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1.GIRIS VE AMAC

Enzimlerin biyoteknolojik uygulamalariin, gelisen teknolojiye, artan kullanim alanlar
ve miktarlarina paralel olarak artmas: ile birlikte, diinya genelindeki enzim iiretimi son
yillarda hizla artis gostermis ve enzim iiretim sektorii gelismeye acik biiyiik bir pazar
haline gelmistir. Diinya genelinde iiretilen enzimlerin tiretimdeki paylarina bakildiginda,
endiistride en ¢ok kullanilan tiirlerin proteaz, amilaz, amidaz, esteraz ve lipaz oldugu

gozlemlenmektedir (Pandey ve dig. 1999).

Lipaz (triagilgliserolagilhidrolaz, E.C.3.1.1.3) son yillarda gelisen biyoteknolojik
uygulamalarda kullanilan anahtar enzim olarak 6nem kazanmaya baslamistir. Lipazin
onemi ¢ok yonlii kullanim Ozelligine sahip olmasindan ileri gelmektedir. Lipaz
enzimleri, sulu ortamlarda yaglarin hidrolizini gergeklestirdigi gibi, anhidrik kosullarda
mono, di ve trigliserollerin olusumunu, yaglarin esterlesme ve ester degistirme
reaksiyonlarim1 da etkin bir sekilde katalizlemektedir. Farkli spesifik 6zelliklere sahip
endiistriyel lipaz enzimleri, yag ve margarin sanayi disinda, deterjan gibi cesitli kimya
sanayinde, gida sanayinde ve tip alanindaki biyoteknolojik uygulamalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Akoh ve Min, 1998).

Giiniimiizde azalan dogal kaynaklar nedeniyle mikroorganizmalar ¢ok c¢esitli iiretimler
icin potansiyel olarak goriilmekte ve bu konuda yogun ¢alismalar yapilmaktadir.
Endiistriyel tiretimde mikrobiyal kaynakli enzimlerin ekonomik oluslari, mevsimsel ve
potansiyel kisitlamalara bagli kalmayislar1 agisindan avantajlart uzun zamandir
savunulmaktadir. Amilaz, proteaz, invertaz, glikoz oksidaz, glikoz izomeraz, pektinaz,
renin, lipaz ve laktazi da igeren c¢ok sayida enzim mikroorganizmalar tarafindan
tiretilebilmektedir. Rhizopus, Aspergillus, Endothia, Bacillus, Mucor, Candida,
Micrococcus, Morteirello, Streptomyces, Actinoplanesve Kluyveromyces enzim
tiretiminde en yaygm kullanilan mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir.

Mikroorganizmalardan elde edilen lipaz enziminin endiistriyel 6l¢ekteki uygulamalar ve



bu alanda yapilan bilimsel caligmalar son yillarda bilim diinyasinda biiyiik 6nem

arzetmektedir (Pandey ve dig. 1999).

Mikroorganizmalar arasinda ise kiifler en yiiksek katalitik potansiyele ve stabiliteye
sahip olan lipaz tireticileridirler. Ticari olarak lipaz elde edilen baslica kiifler; Rhizopus
arrhizus, Rhizopus japonicus, Mucor miehei, Aspergillus niger, Rhizopus niveus,
Candida rugosa, Aspergillus terreus ve Penicllium spp. olarak siralanabilmektedir
(Ellaiah ve dig. 2001).

Mikrobiyal kaynaklardan lipaz iiretiminde kullanilan fermantasyon yontemleri;
geleneksel daldirma yontemi ve son yillarda tlizerinde ¢ok fazla aragtirma yapilan kati
faz fermantasyon tekniginden olusmaktadir. Kat1 faz fermantasyonu mikrobiyal gelisim
icin yeterli derecede neme ve besin 6gelerine sahip kat1 ortam iizerinde gerceklesen
fermantasyon prosesidir. Bu fermantasyon yonteminde, bugday kepegi, piring kepegi,
aycicegi tohumu kiispesi, misir kogani, soya kiispesi, fistik kiispesi, seker pancar1 pulpu
gibi gesitli tarimsal atik ve yan flriinlerin hammadde olarak kullanilmasinin yanisira

cesitli enzim, mantar, fermente gida ve hayvan yemleri de {iiretilebilmektedir (Pandey,

2003).

Bu c¢alismada, piring kepegi, bugday kepegi, ayg¢icegi tohumu ve aycice§i tohumu
kiispesi gibi cesitli tarimsal atik ve yan tiriinlerden izole edilen kiiflerin lipaz aktiviteleri,
farkli azot kaynaklarinin enzim verimi iizerine etkileri, mikrobiyal lipaz enziminin
optimum pH ve optimum sicaklik degerleri ve bu degerlerdeki lipaz aktivitelerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica %60 doygunluk konsantrasyonunda amonyum stilfat
ile ¢oktiirme yontemi kullanilarak kismen saflagtirilan enzimin hidroliz ve esterlesme

ozellikleri arastirilmistir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Lipaz Enzimi

Lipolitik enzimler, TAG (Triagilgliserol) agilhidrolaz (E.C. 3.1.1.3.) ve Fosfogliserit agil
hidrolaz olan fosfolipaz A: (3.1.1.3.2.) ve A (3.1.1.4.)) olmak iizere iki baslik altinda
toplanmaktadir. TAG lipazlar hayvan, bitki ve mikroorganizmalardan elde
edilebilmektedir. Hayvansal lipazlar pankreatik, gastrik, bagirsak lipazlari ile siitte
bulunan lipazlar1 kapsamaktadir. Mikrobiyal lipazlar ise son zamanlarda endiistriyel
uygulamalarda yer alarak gitikce Onem kazanmaktadir. Lipazlar “serin hidrolaz”
grubuna ait enzimler igerisinde yer alip, esterazlardan farkli bir smifa dahildirler.
Ozellikle su-yag fazi arasindaki i¢ yiizeyde substrata karsi katalitik etki gostererek,
TAG’leri, DAG (Diagilgliserol)’lere, MAG (Monoagilgliserol)’lere, gliserol ve serbest
yag asitlerine hidrolize etmektedirler. Su ile karismayan organik ¢oziiciilerde ise lipid
substratlarinin esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlarini katalizlemektedirler.
Esterazlar, suda ¢oziinebilen substratlar1 hidrolizlerken, lipazlar yag-su arayiiziinde suda
coziinmeyen esterleri de spesifik olarak katalizleme 6zelligine sahiptirler. Ayrica suda
¢Oziinmez lipid substratlarina kars1 daha yliksek bir enzim aktivitesi gostermektedirler

(Wong, 1995).

Temel substratlarinin TAG olmasma ragmen ¢ok genis bir substrat aralifina sahip
olduklarindan bazi diisiik ve yliksek molekiil agirligina sahip esterleri, thiol esterleri,
poliol/poliasit esterleri de katalizlemektedirler (Erdogan, 2002). TAG lipaz enzimleri,
koenzime gerek duymadan ve organik c¢ozgenlerin yiiksek sicakliklarda kullanilmasi
durumunda ortamda stabil kalabildiklerinden organik sentezlerde olduk¢a fazla
kullanilmaktadirlar.  TAG modifikasyonu durumunda ise sulu ortamda hidrolaz
reaksiyonunu, organik ortamda esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlarini

katalizleme 6zelligine sahiptirler (Sahin ve dig. 2003).

Ortamda bulunan serbest yag asitleri lipaz aktivitesini inhibe etmektedir. Bunlardan suda
¢Ozlinirligii az olan uzun zincirli yag asitlerinin ve ayrica yiizey-aktif maddeler olan
MAG ile DAG’lerin de su-yag arayiiziinde birikmeleri lipaz aktivitesini azaltan bir diger
etkendir (Sahin ve dig. 2003).



2.2. Ticari Enzim Uretimi

Ticari enzim iretiminin baslangici 1890’larin baglarmma kadar uzanmaktadir. Lipazlar
tizerinde calisilan en eski enzim grubudur. Literatiirde, 1846 yilinda ilk defa pankreasta
lipaz aktivitesi ve 1871°de bitkisel tohumlarda lipaz varhiginin kanitlandigi
belirtilmektedir (Fogarty ve Kelly, 1990). Takamine (1984) Aspergillus oryzae kiifiiniin
bugday kepeginde kati faz fermantasyonu ile Takadiastase enzimi iiretimini
gerceklestirmis ve patent altina almustir. IIk ticari enzim {iretimi Boidin ve Effront
(1917) tarafindan Bacillius bakterisi kullanilarak amilaz enzimi tiretimi gerceklestirilmis
ve patenti alinmistir. Enzim iiretiminde 1940 ve 1950 yillar1 boyunca artis gézlenmis ve
amilaz, katalaz, seliilaz, glukoz oksidaz, invertaz, laktaz, lipaz, pektinaz ve proteaz
enzimleri ticari olarak tretilmistir. Ticari enzim tiretiminin, proses tekniklerindeki
ilerlemeler, kimya miihendisligi ve gida isleme endiistrisinde enzim uygulamalarinin
daha siklikla yer almasi sayesinde Oniimiizdeki yillarda da gelismeye devam edecegi
belirtilmektedir (Whitehurst ve Law, 2002). Mikrobiyal lipaz iiretiminde, 1988 yilinda
deterjan iiretiminde kullanilan “Lipolase” adli ticari lipaz, Aspergillus oryzae kiifiinden

elde edilerek piyasaya sunulmustur (Fogarty ve Kelly, 1990).

Lipazlar bitki ve hayvanlarin ¢esitli dokularindan (fare pankreasi, sigir pankreasi, siit),
kiif, maya ve bakteri gibi mikroorganizmalarin kullanildigi fermantasyon prosesleri
sayesinde lretilebilmektedir. Mikroorganizma kaynakli lipazlar kolay, ekonomik ve
ayrica sanayi boyutlarinda kullanilabilecek miktarlarda elde edilebilmektedirler. Bu
nedenlerle bitkisel ve hayvansal enzimlere gore daha ¢ok tercih edilmektedirler
(Erdogan, 2002).

Endiistriyel enzim tretiminin ekonomik boyutu 1998 yili itibariyle 600 milyon dolar
civarindadir. Novo Nordisk (Almanya) firmast %50 pazar payi ile ticari enzim
sektoriinde diinyada birinci sirada yer almaktadir (Akoh ve Min, 1998). Tablo 2.1.’de

ticari lipazlar ve tiretildikleri kaynaklar goriilmektedir.



Tablo 2.1: Ticari Lipazlar ve Uretilen Baslica Kuruluslar (Borgstrém ve Brockman,
1984; Fogarty ve Kelly, 1990).

Kaynaklar Kullanim Adi Firma
Aspergillus niger Lipase AIE Amano
Rhizopus japonicus Lipase Saiken Osaka Saiken
Rhizopus arrhizus Lipase 80000 Gist Brocades
Rhizopus delemar - Shekiagu-kogyo
Mucor miehei Lipozyme Novo Nordisk
Candida cylindracea Lipase OF 360 Meito Sangyo
Pseudomonas spp. Lipase LP1 Amano
Chracterium viscosum Lipase T-01 Toyo Jozo

Mikrobiyal lipazlar endiistride ¢ok ¢esitli uygulama alanlarina sahiptir. Lipaz
teknolojisindeki son gelismeler lipazlarin sanayide daha etkin kullanimina ait beklentiyi
giiclii kilmaktadir. Lipazlar; siit yaginin hidrolizi, peynir olgunlastirilmasi, tereyaginin
modifikasyonu, firincilik tiriinlerinin lezzet gelisimi ve raf dmriiniin uzatilmasi, alkollii
iceceklerde aroma gelistirilmesi ve fermantasyonun yaglardan arindirilarak
hizlandirilmasi, mandracilikta lipid hidrolizi ile yumurta kalitesinin arttirilmasi, deterjan
sanayinde vyaglarin alkali kosullarda hidrolizi, kozmetik alaninda lipidlerin
uzaklastirilmasi, deri sanayinde hayvan derisinden yaglarin uzaklastirilmas1 ve kagit
sanayinde onemli problemlerden biri olan “zift olusumunu” 6nleyici olmak {izere bircok
alanda kullanilmaktadir (Palma ve dig. 2000; Fogarty ve Kelly, 1990; Borgstrom ve
Brockman, 1984).

2.3. Mikrobiyal Lipaz Enziminin Yapisi

Staphylococcus hyicus, Pseudomonas fragi, Staphylococcus aureus, Geotrichum
candidum, Rhizomucor miehei ve Candida antarctica gibi degisik tiirdeki cesitli
mikrobiyal lipazin genleri izole edilip, karakterize edilerek ve birincil yapilart uygun
gelen niikleotid diizeninden ¢ikarilmistir (Wong, 1995). Lipazlar, birbirlerine peptid
baglar ile baglanmis amino asitleri igeren ¢ok biiylik, kompleks protein molekiilleridir.
20 ana amino asitten olusmaktadirlar. Polipeptid zincirindeki amino asitlerin sayis1 100
ila birka¢ bin arasinda degismektedir. Lipazlar elde edildikleri kaynaga bagli olarak
20000-200000 araliginda molekiil agirligi, pH 4-9 araliginda ve 70°C’ye kadar olan




sicakliklarda aktivitelerini koruyabilen enzimlerdir (Erdogan, 2002). Tablo 2.2’de

degisik kiiflerden elde edilen mikrobiyal lipazlarin molekiiler 6zellikleri verilmistir.

Tablo 2.2: Farkli Kiif Lipazlarinin Molekiiler Ozellikleri (Borgstrom ve Brockman, 1984).

Lipaz Kavnas Aspergillus | Geotrichum | Humicola Penicillium Rhizobus delemar
P ynag niger candidum | lanuginosa |cyclopium P
A-Lipaz |B-Lipaz |A-Lipaz |B-Lipaz
Molekiiler agirhk | 38 000 54 000 27 500
27 000 36 000 44 000 45 000
izoelektrik nokta | 4,3 43 4,9 4,1 7.3 8,2
Optimum pH 5,6 6,3 8,0 7,5 5,8 5,6 5,6
Optimum 25°C 40°C 60°C 35°C  |40°C  |35°C  |35°C
sicaklik
2,2-6,8 4,2-9,8 6-10 6,5-9,0 4,0-6,5 3-8 4-7
pH kararhh@ (30°C/24saat) | (30°C/24saat) | (45°C/1saat) | (30°C/ (30°C/17 | (30°C/24 | (30°C/24
17 saat) | saat) saat) saat)
50°C 55°C 60°C 30°C 65°C 45°C
Sicakhik
Lararhhe (pH 5,6/ (pH 5,6/ (pH 8/ (pH 6.0/15 dak.) (pH5.6/ | (pH5,6/
arariiigl 15 dak.) 15 dak.) 20 dak.) 15 dak.) |15 dak.)

Getrichum candidum kiifii (Sekil 2.1) degisik izoformlarda (lipaz I ve II) ekstraseliiler

lipaz meydana getirmektedir. Bu iki lipaz izoformun genleri kodlanarak izole edilmistir.

554 aminoasit kalintisindan olusan Lipaz I’in molekiil agirligi 59085°dir. Bes adet Cys

ile %7 karbonhidrat (¢ogunlukla mannoz) i¢ermektedir. Lipaz Il ise, 544 aminoasit

kalintisindan olugsmus, 59550 molekiller agirhigina ve dort adet Cys ile %6,6

karbonhidrat i¢ermektedir. Bu iki izozimde %84 oraninda benzerlik gostermektedir

(Wong, 1995).

Sekil 2.1: Geotrichum Candidum Mikrobiyal Lipazinin Stereo Goriintiisii (Wong, 1995).

