerdir [118]. Gutarra ve ark., 2005, Penicillium

simplicissimum ile yaptiklar lipaz deneyleri sonucunda bu mikroorganizmanin melas
iceren ortamlarda diger ortamlara gore daha yuksek aktivite gosterdigi belirtmiglerdir
[119]. Williopsis saturnus susu ile gerceklestirilien lipaz calismasinda melash
besiyerlerine 1%, 2% ve 3% fosil yadi ilave edildiginde lipaz aktivitesinin 118’den 354
mg/L ye saptanmistir [120]. Besiortaminda melas konsantrasyonunun artisina bagh
olarak viskozite artmaktadir ve bu lipaz aktivitesinde dusigse neden oldugu
belirtiimektedir [118].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Potumarthi%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18574564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gutarra%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15917592

Ozetle:

Gergeklestirilmis oldugumuz deneyler sonucunda:

v" Rhodotorula mucilaginosa susu ile lipaz tUretiminde, maksimum lipaz tretimi 30
°C sicaklikta, pH 5'de, 6 gun inkiibasyon suresi sonunda karbon kaynagi olarak
zeytin yagi ve azot kaynagi olarak pepton igceren mineral besiyerinde 200 r.p.m

dongusel galkalama hizinda gergeklestirildi.

v' Reaksiyon ortami kosullari incelendiginde lipaz aktivitesinin en yiksek oldugu
inklibasyon siresi 50 dakika, inkiilbasyon sicakligi 60° C ve substrat

konsantrasyonu ise % 1 oraninda zeytin yagi olarak saptandi.

v' Atik ve Artik Degerlendirme Calismalarinda seker fabrikasi attigi olan melas,
karbon kaynagi olarak kullanildi. Parallel olarak gerceklestirilien c¢alismada
1.grupta sadece melasli besiortami, 2.grupta ise melasli besiortamina ilaveten
zeytin yagi kullanildi. Sonug¢ olarak %1 oraninda melas ve zeytin yagi iceren

ortamlarda lipaz aktivitesi 10.3 U/ml olarak saptandi.



Oneriler:

» Calismada Rhodotorula mucilaginosa susu Eskisehir ili Hasanbey Kdylnden

izole edilerek lipaz uretiminde kullanildi.

» Enzim Uretiminin en 6nemli basamaklarindan biri dretim ortami ya da
fermentasyon ortaminin belirlenmesi ve optimizasyonudur. Calismada lipaz
uretim ortami olarak Hatzinikolau ve arkadaslari, 1996 tarafindan o6nerilen
besiyeri kullanidi. S6z konusu besiyeri disinda lipaz aktivitesinin kalitatif olarak
belirlenmesinde % 0.001 oraninda rodamin igeren Rhodamine B Agar
kullanilabilir. Belirlenen Uretim ortaminin optimizasyonunu igin ortamin fiziksel
ve kimyasal bilesenler kosullari degisik parametrelerde arastirildi. incelenen

parametrelerin yani sira farkli parametrelerde arastirmaya dahil edilebilir.

» Lipaz aktivitesi oOlgumunde farkli birgok ydntem bulunmasina ragmen
calismada titrimetrik yontem kullanildi. Ayrica spektroflorometrik yontem de
¢ok hassas oldugundan dolayl aktivite Olcumunun gergeklesmesi igin

onerilebilir.

» Reaksiyon ortamindaki fizyolojik kosullar enzim aktivitesini etkilediginden
dolay! bu ortamin optimize edilmesi 6nem tasimaktadir. Calismada reaksiyon
ortami inklbasyon suresi, sicakhgl ve substrat konsantrasyonu arastirildi. Bu
kosullarin yani sira reaksiyon ortami inkibasyon pH ve diger kosullarinda

etkisi incelenebilimesi dnerilbilir.



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

KAYNAKLAR

Telefoncu, A., Temel ve Uygulamali Enzimoloji. Biyokimya Lisansustu Yaz
Okulu. 22 Eylul-3 Ekim 1986. Cesme, Izmir-Turkiye, 326p. 1986.

