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Yiiksek Lisans Tezi

Ekstraseliiler Lipaz Kaynag1 Olarak Bazi Mikrofunguslarin Taranmasi ve Kati Substrat
Fermantasyonu ile Enzim Uretim Kosullarmim Optimizasyonu

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Trigliseritlerin ester baglarinin hidrolizini katalizleyen lipazlar (E.C.3.1.1.3), ¢esitli
endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Lipaz iretimi igin,
mikrobiyal kaynaklarin taranmasi 6nemli bir konudur. Yine bu tiretimde ¢esitli tarimsal
atiklarin substrat olarak kullanilabilirligi de biyoteknolojik agidan 6nem arz etmektedir.
Bu ¢alismada, daha 6nceden izole edilip tanimlanmis olan 85 adet mikrofungus susunun
lipolitik aktivite acisindan taranmasi, en iyi lipaz aktivitesi gosteren susun tarimsal
atiklarin substrat olarak kullanildigi kati substrat fermantasyonu (SSF) yontemi ile
tretilmesi, fungal lipaz iiretimi ve SSF kiiltiir ortam kosullarinin optimizasyonu
amaclanmistir.  En iyi lipaz aktivitesine sahip mikrofungusun Penicillium
aurantiogriseum oldugu belirlenmis ve lipaz kaynagi olarak kullanilmistir. Aygigegi,
musir kiispesi ve bugday kepeginin substrat olarak kullanildigi SSF ortamlarinda en iyi
kat1 substratin ay¢igegi kiispesi oldugu belirlenmistir. Lipaz tiretimi i¢in SSF kiiltlir ortam
kosullar1 optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Optimum fermantasyon kosullari; 6 giin
inkiibasyon siiresi, 25 °C inkiibasyon sicakligi, nemlendirme sivis1 pH: 5.5 (distile su),
baslangi¢ nem diizeyi %75 (W/V), baslangi¢ as1 konsantrasyonu 1 ml (1x10° spor/ml) ve
karbon kaynagi olarak %1 susam yagi ilavesi seklinde belirlenmistir. Saglanan optimum
kosullar sonucunda voliim aktivite 0,4 U/ml, spesifik aktivite ise 1,13 U/mg olarak
kaydedilmistir. Sonug olarak tarimsal atiklarin substrat olarak kullanildigi SSF yontemi
ile fungal lipaz liretimi ¢calismalari, cevreye ve ekonomiye biiylik katki saglayacak cevre

dostu, ucuz ve kolay enzim iiretimine olanak saglayabilir.
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Master Thesis

Screening of Some Microfungies as Extracellular Lipase Source and Optimization of
Enzyme Production Conditions by Solid Substrate Fermentation

Trakya University Institute of Science

Biotechnology and Genetics of Department

ABSTRACT

Lipases (E.C.3.1.1.3) that catalyze the hydrolysis of ester bonds of triglycerides are
widely used in various industrial applications. So it is a important issue that screening of
microbial sources for production of lipases. In this production, the availability of various
agriculturel wastes as substrates is also biotechnologically important. In this study, it was
aimed to screen on 85 microfungus strains that previously isolated and identified for
lipolytic activity, to produce of strain showing the best lipolytic activity by solid substrate
fermentation (SSF) method which is used as substrate of agricultural wastes, fungal lipase
production and, optimization of SSF culture media conditions. Penicillium
aurantiogriseum was determined as microfungus with the best lipase activity and used as
lipase source. It has been determined that the best solid substrate is sunflower pulp in SSF
media where sunflower pulp, wheat bran and corn pulp is used as substrate. Optimization
of SSF culture medium were performed for lipase production. Optimum fermentation
conditions was found as; 6 days of incubation time, 25 °C incubation temperature,
moisturizing liquid pH: 5.5 (distilled water), initial moisture level 75% (w/v), initial
inoculum concentration 1 ml (1x10° spores / ml) and 1% sesame oil as carbon source. As
a result of the optimum conditions, the volume activity was recorded as 0.4 U / ml and
the specific activity was recorded as 1.13 U / mg. As a result, fungal lipase production
studies using SSF as a substrate of agricultural wastes can provide environment friendly,
cheap and easy enzyme production which will make great contribution to the environment

and economy.
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BOLUM 1

GIRIS

Hizla artan diinya niifiisu ve organik kaynaklarin buna paralel olarak azalmasiyla
birlikte bilim insanlar1 yeni arayislar icerisine girmis ve gliniimiizde adindan sikca
bahsettiren ‘Biyoteknoloji’ bilimi bu arayislara care olabilecegi umuduyla hizli gelisim
gostermistir (Baylan, Mazi1 & Gilindogdu, 2015). Biyoteknolojinin baslangic1 olarak
fermantasyon {rlinleri gosterilmistir. Daha sonra, mikroorganizmalarin primer ve
sekonder Triinleri olarak enzimler, organik asitler, antibiyotikler elde edilmeye
baslanmistir (Ekinci, Akyol, Karaman & Ozkése, 2005). Biyoteknoloji teknikleri ile,
canlilarin genetik materyalinde 1slah metotlarinin gelistirilmesi ve dogal olarak {ireme-
cogalma zamanlarinda elde edilemeyen degisiklikler yapilmasi da onemli oOlgiide

miimkiin kilinmistir (Kalayci, Hukkamli, Resioglu, Misiroglu & Karaman, 2017).

Enzimler, gida, tekstil, tip, eczacilik, kozmetik vb. alanlarda sik¢a kullanilan
biyolojik molekiillerdir. Enzimler genel olarak bitkisel veya hayvansal kaynaklardan ya
da mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Giiniimiizde azalan dogal kaynaklar
nedeniyle mikroorganizmalar bir¢ok iiretim alani i¢in ¢ok degerli olarak goriilmekte ve
bu da bilim insanlarin1 mikrobiyal biyoteknoloji alaninda yogun caligmalar yapmaya
yonlendirmektedir (Topal, Pembeci, Borcakli, Batum & Celtik, 2000). Giiniimiizde ¢cok
sayida avantaji nedeni ile bir¢cok alanda mikrobiyal kaynakli enzim kullanimi yaygin hale
gelmis ve mikroorganizmalardan biyoteknolojik siireclerle endiistriyel enzimlerin tiretimi

lizerine aragtirmalar da yogunlagmistir (Akkaya & Pazarlioglu, 2014).