Geotrichum candidum’dan elde edilen lipaz I’in aktif kismi, iki paralel o helis kapagiyla

gizlenmis

Hidrofobik o6zelligi yiiksek olan bu helis yapilarin agilmasiyla olusan

His463-Ser217-Glu354  Katalitik  ti¢lisiinden

meydana

gelmektedir.

bicimsel




degisiklikler substratin katalitik kisimlara geg¢mesini saglamaktadir. Bu lipaza %45
oraninda benzerlik gosteren Candida cylindracea lipazinda ise, Asp yine, Glu ile
birlikte katalitik ti¢liilde yer almaktadir. Rhizomucor miehei lipaz1 da A ve B olmak tizere
iki izoforma sahiptir. His 257, Serl44 ve Asp203 aminoasit kalintilarinin birlikte
olusturdugu “katalitik TUg¢liisi™”’nii iceren tek bir etkin alana sahiptir. Candida
antarctica’dan elde edilen B lipaz1 da yapisal olarak benzer 6zellikler gostermektedir:
merkezde yer alan o/p biikliimii, aktif katalitik Gi¢liisii kism1 ve sarmal kapak hareketi.
Pseudomonas glumae’den elde edilen bakteriyal lipaz ile Candida rugosa lipazinin iig

etkin alanli yapiya sahip oldugu belirtilmistir (Wong, 1995).
2.4. Mikrobiyal Lipaz Enziminin Seciciligi

Lipaz aktivitesi ve segiciligi lipazin tanimlanmasi i¢in gerekli 6zelliklerdir. Lipazlar, yag
asitlerinin 6zelliklerine ve konumlarina gére TAG’lar1 sentezler veya hidrolizler. Sulu
ortamlarda hidroliz baskin reaksiyon olup, TAG gliserol ve yag asidlerine
hidrolizlenirken; organik ortamlarda mevcut suyun miktar1 sinirlandigindan reaksiyon
TAG sentezlemek icin ters donebilir. Transesterifikasyon gibi yaglarin esterlesme ve
ester degistirme reaksiyonlarini etkin bir sekilde katalizler veya organik reaksiyonlar
olusabilir. Iste tiim bu reaksiyonlar mikrobiyal kaynaklardan elde edilen lipazlarin

seciciligi ile gerceklesmektedir.

Lipaz enzimi ii¢ ayr1 sekilde segcicilik gosterir (Sahin, ve dig. 2003; Can, 2004,

Borgstrom, ve Brockman, 1984).

I. Substrat seciciligi: Lipazlar, 6zel yag asitlerine ve uzun, kisa veya orta zincir

uzunlugundaki yag asitlerine kars1 spesifiktir. Ornek: Geotrichum candidum lipaz1 C-9
veya Cis-9,12 ikili baglara sahip uzun zincirli yag asidine 6zgii segicilik gosterirken,
Aspergillus niger ve Aspergillus delemar lipazi hem orta hem de kisa zincirli yag
asitlerine kars1 spesifiktir. Lipazlar sahip olduklar1 bu yag asitleri segiciligi sayesinde
kisa zincirli yag asitlerinin siit aromas1 olarak kullanilmak iizere iiretiminde ve gidalarin
uzun zincirli ¢oklu doymamis EPA (Eikosapentanoik Asit, 20:5) ve/veya DHA
(Dokasoheksanoik ~ Asit  22:6) gibi yag asitlerince  zenginlestirilmesinde

kullanilabilmektedirler.



ii. Pozisyon seciciligi: Bu gruptaki lipazlarin, sterik engeli nedeniyle sn-2

pozisyonundaki yag asidinin aktif bdlgeye girmesi engellenmektedir. Sadece sn-1,3
pozisyonunda yer alan distaki ester baglarin1 pargalarlar (Sekil 2.2). Bu sn-1,3 spesifik
lipazlarin varliginda gergeklesen interesterifikasyon tepkimesi sonucunda ortamda TAG,
1,2 ve 2,3 DAG ve serbest yag asitlerini igeren karisim olugmaktadir. Aspergillus niger,
Rhizopus delemar, Rhizopus arrhizus, Rhizopus oryzae, Rhizomucor miehei, Mucor
javanicus gibi mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar, sn-1,3 spesifik lipazlara érnek
olarak verilmektedir. Bu gruptaki lipazlar, yaglarin enzimatik interesterifikasyon
isleminde kullanilarak besinsel agidan zenginlestirilmesini saglamaktadirlar. Besin
acisindan degerli olan yag asidi sn-2 pozisyonunda tutulur ve, 1 ve 3 pozisyonlarindaki
yag asitlerinin kompozisyonlar1 istenen sekilde degistirilerek spesifik TAG yapisi elde
edilebilmektedir.

— = ——[=]
v 0B o

1,3-spesifik lipaz=

(5] o -y

Uzun zincirli triagilgliserol Orta zincirli triagilgliserol Yapilandirilnms triagilgliserol

Sekil 2.2: 1,3-spesifik Lipaz Enzimi Varliginda Gergeklesen Transesterifikasyon
Reaksiyonu (Can, 2004).

iii. Stereospesifiklik: Lipaz enziminin rasemik karisimlarda bulunan molekiil formiilleri

birbirine esit, ancak atomlarin {i¢ boyutlu yerlesimi birbirlerinin ayna aksi olan
izomerlerden birine ilgi gdstermesi ve onunla reaksiyona girebilmesidir. TAG’larin sn-1
ve sn-3 pozisyonlarindaki bu sterik farkindan dolay: ¢ok az lipaz buradaki esterleri ayirt
edebilme ozelligine sahiptir. Bu tip lipazlarin katalizledigi reaksiyonlarda 1 ve 3
pozisyonlar1 farkli hizlarda hidrolizlenir. Candida rugosa, Chromabacterium viscosum,
Staphylococcus aureus gibi mikroorganizmalarin yer aldigr bu grupta, Pseudomonas
belirli acil gruplarini hidrolizleyerek stereospesifiklik gosterir. Son yillarda, rasemik
karisimlarin  kullanildigr ilag sanayinde lipaz enzimlerinin stereospesifikligi biiyiik
gelismelere olanak saglamistir. Stereoizomerlerin ayrilmasi veya sentezlenmesinde lipaz
enzimlerinin kullanilabilmesi, lipazlarin stereospesifik olarak {iretilmesi yolundaki

calismalarin hizlanmasina yol agmuistir.



2.5. Mikrobiyal Lipaz Enzimi Uretimi

Endiistriyel olarak iiretilen lipaz enziminin biiyiik bir kismi1 mikrobiyal fermantasyon
prosesi kullanilarak iiretilmektedir. Enzim {iretiminde ilk asama belli bir enzim tipini
iiretebilecek en uygun mikroorganizmay1 se¢mektir. Kiiltiir ortami1, mikroorganizmalarin
gereksinim duydugu temel besin maddelerini ve istenen enzimin sentezi igin gerekli
indiikleyici maddeleri igermelidir. Fermantasyon, pH, sicaklik, ¢oziinmiis oksijen gibi
kontrollii ¢cevre kosullarinda miimkiin olan en fazla miktarda enzim iiretimini saglayan
bir yontemdir. Lipaz enzimleri genellikle hiicrelerden Kkiiltiir ortamina gegebilen
ekstraseliiler enzimler oldugundan, fermantasyon sonunda, hiicrelerden filtrasyon veya
santrifiijlemeyle ayrilabilirler. Mikroorganizma gelisiminin ve enzim iiretiminin en fazla
gerceklesecegi fermantasyon yontemleri daldirma ve kati faz fermantasyon yontemleri
olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Mikrobiyal lipaz iiretiminin kati faz fermantasyon
yontemi ile kiiflerden eldesine yonelik calismalar son yillarda biliylik bir artis

gostermistir (Demain ve Davies, 1999).
2.5.1. Kati1 Faz Fermantasyon Y éntemi

Kati faz fermantasyonu, mikrobiyal gelisim igin yeterli derecede neme ve besin
Ogelerine sahip olan kat1 madde iizerinde gergeklesen fermantasyon prosesidir (Pandey,
2003). Sterilize olmus kat1 faz tizerine mikroorganizma inokiilasyonu ile fermantasyon
baslar ve kiiltiiriin kat1 substrat da gelisimi ile enzim tiretimi gerceklesir. Bugday kepegi,
pirin¢ kepegi, ay¢icegi tohumu kiispesi, misir kogani, soya kiispesi, fistik kiispesi, seker
pancar1 kiispesi gibi ¢esitli zirai atik substrat olarak kullanilabilmektedir. Substrat
kimyasal veya 1sisal islemle sterilize edildikten sonra mikroorganizma inokiilasyonu ile
steril odalarda bulunan sicaklik, rutubet gibi faktorlerin kontrol edildigi reaktor
tavalarinda fermantasyon gergeklestirilmektedir. Spesifik olarak sec¢ilmis olan kati
substratin {izerinde veya etrafinda 5 ila 12 giin boyunca mikrobiyal gelisme ve iiriin
olusumu gozlemlenir. Bu proses sonunda, kati substratlar1 iceren reaktor tavalari
mikrobiyal biyomas ile tamamen kapli hale gelmektedir. Tavalarin iizerindeki bu kiitle
genis ekstraksiyon kaplarina aktarilir. Istenmeyen kati partikiiller suyla yikama
asamasinda giderilir. Lipaz ekstraktlar1, daha sonra ekstraksiyon sivisina gegen mono ve

oligosakkaritlerden, niikleotidlerden, serbest amino asitlerden vb. ¢ozeltide kalan diger



maddelerden ¢oktiiriilerek kurtarilmaktadir. Proteinlerin ¢oktiiriilmesi, ortamin pH’1 ve
ortamdaki organik ve tuz konsantrasyonlarinin degistirilmesiyle saglanmaktadir.
Ornegin, pH, enzimin izoelektrik noktasina ayarlanabilir (izoelektrik ¢oktiirme); solvent
ilavesi ile ortamin dielektrik sabiti degistirilerek coktiirme (aseton ile c¢oktiirme)
yaptirilabilir veya yiiksek bir tuz konsantrasyonunda proteinlerin sudaki ¢oziiniirliigii
azaltilarak ¢okmesi (amonyum siilfatla fraksiyonlama) saglanabilir. Lipaz enzimleri,
¢oktiirme yoluyla ©On saflastirma isleminin sonrasinda, istenildigi ileri derecede
saflastirilabilmektedir. Ileri saflasirma yontemleri olarak, elektroforez, degisim
kromatografisi, jel filtrasyonu ve afinite kromatografisi yontemlerinin biri veya birkaci
kullanilabilmektedir. Genellikle enzimlerin tam bir karakterizasyonu istendigi kosullarda

bu islemler uygulanmaktadir (Whitehurst ve Law, 2002; Demain ve Davies, 1999).

Kati faz fermantasyon yontemi kullanilarak lipaz enziminin {iretilmesine uygun olan
mikroorganizmalar; Candida, Aspergillus, Rhizopus, Neurospora, Penicillium ve
Mucor’dur. Ortam su aktivitesinin daha diisik olmasi nedeniyle bakteriyel

kontaminasyon kontrol altina alinabilmektedir (Pandey ve dig. 2000).

Kati faz fermantasyonunda substrat se¢imi de 6nemli olan bir diger faktordiir. Segilen
substrat mikroorganizmanin gelisimini saglayabilecek tiim besin maddelerini yeteri
miktarda saglamali ve ayrica onun i¢in kolay gelisme ortami yaratmalidir. Ayrica, diisiik
maliyetli, kolay temin edilebilen maddelerin substrat olarak secilmesi gerekir. Substrat
mikroorganizma gelisimi i¢in besin acisindan yetersiz ise inokiilasyon dncesi, substrata
cesitli azot ve karbonhidrat kaynaklari ile zenginlestirme islemi gibi kimyasal veya
mekanik ¢esitli uygulamalar yapilabilmektedir.

Fermantasyon proseslerinde bazi maddeler iirlin sentezini tesvik etmektedir. Elibol ve
Ozer (2000), immobilize Rhizopus arrhizus ile yaptig1 daldirma ydntemiyle lipaz {iretimi
caligmasinda indiikleyici varliginin lipaz iiretimine etkisini incelemis ve misir yagi
varliginda lipaz aktivitesinin 2,5 kat daha fazla oldugunu belirtmektedir. Ayni sekilde
Valero ve dig. (1988), zeytinyagin maya iiretimini tesvik ederek lipaz aktivitesini
arttirdigini belirtmektedir. Fadiloglu ve Erkmen (1999), zeytinyagi, ¢ay yagi ve oleik
asit gibi substrat benzeri bilesenlerinin lipaz aktivitesini arttirdigini belirtmektedir.

Ellaiah ve dig. (2001), farkli zeytinyag1 konsantrasyonlarinin Aspergillus niger kiifiinden
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elde edilen lipaz liretimine etkisini inceleyerek, maksimum lipaz {iretiminin (4290 U/L)
%1 oranindaki zeytinyagi ilavesi ile elde edildigini belirtmektedir. Bu sonug

zeytinyaginin lipaz indiikleyici oldugunu gostermektedir.

Kat1 faz fermantasyonunda substrat olarak genellikle tarimsal atik ve yan trlinler
kullanilmaktadir. Piring kiispesi ve kepegi, bugday kepegi, yagh tohum kiispeleri, seker
kamis1 ve pancart kiispesi, kahve tohumu kiispesi bu amagla kullanilan baslica tarimsal

atik ve/veya yan lriin arasinda yer almaktadir (Pandey ve dig. 2000).

Kamini ve dig. (1998), Aspergillus niger kiifiinden kat1 faz fermantasyonu ile degisik
substratlardan lipaz tiretimini inceleyerek bugday kepeginden (214,3 U/g) en yiiksek
lipaz aktivitesinin elde edildigini belirtmektedir.

Mahadik ve dig. (2002), Aspergillus niger NCIM kiifuni ¢esitli tarimsal atiklar {izerinde
gelistirerek kat1 faz fermantasyon yontemiyle lipaz tiretimini gergeklestirerek, bu dogal
substratlar arasinda enzim iiretimini en fazla tesvik eden kat1 besiyerinin, bugday kepegi

oldugunu belirtmektedir.

ul_Haq ve dig. (2002), kat1 faz fermantasyon yontemini kullanarak bugday kepeginde
30°C sicaklikta, 48 saat boyunca, 10 farkli kif  tiriiniin inkiibe edildigini, bu
mikroorganizmalarin lipaz aktivitelerine gore incelenerek, en fazla lipaz aktivitesinin 30
U/g degeriyle, Rhizopus oligosporus kiifii tarafindan elde edildigini belirtmektedir.
Diger kiif tiirlerinin ise ancak 7 U/g seviyesinde lipaz aktivitesi gosterebildikleri ayrica

belirtilmektedir.

2.5.1.1. Pirin¢ Kepegi

Piring tanesi, hasat edildiginde ham piring veya ¢eltik olarak bilinir ve %18-20’si
kavuzdur. Kavuz uzaklastirildiktan sonra tanenin goriiniir rengine bakilmaksizin esmer
piring olarak adlandirilir. Piring kepegi ise esmer pirincin {ist tabakasi yani kavuzun

hemen altindaki tabaka olup kabuk soyma (pealer) makinelerinin asindirici etkisi ile

uzaklastirilmaktadir.

Piring kepegi esas olarak perikarp , testa ve aloron ile toz haline gelmis embriyo ve bir
miktarda nisastali endosperm’den olugmustur (Saunders, 1990). Ancak uygulanan

parlatma derecesine bagli olarak bir miktar nisastali endosperm de ogiitiilerek kepege
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karigmaktadir. Celtigin ¢esidine, 0giitme derecesine ve Ogiitiilmiis pirincin derecesine

bagli olarak c¢eltigin agirliginin %8-10"u miktarinda piring kepegi elde edilmektedir.

Piring tanesinin aléron tabakasi ile hemen bunun altinda depolamis olan yaglar, cilalama
islemi ile tamamen piring kepegine gectiginden piring kepegi, ortalama %20 yag icerigi
ile soya ve pamuk tohumu gibi yag iceren bitkisel bir yag hammaddesi durumundadir
(Sayre, 1988). Tablo 2.3°de Piring kepeginin ortalama bilesen miktarlari % olarak

verilmektedir .

Tablo 2.3: Piring Kepeginin Bilesimi (Carroll, 1990).