Jaeger, K-E., Ransac, S., Dijkstra, B. W., Colson, C., van Heuvel,M.,Misset,
O., Bacterial lipases. FEMS Microbiology Reviews, 15: 29- 63. 1994.

Jaeger, K-E., Dijkstra, B. W. and Reetz, M.T., Bacterial Biocatalysts:
Molecular Biology, Three-Dimensional Structures, and Biotechnological
Applications of Lipases, Annu. Rev. Microbiol.53:315- 351. 1999.

Pandey, A., Benjamin, S., Soccol C. R., Nigam, P., Krieger, N., Soccol, U.
T., The Realm of Microbial Lipases in Biotechnology. Biotechnol. Appl.
Biochem., 29: 119-131. 1999.

Gupta, R., Gupta, N., Rathi, P., Bacterial lipases: an overview of production,
purification and biochemical properties. Appl. Microbiol. Biotechnol., 64: 763-
781. 2004.

Karademir, A., Akgul, M., Tutus, A., Kagit Endustrisinde Enzim
Kullanimina Genel Bir Bakis: Enzimlerin Kabuk Soyma, Liflerin Modifikasyonu
Coziinebilir Kagit Hamuru ve Seliloz Uretiminde Kullanimi (Bélim 1).  KSU
Fenve Muhendislik Dergisi 5(1), 2002.

Nelson, D.L., Cox, M.M., Lehninger Principles of Biochemistry, Chapter. W.
H. FREEMAN, Fourth Edition, 2004.

Casid, EL, Industriyal Mikrobiyology, John Wiley and Sons Ins, NewYork,
P 460, 1968.

Wiseman, A., Handbook of Enzymes Biotechnolog Second Edition.Chapter
3. The Application of Enzymes in Industry p. 274- 373. 1987.

Demain, A.L., and Solomon, N.A., In Industrial Microbiology andthe Advent
of Genetic Engineering, pp. 3-14. Scientific American, Freeman &Comp., San
Francisco. 1981.

Pekin, B. Enzimler (Alinmistir, EndUstriyel Mikrobiyolojio Duzenliyen, Cetin
ET.) J.Ulstanbul Tip Fakultesi Vakfi — PAY- DA Yayin No: 2 Fatih Genglik
Vakfi Matbasi, Istanbul, s 145-160 1983.

Niehaus, F., Bertoldo, C., Kahler, M., Antranikian, G., Extremophiles As
a Source of Novel Enzymes For Indusrtial Application. Appl Microbiol
Biotechnol. 51: 711-729. 1999.



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

Zeikus, J.G., Enzyme Microb. Technol. 1,243. 1979.

Kindle, K.L., Characterization and Production of thermostable a- Amylse.
Appl. Biochem Biotechnol. 8,153. 1983.

John, W., and Sons, I., Industrial Enzymes and Their Applications. United
States of Amerika. 454p. 1998.

Madsen, G.B., Norman, B.E., and Slott, S., A New Heat-Stable Bacterial
Amylase and its Use In High - Temperature Liquefaction .Starke 25,
304.1973.

Klibanov, M.A. Enzymes: Nature’s Chemical Mechanism, Technol rev., 86,
(6). 40-50. 1983.

Sheppard, G. The Production and Uses of Microbial Enzymes in food
Processing (In, Progress in Industrial Microbiology Ed, by Adams, M.R.) Vol
23. Elsevier Sci. Pub. Com. Inc Amsterdam p, 237 — 283.1986.

Zeman, N.W. and Mccrea, J.M., Alpha-amylase Production Using a
Recombinant DNA Organism. Cereal Foods World. 30(1) : 777-780. 1985.

Acikel, Y.S., Celebi, B., R. delemar ile Lipaz Uretimi. TUBITAK Projesi
MISAG-282. 2006.

Gessesse, A., Purification and Properties of Two Thermostable Alkaline
Xylanases from an Alkaliphilic Bacillus sp. Applied and Enviromental
Microbiology. p. 3533-3535. 1998.