Mikrobiyal enzim iiretiminde; su olmayan ya da az bulunan ortamda kat1 ve az sulu
materyal iizerinde mikroorganizmalarin gelisimi olarak tanimlanan ve “kati substrat
fermantasyonu veya yiizey kiiltiir teknigi (solid state fermentation-SSF)” adi verilen
fermantasyon yontemi (Hashemi vd., 2010; Pandey, Soccol & Mitchell, 2000;
Singhaniaa, Patel, Soccol & Pandey, 2009) ve “derin kiiltiir teknigi (Submerged
Fermentation-SmF)” kullanilabilmektedir. Endiistriyel iiretimlerde SmF teknigi tercih
edilmesine ragmen; SSF’in kesfedilmesi, bir¢ok arastirmacinin enzim iiretiminde SSF
tizerinde yogunlagmalarina sebep olmustur. SSF’in SmF’e gore tistiin 6zellikleri arasinda;
bu yontemde c¢ok ¢esitli endiistriyel atiklarin kullanilabilmesi, katabolik represyon ve
proteazlar tarafindan proteinlerin yikimi olaylarinin ¢ogunlukla SSF’de az oranda veya

hi¢ olusmamasi olarak gosterilebilir (Kar, Datta & Ray, 2010).

Gilinlimiizde artan niifus gida, tekstil, deterjan, ilag, kozmetik, kimya gibi sanayilerin
de genislemesine neden olmaktadir. Sanayilesmenin artmasi ile bu sektorlerde sikca
kullanilan enzimlere olan ihtiya¢ da giderek artmakta ve bunun yani sira endiistriyel
atiklar da ortaya ¢ikmaktadir. Lipazlar, tiim bu alanlarda en yaygin kullanilan enzimler

arasinda yer almaktadir.

Lipazlar (E.C.3.1.1.3), yaglarin yag asitleri ve gliserole parcalanmasini saglayan
hidrolaz sinif1 enzimlerdir. Lipaz tiretimi i¢in yeni kaynaklarin 6zellikle de tiretimin daha
kolay, ucuz ve hizli oldugu mikrobiyal kaynaklarin yaratilmasi da énemli bir konudur.
Yine bu iiretim i¢in atiklarin substrat olarak kullanilabilirligi de biyoteknolojik agidan
onem arz etmektedir. Bakteri, maya ve fungus gibi mikroorganizma gruplarinin lipazlart
sentezledigi bilinmektedir (Gopinath, Periasamy, Thangavel & Azariah, 2013; Pacheco
vd., 2015). Ancak mikrofungus tiirleri pH, sicaklik gibi faktorlere karsi dayanikli
olduklar1 ve fungal biyokiitleden enzim ekstraksiyonlar1 daha ucuz oldugu i¢in lipaz
tiretiminde diger mikroorganizmalara gore daha cok tercih edilmektedirler (Giil, 2013;
Sharma, Sharma & Saxena, 2016). Aspergillus, Candida, Humicola, Mucor, Rhizopus
gibi mikrofungus tiirlerinden lipaz iiretimi daha once yapilan birgok caligmada
gosterilmistir (Sethi, Rout, Das, Nanda & Sahoo, 2013). Fungal lipazlar gida, kimya ve
farmosotik endiistrisinde genis bir kullanim alanina sahiptirler (Rodrigues vd., 2016;

Sumathy, Vijayalakshmi & Deecaraman, 2012).



Bu calisma ile; daha 6nceden izole edilip tanimlanmis mikrofunguslarin lipolitik
aktivite acisindan taranmasi, en iyi lipaz aktivitesi gosteren suslarin segilmesi, se¢ilen bu
suslarin kat1 substrat fermantasyonu yontemi ile lipaz enzimi iiretmesinin saglanmasi ve
SSF ortaminda enzim firetimi i¢in optimum kosullarin (pH, sicaklik, nem vb.)
belirlenmesi amaclanmigtir. Tiim bunlar ile fungal enzimin biyoteknolojik yontemlerle
tiretilerek; endiistride kullanilan lipaz enzimi i¢in fungal kaynak olusturulabilecegi, SSF
yontemi ile ¢esitli atiklarin kullanilabilirligi saptanarak bunlarin lipaz enzimi tiretiminde

degerlendirilmesine katki saglanacag diisiiniilmektedir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Enzimler ve Mikrobiyal Enzim Eldesi

Genel olarak enzimler canlilarda bulunan biyolojik katalizorler olarak tanimlanir.
Hiicrelerde yasamsal olan tiim aktiviteler enzimlerin aktivitelerine baglidir, yani kisaca

ifade edilecek olursa; enzimler, yasamin anahtaridir (Aran, 2010).

Enzimler, Katalitik aktiviteye sahip biyiik c¢ogunlugu protein yapisinda olan
bilesiklerdir. Sadece proteinden ibaret olan bir kisim enzim mevcut olsa da; enzimler
genel olarak apoenzim denen protein kismi ve kofaktor olmak iizere iki farkli kisimdan
meydana gelirler. Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda tepkimeye katilan
kimyasal molekiillere ‘substrat’ ad1 verilmektedir. Bir enzim yalnizca aktif bolgesinin {i¢
boyutlu yapisina uygun olan substrat ile tepkimeye girebilmektedir. Dolayisiyla her
enzim sadece belirli tip bir substrata etki edebilir (Akkaya & Pazarlioglu, 2014; Aran,
2010; Demiralp, Biiyiik, Aras & Duman Cansaran, 2015).