Bilesen Bilesim (%)
Nem 8-12

Protein 12-16

Yag 16-22

Ham elyaf 8-12

Kl 7-10

Pirin¢ kepegi Tablo 2.3.’de goriildiigii gibi besleyici degeri yiiksek olan bir maddedir.
Proteini ve yag1 disinda igerdigi dogal vitaminlerden, vitamin B kompleksi ve vitamin E
yoniinden de oldukg¢a zengindir. Bu nedenle son yillara kadar hayvan yemi olarak
kullanilmaktadir. Bunun disinda piring tariminin yaygin bir sekilde yapildigr diger
iilkelerde oOrnegin Japonya, Hindistan, Burma ve Amerika’da endiistriyel yag

hammaddesi olarak degerlendirilmektedir (Carroll, 1990; Saunders, 1985).

Venkata ve dig. (1993), mikroorganizma olarak Candida rugosa’nin kullanildigi piring
kepegi substratinda gerceklesen kati faz fermantasyonu prosesinde, 48 saatin sonunda

maksimum lipaz aktivitesine (37 U/g) ulagmaktadir.
2.5.1.1.1. Pirin¢ Kepegi Uretimi

Celtik, diinyanin her kitasinda yetistirilmektedir. Cin, Hindistan, Endonezya, Banglades,
Vietnam, Japonya ve Amerika g¢eltik iiretiminde Onemli ilkelerdir. Tablo 2.4’de
Diinya’da piring tireten belli basl iilkelere ait ham piring, piring, piring kepegi ve yagi
potansiyelleri gosterilmektedir. Diinya celtik iiretimi incelendiginde, en biiyiik iiretiCi
tilke durumunda olan Cin Halk Cumbhuriyeti, 1997 rakamlartyla diinya c¢eltik iiretiminin

%37,5’ine sahip olup bu iilkeyi %21,6’lik bir payla Hindistan izlemektedir.
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Tablo 2.4: 1997 Yilinda Diinya’da Uretilen Celtik, Piring, Piring Kepegi ve Piring
Kepegi Yagi Potansiyeli (Tim degerler x 1000 ton) (FAO, 1997)

Ulkeler ~ |[Ham Pirin¢ (a) [Pirin¢ (b)  |Pirin¢ Kepesi (c) ggtg‘rfsg‘é}’ie(gé)wg‘
Cin 202 701 134 999 10 780,0 1617,0
Hindistan  [L25 263 83 425 6 674,0 1001,1
Endonezya |49 253 32 802 2 624,0 393,6
Banglades [28 182 18 769 1501,5 225,2
\VVietham  [27 645 18 411 1472,9 220,9
Tayland  [22 431 14 939 1195,1 179,3
Japonya  [12 531 8 346 667,7 100,2
Filipinler |11 269 7 505 600,4 90,1
Brezilya |9 293 6 189 495,1 74,3
Diinya 579 575 385 997 30 789,8 4 632,0

a. FAO

b. Celtigin 0,666’s1 olarak tahmin edilen pirin¢ miktart.
c. Pirincin %8’1 olarak hesaplanan piring kepegi.

d. Kepegin %15’ olarak hesaplanan piring kepegi yagi.

Ulkemizdeki celtik ekim alani, iiretim ve verim miktarlar1 Tablo 2.5°de verilmistir.
Tiirkiye, celtik tarimi i¢in uygun bir ekolojiye sahip olmasina ragmen sulama

olanaklarinin yetersizligi, ¢eltik tariminin gelismesini 6nemli dl¢lide kisitlamaktadir.

Tablo 2.5: 1990-1996 Yillar1 Arasi1 Celtik Ekilis, Uretim ve Verim Miktarlar1 (Yiicel, 1999)

Yillar Fﬁéﬁiﬁ;am Uretim (Ton) Verim (kg/da)
1990 53 000 230 000 434
1991 40 000 200 000 495
1992 43 000 215000 500
1993 45 000 225 000 500
1994 41 000 202 000 493
1995 52 051 269 123 517
1996 544 999 287 955 528

Celtik, tilkemizde toplam tahil ekim alani iginde ancak %0,31; tiretimde ise %0,74 pay
almaktadir. Celtik tarimi 40 ilde yapilmakta, iiretim 6zellikle Marmara ve Karadeniz
bolgelerinde yogunlasmaktadir. Bu iki bolgemiz 1996 yili rakamlariyla Tiirkiye celtik
ekilis ve tiretiminin yaklasik %91’ini olusturmaktadir. Bu bolgelerde iiretimi yapilan

celtigin verimi diinya ortalamasimin (335 kg/da) ¢ok iizerindedir. Ulkemizde ortalama
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celtik verimi 528 kg/da’dir. GAP projesinin devreye girmesi ile Tirkiye c¢eltik
tretiminin 1996 yili rakamlarina gore 2 katina ¢ikmast planlanmaktadir. GAP
bolgesindeki celtik ekim alaninim 38 217 hektar olmasi Ongdriilmiistiir. Uretim
miktarinin ise 141 838 ton piring olacagi tahmin edilmektedir. Bu da yaklasik 230-240
bin ton ¢eltik demektir ki bu miktar su anda Tiirkiye’de iiretilen ¢eltik miktarina esittir.
Tiirkiye’de ortalama ¢eltik tiretimi 180 000 ton/yil olarak alindiginda yilda yaklasik 36
000 ton kabuk ve 12 600 ton piring kepegi elde edildigi belirtilmistir (Yiicel, 1999).

2.5.1.2. Bugday Kepegi

Bugday tanesinin uzunlama kesiti incelendiginde endosperm, kepek, ve germ (ruseym)
olmak iizere ii¢ ana kisimdan olustugu goriilmektedir. Kepek, tanenin yaklasik %14,5’1ik
kismini olusturur. Cogunlukla 6giitme sirasinda uzaklastirilip yem olarak kullanilmakla

beraber tam dane unu (diiz kirma) tiim kepegi igerir.

Lisin bugdayda ve ¢ogu hububatta sinirli temel aminoasittir. Protein miktart tiir, ¢esit,
cevre kosullar (iklim, toprak, hastalik ve zararlilar) ve iiretim kosullarina (giibreleme,
sulama, makinali tarim) bagl olarak %6-22 arasinda degismektedir. Bugday tanesinin
lipit igerigi tipik olarak %2-4 arasinda olup tane iginde diizenli bir dagilim
gostermemektedir. Vitaminler bugday germi ve kepeginde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunurken, mineraller 06zellikle kepekte yogunlagsmistir. Madensel maddeler
endospermde %0,3, kepekte %6-8 kadar olup distan i¢e dogru azalmaktadir. Ortalama
%1,34 - 2,1 arasinda degisen kiiliin bilesimi yetistigi topraktaki mineral madde miktarina

ve giibreleme durumuna bagl olmaktadir (Unal ve dig. 1996).

Diinya bugday tiretimi 2004 hasat yilinda 624 milyon tona ulasirken, Tiirkiye tahmini
bugday tiretimi 19 milyon ton olarak varsayilmaktadir. Azot giibrelemesi ve yiiksek

verimli gesitlerin gelistirilmesi bugday iiretimine 6nemli katkida bulunmaktadir.

14



2.5.1.3. Aycicegi Tohumu

Aygicegi tohumu tlilkemizde ve diinyada yaglik ve gerezlik olmak tizere iki farkl tipte
uretilir. Cerezlik tipteki ay¢icegi tohumlar1 ¢izgili ve iri, yaglk tiplere gore kalin
kabuklu olup, kabugu cabuk ayrilmaya miisaittir. Bu tiplerden iri olmayanlar, kusyemi
olarak degerlendirilmektedir. Yaglik tiplerden daha diisiik yag oranina ve test agirligina
sahiptirler. Yaglik aygigegi tohumlart ise, genelde siyah renkli, ince kabuklu ve linoleik
ve oleik yag asitleri igeren tiplerdir. Taneleri %38-50 arasinda yag ve %20 oraninda
protein igerir. A, B, D ve E vitaminleri disinda kalsiyum, demir, fosfor, sodyum ve
potasyum gibi mineralleri de ihtiva eder. Yagi kolay sindirilen aygigegi tohumunda
viicuda gerekli 8 temel amino asit bulundugundan en degerli protein kaynaklar1 arasinda

sayilabilir (Tiirkay, 1980).
2.5.1.3.1. Aycicegi Tohumu Uretimi

Ulkemizin bitkisel yag iiretiminde %50 ile en biiyiikk payr alan ve yag bitkileri
tiretiminde basta gelen aycicegi, basta Trakya, Ege ve Karadeniz Bolgesi olmak tizere
birgok bdlgemizde yetisebilmektedir. Ulkemizde hayvan yemi olarak aygicegi kiispesi
kullanimi, diger yem ve yag bitkileri arasinda giderek Onem kazanmaktadir.
Tohumlarinda %45-50 oranindaki yag igceren aygicegi, margarin ve yag sanayinde
kullanilmakta, ¢erez olarak tiiketilmekte ve kiispesinden de hayvan yemi olarak
yararlanilmaktadir. Aygicegi tohumu hayvan beslenmesinde silaj olarak  da
degerlendirilebilmektedir. Ulkemizdeki yaglk aygciceginin mevcut durumu (Oil World
Annual, 2002) Tablo 2.6’da verilmistir.

Tablo 2.6: Ulkemizdeki Aycicegi Ekim Alani, Uretim, Verim, Aycicegi Tohumu
Isleme, Ithalat ve Ihracat Miktarlar1 (Kaya, 2004)

Villar iﬁlrlnl gir:,tlm Verim is_leme it_halat itl_lalat ihracat ih_racat
Ha Ton Kg/Da |Bin Ton|Bin Ton|Milyon $ |Bin ton|Milyon $

1997 |560 672 120 1122 545 139,8 4 1,2

1998 (586 850 145 1355 679 177,1 5 1,2

1999 |595 820 138 1400 484 121,0 6 1,5

2000 |540 630 117 1200 523 104,6 5 1,0

2001 (580 530 110 900 267 60,1 5 1,1
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2.5.1.4. Aycicegi Tohumu Kiispesi

Aygigegi kabugu her bitkide oldugu gibi, taneyi kaplar ve dis etmenlerden korur. Yaglik
aycicegi tohumunun toplam agirligin yaklasik %21-30'u kabuktur. Cerezlik gesitlerde bu
oran %36-50 arasinda degisir. Ancak ¢erezlik ve yaglhk tiplerin kimyasal
kompozisyonlari arasinda, cerezliklerin biraz daha fazla lif igermesi harig, belirgin bir
fark yoktur. Ayciceginde tanedeki kabuk ve yag orani arasindaki ters bir korelasyon s6z
konusudur. Tanedeki yag orani arttik¢a kabuk orani diiser. Iyi bir yaglk aygicegi hibrit
cesidin tanesindeki yag oranit %50'nin ilizerinde ve kabuk orani ise, %20 civarinda
olmalidir. Gerek yaglik, gerekse gerezlik taneler, yiiksek oranda lif (ham seliiloz) diisiik
miktarlarda da ham yag ve kil icerir. Kabuktaki seliiloz, lignin, hemi-seliiloz miktarlari
%74-90 olup, arta kalan kismi da lipit, protein ve mineral maddelerdir. Kabugun
kimyasal bilesimi Tablo 2.7°da verilmistir. Ulkemizde aycicegi isleyen bazi fabrikalarda
kabuk tamamen kiispe eldesinde kullanilmaktadir. Aygigcegi kabuklart sigir
yetistiriciliginde saman yerine altlik olarak kullanilabilmektedir. Ciinkii saman ile ayn1
oranda s1vi emme kapasitesine sahiptir. Ayrica bu kabuklar kereste endiistrisinde dolgu
ve yaliim maddesi, biyolojik yakit eldesinde ve paketleme materyali olarak da
kullanilir. Ayrica, Kanada'da silindir seklinde preslenerek ¢ira malzemesi ve Rusya'da da
etil alkol ve boya malzemesi eldesinde kullanilir Ayc¢igegi kabugunun bir diger kullanim
alani da, ozellikle de bazi tiirlerde kabugunda igerdigi antoSiyanin olarak bilinen kirmizi
boya maddesi nedeniyle gidalarda dogal katkili boya olarak kullanilmasidir (Dorrel ve
Vick, 1997).

Ulkemizdeki aycicegi kiispesi tiiketimi yillara gore degismekle birlikte, 550-850 bin ton
civarindadir. Bu ihtiyacin ¢ogunlugu iilkemizde islenen aygiceginden karsilanmakla
beraber, son yillarda yurt diginda olusan fiyata ve uygulanan giimriik vergilerine de baglh
olarak, oldukga yiiksek oranda bir ithalat s6z konusu olmaktadir. Kiispe ithalatimizin
blyiikk c¢ogunlugu genelde Rusya, Ukrayna, Romanya ve Bulgaristan'dan
gerceklestirilmektedir. Ulkemizdeki aygicedi kiispesi tiiketim, ithalat ve ihracat
miktarlart (Oil World Annual, 2002) Tablo 2.8’de verilmistir.
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Tablo 2.7: Aygigegi Tohumu Kabugunun Kimyasal Bilesimi (Dorrel ve Wick, 1997)

Bilesen Miktar
Kuru Madde %85-92
Ham Protein %3,5-9
Hazmolunabilir Protein %2-4
Hazmolunabilir Besin Maddesi Toplami 0035-45
Ham Scliiloz %40-50
Lignin %13-16
Kiil %2-3

Yag %0,05-3
Ca %0.37

Mg 9%0,15-0,25
P %0,12
Tablo2.8:  Ulkemizdeki Aygicegi Kiispesi Tiiketim, ithalat ve Ihracat Miktarlari
(Kaya, 2004)

Yillar Ur_etim It_halat Ihr.acat U1!<e ici Tiketim
(BinTon) (Bin Ton) (Bin Ton) (Bin Ton)

1997 538 24 2,0 560

1998 650 31 - 682

1999 672 133 - 805

2000 580 281 2,3 859

2001 435 120 1,5 553
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3.MATERYAL VE METOT
3.1. Materyaller
3.1.1. Kiif Kiiltiirleri

Kati1 faz fermantasyon yontemi ile kiiflerden lipaz enzimi iiretiminin incelendigi bu
caligmada kullanilan kiif kiiltirleri, piyasadan temin edilen aygicegi tohumu kiispesi,
piring kepegi, bugday kepegi ve aycicegi tohumlart kullamlarak Istanbul Teknik
Universitesi Gida Miihendisligi Béliim laboratuarlarinda, tarafimizca izole edilerek
Aspergillus candidus, Aspergillus versicolor, Rhizopus spp., Mucor spp. ve Ulocladium

spp. olarak tanimlanmislardir.

Rhizopus oryzae (70083-947-D1) kiif kiiltiirii ise, TUBITAK-MAM Gida Bilimi ve

Teknolojisi Arastirma Enstitiisii’nden liyofilize formda temin edilmistir.

Kaf kiltiirleri MEA (Malt Ekstrakt Agar) (Merck, Dramstadt, Almanya) iizerinde 4°C
sicaklikta muhafaza edilmislerdir. Inokiilasyon islemleri éncesinde stok kiiltiirler MEA

igeren petrilerde 25°C’de 7 giin inkiibe edilerek tazelenmislerdir.
3.1.2. Substratlar ve Kimyasal Maddeler

Bu calismada kullanilan bugday kepegi ve piring kepegi Torunlar Gida San. ve Tic.
A.S.’den (Bandirma-Balikesir), ay¢igegi tohumu ve aygicegi tohumu kiispesi Trakya
Birlik A.S. (Corlu-Tekirdag)’dan temin edilmis ve analiz siiresine kadar oda sicakliginda

muhafaza edilmislerdir.

Caligma kapsaminda yapilan analizlerde kullanilan kimyasallar laboratuarda literatiirde

belirtilen formiilasyonlara uygun olarak hazirlanmistir.
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3.2. Metotlar
3.2.1. Mikrobiyolojik Analizler
3.2.1.1. Kiiflerin izolasyonu

Kiif izolasyonlar: sirasiyla DRBC Agar (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar,
Acumedia, ABD) ve MEA besiyeri kullanilarak seyreltim ve direkt ekim yontemleri ile

yapilmustir.