Chen, L., Danial, R.M., Coolbear, T., Detection and Impact of Protease
Lipase Activities in Milk Powders. International Dairy Jurnal, 13(4), 255
275. 2003.

Dutta, S., Ray, L., Production and Characterization of An Alkaline
Thermostable Curde Lipase from an Isolated Strain of Bacillus cereus C7.
Applied Biochemistry and Biotechnology, 159, 142 — 154. 2009.

Balcao, V.M., Paiva, A.L., Malcata, F.X., Bioreactors with Immobilized
Lipases: State of the art. Enzymes and Microbial Techology, 18, 392 — 416.
1996.

Messaoudi, A., Belguith, H., Gram, I., Hamid J.B, Classification of EC3.
2.2.3 Bacterial true lipase using phylogenetic analysis. African Journal of
Biotechnology, 9(48), 8243 — 8247. 2010.



[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

Arpigny, J.L., Jaeger, K. E., Bacterial Lipolytic Enzymes: Classification and
Properties. Journal of Biochemistry, 343, 177 — 183. 1999.

Eggert, T., Pouderoyen, G.V., Pencreac’h, G., Douchet, I., Verger, R.,
Dijkstra, B.W., Jaeger, K.E., Biochemical Properties and Three — Dimensional
Structures of Two Extracellular Lipolytic Enzymes from  Bacillus subtilis.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 26, 37 — 46. 2002.

Sugihara, A., Ueshima, M., Shimada, Y., Tsunasawa, S., Purification and
Characterizationof a Novel Thermostable Lipase from Pseudomonas cepacia.
J. Biochem., 112: 598-603. 1992.

Lee, S. Y., Rhee, J. S., Production and Partial Purification of a Lipase
from Pseudomonas putida 3SK. Enzyme Microb. Technol., 15: 617-
623. 1993.

Telefoncu, A., Besin Kimyasi. Ege Universitesi Fen Fakiiltesi
Yayinlari No: 149. Izmir, 172p. 1993.

Sharma, R., Chisti, Y., Banerjee, U. C., Production, Purification
Characterization, and Applications of Lipases. Biotechnology Advances,
19: 627-662. 2001.

~Anonim, Enzyme Nomenclature, Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB),
California, 1992.

Jensen, R. G., Detestion and determination of Lipase (acylglycerol
hydrolase) Activity from Various Sources. Lipids, 18: 650-657. 1983.

Jensen, R. G., dedong, F. A., Clark, R. M., Determination of lipase
specificity. Lipids, 18 (3): 239-252. 1983.

Telefoncu, A., Enzimoloji. Lisansusti Yaz Okulu. 21-27 Eylul 1997.
Kusadasi, Aydin-Turkiye, 446p. 1997.

Saxena, R.K., Ghosh, P.K., Gupta, R., Davidson, W.S., Bradoo, S. and
Gulati, R. Microbial Lipases: Potential Biocatalysts for The Future
Industry. Current Science, 77; 101-115. 1999.

Ghosh, P.K., Saxena, R.K., Gupta, R., Yadav, R.P., Davidson, S. Microbial
Lipases: Production and Applications. Science progress. 79, (2): 119-157.
1996.

Balcéo, V. M., Kennippen, A., Malcata, F. X., Kalo, P. J., Lipase Catalyzed
Acidolysis of Butter Fat with Oleic Acid: Characterization of Process
and Product. Enzyme Microb. Technol., 33: 118-128. 1998.



[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

Jaeger, K-E., Eggert, T., Lipases for Biotechnology. Current Opinion in
Biotechnology, 13: 390-397. 2002.

Godtfredsen, S., E., Micobial Lipases, Vol. 7, Nova Nordisk A/S, Denmark,
255- 273. 1990.

Taweel, R. ve Sungur, S., Lipaz Enzimleri ile Yaglarin Modifikasyon
Biyoteknolojisi, Ankara Universitesi Fen Fakdltesi, Ankara, 446 s. 1995.