Enzimlerin aktivitesi; bulundugu ortamin iyonik agirligi, pH, metal iyonlari, sicaklik
gibi etkenler ile substratlarin ve inhibitorlerin var oluslarindan etkilenebilmektedir (Aran,

2010).

Pasteur’iin buluslari, biyoteknolojik ilerlemelere bir yenisi olarak enzim
teknolojilerini baglatmigtir. Enzim teknolojileri; enzim {iretimini, saflastirilmasini,
immobilizasyonunu ve ayni zamanda endiistriyel olarak kullanilmasini da igeren genis

kapsamli bir teknolojidir (Ozgen, Emiroglu, Yildiz, Tas & Purutguoglu, 2007).
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Endiistriyel bir¢ok alanda kullanilan enzimlerin %80°1 hidroliz amagli olup bunlarin

%60’ 11 proteazlar, %30’unu karbonhidrazlar, %30 unu lipazlar olusturur (Aran, 2010).

Biyolojik olarak enzimler herhangi bir canli organizmadan elde edilebilmekte ve
ticari enzim iiretiminde bu organizmalar kaynak olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte
endistriyel alanlarda  kullanilan  enzimlerin  ¢ogu  mikrobiyal kaynaklhidir.
Mikroorganizmalarin enzim iiretme yetenekleri, ©Onemli endiistriyel avantajlar
saglamaktadir ve mikrobiyal enzimlerin kullanimi1 yalnizca gida endiistrisinde bile, tek
basina %350 olarak ifade edilen biiyiik bir paya sahiptir (Korcan, Ozkara, Akyil, Cigerci
& Konuk, 2007).

2.1.1. Enzimlerin Smiflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB)’nin o6nerisi ile Enzim Komisyonu tarafindan
enzimler genel olarak 6 gruba ayrilmistir. Bu siiflandirmaya gore enzimler alti ana
fonksiyonel sinifa ayrilmig ve sirasi ile tepkime tiirii, spesifik tepkime, substrat veya
substratlar1 niteleyen dort basamakli bir numara ile tanimlanmislardir. Bu rapora gore

enzimlerin siniflandirilmasi asagidaki gibidir (Akkaya & Pazarlioglu, 2014; Akyil, 2014).

1. Oksidorediiktazlar: Bu grupta bulunan enzimler redoks tepkimelerini katalizler.
Bu biiylik ve onemli grup dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar, oksijenazlar,

peroksidazlar vs. gibi geleneksel isimlerle de anilmaktadir.

2. Transferazlar: Hidrojen haricinde bir atomun, bir molekiilden diger bir molekiile
transferini saglayan enzim grubudur. Bunlar fonksiyonel gruplari transfer ederler. Tek
karbon tasiyan gruplari, aldehidik ve ketonik gruplari transfer edenler bu enzim sinifina

giren gruplara 6rnek olarak verilebilir.

3. Hidrolazlar: Su molekiilii vasitasi ile molekiillerin yikimini saglayan enzimlerdir.
Kisaca hidrolitik reaksiyonlari katalize ederler. Ester, eter, peptit, glikozid, asit anhidrit,
C-C, C-halojeniir veya P-N baglarinin bir su molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizini
katalizleyen enzimlerdir. Bu enzim grubunda lipazlar, riboniikleazlar, fosfatazlar,

pirofosfatazlar, glikozidazlar yer almaktadir



4. Liyazlar: Su molekiilii agiga ¢gikarmadan diger molekiilleri yikan enzimlerdir. Cifte
baglara grup ekleyen veya gruplarin yer degistirmesi ile ¢ift bag olusumunu katalizeyen
enzimlerdir. Hidratasyon ve dechidratasyon reaksiyonlarini katalizleyen enzimler bu

gruptandir.

5. Izomerazlar: Molekiil ici degisikligine sebep olarak o molekiiliin uzaydaki
ifadesini degistirebilen enzimlerdir. Ornek olarak Rasemazlar ve Epimerazlar bu gruba
verilebilir. Rasemaz; L-Alanini, D-Alanine, UDP epimeraz; Alanin UDP Glukozu, UDP

Galaktoza ¢evirmektedirler.

6. Ligazlar (Sentetazlar): Enerji kullanmak suretiyle substrat molekiillerinin
birbirlerine baglanmasini katalizleyen enzimlerdir. ATP gibi yiiksek enerjili fosfat
bilesiklerinden fosfat baginin parcalanmasi ile agiga ¢ikan enerji yardimi ile iki bilesik
arasinda bag olusumunu saglarlar. (Akkaya & Pazarlioglu, 2014; Bingdl, 1977; Korkmaz,
Tinkilig, Ozen & Giider, 2012).

Glinlimiizde enzimler farkli sekillerde siniflandirilabilmektedir. Bunlardan biri de
enzimleri aktif olduklar1 yere gore smiflandirmadir. Buna gore enzimler hiicre disi
ekzoenzimler (ekstraseliiler enzimler) ve hiicre i¢i endoenzimler (intraseliiler) olarak 2
grupta da incelenebilirler. Endoenzimler; hiicre i¢inde rol oynarlar. Biiylik bir enerji
formu olusturarak bu formu hiicrede direkt olarak kullanabilirler. Ekzoenzimler ise hiicre
disinda rol oynarlar ve hidrolitik islev yaparlar. Az miktarda serbest enerjiyi harekete

gecirme yetenegindedirler (Akyil, 2014; Topal, 1985).