Substrat numuneleri (25 g) 225 mL peptonlu su i¢inde homojenize edilmis, 30 dak.
beklendikten sonra DRBC {izerine yayma plak yontemiyle inokiilasyon yapilmis ve
petriler 25°C’de 7 giin siireyle inkiibe edilmistir. Kiif izolasyonunun sematik gosterimi
Sekil 3.1°de verilmistir.

25 g Substrat
Numunesi

1mL l_mL

225 mL

peptonlu su 9mL 9mL

peptonlu su peptonlu su

1:10 1:100 1:1000
0.1 le 0.1 mL l

DRBC DRBC DRBC
102 103 10+
DRBC DRBC DRBC
102 103 10+

Sekil 3.1: Kiif Izolasyonunun Sematik Gésterimi

v
v

©
-
3
—
. . +—



DRBC besiyerinde 25°C’de inkiibe edilen petriler incelenerek steril bir 6ze ile MEA,
CYA (Czapek Yeast Ekstrakt Agar) ve G25N (%25°lik Glycerol Nitrate Agar)
besiyerlerine li¢ nokta olacak sekilde ekilmistir. Besiyerleri 7 giin i¢in ti¢ farkli sicaklik
derecesinde; 5°C, 25°C ve 37°C’de gelistirilmistir. Identifikasyon ydnteminin sematik
gdsterimi Sekil 3.2°de verilmistir. Inkiibasyondan sonra morfolojik ve mikroskobik
Ozellikler incelenerek Samson ve dig. (1995) ve Pitt ve Hocking (1997) tarafindan

belirtilen 6zellikler dikkate alinarak kiifler tanimlanmistir.

Ayrica, substrat numunelerinden direkt ekim yontemiyle de DRBC ve MEA Agarlara

inokiilasyon yapilmis ve petriler 25°C’de 7 giin siireyle inkiibe edilmistir.

‘ ~ ‘ 5

Sekil 3.2: Kiif Izolatlarmin identifikasyonunun Sematik Gosterimi (Pitt ve Hocking, 1997).

3.2.1.2. Kiiflerin Identifikasyonunda Kullanilan Besiyerlerinin Bilesimleri

Calismalarda kullanilan CYA Agar ve G25N besi yerleri asagida belirtilen
formiilasyonlarda (Pitt ve Hoching, 1997) hazirlanmistir.

CYA

K2HPO4 19
Czapek Konsantresi 10 mL
Iz Element Cozeltisi 1mL
Maya Ekstrakti 50
Sakaroz 30¢g
Agar 159
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Distile su 1 litre
Czapek Konsantresi

NaNO3 3049
KCI 59
MgS04.7H20 50
FeS04.7H20 0,19
Distile su 100 mL

Czapek konsantresi steril edilmeden buzdolabinda saklanir ve CYA formiiliine ilave
edilir.

Iz Element Cézeltisi

ZnS04.7H20 19
CuS04.5H,0 05¢g
Distile su 100 mL

iz element ¢ozeltisi steril edilmeden buzdolabinda saklanir ve CYA formiiliine ilave
edilir.

G25N

K2HPO4 0,75¢
Czapek konsantresi 750
Mayat Ekstrakt 3,790
Gliserol 250 g
Agar 12 g
Distile su 750 mL

Besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmis, Sekil 3.2’de sematik olarak
gosterildigi gibi MEA ve CYA besiyerlerine her bir kiif izolatinden {i¢ nokta ekim
yapilmis, kiiltiirler 25°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir. 5 °C ve 37°C’lerde inkiibe
edilen CYA ve 25°C’de inkiibe edilen G25N besiyerlerine aym1 anda iki kiif izolat: iki
nokta seklinde ekilerek 7 giin beklenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda petri kutulari
koloni ¢aplari, koloni yapilar1 ve morfolojik 06zellikleri g6z Oniine alinarak

degerlendirilmistir.

Bu degerlendirme kriterlerinden yola ¢ikilarak Aspergillus candidus, Aspergillus
versicolor, Rhizopus spp., Mucor spp. ve Ulocladium spp. cinsi 5 adet kiif identifiye

edilmistir.
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3.2.2. Lipaz Enzimi Uretiminde Kullanilan Substratlarin Temel Bilesen Analizleri
3.2.2.1. Protein Tayini

Substrat numunelerinin igermis oldugu protein miktarmin tayini Kjeldahl yontemi ile
azot tayin cihaz1 (VELP SCIENTIFICA UDK 126 A, Almanya) kullanilarak yapilmistir
(AOAC 920.87, 1990). Bu yontemde 1 g toz halindeki numuneler yakma tiipiine
tartilarak 420°C’de bakir siilfat ve potasyum siilfat katalizorliiglinde yakilmis ve yakma
islemi renk acgik yesile dondiikten sonra 30 dakika daha siirdiirtilmiistiir. Yakma islemi
sonunda %4’liik borik asit i¢inde tutulan azot, 0,2 N HCI ¢ozeltisi ile titre edilmistir.
Titrasyon sarfiyat degerleri kullanilarak ilk olarak numunelerin % azot miktari
belirlenmistir. Bulunan bu deger 6,25 faktorii ile ¢arpilarak substratlarin igerdigi toplam

protein miktarlar1 saptanmustir.
3.2.2.2. Yag Tayini

Substrat numunelerinin igermis oldugu yag miktarinin tayininde Soxhelet Ekstraksiyonu
yontemi kullanilmistir (AOAC 920.39C, 1990). Ornek filtre kagidina tartilan dgiitiilmiis
10 g substrat Ornekleri, yontemde belirtildigi sekilde katlanan filtre kagidi iginde
ekstraksiyon hazinesine yerlestirilerek, hekzan ¢oziiclisii ile 5 saat ekstrakte edilmistir.
Elde edilen karisimdan ¢ozgen doner buharlastirici da kuruluga dek ucurulmustur.

Yapilan hesaplamalar neticesinde substrat numunelerindeki yag miktar1 belirlenmistir.
3.2.2.3. Nem Tayini

Substrat numunelerinin icermis oldugu % nemin hesaplanmasi igin etiivde (Memmert
UM 400, Almanya) kurutma yontemi (AOAC, 925.09B, 1990) kullanilmistir. Yontemde
onceden etiivde sabit tartima getirilmis, desikatorde sogutulmus ve tartilmis metal kaba
2 g substrat numuneleri tartilmistir. Etiivde 135°C’de kapagi yar1 agik vaziyette 2 saat
stiresince kurutulmus, siirenin sonunda kapak kapatilarak desikatore alinmig ve oda
sicakligina gelince tartimi yapilmistir. Deney sonunda kaplarda olusan agirlik kaybinin
substrat numunelerinden ayrilan su oldugu ilkesi kullanilarak % nem miktarlar

belirlenmistir.
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3.2.2.4. Kiil Tayini

Substrat numunelerinin i¢ermis oldugu kiil miktarlar1 Sistek-ST 2000 (Almanya) kiil
firminda kuru yakma yontemi (AOAC, 923.03, 1990) kullanilarak yapilmistir.
Yontemde darasi alinmis krozeler igine alinan 3 g substrat numunesi 425°C’deki firma
yerlestirilip firin kapagi acgik tutularak 45 dakika beklenmistir. Siire sonunda sicaklik
485°C’e c¢ikarilmis ve kapak yarim kapatilmigtir. 45 dakika sonra sicaklik 550 °C’e
cikarilarak kapak tam kapatilmistir. Yakma islemine agik gri kiil elde edilene kadar 15
saat slireyle devam edilmis ve bu islemin ardindan oda sicakligina gelen krozeler

tartilarak substrat numunelerindeki kiil miktarlart saptanmugtir.
3.2.2.5. Karbonhidrat Tayini

Substrat numunelerinin % protein, nem, yag ve kiil degerlerinin belirlenmesinden sonra

hesaplama yontemiyle % karbonhidrat miktarlar1 saptanmistir.
3.2.2.6. pH Olciimleri

Substrat numunelerinin pH o6lgiimleri, HANNA instruments pH211 microprocessor

pHmeter (Romanya, 2004) ile 6l¢iilmiistiir.
3.2.3. inokulum Hazirlanmasi

MEA igeren petriler {izerinde liretilmis olan 7 gilinliik kiif kiiltiirleri, 18 mL peptonlu
suda stlispanse edilerek spor siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bu spor siispansiyonlarinin
DRBC Agar iizerinde yapilan ekimlerinde yaklasik 10°-10° spor/mL igerdigi

belirlenmistir.
3.2.4. Kat1 Faz Fermentasyon Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Kati faz fermentasyon yontemi ile lipaz enzimi iiretimi amaciyla mikroorganizmalarin
geligebilecegi ve maksimum lipaz aktivitesinin elde edilecegi kati faz besi ortamlari
hazirlanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, bdliim laboratuarinda izole edilen ve
TUBITAK-MAM Gida Bilimi ve Teknolojisi Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen
Rhizopus oryzae kiiflerinden maksimum lipaz aktivitesini elde edebilecegimiz kiifiin ve
substratin tayini i¢in tarama g¢aligmasi yapilmistir. Tarama ¢alismasinda substrat olarak
bugday kepegi, piring kepegi, aycicedi tohumu kiispesi ve aycicegi tohumu, kiif olarak

ise Aspergillus candidus, Aspergillus versicolor, Ulocladium spp., Rhizopus spp. ve
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Mucor spp. ve Rhizopus oryzae (70083-947-D1) kullanilmistir. Her substrat 20 saniye
ogiitiilerek 0,21-0,42 mm partikiil biiytikliigiine getirildikten sonra 250 mL’lik erlenlere
10’ar gram tartilmis (ul-Haq ve dig. 2002; Kamini ve dig. 1998; Mahadik ve dig. 2002),
tizerlerine % 1 zeytinyagi ve 15 mL saf su ilave edilerek besi ortamlart hazirlanmistir.

Erlenler aliiminyum folyo ile kapatilmistir.

Hazirlanan bu besi ortamlar1 kiif sporlart ile inokiilasyon 6ncesi 121°C’de 15 dakika

sterilize edilmistir.
3.2.5. inokiilasyon

Spor stispansiyonlarindan 3’er mL alinarak erlen igerisindeki steril kati faz besi
ortamlarina inokiilasyon yapilmis ve sonrasinda bu besi ortamlari tarama g¢alismasi igin
30°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi alinan numunelerin lipaz
aktiviteleri belirlenerek, en yliksek lipaz aktivitesinin elde edildigi iki ayr1 kati faz besi
ortami ve ayrica en yiiksek lipaz aktivitesinin elde edildigi kif ile ¢alismaya devam
edilmistir (ul-Haq ve dig. 2002).

3.2.6. Lipaz Enziminin Ekstraksiyonu

Kati faz besi ortaminda inkiibasyon sonrasinda lipaz enziminin ekstraksiyonu igin dnce
biyokiitleler steril “stomacher” posetleri icine alinmig, daha sonra iizerlerine 50 mL
fosfat tampon ¢ozeltisi [41,3 mL KH2PO4 (1/15 mol/L) + 58,7 mL Na,HPO4 (1/15
mol/L) pH=7] ilave edilmis, posetlerin agizlar1 stomacher klipsleri ile kapatilmis ve 1
dak. “stomacher”’de homojenize edilmistir. Homojenize edilen karisimlar 1 saat siire ile
oda sicakliginda yatay bir ¢alkalayicida ¢calkalanmaya birakilmiglardir. Bu islemi takiben
iki katli tiilbentten siiziilmiis ve siiziintii 4000 devirde 20 dak. santrifiijlenmistir
(Universal 32 R, Hettich, Almanya, 2005). Boylece elde edilen bu ¢ozelti,
caligmalarimizda “Lipaz ekstrakti” olarak adlandirilmistir. Lipaz ekstraktinin hacmi
Olgiilerek lipaz aktivitesi hesabinda kullanilmak tizere kaydedilmistir (Macris ve dig.
1996; Palma ve dig. 2000; Mahadik ve dig. 2002). Lipaz ekstraktinin protein

konsantrasyonu Bradford yontemi kullanilarak saptanmistir (Bradford, 1976).
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3.2.7. Amonyum Siilfat ile Coktiirme Yoluyla Lipaz Enziminin Kismi

Saflagtirilmasi

Yontemin esasi, enzim ¢Ozeltisine elektrolit katilarak  proteinlerin  sudaki
¢Oziinlirliigliniin azaltilmas1 ve bu yolla enzim proteinlerinin ¢6kmesini saglamaktir.
Elektrolit olarak her iyonik tuz bu amagla kullanilabilirse de amonyum siilfat ucuz ve
suda yiiksek ¢Oziiniirlikk gostermesinden dolayr en fazla kullanilan tuzdur. Kiiflerden
katt faz fermentasyon yontemiyle elde edilen mikrobiyal lipazin kismen
saflagtirllmasinda  amonyum siilfat kullanilmis ve optimum amonyum  siilfat
konsantrasyonu tespiti igin 2 ayri amonyum siilfat doygunluk derecesinde ¢oktiirme
islemleri ytiriitiilmiistiir. Bu amagla, lipaz ekstraktlarina amonyum siilfat konsantrasyonu
%30 ve %60 olacak sekilde amonyum siilfat ilave edilmistir. Kati amonyum yavas yavas
500 devir/dakika hizla karistirilan ekstrakta katilmis, daha sonra bu karisim 3 saat
boyunca 4 °C’da bekletilmistir. Bu esnada ¢oken enzim 4000 devirde 20 dakika
santrifiijlenerek ¢ozeltiden ayrilmig, numune kabina alinarak havali etiivde kurutulmus
ve kullanilana kadar buzdolabinda saklanmustir. Elde edilen ¢o6keleklerin lipaz
aktiviteleri Bolim 3.2.8.°de agiklanan yoOnteme gore ve protein konsantrasyonlari
Bradford yontemi kullanilarak (Bradford, 1976) saptanmis ve en yiiksek lipaz aktivitesi
gosteren amonyum siilfat doygunluk derecesi optimum konsantrasyon olarak

belirlenmistir.
3.2.8. Lipaz Aktivite Tayini

Lipaz preparatlarinin spesifik aktivitesi, 1 mL lipaz ekstrakti veya (10-20 mg) enzim
tozu tarafindan 1 dakika icerisinde zeytinyagi trigliserollerinden agiga c¢ikarilan yag

asitlerinin pmol cinsinden miktar: olarak tarif edilmektedir.

Aktivite tayininde, trigliserol substrati olarak zeytinyag: (Riviera tipi) kullanilmistir. 2
mL zeytinyagi, 0,5 mL 0,1M CaClz , 3 ml fosfat tampon ¢ozeltisi [41,3 mL KH2PO4
(1/25 mol/L) + 58,7 ml NazHPO4 (1/15 mol/L) pH=7] ve SmL distile su karisimi once,
calkalayicilt su banyosunda 10 dak. 37°C’da karistirllmistir. Boylece reaktanlarin
sicakligr 37°C’a getirilmistir. Daha sonra bu karigima, 1 mL serbest enzim (ekstraksiyon
islemi sonunda elde edilen lipaz ekstrakti) veya enzim tozu (10-20 mg) ilave edilmis ve

ayni sicaklikta 20 dakika daha karisim ¢alkalanmistir. Siire sonunda, bu karisima 20 mL
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aseton-etil alkol karisimi (1:1 hacmen) katilarak enzim inaktive edilmis ve hidroliz
reaksiyonu sonucu zeytinyagindan agiga ¢ikan yag asitlerinin miktar: 0,02 M NaOH ile
fenolftalein indikatoriine karsi pH 10’a kadar titre edilerek belirlenmistir. Paralel olarak,

ayni kosullarda sahit denemeler de yapilmistir (Uozaki ve dig. 1997).