Stead, D., Microbial Lipases: their characteristic, role in food spoilage
andindustrial uses, Journal of Dairy Research, 53, 481-505. 1986.

Saxena R.K., Sheoran A., Giri B., Davidson S.W., Purification Strategies
Formicrobial Lipases, Journal of Microbiological Methods, 52, 1-18, 2003.

Saxena R.K., Ghosh P.K., Gupta R., Davidson S.W., Bradoo S., Gulati R.,
Microbial lipases: Potential biocatalysts fort he future industry, Current
Science Online, 95 (2), 2008.

Hadeball W., Production of Lipase by Yarrowia lipolytica I. Lipases from
yeasts (Review), Acta Biotechnol., 11, 2, 159-167 p. 1991.

Okumura, S., lwai, M. ve Tsujisaka, Y., The Effect of Reverse Action on
Triglyceride Hydrolysis by Lipase, Agr. Biol. Chem., 45, 1,185-189. 1981.

Kriger, N., Taipa, M. A., Barros, M. R., Melo, E. H. M., Filho, J. L. Ve Cabral,
J. M. S., Purification of the Penicillium citrinum Lipase Using AOT Reversed.
1997.

Primentel, M. C. B., Krieger, N., Coelho, L. C. C. B., Fantana, J. O., Melo, E.
H. M., Ledingham, W. M. ve Fuho, L. J., Lipase from a Brazilian Strain
ofPenicillitan citrinum, Appl. Biochemistry and Biotechnology, 49, 59-74.
1994.

Safari, M., Kermasha, S., Lambourson, L. ve Sheppard, J. D.,
Interesterification of Butterfat by Lipase from Rhizopus niveus in Reverse
Micellar Systems, Biosci. Biotech. Biochem., 58, 9, 1553-1557. 1994.

Jacob, Z., Yeasts Lipid Biotechnology, Advances in Applied Microbiology,
39, 185- 212. 1994.

Muderhwa, J. M., Ratomafaenina, R., Pina, M., Graille, J. ve Galzy, P.,
Purification and Properties of the Lipases from Rhodotorula pilimanae, Appl.
Microbial Biotechnol., 28, 348-354. 1986.



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

Huang, S. Y., Chang, H. I. ve Goto, M., Preparation of Surfactant- Coated
Lipase for the Esterification of Geraniol and Ecetic Acid in Organic Solvents,
Enzyme and Microbial Technology, 22, 552-557. 1988.

Fox, P. F., Food Enzymology, Elsevier Applied Science, 378 s. 1991.

Sutton, D. A., Fothergill, A.W. and Rinaldi, M.G. 1998. Guide to Clinically
Significant Fungi, 1st ed. Williams & Wilkins, Baltimore.

Ayhan, K., Gida Mikrobiyolojisi ve Uygulamalari. 2. Baski AU Ziraat
Fakiltesi Gida Muhendisligi Bolumu Yayini, Sim Matbaasi, Ankara, 522s.
2000.

LoureiroO, V., and Mafeito-Ferreira, M., Spoilage Yeasts in the Wine
Industry. International Journal of Food Microbiology 86; 23— 50. 2003.

Falih, A. M. 1998. Compatarive Toxcity of Heavy Metals to Some Yeast
Isolated from Saudi Arabian soil. Bioresource Technology, 64; 193- 198.

Zanbak C. Turkiye’de Makro Dlzey Sanayi Atiklari Yonetim Sorunlari ve
C6zUm Yaklasimlari. Tubitak Vizyon 2023 Paneli-Katki Dokumani, 1-6. 2.
Gida Sanayi Atiklari. www.tuik.gov.tr (17.06.2007). 2002.

Kim S, Dale BE. Global potential Bioethanol from Wasted Crops and Crop
Residues. Biomass and Bioenergy, 26: 361-375. 2004.