2.1.2. Mikrobiyal Kaynakh Enzimler

Mikrobiyal kaynakli endiistriyel enzimler, farkli kaynaklardan enzim eldesine gore
(bitki-hayvan gibi) daha avantajlidir. Hayvansal ve bitkisel kaynakli dokularin miktarlari
kisithidir. Bunlar kullanilabilir toprak alanina, isgiicii gereksinimine, mevsim, iklim
sartlarina bagli olarak degismekte ve elde edilen {iriiniin kalitesi de bu faktorlerden
etkilenmektedir. Ayrica bitkisel kaynaklardan ekonomik olarak iiretilen enzim sayis1 ¢ok
azdir. Mikrobiyal kaynaklardan iiretilen enzim sayisi ve miktar1 ise oldukg¢a fazladir
(2500 civari). Uygun sus se¢imi ile istenen enzimin g¢ok yiiksek verimde eldesi

saglanabilir. Mikroorganizmalardan enzim iiretiminde, kullanilan fermantasyon
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yontemleri gelistirildik¢e ve cevresel sartlarin kontrolii saglandigi siirece verimlilik artig
gosterecektir. Mikroorganizmalardan kaynak olarak yararlanilmasi, yeterli olmayan
potansiyelin tamamlanmasi1 bakimindan ilk ve en biiyiik avantajdir. Bir diger biiylik
avantaj ise mikroorganizmalardan ¢ok sayida enzimin ekonomik olarak elde edilmesidir.
Iyi secilmis ve planlanmis organizma suslari ile herhangi bir enzim iiretimi

gercgeklestirilebilir. (Hammamchi, 2014; Topal, 1985).

Enzim iretiminde diger kaynaklara goére mikroorganizmalarin daha ¢ok tercih

edilmesinin nedenleri;

e Uretim maliyetlerinin diisiik olmas,

e Uretimleri igin biiyiikk alanlara gerek duyulmamasi, mevsim ve iklim
sartlarindan etkilenmemeleri,

e Bitki ve hayvanlarla kiyaslandiginda ¢ok daha kisa siirede iiremeleri,

e Enzim iiretiminin kolay ve tahmin edilebilir olmasi,

e Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen enzimlerin daha kararli olmasi,

e Mikrobiyal enzim iiretiminde kullanilan hammaddenin ¢esitliligi ve kolay
bulunabilirligi,

e Diger kaynaklara gore daha saglikli bir canlidan tiretilmis olmasz,

e Ekstraksiyon yontemlerinin daha kolay olmasi olarak verilebilir (Marul,
2007).

Mikrobiyal kaynakli enzimler; birgok bakteri, maya veya kiiflerden bir¢ok farkli
yontemler ile hem ekonomik hem de endiistriyel boyutlarda elde edilebilmektedir.
Enzimlerin mikroorganizmalardan iiretilen miktarlari, cins ve tiirlere gore degiskenlik
gostermektedir. Dolayisiyla enzim iiretiminde ilk olarak, iiretilmek istenilen enzimi en
cok hangi mikroorganizma tiirli veya susunun irettigi arastirilmalidir. Bunun icin
dogadan tarama (screening) yontemi ile mikroorganizma sec¢imi en ¢ok tercih edilen
yontem olmaktadir. Onemli bir diger konu ise bir mikroorganizmadan elde edilebilen
belli bir enzim miktari, mikroorganizmanin tiim yasami boyunca ayni olabilecegi
anlamina gelmemektedir. Zaman veya diger cesitli etkenlerle degisebilen mikrobiyal

enzim iiretme yeteneginde oldugu unutulmamalidir (Aslan & Sekin, 1985).

Aslinda enzim teknolojisinin tarihi ylizyillar 6ncesine dayanmaktadir. Fermantasyon

ile enzimatik faaliyetler sonucu iiretilen bira, sarap ve peynir gibi lriinler ¢ok eski bir
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gecmise sahiptir. Biitlin fermantasyonlar, canli organizmalarin metabolizmalar
dogrultusunda  gergeklestirdikleri enzimatik degisim reaksiyonlaridir.  Cesitli
degisimlerden sorumlu olan biyokatalitik enzimlerin etkilerinin anlasilmasindan ve
gelistirilmesinden sonra daha uygun, etkili ve ucuz enzim eldesi iizerine yogunlasilmistir

(Topal, 1985).

Ticari enzimler kiif, maya veya bakterilerden olmak iizere {iretim amacina yonelik
olarak her tii¢ mikroorganizma grubundan da Tretilmektedir. Bacillus subtilis
bakterisinden proteaz ve amilaz tiretimi, Saccharomyces cerevisiae mayasindan invertaz
ve laktaz tiretimi, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus gibi kiif tiirlerinden lipaz ve daha
birgok enzim {iiretimi 6rnek olarak verilebilir. Giiniimiizde deterjan ve nisasta sanayii,
endiistriyel enzim iretiminin %75’in1 kullanmakla birlikte, ayrica tekstil, ilag, kagit
iretimi, deri endiistrisi, kozmetik sektdriinde ve biyosensor iiretimi gibi ¢ok ¢esitli
alanlarda da endiistriyel enzimler yaygin olarak kullanilmaktadir (Siikran Sengel, 2007;
Topal vd., 2000).

2.2. Funguslar ve Fungal Enzim Uretimi
2.2.1. Funguslarin Genel Ozellikleri

Funguslar ¢ok genis yasama alanlarinda bulunabilen mikroorganizma grubudur.
Funguslarin yasami, atmosferden saglanan az miktarda oksijen ve karbondioksit
molekiilleri disindaki biitiin element ve bilesikler i¢in ortam veya substrata baghdir.
Funguslar bu bilesik ve elementlerden yararlanarak yasamlari ve hiicreleri icin gerekli
enerjiyi saglarlar. Okaryotik mikroorganizma grubunu temsil eden mikrofunguslar,
funguslar aleminin biiylik bir kismini olusturmaktadirlar. Mikrofunguslar, ipliksi
(flamentli) hiflerden meydana gelen cok hiicreli kiifler ve tek hiicreli canlilar olan
mayalar1 icermektedir. Cok sayida mikrofungus tiiri vardir. Genellikle gelismeleri igin
baslica etkenler; sicaklik, yeterli miktarda su veya rutubet, oksijen, karbondioksit, asitlik-
alkalilik, hava basinci, 151k ve radyasyondur. Fotosentetik olmayip, beslenmelerini
kemoheterotrofik olarak gergeklestirmektedirler. Bu canli grubunun biiytik bir kismi,
karmasik polimerik molekiilleri emilebilir yap1 haline getirmektedirler. Cok kiiciik

parcalara ayirabilmek icin ise bir¢ok farkli hidrolitik enzim salgilama yetenegindedirler.
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Cogu saprotiftir ve hayvan 0liileri, bitki artiklar1 gibi yapilar1 kullanmaktadirlar. Bazilari
bitki ya da hayvan parazitidirler. Bir kisim mikrofunguslar ise farkli canlilarla simbiyotik
ve farkli iligkiler icinde bulunabilirler Gelisen teknoloji ile giiniimiizde endiistriyel amacl
kullanimi az olan kiiflerin kullanim alani giderek artmaktadir. Funguslar; Oomycota,
Zygomycota, Ascomycota ve Basidiomycota olmak tizere dort boliimde toplanabilirler.
(Arda, 1980; Colakoglu, 2001; Siimer, 2006; Waites, Morgan, Rockey & Higton, 2015).