Reaksiyon sonunda enzimin 1 dakikalik zaman igerisinde agia ¢ikardigi yag asitleri

miktar1, pmol olarak, asagidaki formiille hesaplanmistir (Uozaki ve dig. 1997):
Spesifik Aktivite (U/mL veya g)( umol /dak.mL veya mg)= (V1-V2)*C*1000/20*E
V1 = Numune igin sarf edilen NaOH hacmi (mL)
V> = Sahit i¢in sarf edilen NaOH hacmi (mL)
C = NaOH konsantrasyonu ( mol/L)
E = Numunenin miktar1 (mL veya mg)’dir.

Toplam aktivite, spesifik aktivitesi saptanan 6rnegin ekstrakt hacmi (mL) ile aktivite

degerinin carpilmasiyla hesaplanir.
3.2.9. Farkli Azot Kaynaklarinin Lipaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkileri

Kiif tarama calismasinda en yiiksek lipaz aktivitesinin elde edildigi kiif cinsi ile yine en
yiiksek lipaz aktivitesinin elde edildigi iki ayr1 kat1 faz besi ortam1 kullanilarak farkli
azot kaynaklarinin lipaz enzimi aktivitesine etkileri incelenmistir. Bunun i¢in, kati faz
besi ortamlarinin her ikisine birden ti¢ farkli azot kaynagi (Amonyum kloriir, Maya
ekstrakti, Tripton) % 0,75 oraninda ilave edilerek Boliim 3.2.5’de agiklandig: sekilde saf
kiif siispansiyonlar1 besi ortamlarina inokiile edilmis ve inkiibasyon sicakliginin siirekli
kontrol edildigi 6 giin boyunca besiyerleri inkiibasyona birakilmistir. 24 saatlik
periyotlarda bu besiyerlerinden numune alinarak Bolim 3.2.6’da agiklanan yonteme
gore enzim ekstraksiyonu yapilmis ve yine Boliim 3.2.8°de belirtilen sekilde lipaz
enziminin aktivitesi saptanmistir. 6 giinliilk deney siiresi boyunca yukarida agiklanan
yonteme gore enzimin aktivite degerleri bulunmustur. Her iki besi ortam1 i¢in saptanan
aktivite degerlerinin zamanla degisim egrileri ¢izilmis bu egrilerden maksimum lipaz
aktivitesi gosteren inkiibasyon zamani belirlenmistir. En yiiksek lipaz aktivitesi gosteren

besiyeri ise lipaz enziminin karakterizasyonu ¢alismalarinda kullanilmistir.
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3.2.10. Lipaz Enziminin Karakterizasyonu
3.2.10.1. Optimum pH Tayini

Calismamizin bu boliimiinde, Boliim 3.2.9°da agiklanan yonteme goére se¢imi yapilmis
kat1 faz besi ortaminda daha once belirlenen kiifiin iiremesi saglanmis, bu ortamda
olusan lipaz enzimi ekstrakte edilmistir. Bu enzimin optimum pH’min tayininde
asagidaki yontem kullanilmistir. 2 mL zeytinyagi, 0,5 mL 0,1 M CaClz, 3 ml istenilen
pH degerinde tampon ¢ozeltisi ve 5mL distile su calkalayicili su banyosunda 10 dak.
37°C’da kanistirllmistir. Boylece reaktanlarin sicakligi 37°C’a getirilmistir. Daha sonra
bu karisima, 1 mL serbest enzim ilave edilmis ve ayni sicaklikta 20 dakika daha karigim
calkalanmistir. Siire sonunda, bu karistma 20 mL aseton-etil alkol karigimi (1:1,
hacmen) katilarak enzim inaktive edilmistir. Hidroliz sonucu agiga ¢ikan yag asitleri
Boliim 3.2.8’deki aciklanan aktivite tayini yontemine gore belirlenmis ve lipaz
enziminin incelenen pH degerindeki aktivitesi saptanmistir. pH 4-10 arasinda yukarida
aciklanan yonteme gore enzimin aktivite degerleri bulunmustur. Deneysel olarak
saptanan bu aktivite degerlerinin pH’a gore degisim grafigi c¢izilerek kati faz
fermantasyon yontemi ile kiiflerden elde edilen lipaz enziminin etkin aktivite gosterdigi
pH aralig1 ve optimum pH yani maksimum aktivite gosterdigi pH degeri (veya degerleri)

grafik {izerinden belirlenmistir.
3.2.10.2 Optimum Sicakhik Tayini

Lipaz enziminin optimum sicaklik degerinin bulunmasinda da yine en yiiksek aktivite
gosterdigi azot kaynagi ilaveli kat1 faz besi ortaminda lipaz enzimi tiretilmis ve optimum
pH degerinde (veya degerlerinde) enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik
saptamasi yapilmistir. 30-55°C arasinda, optimum pH’da hazirlanan zeytinyagi, CaCly,
lipaz ekstrakti ve tampon ¢ozelti iceren bir seri karigima, Boliim 3.2.8°de agiklanan
aktivite tayin yontemi aynen uygulanmis ve her sicaklik derecesinde enzimin gosterdigi
aktivite degeri saptanmistir. Deneysel olarak saptanan bu aktivite degerlerinin sicakliga
gore degisim grafigi cizilerek kat1 faz fermantasyon yontemi ile kiiflerden elde edilen
lipaz enziminin optimum sicakligi yani en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik grafik

tizerinden belirlenmistir.
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3.2.10.3. Hidroliz ve Esterifikasyon Aktiviteleri

Calisgmamizin bu bdliimiinde optimum pH ve sicakligini saptadigimiz lipaz enziminin
hidroliz ve esterlesme aktiviteleri belirlenmistir. Hidroliz reaksiyonunda oleik asit
substrat olarak se¢ilmistir. Hidroliz reaksiyonunda uygulanan yontem asagida

aciklanmistir.

Hidroliz reaksiyonu 100 mL’lik cam balonda yiiriitiilmiistiir. Balona 1 g zeytinyagi, 5
mL su, 50 mL hekzan, gram yag basina belirlenen miktarda enzim konulduktan sonra
reaksiyon kabi sicakligi ayarlanabilen orbital ¢alkalayiciya (Edmund Biihler, KS-15,
Almanya) yerlestirilmistir ve reaksiyona enzimin optimum sicakliginda 9 saat devam
edilmistir. Hidroliz reaksiyonu yiiriiyiisii, belirli zaman araliklarinda alinan numunelerin
serbest yag asitleri igerigi saptanarak takip edilmistir. Bu amagla alinan numunelere
once 20 mL aseton-etil alkol karigimi (1:1, hacmen) katilarak lipaz enziminin inaktive
edilmesi saglanmis, daha sonra bu karisim 0,02 M NaOH ¢ozeltisi ile titre edilmistir.
Bdylece titrasyon sonucu zeytinyagindan agiga ¢ikan yag asitleri miktarlar1 belirlenerek
yag asitleri miktarinin zamanla degisim grafigi ¢izilmistir. Ayni1 kosullarda 1,3-spesifik
Lipozyme RM IM (Rhizomucor miehei) lipaz1 kullanilarak zeytinyaginin hidroliz
reaksiyonlari da gergeklestirilmis ve reaksiyon yiirliylislerinin karsilastiriimasi

yapilmistir.

Urettigimiz lipaz enziminin esterlesme aktivitesinin belirlenmesi igin tripalmitin ile
kaprik asitin (C 10:0) asidoliz reaksiyonu gergeklestirilmistir. Asidoliz reaksiyonlar1 25
mL’lik kahverengi, 1siya dayanikli cam reaksiyon kaplarinda gergeklestirilmistir.
Reaksiyon kabima 0,9 g civart substrat karisimi (belirli reaktan oraninda tripalmitin ve
kaprik asitten hazirlanmis karigim) ve 5,0 mL hekzan konulduktan sonra, reaksiyon kab1
sicakligi ayarlanabilen orbital calkalayiciya yerlestirilmistir. Calkalayicinin sicakligi
reaksiyon siiresi boyunca enzimin optimum sicakliginda sabit tutulmustur. Calkalayiciya
yerlestirilen karisimin sicakligi optimum sicakliga erisince ortama %10 enzim ilavesi
yapilarak reaksiyonun baslamasi saglanmistir. Reaksiyon sonlandirilana kadar reaksiyon
karisimi 220 rpm sabit hizla karistirilmistir. 4 saatin sonunda ¢alkalayici durdurulmus ve
reaksiyon karigtmindan 2 mL’lik numune alinmistir. Bu numunenin analizi yapilarak

asidoliz reaksiyonunun degerlendirilmesi yapilmistir.
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Asidoliz reaksiyonu ig¢in, iriin karigimindan alinmis numuneler 90-100°C’lik su
banyosunda once 15 dakika isitilmigtir. Bylece lipaz enziminin inaktive edilmesi
saglanarak reaksiyon tamamiyla sonlandirilmistir. Bilindigi {izere, asidoliz
reaksiyonunun ana iriinii tripalmitinin triagilgliserollerinden tliremis yeni bir yag asiti
profiline sahip TAG’dir. Bu TAG’ler ortamda reaksiyona girmemis kaprik asit ile
tripalmitinden agiga ¢ikan YA (yag asitleri) ile birlikte bulunurlar. Yeni olusmus bu
TAG’lerin analizlerinin yapilabilmesi i¢in ortamda bulunan serbest YA’lerinden
uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amacgla numunelere 5 mL hekzan ve 5 mL etil alkol
ilave edilmis, fenoftalein esliginde dikkatli bir sekilde 0,02 M NaOH ¢ozeltisi ile
titrasyonu yapilmigtir. Bu esnada numune igerisinde bulunan serbest yag asitlerinin
sodyum tuzlar1 haline ge¢mesi saglanmistir. Daha sonra bu karisim icerisinde su ve
hekzan bulunan ayirma hunisine aktarilmig, TAG fraksiyonunu iceren hekzan fazinin
yag asitleri sodyum sabunlarini igeren sulu fazdan ayrilmasi ic¢in belli bir siire
beklenmistir. Ayirma hunisinden alinan hekzan fazi daha sonra doner buharlastiric1 da
¢Oziiclisi tamamen ugurulana kadar evapore edilmistir. Boylece saf olarak TAG iirlinleri

elde edilmistir.

Elde edilen TAG fraksiyonlari metalonik sodyum hidroksit ve BF3 ile metil esterlerine
doniistiiriilmiis ve Hewlett-packard 5890 Seri Il (Hewlett-Packard, Waldron, Almanya)
gaz kromatografi cihazina beslenmistir.Uygulanan kromatografik analiz yonteminin 6zel

ayrintist asagida agiklanmistir:

Dedektér Tipi : FID®
Dedektor sicakligi (°C) 1280
Injeksiyon sicaklig1 (°C) 1250
Gaz hizlar1 (mL/dak)
Azot 1,6
Hidrojen :33
Hava 1460
Dagitma orani :88:1
Firin sicakligi : 150°C (5dak)
:150-275°C (5°C/dak)
:275°C(30dak)
Kolon tipi :Kapiler kolon
:UItra®

(1)  Alev iyonizasyon dedektorii
(2) 25m x 0,32mm, 0,52um film kalinliginda %S5 difenil ve %95 dimetil
polisiloksan
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Kromatogramlarda yer alan piklerin tanimlanmasinda, 8:0,12:0,14:0,16:0,16:1,18:0,
18:1, 18:2, 18:3 ve 20:0 yag asitlerinin metil esterlerini igeren standart yag asitleri metil
esterlerinin ayni1 cihaz ve kosullarda yapilan analizlerinden elde edilmis kromatogramlari

kullanilmuastir.

Gaz kromatogramlarinin degerlendirilmesi ile yeniden yapilandirilmis TAG’lerin yag
asidi bilesimleri ve tripalmitine katilan kaprik asitin yiizdesi belirlenmistir. Aym
kosullarda 1,3-spesifik Lipozyme RM IM (Rhizomucor miehei) lipazi kullanilarak
tripalmitinin kaprik asit ile asidoliz reaksiyonlar1 gergeklestirilmis ve reaksiyon
sonuglarinin karsilastirilmast yapilmistir. Boylece bizim elde ettigimiz lipaz enziminin
hidroliz ve transesterifikasyon reaksiyonlarinda etkinligini ve de spesifik 6zellik gosterip

gostermedigi ortaya ¢ikarilmistir.

3.2.11. istatistiksel Analiz

Varyans analizi (ANOVA) Minitab 12 for Windows paket programi kullanilarak
yapilmistir. inkiibasyon siiresinin ve farkli azot kaynaklarmin, piring kepegi ve aycicegi
tohumu kiispesi iizerinde gelistirilen kiifiin toplam lipaz aktivitesi iizerine etkisi “Iki
yollu ANOVA?” istatistiksel yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Diger analizlerde
“Tek yollu ANOVA” istatistiksel yontemi kullanilmistir. Ortalamalar arasindaki
farkliliklar Tukey testi uygulanarak bulunmustur.
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Kiif izolatlar

izole Edildigi Kaynak

4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Kullanilan Substratlarin Bilesimi

Calismada kullanilan substrat numunelerinin temel bilesen analizleri sonunda elde edilen

% bilesen degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: Substrat Numunelerinin % Bilesimi

Substrat ) Aycicegi Aycicegi
Bugday Kepegi ) | Piring Kepegi | Tohumu Tghumgu

Bilesim (% w/w Kiispesi
Protein 11,69 9,14 16,00 9,16
Yag 4,52 17,40 3,85 34,29
Nem 12,30 13,01 8,86 5,65
Kiil 3,95 6,51 4,59 3,18
Karbonhidrat 67,54 53,94 66,70 47,72

*(Saglam, 2004).

4.2. Substrat Numunelerinden izole Edilen Kiif Kiiltiirleri

Substrat numunelerinin direk ekim ve yayma plak yontemiyle seyreltik ekimleri

yapilmis, besiyerlerinde gelismelerinin  morfolojik ve mikroskopik o6zellikleri
gozlemlenerek Samson (1995) ve Pitt ve Hocking (1997)’e gore tanimlanmustir. Kati
faz fermantasyon yontemiyle lipaz enzimi iiretimi calismasinda kullanilmak {izere
tanimlanan bu kif izolatlar1 ve izole edilen kaynaklari Tablo 4.2°de verilmistir.
Saflastirilan kiiltiirlerin stok ¢6zeltileri hazirlanmis ve yatik MEA’da 4°C’de muhafaza
edilmis ve inokiilasyon islemleri 6ncesinde MEA igeren petrilerde 25°C’de 7 giin inkiibe

edilerek tazelenmislerdir.
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Aspergillus candidus Piring Kepegi
Aspergillus versicolor Ayg¢icegi Tohumu
Rhizopus spp. Ayg¢igegi Tohumu
Mucor spp. Piring Kepegi
Ulocladium spp. Bugday Kepegi

Tablo 4.2: Substratlardan izole Edilen ve Tanimlanan Kiifler

4.3. Kiif Kiiltiirlerinin Lipaz Aktivite Tayinleri

Calisma kapsaminda, iizerinde calisilacak kiif tiiriiniin belirlenmesi amaciyla, dgiitiilerek
toz haline getirilmis, %60 oraninda nemlendirilmis ve %1 oraninda zeytinyag: ilave
edilmis dort farkli substrat tizerine, Aspergillus candidus, Aspergillus versicolor,
Ulocladium spp., Rhizopus spp., Rhizopus oryzae (70083-947-D1) ve Mucor spp. kif
tirleri asilanarak, 30°C sicaklikta 3 giin siireyle inkiibe edilmis ve siire sonunda lipaz
aktivite degerleri belirlenmistir. Yapilan bu tarama calismasi sonucu biitiin kiiflerin her
bir substratta ayr1 ayr1 ¢ok iyi gelisme gosterdigi tespit edilmis ve uygun kiif tiiriiniin ve
uygun substratin se¢imi i¢in lipaz aktivitesi degerleri baz alinmustir. Lipaz aktivitesi
mikroorganizma tiiriine ve bu kiif tiirlerinin izole edildikleri ortama gore degisiklik
gosterebilmektedir. ul-Haq ve dig. (2002), 10 farkli Rhizopus cinsi kiif ile yaptiklari
calismada bazi kiiflerin ¢ok iyi lipaz aktivitesi gosterdigini, bunlardan bazilarinin ise
diisiik diizeylerde lipaz trettiklerini tespit etmislerdir. Bu durumda, Rhizopus spp. ve
Rhizopus oryzae (70083-947-D1) kiiflerinin ayni substratta birbirlerinden farkli lipaz
aktivitesi gostermelerinin normal oldugu disiliniilmektedir. Bu kiif tiirlerinin farkl

substratlardaki lipaz aktiviteleri Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo 4.6’da verilmistir.