Hatzinikolau D., Macris J.B., Christakooulos P., Kekos D., Kolisis F.N and
Fountoukidis G., Production and Partial Characterisation of Extracellular
Lipase form Aspergillus niger. Biyotechnology Letters, 18, 547-552, 1996.

Sugihara, A., Tani, T., Tominaga, Y., Purification and Characterization of a
Novel Thermostable Lipase from Bacillus sp., Journal of Biochemistry
109,211-216,1991.

Lee S. Y. ve Rhee, J. S., Production and Partial Purification of a Lipase from
Pseudomonas putida 3SK, Enzyme Microb. Technol., 15, 617-623. 1993.

Litwack G., Experimental Biochemistry, A Laboratory Manual, John Wile
&Sons Inc., 247- 253p. 1960.

Rifaat H.M., El-Mahalawy A.A., EI-Menofy H.A., and Donia S.A,
Production, Optimization and Partial Purification of Lipase from Fusarium
oxysporium, Journal of Applied Sciences in Environmental Sanitation, V (N):
70-84p. 2010.

Lowry O.h., Rosebrough N.J., Farr A.L. Randal R.J., Protein Mesurement
with The Folin reagent, J. Biol. Chem., 193, 265-275p. 1951.



[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

Ben-Gigirey, B., Vieites Baptista de Sausa, J. M., Villa, T. G., Barros-
Velazquez, J. Characterization of Biogenic Amine-producing
Stenotrophomonas maltophilia Strains from White Muscle of Fresh and
Frozen Albacore Tuna. International Journal of Food Microbiology, 57: 19- 31.
2000.

Braun, P., Balzer, G., Fehlhaber, K., Activity of Bacterial Lipases at Chilling
Temperatures. Food Microbiology, 18: 211-215. 2001.

Gao, X. G., Cao, S. G. ve Zhang, K. C., Production, Properties and
Application Tononaqueous Enzymatic Catalysis of Lipase from a Newly
Isolated Pseudomonas strain, Enzyme and Microbial Technology, 27, 74-82.
2000.

Jaeger, K. ve Reetz, M. T., Microbial Lipases form Versatile Tools for
Biotechnology, TTPTECH, 16, 396-403. 1998.

Kauffmann, 1., Schmidt-Dannert, C., Conversion of Bacillus
thermocatenulatus Lipase into an Efficient Phospholipase with Increase
Activity Towards Long-chain Fatty Acyl Substrates by Directed Evolution and
Rational Design. Protein Engineering, 14 (11): 919-928. 2001.

Kanwar, L., Gogoi, B. K., Goswami, P., Production of a Pseudomonas
Lipase in N-alkane Substrate and Its Isolation Using an Improved Ammonium
sulphate Precipitation Technique. Bioresource Technology, 84: 207-211.
2002.

Gupta, R., Rathi, P., Gupta, N., Bradoo, S., Lipase Assay for Conventional
and Molecular Screening: an Overview. Biotechnol. Appl. Biochem., 37: 63-
71. 2003.

Sztajer, H., Maliszewska, I. ve Wieczorek, J., Production of exogenous
Lipases by Bacteria, Fungi and actinomycetes, Enzyme Microb. Technol., 10,
492-497. 1988.

Rapp, P. ve Backhaus, S., Formation of Extracellular Lipases by
Flamentous Fungi, Yeasts and Bacteria, Enzyme Microb. Technol., 14, 938-
943.]. 1992.

Kuo, T., Lipid Biotechnology. New York, 357p. 2002.

Liu, W. H., Beppu, T. ve Arima, K., Effect of Various Inhibitors on Lipase
Action of Humicola lanuginose S-38, Agric. Biol. Chem., 37, 2487-92. 1973.

Aisaka, K. ve Terada, O., Purification and Properties of Lipase from
Rhizopus japonicus, J. Biochem., 89, 817-822. 1981.



[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

Yadav, R. P., Saxena, R. K., Gupta, R. ve Davidson, S., Purification and
Characterization of a Regiospesific Lipase from Aspergillus terreus,
Biotechnology and Applied Biochemistry, 28, 243-249. 1998.