2.2.2. Funguslarin Biyoteknolojik Onemi ve Fungal Metabolitler

Geleneksel fermantasyonlarin endiistriyel is¢ileri olan funguslar, molekiiler

biyoteknolojinin 6n saflarinda yer almaktadir (Bennett, 1998).

Cok eski zamanlardan itibaren hem filament6z funguslar hem de mayalar bira, sarap,
ekmek ve peynir gibi irlinler tiretmek i¢in kullanilmistir. Funguslar ayrica bir¢ok
endiistriyel proseste de kullanilmaktadir. Ozellikle enzim, vitamin, polisakkarit, alkol,
pigment, lipid ve glikolipid tiretimi gibi alanlarda funguslardan ¢okc¢a faydalanilmaktadir.
Bu iiriinlerden bazilar1 ticari olarak, bazilar1 da biyoteknolojik siireclerde
kullanilmaktadir. Funguslardan iiretilen sekonder metabolitlerden bir kismi ise besin
degeri yiiksek ve sagliga faydali tiriinlerdir (Adrio & Demain, 2003; Akkara & Tosun,
2014).

Funguslarin bir grubu olan mayalar da firincilik ve fermantasyon endiistrisinin
temelini olusturmaktadir. Firincilik mayas: retimi, gida amachi olarak bir
mikroorganizmanin kullanimima en temel ornektir. Mayalar alkollii igki liretiminin de
baslica kullanilan kaynaklarindandir. Buna ek olarak, sitrik asidin endiistriyel olarak
tretiminde ve bazi peynirlerin hazirlanmasinda da kiifler yaygin olarak kullanilir.
Penisilin gibi bir¢ok yararli antibiyotigin, bazi vitaminlerin (thiamin, biyotin vb);
ergotamin, kortizon gibi Onemli ilaglarin  iiretiminde de mikrofunguslar
kullanilmaktadirlar. Bir¢ok enzim ve gibberellin gibi hormonlar da funguslardan
yararlanilarak  iretilmektedir.  Funguslar ayrica  genetik  caligmalarda da

kullanilmaktadirlar (Akkara & Tosun, 2014; Ghorai vd., 2009).

Funguslardan elde edilen primer ve sekonder olmak iizere iki farkli metabolit grubu

vardir. Primer metabolitler dogal biiyiimede, gelisimde ve liremede dogrudan yer alan ve
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tiretilen bilesiklerdir, yasam i¢in iiretilmeleri mutlaka zorunludur. Primer metabolitlere

ornek olarak; amino asitler, niikleotidler, mikrobiyal hiicreler, organik ¢oziiciiler (etil

alkol), organik asitler (sitrik asit ve asetik asit) ve enzimler verilebilir (Cizelge 2.1).

Mikrobiyal iiremenin

log fazinda f{iretilen bu metabolitler

bircok proseste

kullanilmaktadir (Akkara & Tosun, 2014; Topal vd., 2000; Waites vd., 2015).

Cizelge 2.1. Mikrofunguslar tarafindan iiretilen primer metabolitler ve kullanim alanlar1
(Waites vd., 2015; Aran, 2010)

Funguslar Primer Kullanim Alanlari
Metabolitler
Saccharomyces cerevisiae Organik Gida Endiistrisi (bira, sarap, ekmek
Candida turleri, Coziuciiler iretimi),
Mucor tiirleri (Etil Alkol) Kimya Endiistrisi (temizlik

Rhizopus tiirleri
Aspergillus tiirleri

malzemesi iiretimi),
Yakit Eldesi (biyoetanol iiretimi)

Aspergillus niger

Organik Asitler

Gida Endiistrisi (katk1 maddesi olarak

(Sitrik Asit) [E-330]),
Kimya Endiistrisi (deterjan iretimi)
Aspergillus niger Enzimler Gida Endiistrisi (sekerleme, nisasta ve
Aspergillus oryzae (amilaz, firin ve bira, meyve suyu triinleri)
Penicillium tiirleri pektinaz, Kimya Endiistrisi (deterjan {iretimi)
Saccharomyces cerevisiae invertaz)
Aspergillus tiirleri Enzimler Kimya Endiistrisi (deterjan {iretimi)
Candida tiirleri (proteaz) Tekstil Endiistrisi (derilerin
Mucor tiirleri yumusatilmasi)
Penicillium tiirleri Gida Endiistrisi (etin yumusatilmasi
Rhizopus tiirleri ve kemikten uzaklastilmasinda,
peynir imalatinda siit proteinini
olgunlagtirmada)
Aspergillus tiirleri Enzimler Kimya Endiistrisi (biyolojik
Rhizopus tiirleri (Lipaz) deterjanlar)

Penicillium tiirleri
Mucor miehei
Humicula languinosa

Tekstilde (deri isleme-yagin
uzaklastirilmast,

Gida Endiistrisi (siit ve et liriinlerinde
olgunlagmasinda)

Sekonder metabolitler log fazinin sonuna dogru vaya durgun fazda olusan

urinlerdir.