Substrat olarak piring kepeginin kullanildig1 tarama g¢alismasinda elde edilen spesifik
lipaz aktivitesi ve toplam lipaz aktivitesi sonuglarina gore en yiiksek lipaz aktivitesini
aycicegi tohumundan izole edilen Rhizopus spp. gostermistir. Rhizopus oryzae (70083-
947-D1) ikinci sirada yer alirken piring kepeginden izole edilen Mucor spp. en az lipaz

aktivitesi gosteren kiif olmustur (Tablo 4.3).

Bu tarama g¢alismasinda kullanilan kiiflerin tiimii, piring kepegi substratinda 30°C’deki 3
giinliik inkiibasyon sonucu ¢ok iyi gelisme gosterdiginden piring kepeginin kati substrat
olarak kiif gelisimini tegvik ettigi ve bu nedenle lipaz enziminin kat1 faz fermantasyon

yontemi ile kiiflerden eldesi prosesinde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Piring
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kepegi substratinda gelistirilen Mucor spp. kiifiiniin toplam ve spesifik lipaz aktivite
degerlerinin diger kiif cinslerinden daha diisiik oldugu gozlenmistir (p<0,05) (Tablo A.1,
Tablo A.2).

Tablo 4.3: Piring Kepeginde Farkli Kiif Kiiltiirlerinin Lipaz Aktivite Degerleri

Ay siitundaki ayni harflerle isaretlenmis olan ortalama degerler arasinda fark gozlenmemistir (p<0,05).

Kiif Kiiltiirleri Spesifik Aktivite (U/mL) | Toplam Aktivite (Unit)
Rhizopus spp. 7,1040,70? 379,60+32,802
?7'3322?3 g}gi‘; 6,58+0,67° 370,78+24,00°
Aspergillus candidus 6,03+1,09% 325,35+59,18%
Aspergillus versicolor 5,38+0,60% 290,25+32,46%
Ulocladium spp. 5,28+0,31%° 282,10+13,29%
Mucor spp. 3,70+0,84° 199,80+45,82°

Bugday kepeginde en yiiksek lipaz aktivite degerleri Rhizopus spp. ve Aspergillus
candidus kiiflerinden elde edilmistir (Tablo 4.4). Piring kepegi substratinda gozlendigi
gibi bugday kepegi substratinda da en diisiik toplam ve spesifik lipaz aktiviteleri Mucor
spp. kiifiinde gozlenmistir (p<0,05) (Tablo A.3, Tablo A.4).

Tablo 4.4: Bugday Kepeginde Farkli Kiif Kiiltiirlerinin Lipaz Aktivite Degerleri

Ayni siitundaki ayni harflerle isaretlenmis olan ortalama degerler arasinda fark gézlenmemistir (p<0,05).

Kiif Kiiltiirleri Spesifik Aktivite (U/mL) | Toplam Aktivite (Unit)
Rhizopus spp. 6,93+0,392 377,55+26,09°
Aspergillus candidus 5,90+0,35% 307,05+26,72%
586%%%2?%21""9 5,0340,25" 266,33+13,11°
Aspergillus versicolor 4,83+0,46" 255,40+17,53°
Ulocladium spp. 4,55+0,030¢ 234,33+3,21%°

Mucor spp. 3,15+0,21°¢ 165,45+13,36°

Bugday kepeginde kiif gelisimi istenildigi diizeyde gerceklestigi halde piring kepegine
gore daha diisiik aktivite degerleri saptandigindan, bugday kepegi ile calisilmaya devam

edilmemistir.
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Tablo 4.5: Aygigegi Tohumu Kiispesinde Farkli Kif Kiiltiirlerinin Lipaz Aktivite
Degerleri

Kiif Kiiltiirleri Spesifik Aktivite (U/mL) | Toplam Aktivite (Unit)
Rhizopus spp. 9,25+0,922 462,50+25,96%

Rhizopus oryzae ab ab

- 0083.947-D1 7,85+1,20 381,15+23,85
Aspergillus versicolor | 5,95+0,35" 287,88+19,05°
Aspergillus candidus 5,88+0,38° 282,75+21,00°
Ulocladium spp. 5,48+1,09° 268,28+26,70°

Mucor spp. 4,70+0,56° 230,30+27,71°

Ay siitundaki ayni harflerle isaretlenmis olan ortalama degerler arasinda fark gozlenmemistir (p<0,05).

Farkli substratlarin kullanildigr tarama calismasinda aygigegi tohumu kiispesi Tablo
4.5°de goriildiigi iizere en yiiksek lipaz aktivitelerinin elde edildigi kat1 substrat olmustur.
Rhizopus oryzae (70083-947-D1) kiifii 6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<005).
Mucor spp. kiifii en az aktivite gosteren kiif olmustur (p<005) (Tablo A.5, Tablo A.6).

Yapilan tarama calismasinda en yiiksek lipaz aktivitesi degeri substrat olarak aygigegi
tohumu kiispesinin kullanildig1 asamada elde edilmistir. Bu nedenle ¢alismada bu sanayi

yan lirliniiniin kat1 substrat olarak kullanilmasina devam edilmistir.

Tablo 4.6: Aycicegi Tohumunda Farkli Kiif Kiiltiirlerinin Lipaz Aktivite Degerleri

Kiif Kiiltiirleri Spesifik Aktivite (U/mL) | Toplam Aktivite (Unit)
Rhizopus oryzae a a
0083.947-D1 6,75+1,13 364,50+12,09
Aspergillus candidus 6,50+0,492 334,23+11,702
Rhizopus spp. 5,35+0,24% 288,90+5,65%
Aspergillus versicolor 5,00+0,14% 265,00+7,49%
Ulocladium spp. 3,70+0,35 203,75+24,68

Mucor spp. 2,68+0,53°¢ 144,45+28,63°

Aynui siitundaki ayni harflerle isaretlenmis olan ortalama degerler arasinda fark gézlenmemistir (p<0,05).

Aycicegi tohumunun kati faz besiyeri olarak kullanildigi bir diger calismada ise,
Rhizopus oryzae (70083-947-D1) kiifiinde diger substratlarda gozlendigi gibi onemli
derecede yiiksek lipaz aktivitesi gozlenirken Mucor spp. kiifiinde 6nemli 6lgiide diisiik
lipaz aktivitesi gozlenmistir (p<0,05) (Tablo 4.6, A.7, A.8). Fadiloglu ve Erkmen (1999),
Rhizopus oryzae ile , Nahas (1988) Rhizopus oligosporus ile yaptigi ¢alismada, spesifik
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lipaz aktivitesinin  biyokiitle iiretimi ve toplam lipaz aktivitesi ile paralel olarak

artmadigini belirtmistir.

Aygigegi tohumunda kiif gelismesi istenen diizeyde gergeklesmesine ragmen diger ii¢
substratla karsilastirildiginda en diisiik lipaz aktivite degerleri elde edilmistir. Bundan
dolay1 calismanin diger asamalarinda kati substrat olarak kullanilmamaktadir. Aygigegi
tohumu ile yiiriitiilen bu calismada kiifler ¢cok iyi gelisme gosterdikleri halde lipaz
aktivite degerlerinin aygigegi tohumu kiispesinde tespit edilen degerlere gore daha diistik
olusunun, ay¢icegi tohumunun yiiksek yag igeriginden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Yapilan birka¢ caligmada ortama yag ilavesinin lipaz iiretimini yaklasik 10 kat kadar
diistirdiigii tespit edilmis, bunun nedeni olarak ise ortamda mevcut yaglarin lipaz
enziminin salinimini baskiladig seklinde agiklanmistir (Haas ve Joerger, 1995). Yiiksek
yag icerigine sahip olan aycicegi tohumunda, kiiflerin ¢ok iyi gelismesine ragmen diisiik
lipaz aktivite degerlerinin elde edilmesi, lipaz aktivitesinin ortamdaki yag oraninin

yiiksek olmasi nedeniyle diisebilecegi yoniindeki sonuglarla tutarhidir.

Pirin¢ kepegi, bugday kepegi, aycicegi tohumu ve aygicegi tohumu kiispesinin fakli kat
faz besiyerleri olarak, Aspergillus candidus, Aspergillus versicolor, Rhizopus spp., Mucor
spp., Ulocladium spp. ve Rhizopus oryzae (70083-947-D1)’in fakl kiif cinsleri olarak
kullanildig1 tarama ¢alismasinda, ii¢ farkli substratin her birinde de en yiiksek spesifik ve
toplam lipaz aktivitesi degerini gosteren Rhizopus spp. kiifii ile ¢alismaya devam
edilmistir. Piring kepeginden izole edilen bu kiifiin toplam aktivite degerleri; piring
kepeginde 379,60+32,80 (U), bugday kepeginde 377,55+26,09 (U), aygi¢egi tohumu
kiispesinde 462,50+25,96 (U) ve aygicegi tohumunda 288,90+5,65 (U)’dir. Tarama
caligmasi sonunda, ay¢igegi tohumu kiispesi ve piring kepegi en yiiksek lipaz aktivitesinin
elde edildigi ilk iki kati1 faz besiyeri olmustur. Calismanin devaminda bu iki substratin

kullanilmasina karar verilmistir.
4.4, Farkh Azot Kaynaklari ilavesinin Lipaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkileri

Farkli azot kaynaklarmin lipaz enzimi aktivitesi lizerine etkilerinin incelendigi bu
kistmda, kati faz besiyeri olarak aygicegi tohumu kiispesi ve piring kepegi,
mikroorganizma olarak ise, tarama g¢alismasinda en yiiksek lipaz aktivitesi gosteren

Rhizopus spp. ile calisgilmistir. Aygicegi tohumu kiispesi ve piring kepegine % 1
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zeytinyag1 ilave edilmis ve % 60 oraninda nemlendirilmistir. Hazirlanan bu besiyerlerine
azot kaynagi olarak % 0,75 oraninda tripton, maya ekstrakti ve amonyum kloriir ilave
edilmistir. Bu ti¢ farkli azot kaynagmin kif gelisimine olan etkisi ve farkli inkiibasyon
zamanlarinda lipaz enzimi aktivitesine olan etkileri incelenmistir. Inkiibasyon siiresi 144
saat olarak yiriitilmiis ve 24 saatlik periyotlarda numune alinarak lipaz enziminin

aktivitesine bakilmustir.

Fadiloglu ve Erkmen, kepek c¢ozeltisi, soya unu ve peynir alti suyunu proteose pepton,
tripton ve maya ekstrakt: gibi farkli azot kaynaklari ile zenginlestirerek, zeytinyagli ve
yagsiz ortamlarda Rhizopus oryzae (1999) ve Candida rugosa (2002) gelisimini ve olusan
lipaz aktivitesine etkilerini incelemistir. Rhizopus oryzae, yagli ortama proteose peptone
ilavesiyle en yiiksek lipaz aktivitesi degerini (14,38 U/mL) gosterirken, Candida rugosa
en yiiksek lipaz aktivitesini (5,58 U/mL) yagli ortama maya ekstrakti ve proteose pepton
ilavesiyle gostermistir. Zeytinyagli substrata ilave edilen organik azot kaynaklari,
Rhizopus oryzae ve Candida rugosa’dan lipaz sentezini arttirarak lipaz aktivitesini

yiikseltmistir.
4.4.1. Aycicegi Tohumu Kiispesinde Lipaz Aktivite Degerleri

Aycicegi tohumu kiispesi ile hazirlanan kati faz besiyerine % 0,75 oraninda ilave edilen
tripton, maya ekstrakti: ve amonyum kloriiriiriin lipaz aktivitesine etkileri, deney siiresince

alinan numunelerin analizleri neticesinde belirlenmistir (Tablo 4.7)(Sekil 4.1).

Tablo 4.7: Farkli Azot Kaynaklarinin Aygigegi Tohumu Kiispesinde Lipaz Eldesine
Etkileri

Azot Amonyum Kloriir Maya Ekstrakti Tripton
Kaynagi
Spesifik | Toplam Spesifik | Toplam Spesifik | Toplam

Siire aktivite Aktivite aktivite Aktivite aktivite Aktivite
(Saat) (U/mL) (V) (U/mL) (9)] (U/mL) (9)]
24 3,20+0,07 |163,20+0,14 | 1,60+0,07 | 84,80+0,14 |2,15+0,03 | 109,65+3,28
48 2,45+0,03 |129,85+3,42 |0,95+0,03 |52,25+1,59 |1,35+0,02 |71,55+1,09
72 3,73+0,10 | 189,98+5,40 |2,15+0,07 |109,65+3,60 |4,75+0,10 |251,75+1,23
96 4,83+0,53 |250,90+7,35 |3,85+0,03 |192,50+1,76 |4,85+0,07 | 257,05+1,44
120 6,50+0,14? | 344,50+3,39% | 4,40+0,07° | 228,80+0,84° | 6,45+0,02% | 341,85+4,84°
144 6,15+0,07 |325,95+3,74 |4,58+0,03 |247,05+1,90 |4,20+0,07 |222,60+1,83

Ay siitundaki ayni harflerle isaretlenmis olan ortalama degerler arasinda fark gozlenmemistir (p<0,05).
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Aycicegi tohumu kiispesinde yapilan ¢alismada, amonyum kloriir ilavesiyle yiiriitiilen
144 saatlik deney sonucunda diger azot kaynaklarina gore daha yiiksek aktivite degerleri
saptanmustir. En fazla degere ise 120 saatin sonunda (toplam lipaz aktivite 344,50+3,39
U), (spesifik aktivite 6,50+0,14 U/mL) ulasilmistir. Daha sonraki asamalarda ise lipaz
aktivitesinde diislis gozlenmistir. Farkli azot kaynaklarinin ve farkli inkiibasyon siiresinin
spesifik ve toplam lipaz aktiviteleri tizerindeki etkisi istatistiksel olarak (p<0,05) onemli
bulunmustur (Tablo A.9, A.10). Zaman ile azot kaynagi etkisi degismektedir. 120 saatin
sonunda en yiiksek lipaz aktiviteleri amonyum kloriir ve tripton ilave edildigi kosullarda
saptanmis, iki kosul arasinda istatiksel anlamda fark gozlenmemistir (p>0,05). Maya
ekstrakti ilaveli besiyerinde ise elde edilen lipaz aktivitesi degerleri digerlerinden daha

diistik ¢itkmustir (p<0,05) (Tablo A.13, A.14).

Mahadik ve dig. (2002), Aspergillus niger kiifiinii kullanarak bugday kepeginde, 120
saatin sonunda en fazla lipaz aktivitesine ulasildigini ve artan inkiibasyon siiresinin lipaz

aktivitesini ve enzim verimini arttirmadigini belirtmistir.

—— Amonyum Kloriir —€— Maya Ekstrakti —&— Tripton ‘

400

200

100

Lipaz Aktivitesi (U)

0 24 48 72 96 120 144

Inkiibasyon Siiresi (Saat)

Sekil 4.1: Aycicegi Tohumu Kiispesine Farkli Azot Kaynaklar1 Ilavesinin Lipaz
Aktivitesine Etkisi

4.4.2. Pirin¢ Kepeginde Lipaz Aktivite Degerleri

Pirin¢ kepegi bu ¢alisma kapsaminda iizerinde ¢alisilan bir diger substrattir. Bu substrat
ile hazirlanan kati faz besiyerine % 0,75 oraninda ilave edilen tripton, maya ekstrakti ve

amonyum kloriirliriin lipaz aktivitesine etkileri, deney siiresince alinan numunelerin
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analizleri neticesinde belirlenmistir. Tablo 4.8’de 24 saatlik araliklarda, spesifik ve

toplam lipaz aktivite degerleri verilmistir. Grafiksel gosterimi ise Sekil 4.2°de verilmistir.