Corzo G., and revah S., Production and Characteristics of the Lipase from
Yarrowia lipolytica, Bioresource Technology 70, 173 — 18 p. 1999,

Kebabci O Farklh Maya Kdltirlerinden Lipaz Uretimi ve Verim Aritimi,
Hacettepe Universitesi, Fen Bilimleri Enistitiisii Doktora Tezi 2010.

Hou T.C., Industrial Uses of Lipase, Lipid Biotechnology, Edited by Tsung
Min kou and Harold W. Gardner. Marchel Dekker Inc., 390-400p. 2002.

M. N. Hosseinpour, G. D. Najafpour, H. Younesi, M. Khorrami, Z. Vaseghi.,
Lipase Production in Solid State Fermentation Using Aspergillus niger:
Response Surface Methodology, IJE TRANSACTIONS B: Applications Vol.
25, No. 3, 151 159p. 2012.

He Y, Tan T .Use of Response Surface Methodology to Optimize Culture
Medium for Production of Lipase with Candida sp. 99-125. J. Mol. Catal. B:
Enzym. 43:9-14. 2006.

Teng Y, Xu Y. Culture Condition Improvement for Whole-cell Lipase
Production in Submerged Fermentation by Rhizopus chinensis Using
Statistical Method. Bioresour. Technol. 99:3900-3907. 2008.

Kaushik R, Saran S, Isar J, Saxena RK. Statistical Optimization of Medium
Components and Growth Conditions by Response Surface Methodology to
Enhance Lipase Production by Aspergillus carneus. J. Mol. Catal. B: Enzym.
(40):121-126. 2006.

Potumarthi R, Subhakar C, Vanajakshi J, Jetty A. Effect of Aeration and
Agitation Regimes on Lipase Production by Newly Isolated Rhodotorula
mucilaginosa MTCC 8737 in Stirred Tank Reactor Using Molasses as Sole
Production Medium. Appl. Biochem.Biotechnol. 151:700-710. 2008.

Alonso FOM, Oliveira EBL, Dellamora-Ortiz GM, Pereira-Meirelles FV.
Improvement of Lipase Production at Different Stirring Speeds and Oxygen
Levels. Braz. J. Chem. Eng. 22(1):9-18. 2005.

Gao, Y., Breuil, C., Extracellular Lipase Production by a Sapwood- Staining
Fungus Ophiostoma piceae. World J. Microbiol. Biotechnol., 11: 638-642.
1995.



[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

Essamri, M., Valerie, D., Louis, C., Optimization of Lipase Production by
Rhizopus oryzae and Study on the Stability of Lipase Activity in Organic
Solvents. J. Biotechnol., 60: 97-103. 1998.

Tan, T., Zhang, M., Wang, B., Ying, C., Deng, L., Screening of High Lipase
Producing Candida sp. and Production of Lipase by Fermentation. Process
Biochemistry, 39 (4): 459-465. 2003.

Tan, T., Zhang, M., Xu, J., Zhang, J., Optimization of Culture Conditions and
Properties of Lipase from Penicillum camembertii Thom PG-3. Process
Biochemistry, 39 (11): 1495-1502. 2004.

Benjamin S, Pandey A. Optimization of Liquid Media for Lipase Production
by Candida rugosa. Bioresour. Technol. 55:167-170. 1996.

Cihangir N., ve Sarikaya E., Aspergillus Sp.'den Lipaz Enzimi Uretimi,
Saflastiriimasi ve Karakterizasyonu, TUBITAK, MISAG- 16 numarali proje,
13,20s. 2003.

Smaniotto A, Skovronski A, Rigo E, Tsai _SM, Durrer__A, Foltran LL,
'Synthetic Lipase' Production from Newly Isolated Sporidiobolus Pararoseus
Strain Bysubmerged Fermentation, Braz J Microbiol. ; 43(4):1490-8. 2012.