Mikroorganizmalarin biiylime ve iiremesi

metabolitler,

primer metabolizma {riinlerinden sentezlenmektedirler.
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tarafindan iiretilen ve endiistriyel dneme sahip sekonder metabolitlere 6rnek olarak;
alkaloidler, antibiyotikler, toksinler ve bazi pigmentler verilebilir (Cizelge 2.2)

(Cantiirk, 2015; Waites vd., 2015).

Cizelge 2.2. Sekonder Metabolitler ve Kullanim Alanlar1

Fungus Sekonder Metabolit Kullanim Alanlari
Aspergillus sydowi Alkaloidler flag Endiistrisi (morfin
Claviceps fusiformis (Agroklavin, iiretiminde)

Claviceps fusiformis Ergometrin, Liserjik Stephacidin B iiretiminde
Claviceps purpurea Asit, Ergosin,

Claviceps purpurea Ergotamin vb.)

Claviceps purpurea

Penicillium chrysogenum Antibiyotikler (beta flag Endiistrisi

Cephalosporium acremonium  laktamlar; penisilinler
ve sefalosporinler gibi
genis spektrumlu
tetrasiklinler)

2.3. Lipazlar
2.3.1. Lipazlarin Genel Ozellikleri ve Endiistriyel Kullanim Alanlar

Lipazlar mikroorganizmalardan biyoteknolojik olarak elde edilebilen ve endiistride
en yaygin kullanim alanina sahip 6nemli enzimlerden biridir. Normal sartlar altinda
yaglar1 pargalayan ve yag asitlerine ayirabilen hidrolazlar olarak tanimlanmalarina
ragmen, susuz ortamda esterifikasyon ve transesterifikasyon tepkimelerinin aktivitelerini
de arttirdigindan biyoddniisiim ile ilgili ¢alismalarda lipazlarin kullanimi oldukga fazla

tercih edilmektedir (Ozarslaner & Albayrak, 2013).

Lipazlar (E.C.3.1.1.3), triacilgliserollerin sulu ortamda diacilgliserin ve
monoagilgliserin, gliserin ve serbest yag asitlerine hidrolizini katalizleyen enzimler
olarak tanimlanir (Sekil 1.5). Lipazlarin aktivitesini arttirdigi bu reaksiyonlar, genel
olarak tersinirdir. Lipazlarin dogal substratlar1 olan uzun zincirli yag asitlerinin 6 gliserin
esterleri suda olduk¢a az ¢Oziiniirler. Lipazlar, enzimin ¢oziindiigli sulu faz ve su ile
karismayan substrat fazi arasindaki ara ylizeyde ester baglarinin hidrolizini arttirir. Ayrica
lipazlarin suda ¢oziinebilen esterlere karsi aktiviteleri oldukca da diisiiktiir. Lipazlar,

enzim siniflandirmasinda sirasi ile hidrolazlar (E.C.3), ester baglarin1 parcalayanlar
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(E.C.3.1), karboksilik ester hidrolazlar (E.C.3.1.1) ve triagilgliserol lipazlar (E.C.3.1.1.3)
icinde yer almaktadirlar (Ozarslaner & Albayrak, 2013; Singh & Mukhopadhyay, 2012).

O —COR, OH R,COOH
Eo—con2 v 3H,0 Eou ¢ R,COOH
O— COR, . OH R,COOH
Trigliserid Su Gliserol Yag asidi

Sekil 2.1. Trigliseridin gliserol ve yag asidine hidrolizi (Ozarslaner & Albayrak, 2013).
Lipazlar ayn1 zamanda esterlesme, transesterlesme, interesterlesme, alkoloziz
amiloziz ve asidoliziz gibi tepkimeleri de hizlandirmaktadir. Lipazlar, kabaca
karboksilesterazlar ve gercek lipazlar olmak iizere iki grupa ayrilabilir.
Karboksilesterazlar, suda kismen ¢6ziinebilen kisa zincirli karboksilik asit esterlerini
parcalarken, gercek lipazlar ise suda ¢oziinmeyen uzun zincirli agilgliserolleri hidrolize
etmektedir. Katalitik potansiyelleri ¢cok yiiksektir. Triagilgliserollerin hidrolizi ile birlikte,
yag asitleri ve gliserolii olusturan lipazlar, lipid ve su ara yiizeyinde aktif olurken, suda
¢oziinmeyen uzun zincirli trigliseritlere karsi maksimum aktivite gosterirler (Akyil,

2014).

Lipaz enzimlerinin substratlar1 genel olarak bitkilerden veya hayvanlardan elde
edilebilen yaglardir. Bunlara 6rnek olarak zeytinyagi, tereyagi ve sentetik gliseritler
verilebilir. Herhangi bir yagin hidrolizlenebilme hiz1 kullanilan lipaz ile direkt iligkilidir.
Lipazlarin enzim aktivitesini ifade edebilmeleri i¢in substrati olan yagin su i¢inde
karismis olmasi gerekir. Arastirilan ve calisilan ya da endiistride kullanilabilen yaglarin
yapisindaki yag asitlerinin doymusluk veya doymamislik diizeyleri enzimlerin hidrolizi

i¢in biiyiik 6l¢iide dnem teskil etmektedir (Al-Taweel & Sungur, 1995).

Lipaz enziminin hidrolizleme aktivitelerini Slgerken 2 yontem kullanilmaktadir.
Bunlar titrimetrik ve spektrofotometrik yontemlerdir (Schmidt & Bornscheuer, 2005).
Spektrofotometrik yontemde lipaz aktivitesi Olciiliirken, renk olusturabilen substratlar
arasinda ozellikle para-nitrofenil (PNP) esterleri ¢okca kullanilmaktadir (Furutani, Su,

Ooshima & Kato, 1995). ParaNitrofenil esterlerinin enzim hidrolizine dayali olarak
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kullanilan spektrofotometrik yontemin; kolay, kullanishi ve giivenilirliginin yiiksek

oldugu belirtilmistir (Gupta, Rathi, Gupta & Bradoo, 2003; Palomo vd., 2005).