Piring kepegi ile yapilan azot kaynagi ilaveli bu ¢alismada ise yine amonyum Kloriir

ilaveli besi ortaminda daha fazla lipaz elde edilerek toplam ve spesifik aktivite

degerlerinin yliksek miktarda oldugu gozlenmistir. Standart kosullarda piring kepegine {i¢

farkli azot kaynagi ilave edilerek yiiriitillen deneyde 96 saat sonunda maksimum enzim

sentezi elde edilmis ve en fazla spesifik aktivite (100,35 U/mL) ve en fazla toplam

aktivite (580+3,53 U) belirlenmistir. Farkli azot kaynaklarinin ve farkli inkiibasyon

stiresinin spesifik ve toplam lipaz aktiviteleri lizerindeki etkisi istatistiksel olarak (p<0,05)

onemli bulunmustur (Tablo A.11, A.12).

Tablo 4.8: Farkli Azot Kaynaklarinin Piring Kepeginde Lipaz Eldesine Etkileri

Azot Amonyum Kloriir Maya Ekstrakti Tripton
Kaynagi
Spesifik Toplam Spesifik Toplam Spesifik Toplam

Siire aktivite Aktivite aktivite Aktivite aktivite Aktivite
(Saat) (U/mL) (V) (U/mL) (V) (U/mL) (V)
24 4,15+0,03 249,00+2,28 |2,28+0,10 |136,50+6,36 |1,58+0,03 |94,50+2,12
48 4,40+0,07 268,40+2,40 |2,10+0,07 |126,00+2,82 |2,10+0,07 |120,95+4,17
72 9,03+1,25 532,48+5,48 |5,10+0,98 |295,80+25,73 |5,20+1,14 |296,30+0,70
96 10,00+0,35% | 580,00+3,53?% | 5,98+0,53" | 334,60+29,64° | 6,53+0,60° |372,35+5,93°
120 6,60+0,07 396,00+0,70 |2,10+0,07 |123,90+2,75 |3,10+0,07 |189,10+2,89
144 7,05+0,03 423,00+£2,12 |4,05+0,28 |234,90+16,40 |3,80+0,07 |217,50+4,10

Aynui siitundaki ayni harflerle isaretlenmis olan ortalama degerler arasinda fark gézlenmemistir (p<0,05).

Zaman ile azot kaynagi etkisi degismektedir. 96 saatin sonunda maya ekstrakti ve

triptonun azot kaynagi olarak kullanildig1 kosullarda aktivite degerleri amonyum klortire

gore daha diisiik bulunmustur (p<0,05) (Tablo A.15, A.16).
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Sekil 4.2: Piring Kepegine Farkli Azot Kaynaklari Ilavesinin Lipaz Aktivitesine Etkisi

Reaksiyon basinda enzim deneysel kosullara adapte olmus 96 saat sonunda maksimum
aktivite degerine ulagsmis ve ardindan aktivitesinin bir kismimi kaybetmistir. Benzer
durum Essamri ve dig. (1998)’de Rhizopus oryzae ile yapilan g¢alismada 96 saatin
sonunda lipaz aktivitesinde azalma meydana gelmistir, bunun nedeni olarak ayni gelisme
fazinda olusan proteazlarin lipazlar1 proteoliz etmis olabilecegi veya mevcut besin
elementlerinin  azalmasindan veya nem kaybindan meydana  gelebilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica, hiicre gelisiminin belirli bir seviyeye ulagtiginda lipaz tiretimi
de maksimuma eristigi vurgulanmustir. Ellaiah ve dig. (2001), Aspergillus niger kiifii ile
yaptiklar1 ¢aligmada 96 saatin sonunda maksimum lipaz iretimini (4090 U/L)
gerceklestirmiglerdir. ul-Haq ve dig.(2002) ise 48 saatin sonunda lipaz aktivitesinde

azalma meydana gelmistir.

4.5. Rhizopus spp. Lipaz Enziminin Optimum pH ve Sicakhigimin Saptanmasi

Rhizopus spp. lipaz enziminin optimum pH degerinin saptanmasi i¢in, pH 4-10 araliginda
hazirlanan fosfat tamponlarinin kullanildig: (Kaplan ve Colowick, 1955), bir seri deneme
yapilmistir. Orneklerin spesifik aktiviteleri Boliim 3.2.8’de agiklanan aktivite yontemine
gore belirlenmis ve lipaz enziminin incelenen pH degerindeki aktivitesi saptanmistir. Elde
edilen sonuglar Tablo 4.9°da verilmistir. Enzim aktivitesinin pH ile degisim egrisi Sekil

4.3 de goriilmektedir.
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Tablo 4.9: Rhizopus spp. Lipaz Enzimi Aktivitesinin pH ile Degisimi (Lipaz ekstrakt1
protein icerigi = 0,18 mg protein/ mL)

pH Spesifik aktivite (U/mg protein)
4 26,28
5 28,89
6 28,89
7 36,11
8 33,61
9 31,11
10 30,72

40
g3 D e~ —
=z 30 ./.—.,
X525
< 820
= 215
£ s 10
n ~— 5

0 T T T T T T

4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 4.3: Rhizopus spp. Lipaz Enzimi Aktivitesinin pH ile Degisim Egrisi

Rhizopus spp. lipaz enzimi pH 7°de 36,11 (U/mg protein) spesifik aktivite ile maksimum
degerine ulagsmistir. Bu enzimin pH 7 ila 9 araliginda oldukga aktif oldugu dikkat
cekmektedir.

Rhizopus spp. lipaz enziminin optimum sicakliginin belirlenmesinde, dnceki asamada
optimum olarak elde edilen pH 7 fosfat tamponu kullanilarak 30-55°C arasinda degisen
sicaklik degerlerinde enzimin en yliksek aktivite gosterdigi sicaklik saptamasi yapilmistir.
Bu amagla elde edilen lipaz ekstraktlarinin aktivite analizleri Boliim 3.2.8’de agiklanan
yonteme gore her sicaklik derecesinde belirlenerek elde edilen sonuglar Tablo 4.10°da
verilmistir. Lipaz enzimi aktivitesinin sicaklikla degisim grafigi ise Sekil 4.4°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.10: Rhizopus spp. Lipaz Enzimi Aktivitesinin Sicaklik ile Degisimi (Lipaz
ekstrakti protein icerigi = 0,18 mg protein/ mL)

Sicaklik (°C) Spesifik aktivite (U/mg protein)
30 44,58
35 48,19
37 55,55
40 39,44
45 39,03
50 37,08
55 30,56
63
@ 56 /0\
£ T 49 L———
> =
$8
e \'—0\%.
= o 28
‘? £ 21
S 2 14
? T g
0 ‘ ‘ ‘
30 35 37 40 45 50 55
Sicaklik (°C)

Sekil 4.4: Rhizopus spp. Lipaz Enzimi Aktivitesinin Sicaklik ile Degisim Egrisi

Rhizopus spp. lipaz enziminin, Sekil 4.4’den 35-40°C araliginda yiiksek aktivite
gostererek optimum sicakliginin 37°C oldugu ve bu degerde maksimum lipolitik
aktiviteye (55,55 U/mg protein spesifik aktivite) ulastigi gozlemlenmektedir. Sicakligin
yiikselmesi ile beraber hizli bir aktivite kayb1 baslamaktadir.

ul-Haq ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (2002), Rhizopus oligosporous kiifiiniin kati
faz fermantasyon yontemi ile lipaz tretimini gergeklestirerek enzimin karakteristik
ozelliklerini incelenmis. Buna gore 45°C’de maksimum aktivite gdsteren enzimin pH

7,0-8,5 araliginda stabil oldugu vurgulanmstir.
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4.6. Lipaz Tozu Eldesi Icin Optimum Amonyum Siilfat Doygunluk Derecesinin

Saptanmasi

Enzimler, su ile minimum temas yiizeyi gosteren globuler protein yapilar1 sayesinde su
aktivitesi diislik dogal ortamlarinda enzimatik faaliyetlerini miikemmel olarak
yuriitmektedirler. Dogal ortamlarindan uzaklastiklar1 taktirde ise, kisa zamanda mikro
cevrelerinin degigsmesi sonucu aktivite kaybetmektedirler. Enzimlerin aktivite kaybinin
yani inaktivasyonunun ilk agamasinda, su molekiillerinin etkisiyle enzim molekiillerinin
kiiresel yapist kismen gevseyip ac¢ilmaktadir. Bu asamada, protein molekiillerinde
kimyasal degisme tam olarak ger¢eklesmemektedir. Bu kademede, sicakligin diistiriilmesi
ve enzimin kisa zamanda susuz hale getirilmesi (liyofilizasyon, aseton veya amonyum
stilffat ile ¢Oktiirme) islemleri enzimlere kisa vadede depolanma stabilitesi
kazandirilabilmektedir. Burada agiklanan nedenlerden dolayi, ¢alismanin bu asamasinda
lipaz ekstraktindan enzim ¢oktiiriilerek susuz kati fazda elde edilmistir. Boylece enzimin
hem kismi saflagtirilmasi saglanmis hem de daha stabil hale getirilmistir. Coktiirme
islemi amonyum siilfat ilavesiyle yapilmistir. Coktiiriilmiis enzim c¢alismada “Lipaz

cokelegi” olarak adlandirilmistir.

Coktiirme isleminde, miimkiin olan en yiiksek aktivitede lipaz ¢okelegi elde etmek igin
kullanilan amonyum siilfatin ortamdaki konsantrasyonu (doygunluk derecesi)
degistirilmistir. Optimum pH ve optimum sicaklikta elde edilen lipaz ekstraktina
amonyum siilfat doygunluk derecesi %30 ve %60 olacak sekilde amonyum siilfat ilave
edilmistir. Bu deneyler sonucu elde edilen lipaz ¢okelek miktarlari, protein igerikleri ve

spesifik aktiviteleri belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4.11°da verilmistir.

Tablo 4.11: Amonyum Siilfat Doygunluk Derecesine Gére Coktiriilen Lipaz Cokelek
Miktar1, Protein Igerigi ve Spesifik Aktivitesi

Cokelek
Doygunluk Derecesi Miktar1 | Protein icerigi | Spesifik Aktivite
(mg) (mg protein) (U/mg protein)
% 30 20,50 3,63 1,20
% 60 101,00 10,70 1,89
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Tablo 4.11’de farkli amonyum siilfat doygunluk derecelerinde elde edilen lipaz
cokelekleri karsilastirildiginda, %30 doygunluk derecesinde daha fazla protein
¢oktiiriilmistiir. Ancak, %60 doygunluk derecesinde ¢oktiiriilen enzim digerine gore 1,5
kat daha yiiksek aktivitelidir. Enzim miktar1 fazlaligi ve daha yiiksek spesifik aktivite
degeri goz Oniine alinarak, hidroliz ve esterlesme deneyleri icin lipaz ¢okeleklerinin

eldesinde %60 amonyum siilfat doygunluk derecesinde ¢alisilmaya karar verilmistir.

4.7. Rhizopus spp. Lipaz Enziminin Hidroliz ve Esterlesme AkKktivitelerinin

Saptanmasi

Hidroliz kabiliyetini belirlemek i¢in hekzan ortaminda zeytinyagmnin hidroliz reaksiyonu
yuritilmistir. Hidroliz reaksiyonu Boliim 3.2.10.3’de tariflenmis ¢alisma prosediiriine
gore gerceklestirilmis ve reaksiyon 7 saat siirdiiriilmiistiir. Karisimdan her saat basinda
alman orneklerin yag asitleri miktarlar1 ve zeytinyaginin hidrolizlenme derecesi Tablo
4.12’de verilmistir. Ticari enzim Lipozyme RM IM (Rhizomucor miehei) kullanilarak da
ayn1 reaksiyon tekrarlanmis, elde edilen veriler ayni tabloya yerlestirilmistir. Tablolarda
yer alan zeytinyaginin hidrolizlenme derecelerinin zamanla degisim egrileri Sekil 4.5°de

ayrica gosterilmistir.

Tablo 4.12: Zeytinyagin Hidroliz Reaksiyonunun Hekzan Ortaminda Yiiriiyiisi

o™ | e mr it
(Saat) Y A Miktar1 (mmol)? | % Hidroliz® | YA Miktar1 (mmol)® |% Hidroliz®
1 15 43,9 1 29,2

2 18 52,6 1,3 38

3 1,85 54,1 15 439

4 1,95 57 1,6 46,8

5 2 58,5 19 55,6

6 2 58,5 2 58,5

7 2 58,5 2 58,5

a. Hidroliz reaksiyonunda agiga ¢ikan yag asitleri,
b. Agiga ¢ikan yag asitleri moliiniin toplam yag asitleri moliine oramdir.
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Sekil 4.5: Zeytinyaginin Hidrolizlenme Derecesinin Zamanla Degisimi

Sekil 4.5 incelendiginde elde ettigimiz Rhizopus spp. lipaz enziminin, ticari lipaz enzimi
ile ayn1 hidrolizlenme kabiliyetine sahip oldugu goriilmektedir. Enzim saflastirilmas: ve
enzim miktarinin  arttirllmast  ile yiikksek hidroliz derecelerine ulagilabilecegi

ongoriilmektedir.

Rhizopus spp. lipazinin esterifikasyon aktivitesini belirlemek amaciyla tripalmitinin
kaprik asit ile asidoliz reaksiyonu gergeklestirilmistir. Asidoliz reaksiyonunun g¢alisma
prosediirii Boliim 3.2.10.3’de detayli olarak verilmistir. 4 saat siirdiiriilen reaksiyon
sonucunda karigimdan izole edilen TAG’larin gaz kromatografisi ile yag asidi bilesimi
saptanmis ve elde edilen asidoliz {iriinli TAG’larin, yag asidi bilesimi Tablo 4.13°de
gortilmektedir. Bu asidoliz reaksiyonu, ticari lipaz enzimi Lipozyme RM IM (Rhizomucor
miehei) ile paralel olarak yiiriitiilmiis ve elde edilen asidoliz {iriinii TAG’larin, yag asidi

bilesimleri yine ayn1 tabloda verilmistir.
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Tablo 4.13: Tripalmitinin Kaprik Asit ile Asidoliz’inde Elde Edilen TAG’larin Yag
Asitleri Bilesimi

% Yag Asitleri
Yag Asitleri Tripalmitin Lipozyme RM IM Rhizopus spp.
(Rhizomucor miehei) Lipaz Enzimi
10:0 (Kaprik Asit) |- 27,21 12,75
12:0 (Laurik Asit) |0,07 0,07 0,34
14:0 (Miristik Asit) |0,44 0,44 0,5
16:0 (Palmitik Asit) | 96,51 69,13 79,8
18:2 (Linoleik Asit) |- 0,11 1,28
18:1 (Oleik Asit) - 0,65 2,22
18:0 (Stearik Asit) 2,92 2,40 3,11

Tablo 4.13 incelendiginde Lipozyme RM IM (Rhizomucor miehei) ile tripalmitine %
27,21 kaprik asit baglandigi, Rhizopus spp. lipazi ile ayni kosullarda kaprik asit
katiliminin % 12,75 oldugu belirlenmistir. Uretilen mikrobiyal enzim saflastirilmamis
olmasina ragmen beklenenden daha fazla esterlesme aktivitesi gdstermistir. Saflastirma
islemi yapildig1 taktirde ve reaksiyon kosullari sistematik olarak optimize edilmesi
durumunda daha etkin bir esterlesme aktivitesi gosterebilecektir. Sonug¢ olarak bu
caligmada tiiretilen mikrobiyal lipaz enzimi hidroliz ve esterlesme reaksiyonlarinda

basariyla kullanilabilecek 6zellige sahiptir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada, piring kepegi, bugday kepegi, aycicegi tohumu ve aygigegi tohumu
kiispeleri substrat olarak kullanilmis, lipaz enzimi kati faz fermantasyon teknigi ile
laboratuar sartlarinda izole edilen kiiflerden iiretilmis ve elde edilen enzimin spesifik
ozellikleri arastirilmistir. On calisma olarak izole edilen kiiflerden tarama calismasi
yapilmis, Rhizopus spp en fazla lipaz aktivitesine sahip kiif, ay¢icegi tohumu kiispesi ve
piring kepegi ise en fazla lipaz iiretiminin gergeklestigi besiyerleri olarak secilmistir.
Standart kosullarda hazirlanan bu besiyerlerine amonyum kloriir, yeast ekstrakt ve
tripton ilave edilerek azot kaynaklarinin lipaz aktivitesine etkileri incelenmistir. Her iki
besi ortami i¢in saptanan aktivite degerlerinin zamanla degisim egrileri ¢izilmis ve bu
egrilerden maksimum lipaz aktivitesi gosteren inkiibasyon zamani belirlenmistir. En
yiksek lipaz aktivitesi goOsteren besiyeri ise lipaz enziminin karakterizasyonu

calismalarinda kullanilmistir.