Park SY, Kim JY, Bae JH, Hou CT, Kim HR. Optimization of Culture
Conditions for Production of a Novel Cold-active Lipase from Pichia lynferdii
NRRL Y-7723, J Agric Food Chem. 30; 61(4):882-6. 2013.

Lan D, Hou S, Yang N, Whiteley C, Yang B, Wang Y
Optimal Production and Biochemical Properties of Lipase from Candida albic
ans, Int J Mol Sci. 7216-37. 2011.

Lima VMG, Krieger N, Sarquis MIM, Mitchell DA, Ramos LP, Fontana JD.
Effect of Nitrogen and Carbon Sources on Lipase Production by Penicillium
aurantiogriseum. Food Technol. Biotechnol.41 (2):105-110. 2003.

Geon-Ho L., Bae J-H., Suh M-J., kim I-H., Hou C-T., and Kim H-R ., New
Finding and Optimal Production of a Novel Extracellular Alkaline Lipase from
Yarrowia lipolytic NRRL Y-2178, J. Microbial.Biotechnol., 17(6), 1054-1057p.
2007.

Nahas, E., Control of Lipase Production by Rhizopus oligosporus Under
Various Growth Conditions. J. Gen. Microbiol., 134: 227-233.1988.

Wang, Y., Srivastava, K. C., Shen, G. J., Wang, H.Y., Thermostable Alkaline
Lipase from a Newly Isolated Thermophilic Bacillus Strain, A30-1 (ATCC
53841). 1995.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smaniotto%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Skovronski%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rigo%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsai%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Durrer%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Synthetic+lipase%E2%80%99+production+from+a+newly+isolated+Sporidiobolus+pararoseus+strain+by+submerged+fermentation
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Park%20SY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23305314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23305314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bae%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23305314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hou%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23305314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23305314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23305314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lan%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22072943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hou%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22072943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22072943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Whiteley%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22072943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22072943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22072943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Optimal+Production+and+Biochemical+Properties+of+a+Lipase+from+Candida+albicans

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

Pabai, F., Kermasha, S., Morin, A., Use of Continuous Culture to Screen for
Lipase Producing Microorganisms and Interesterification of Butterfat by
Lipase Isolates. Can. J. Microbiol., 42: 446-452. 1996.

Lanser, A. C., Manthey, L. K., Hou, C. T., Regioselectivity of New Bacterial
Lipases Determinated by Hydrolysis of Triolein. Curr Microbiol., 44: 336-340.
2002.

Gilbert, E. J., Drozd, J. W., Jones, C. W., Physiological Regulation and
Optimization of Lipase activity in Pseudomonas aeruginosa EF2. J. Gen.
Microbiol., 137: 2215-2221. 1991.

Bradoo, S., Saxena, R. K., Gupta, R., Two Acidothermotolerant Lipases
from New Variants of Bacillus spp., World J. Microbiol. Biotechnol., 15: 87-91.
1999.

Dong, H., Gao, S., Han, S., Cao, S., Purification and Characterization of a
Pseudomonas sp. Lipase and Properties in Non-agueous Media. Biotechnol.
Appl. Biochem., 30: 251-256. 1999.

Lan D, Hou S, Yang N, Whiteley C, Yang B, Wang Y. Optimal Production
and Biochemical Properties of a Lipase from Candida albicans, Int J Mol Sci.
7216-37. 2011.

Papaparaskevas D, Christakopoulos P, Kekos D, Macris BJ. Optimizing
Production of Extracellular Lipase from Rhodotorula glutinis. Biotechnol. Lett.
14:397-402. 1992.

Salleh AB, Musani R, Razak CNA. Extra and Intracellular Lipases from a
Thermophilic Rhizopus Oryzae and Factors Affecting Their Production. Can.
J. Microbiol. 39:978-981. 1993.

Rajendran A, Thangavelu V. Optimization and Modeling of Process
Parameters for Lipase Production by Bacillus Brevis. Food Bioprocess
Technol. DOI 10.1007/s11947-010-0387-4. 2010.