Mikrobiyal lipazlar genel olarak bir¢cok endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Son
yillarda dogal {iriinlerin glindeme gelmesi ile birlikte gida sanayinde uygulanan kimyasal
islemlerin yerine enzimler kullanilmaya baslanmistir. Lipaz enziminin yiiksek katalitik
aktivitesi, miikkemmel bir kimyasal yapisinin olmasi, ¢evre dostu olusu, ilimli ortam
kosullarina sahip olmasi ve bolgesel se¢iciligi nedeni ile onemli sanayi potansiyeli haline
gelmistir. Dolayistyla gida, kozmetik, deri, deterjan, kimya ve ilag endiistrileri gibi
alanlarda lipazlar yaygi olarak kullanilmaktadir (Cizelge 2.3). Ozel yaglarin sindirimine
yardimct olan ilaglarin {iretiminde, deri gibi irilinlerin iiretiminde, emiilgatdrlerin
sentezinde ylizey aktif maddelerin ortamdan uzaklastirilmasinda deterjan ve temizlik
maddeleri gibi kimyasallarin iiretiminde sik¢a kullanilmaktadirlar. Gida sanayinde genel
olarak; kakao yag1 ve margarinde transesterifikasyon amaci ile, et {irlinlerinden yagin
uzaklagtirilmasi ve lezzet gelistirilmesinde, unlu mamullerde raf dmriiniin uzatilmasinda
ve istenilen lezzetin elde edilmesinde, mayonez ve soslarda kalitenin arttirilmasinda,
iceceklerde aromanin zenginlestirilmesinde, ekmekte hacim arttirma ve ekmek igi
yapisinin  iyilestirilmesinde,  siit  drlinlerinde  tereyagmin  ve  kremanin
farklilagtirilmasinda, peynirin pihtilastirmasint  kolaylastirmada ve peynir benzeri
driinlerin eldesinde kullanilmalar1 yaninda ayrica lipazla modifiye edilmis kremalar
kahve beyazlaticilarina, sekerlemelere, corbalara ve unlu mamullere siit tadi katmasi
amact ile ilave edilmektedir. Lipazlar ayn1 zamanda lipidlerin yikimi i¢in ihtiya¢ duyulan
ucuz ve ¢ok faktorlii katalizorler seklinde kullanilabilmektedirler (Akyil, 2014; Aran,
2010; Oztiirk, 2002).
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Cizelge 2.3. Lipazlarin Endiistride Kullanim Alanlarindan Bazilar1 (Giil, 2013).

Endiistriyel Alan Reaksiyon Uriin Uygulama Alam

Stit Siit, yag ve peynir Peynir ve tereyagi
hidrolizi aromasi

Icecekler Aroma arttirici Alkolli ickiler

Saglikli Yiyecekler Transesterifikasyon Saglikli yiyecekler

Et ve Balik Aroma arttirici Yag1 uzaklastirilmis et ve

balik tirtinleri

Kati ve Siv1 Yaglar

Transesterifikasyon
Hidroliz

Kakao yag1 ve margarin
Gliserol, mono ve
digliseritler

Kozmetik Esterifikasyon Deri ve giines kremleri,
giines yaglari
Temizlik Biyopargalayici suslart Giyeceklerin temizligi

azaltmada

Zirai Kimyasallar

Esterifikasyon

Herbisitler

Farmasotikler

Alkollerin hidrolizi

fla¢ yapiminda kullanilan
ara Uriinlerin liretimi

Petrol Endistrisi

Transesterifikasyon

Biyodizel tliretimi

Kirlilik Kontroli

Hidroliz ve yaglarin
transesterifikasyonu

Zararli suslarin
uzaklastirilmasi ve atik
yaglarin hidrolizi

2.3.2. Lipaz Uretimi Uzerinde Etkili Olan Parametreler

Lipidler suda ¢6ziinmeyen maddelerdir. Bazilar1 hiicre i¢in besin gorevi yapacaksa,

emilimini arttirabilmek amaci ile hiicrenin disinda daha polar yapilara ugramalar

gerekmektedir. Bu sebepledir ki, lipazlarin birgogu hiicrenin disina salgilanmaktadirlar.

Lipazlarin sicaklik ve lipid kaynaklari, pH, azot, karbon, ¢alkalanma, ¢6zlinmiis oksijen

konsantrasyonu gibi ¢ok cesitli cevresel faktorlerden etkilendikleri bilinmektedir. Lipaz

tiretiminde kullanilan ve lipazlarin substrati olan bir¢ok lipidin, enzim aktivitesini

arttirdig1 belirlenmistir. Lipaz liretimi ortamda bulunan trigliseridlerin varligina baghdir.

Lipaz aktivitesini arttiran diger maddeler ise hidrolizlenebilen esterler, serbest yag

asitleri, safra tuzlar1 ve gliseroldiir (Elibol, Yasa, Karaganci, Coban & Ozsoy, 2008).
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2.3.3. Lipazlarin Mikrobiyal Kaynaklar

Lipaz kaynagi olarak bakteriler, mayalar ve kiifler kullanilabilmektedir. Lipaz
kaynagi olarak kullanilan bakterilerden bazilar1 Bacillus, Staphylococcus, Lactobacillus,
Micrococcus, Pseudomonas, Choromobacterium, Acinetobacter; mayalardan bazilari ise;
Candida, Yarrowia, Saccharomyces, Torulaspora, Trichosporon’dur. (Marul, 2007).

Lipaz kaynagi olarak kullanilan kiifler Cizelge 2.4.”de verilmistir.

Cizelge 2.4. Lipaz kaynagi olarak kullanilan kiifler

FUNGUSLAR

REFERANS

Acremonium murorum

(Cardenas vd., 2001)

Monascus mucoroides

(Cardenas vd., 2001)

Arthroderma ciferrii

(Cardenas vd., 2001)

Fusarium poae

(Cardenas vd., 2001)

Aspergillus niger

(Manoorkar & Gachande, 2015)

Aspergillus flavus

(Manoorkar & Gachande, 2015)

Aspergillus fumigatus

(Manoorkar & Gachande, 2015)

Aspergillus terreus

(Manoorkar & Gachande, 2015)

Aspergillus parasiticus

(Manoorkar & Gachande, 2015)

Alternaria alternata

(Manoorkar & Gachande, 2015)

Penicillium chrysogenum.