Bu kosullarda piring kepegine amonyum kloriir (9%0,75) ilavesi ile gerceklestirilen kati
faz fermantasyonunda, 96 saatin sonunda maksimum enzim sentezi elde edilerek, en
fazla spesifik aktivite (10+0,35U/mL) ve en fazla toplam aktivite (580+3,53U) olarak

belirlenmistir.

Yukarida belirtilen kosullarda tiretilen Rhizopus spp. lipaz enzimi besi ortaminda fosfat
tampon ¢ozeltisi ile ekstrakte edilmis, lipaz ekstraktlariin optimum pH ve optimum
sicaklik degerleri saptanmistir. Elde ettigimiz Rhizopus spp. lipazinin pH 7°de ve 37°C

sicaklikta en yiiksek spesifik aktivite gosterdigi deneysel olarak belirlenmistir.

Calismamizin bundan sonraki asamasinda, enzim %60 doygunluk konsantrasyonunda
amonyum siilfat ile ¢oktiiriilerek lipaz ¢okelegi elde edilmistir. Elde edilen ¢okelegin
spesifik aktivitesi 1,89 U/mg protein olarak belirlenmistir. Kismen saflagtirilmis bu
enzimin hidroliz ve esterlesme kabiliyetini 6lgmek amaciyla zeytinyaginin ¢oziicii

ortaminda hidroliz ve tripalmitinin kaprik asit ile asidoliz reaksiyonlari
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gerceklestirilmistir. Ayn1 kosullarda ticari lipaz enzimi Lipozyme RM IM (Rhizomucor

miehei) ile reaksiyonlar tekrarlanmistir.

Uretilen Rhizopus spp. lipazinin hidroliz kabiliyetinin ticari Lipozyme RM IM ile aym
oldugunu, asidoliz reaksiyonundaki etkinligini ise referans lipaza gore yar1 degerlerine
erigtigi  belirlenmistir. Enzimimizin saflastirildign taktirde esterlesme kabiliyetinin

artmasi1 beklenmektedir.
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EKLER

EKA

Tablo A.1. Piring Kepegi substratinda gelistirilen ¢esitli kiiflerin toplam lipaz aktivitelerinin

“Tek yollu ANOVA” istatistiksel yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F Degeri P
Kaynagi Toplami Derecesi | Ortalamasi (Hesaplanan)
Islem 44123 5 8825 6,24* 0,023
Hata 8485 6 1414
Toplam 52608 11

p<0,05 olasilik diizeyinde kiiflerin toplam lipaz aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark vardir.

Tablo A.2. Piring Kepegi substratinda gelistirilen ¢esitli kiiflerin spesifik lipaz aktivitelerinin

“Tek yollu ANOVA” istatistiksel yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F Degeri p
Kaynag1 Toplami1 Derecesi | Ortalamasi (Hesaplanan)
Islem 14,02 5 2,80 7,77* 0,013
Hata 2,16 6 0,36
Toplam 16,18 11

p<0,05 olasilik diizeyinde kiiflerin spesifik lipaz aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark vardir.

Tablo A.3. Bugday Kepegi substratinda gelistirilen ¢esitli kiiflerin toplam lipaz aktivitelerinin

“Tek yollu ANOVA” istatistiksel yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F Degeri P
Kaynagi Toplami Derecesi | Ortalamasi (Hesaplanan)
Islem 50675 5 10135 29,47* 0,00
Hata 2064 6 344
Toplam 52739 11

p<0,05 olasilik diizeyinde kiiflerin toplam lipaz aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark vardir.
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Tablo A.4. Bugday Kepegi substratinda gelistirilen ¢esitli kiiflerin spesifik lipaz
aktivitelerinin “Tek yollu ANOVA? istatistiksel yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F Degeri P
Kaynagi Toplami Derecesi | Ortalamasi (Hesaplanan)
Islem 16,29 5 3,25 32,94* 0,00
Hata 0,59 6 0,09
Toplam 16,89 11

p<0,05 olasilik diizeyinde kiiflerin spesifik lipaz aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark vardir.

Tablo A.5. Aygigegi tohumu kiispesinde gelistirilen ¢esitli kiiflerin toplam lipaz
aktivitelerinin “Tek yollu ANOVA” istatistiksel yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F Degeri P
Kaynagi Toplami1 Derecesi | Ortalamasi (Hesaplanan)
Islem 74356 5 14871 8,38* 0,011
Hata 10646 6 1774
Toplam 85003 11

p<0,05 olasilik diizeyinde kiiflerin toplam lipaz aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark vardir.

Tablo A.6. Aycicegi tohumu kiispesinde gelistirilen ¢esitli kiiflerin spesifik lipaz
aktivitelerinin “Tek yollu ANOVA? istatistiksel yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F Degeri P
Kaynagi Toplami Derecesi | Ortalamasi (Hesaplanan)
Islem 28,73 5 5,74 8,44* 0,01
Hata 4,09 6 0,68
Toplam 32,82 11

p<0,05 olasilik diizeyinde kiiflerin spesifik lipaz aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark vardir.

Tablo A.7. Aygicegi tohumunda gelistirilen ¢esitli kiiflerin toplam lipaz aktivitelerinin “Tek
yollu ANOVA” istatistiksel yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F Degeri P
Kaynag1 Toplami1 Derecesi | Ortalamasi (Hesaplanan)
Islem 67056 5 13411 15,03* 0,002
Hata 5355 6 892
Toplam 72411 11

p<0,05 olasilik diizeyinde kiiflerin toplam lipaz aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark vardir.
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Tablo A.8. Ayc¢icegi tohumunda gelistirilen ¢esitli kiiflerin spesifik lipaz aktivitelerinin
“Tek yollu ANOVA” istatistiksel yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F Degeri P
Kaynag1 Toplami Derecesi | Ortalamasi (Hesaplanan)
Islem 25,06 5 5,01 15,41* 0,002
Hata 1,95 6 0,32
Toplam 27,01 11

p<0,05 olasilik diizeyinde kiiflerin spesifik lipaz aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark vardir.

Tablo A.9. Inkiibasyon siiresi ve farkli azot kaynaklarmmin aygicegi tohumu kiispesi
tizerinde gelistirilen Rhizopus spp. kiifiiniin toplam lipaz aktivitesi iizerine etkisinin “Iki
yollu ANOVA” istatistiksel yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik | Kareler F Degeri P
Kaynagi Toplami Derecesi | Ortalamasi | (Hesaplanan)
Azot 41331 2 20665 203,46 0,00
Zaman 212521 5 42504 418,48 0,00
Azot*Zaman 23978 10 2398 23,61 0,00
Hata 1828 18 102
Toplam 279658 35

p<0.05 olasilik diizeyinde azot kaynaklari ve zaman etkisi istatistiksel olarak dnemlidir.

Tablo A.10. Inkiibasyon siiresi ve farkli azot kaynaklarinin aygicegi tohumu kiispesi
tizerinde gelistirilen Rhizopus spp. kiifiiniin spesifik lipaz aktivitesi tizerine etkisinin “Iki
yollu ANOVA” istatistiksel yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik | Kareler F Degeri P
Kaynagi Toplami Derecesi | Ortalamasi | (Hesaplanan)
Azot 14,99 2 7,49 326,08 0,00
Zaman 78,56 5 15,71 683,60 0,00
Azot*Zaman 8,05 10 0,80 35,03 0,00
Hata 0,41 18 0,02
Toplam 102,02 35

p<0.05 olasilik diizeyinde azot kaynaklari ve zaman etkisi istatistiksel olarak onemlidir.
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Tablo A.11. inkiibasyon siiresi ve farkli azot kaynaklariin aycicegi piring kepegi iizerinde
gelistirilen Rhizopus spp. kiifiiniin toplam lipaz aktivitesi iizerine etkisinin “iki yollu

ANOVA?” istatistiksel yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik | Kareler F Degeri P
Kaynagi Toplami Derecesi | Ortalamasi | (Hesaplanan)
Azot 304576 2 152288 96,57 0,00
Zaman 356353 5 71271 45,19 0,00
Azot*Zaman 22460 10 2246 1,42 0,24
Hata 28386 18 1577
Toplam 711775 35

p<0.05 olasilik diizeyinde azot kaynaklar1 ve zaman etkisi istatistiksel olarak dnemlidir

Tablo A.12. Inkiibasyon siiresi ve farkli azot kaynaklarmin piring kepegi iizerinde
gelistirilen Rhizopus spp. kiifiiniin spesifik lipaz aktivitesi iizerine etkisinin “iki yollu

ANOVA” istatistiksel yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik | Kareler F Degeri P
Kaynagi Toplami Derecesi | Ortalamasi | (Hesaplanan)
Azot 81,99 2 40,99 91,34 0,00
Zaman 115,32 5 23,06 51,39 0,00
Azot*Zaman 6,04 10 0,60 1,35 0,28
Hata 8,08 18 0,45
Toplam 211,43 35

p<0.05 olasilik diizeyinde azot kaynaklari ve zaman etkisi istatistiksel olarak dnemlidir

Tablo A.13. Aygigegi tohumu kiispesinde 120 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen
toplam lipaz aktivitelerine farkli azot kaynaklar1 etkisinin “Tek yollu ANOVA” istatistiksel
yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F Degeri p
Kaynag1 Toplami1 Derecesi | Ortalamasi (Hesaplanan)
Azot 15458,40 2 7729,20 24,10* 0,014
Hata 962,30 3 320,80
Toplam 16420,70 5

p<0,05 olasilik diizeyinde azot kaynaklarinin toplam lipaz aktivitelerine etkisi istatistiksel olarak énemlidir.

Tablo A.14. Aycicegi tohumu kiispesinde 120 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen
spesifik lipaz aktivitelerine farkli azot kaynaklari etkisinin “Tek yollu ANOVA” istatistiksel
yontemi ile degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F Degeri p
Kaynagi Toplami Derecesi | Ortalamasi (Hesaplanan)
Azot 5,95 2 2,97 340,33* 0,00
Hata 0,02 3 0,008
Toplam 5,98 5

p<0,05 olasilik diizeyinde azot kaynaklarinin spesifik lipaz aktivitelerine etkisi istatistiksel olarak énemlidir.
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Tablo A.15. Piring kepeginde 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen toplam lipaz
aktivitelerine farkli azot kaynaklari etkisinin “Tek yollu ANOVA” istatistiksel yontemi ile
degerlendirme sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F Degeri p
Kaynagi Toplami Derecesi | Ortalamasi (Hesaplanan)
Azot 68341 2 34171 36,80* 0,008
Hata 2786 3 929
Toplam 71127 5

p<0,05 olasilik diizeyinde azot kaynaklarinin toplam lipaz aktivitelerine etkisi istatistiksel olarak 6nemlidir.

Tablo A.16. Piring kepeginde 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen spesifik lipaz
aktivitelerine farkli azot kaynaklari etkisinin “Tek yollu ANOVA” istatistiksel yontemi ile
degerlendirme sonuglari

Varyasyon

Kareler

Serbestlik

Kareler

F Degeri

Kaynagi Toplami1 Derecesi | Ortalamasi (Hesaplanan) P
Azot 18,55 2 9,27 42,99* 0,006
Hata 0,65 3 0,21
Toplam 19,20 5

p<0,05 olasilik diizeyinde azot kaynaklarinin spesifik lipaz aktivitelerine etkisi istatistiksel olarak 6nemlidir.
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LIPASE PRODUCTION FROM FUNGI BY SOLID-STATE
FERMENTATION

SUMMARY

The fungi isolated from wheat and rice bran, sunflower seed and sunflower seed
wastes and one mould species obtained from a culture collection were used in this
study. Moulds were previously screened for their lipase activities following their
growth on these solid substrates. Among the moulds Rhizopus spp. isolated from
sunflower seed exhibited the highest lipase activity (462,5+25,96 U). Sunflower seed
waste and rice bran were found to be the most suitable substrates for lipase
production. The effects of different nitrogen sources including tryptone, yeast extract
and ammonium chloride on the growth and lipase production of the moulds were also
investigated. The highest yields of enzyme activity (580+3,53 U) was obtained on
rice bran substrate at the end of 120 h/30°C of incubation when ammonium chloride
was used as the nitrogen source. The rice bran substrate contained olive oil (1%),
water (60%) and ammonium chloride (0,75%). The optimum pH and temperature
values for enzyme activity were found to be 7 and 37°C respectively. Rhizopus spp.
lipase precipitate obtained by partially purifying with ammonium sulfate showed
similar hydrolysing capacity to Lipozyme RM IM (Rhizomucor miehei) whereas

activity in acidolysis reaction was half of the reference lipase enzyme.
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KUFLERDEN KATI FAZ FERMANTASYON YONTEMI iLE LiPAZ
URETIMI

OZET

Calismada piring kepegi, bugday kepegi, aygigcegi tohumu ve aygicegi tohumu
kiispesinden izole edilen kiifler ile bir merkezden temin edilen kif kiltiiri
kullanilmigtir. Bu substratlar iizerinde kati1 faz fermentasyon teknigi ile gelistirilen
kiiflerin lipaz aktiviteleri saptanmistir. Kiifler arasinda en yiiksek lipaz aktivitesini
(462,5+£25,96 U) aygicegi tohumundan izole edilen Rhizopus spp. cinsi kiifiin
gosterdigi gozlenmistir. Lipaz aktivitesinin en yiiksek oldugu substratlar aycicegi
tohumu kiispesi ve piring kepegi olarak belirlenmistir. Calismada tripton, amonyum
kloriir ve maya ekstrakti gibi farkli azot kaynaklarinin kiif gelisimi ve lipaz
aktiviteleri lizerindeki etkileri de ayrica incelenmistir. En yiiksek enzim aktivitesine
(580+3,53 U) piring kepeginin substrat, amonyum Kkloriiriin azot kaynagi olarak
kullanildigr kosullarda 30°C’de 120 saatlik inkiibasyon sonucunda ulasilmistir.
Fermantasyon ortamina amonyum kloriir (% 0,75) yaninda zeytinyagi (%1) ve su
(%60) ilave edilmistir. Bu kosullarda tiretilen Rhizopus spp.’den elde edilen lipaz
enziminin pH 7 ve 37°C sicaklikta en yiiksek spesifik aktiviteyi gosterdigi
belirlenmistir. Amonyum siilfat ile ¢oktiirme yoluyla kismi saflastirilarak elde edilen
lipaz ¢okeltisinin hidroliz kabiliyetinin ticari Lipozyme RM IM (Rhizomucor miehei)
ile ayni, asidoliz reaksiyonundaki etkinliginin ise referans lipaza gore yar1 degerlerde

oldugu gozlenmistir.
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