Bankar SB, Bule MV, Singhal RS, Ananthanarayan L Optimization of
Aspergillus niger Fermentation for the Production of Glucose Oxidase. Food
Bioprocess Technol. 2:344-352. 2009.

Venkateshwar M, Chaitanya K, Altaf M, Mahammad EJ, Bee H, Reddy G.

Influence of Micronutrients on Yeast Growth and [(-Dfructofuranosidase
Production. Indian J. Microbiol. 50:325-331. Doi: 10.1007/s12088-010-0005-
1. 2010.



[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

Snellman EA, Colwell RR. Acinetobacter Lipases: Molecular Biology,
Biochemical Properties and Biotechnological Potential. J. Ind. Microbiol.
Biotechnol. 31:391-400. 2004.

Telefoncu, A., Temel ve Uygulamali Enzimoloji. Biyokimya Lisansustu Yaz
Okulu. Cesme, Izmir-Turkiye, 326p. 1986.

Rathi, P., Bradoo, S., Saxena, R. K., Gupta, R., A Hyper- Thermostable,
Alkaline from Pseudomonas sp. with the Property of Thermal Activation.
Biotechnology Letters, 22: 495-498. 2000.

Mahadik N.D., Puntambekar U.S., Bastawde K.B., Khire J.M., Gokhale D.v.,
Productiin of Acidic Lipase by Aspergillus niger in solid State Fermantation,
Process Biochemistry, 38, 715-721p. 2002.

Kulkarni, N., Gadre, R. V., A Novel Alkaline, Thermostable, Protease-free
Lipase from Pseudomonas sp. Biotechnology Letters, 21: 897-899. 1999.

Sharma, R., Soni, S., Vohra, R., Gupta, L., Gupta, J., Purification and
Characterization of a Thermostable Alkaline Lipase from a New Thermophilic
Bacillus sp. RSJ-1. Proc. Biochem., 37: 1075-1084. 2002.

Potumarthi R, Subhakar C, Vanajakshi J, Jetty A. Effect of Aeration and
Agitation Regimes on Lipase Production by Newly Isolated Rhodotorula
mucilaginosa-MTCC 8737 in Stirred Tank Reactor Using Molasses as Sole
Production Medium. Appl Biochem Biotechnol. 151(2-3):700-10. 2008.

Gutarra ML, Cavalcanti ED, Castilho LR, Freire DM, SantAnna GL
Lipase Production by Solid-State Fermentation: Cultivation Conditions and
Operation of Tray and Packed-Bed Bioreactors. Appl Biochem Biotechnol.
121-124:105-16. 2005.

Murat Yilmaztekin, Huseyin Erten, Turgut Cabaroglu. Enhanced Production
of Isoamyl Acetate from Beet Molasses with Addition of Fusel Oil by Williopsis
saturnus var. Saturnus Food Chemistry 112. 290-294. 2009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Potumarthi%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18574564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Subhakar%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18574564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vanajakshi%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18574564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jetty%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18574564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18574564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gutarra%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15917592
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cavalcanti%20ED%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15917592
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Castilho%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15917592
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Freire%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15917592
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sant%27Anna%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15917592
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15917592

OZGECMIS

Kimlik Bilgileri

Adi Soyadi: Hamideh HAMMAMCHI

Dogum Yeri: Tebriz

Medeni Hali: BEKAR

E-posta: hi_haman@yahoo.com

Adresi: Incesu 87/2 , kolej, Cankaya / ANKARA
Egitim

Lise: Shahid Mahdiye Salek

Lisans: islamik Azad Universitesi

Yilksek Lisans: Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisti Biyoloji Bolimi
Biyoteknoloji Anabilim Dall

Yabanci Dil ve Diizeyi

ingilizce.

is Deneyimi

Deneyim alanlari

Tezden Uretilmis Projeler ve Biitgesi

Tezden Uretilmis Yayinlar

Tezden Uretilmis Teblig ve/veya Poster Sunumu ile Katildigi Toplantilar