(Manoorkar & Gachande, 2015)

Penicillium aurantiogriseum

(Lima, Kieger, Mitchell & Fontana,
2004)

Rhizopus microsporus

(Iftikhar vd.,2011)

Trichophyton sp.

(Iftikhar vd.,2011)

Fusarium semitectum

(Iftikhar vd.,2011)

Penicillium candidum

(Pandey vd., 1999)

Penicillium citrinum

(Pandey vd., 1999)

Penicillium expansum

(Pandey vd., 1999)

Penicillium roquefortii

(Pandey vd., 1999)

Penicillium solitum

(Pandey vd., 1999)

Penicillium simplicissimum

(Pandey vd., 1999)

Penicillium cyclopium

(Pandey vd., 1999)

Penicillium urticae

(Pandey vd., 1999)

Rhizomucor miehei

(Pandey vd., 1999)

Penicillium camemberti

(Pandey vd., 1999)

Rhizopus sp.

(Pandey vd., 1999)

Rhizopus delemar

(Pandey vd., 1999)

Bu ¢alismada fungal lipaz kaynag: olarak, Arda MYO Gida Isleme Béliimii Kiif
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2.4. Penicillium aurantiogriseum Dierckx 1901

Ascomycota bdliimiine ait Trichocomaceae familyasinda yer alan Penicillium

cinsine ait yaygin bir tiirdiir.

Makromorfolojileri; Czapek Yeast Autolysate Agarda (CYA) 25 °C'de mavi
yesilden gri yesile degisen veya koyu mat yesil renklerde konidiler iireterek oldukca
siirl bir iireme gostermektedir (7 giin sonra 11-32 mm ¢apinda). Koloniler graniillii veya
fasikulat olup acik renklerden kahverengiye kadar degisebilen eksuda olusumu
gbzlenmektedir. Koloni tersi besiyerine de diffiize olabilen turuncu, kahverengi, sari
tonlarindadir. Uzun siire besiyerinde muhafaza edilen suslar tersten sari-turuncu renge
sahip olur. Malt Ekstrakt Agar (MEA) besiyerinde konidiler yogun mavi yesil renktedir
ve velutin6z koloniler, tersten bakildiginda genellikle agara diffiize olan sar1 renge
sahiptir (Sekil 2.2). Yeast Extract Sucrose Agarda (YES) sporulasyon derecesi degisir,
tersten bakildiginda sari tonlarindadir (Sekil 2.3). Koloniler orta derecede hizli
biiyiimektedir (7 giin sonra 24-46 mm c¢apinda). Creatine Sucrose Agarda (CREA)

biliylime zay1f fakat asit liretimi giicliidiir (birkag izolatta zayif asit {iretimi).

Mikromorfolojileri; konidiyoforlar renksiz, tiimii baskilanmis tervertisillat
penisilya yapisina sahiptir, konidiyofor diiz duvarli veya hafif¢e piiriizlii, metulalar
silindirik, 10-13 x 2.8-3.5 pum boyutunda ve 5-8 fiyalid icermektedir. Fiyalidler
silindirik uclu ve belirgin bir boyun kismina sahiptir. Konidiler yuvarlak veya yuvarlaga

yakin sekillerde, 3-4 x 2.5-3.5 pm boyutlarinda, turkuaz renkli ve diizdiir (Sekil 2.4).
Molekiiler markerlar; B-tubulin: AY 674296; AY674297; AY674298.

Kimyasal markerlar; anasin, aurantiamin, aurantin, dehidropenisillik asit, penisillik

asit, nefrotoksik glikopeptitler, psorotin, terrestrik asit, verrukosidin, viridikatik asit.

Urettigi 6nemli mikotoksinler; dehidropenisillik asit, nefrotoksik glikopeptitler,

penisillik asit, verrukosidin.

Habitat ve yayilis; Gidalar. P. aurantiogriseum 1liman bolgelerde yaygin bir tiirdiir.

Tahillar, tahil bazli yemler, sogan, sarimsak, bezelye ve toprakta bulunur.

Fizyolojisi; P. aurantiogriseum halotoleranttir. Diisiik sicakliklarda iyi gelisir, 30

°C’de oldukea iyi biiyiir ancak 37 °C’de iireyemez. Diisiik pH degerlerini ve oldukga
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diisik su aktivitelerini tolere edebilir (Samson, Houbraken, Thrane, Frisvad &

Andersen, 2010).

Sekil 2.2. Penicillium aurantiogriseum (PDA) besiyerinde 7 giinliik koloni gériintimii

Sekil 2.3. Penicillium aurantiogriseum (PDA) besiyerinde 7 giinliik koloni goriintimii
(alttan)
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Sekil 2.4. Penicillium aurantiogriseum’un mikroskobik goriiniimii (Samson vd., 2010)

2.5. Kati Substrat Fermentasyonu (SSF)

Kat1 substrat fermentasyonu, nemli ve kati substratta mikroorganizmanin (genellikle
funguslar i¢in) biiyiitiilmesini igeren, tibbi ilag, enzim, hayvan yemi, fermente yiyecek
tiretimi i¢in kullanilan bir tiretim islemidir. SSF, hem karbon hem de enerji kaynagi olarak
kullanilabilen inert tagiyicilar veya ¢dziinmeyen substratlar tizerinde nemli kati1 destekler
iizerindeki mikroorganizmalarin yetistirilmesi olarak tanimlanmaktadir. SSF’nin amaci,
¢Oziinmeyen substrat ile birbirlerine sikica baglanabilen bakteri veya mantar kiiltiiriinii
olusturmak ve boylece fermentasyon i¢in yiiksek substrat konsantrasyonu elde etmektir.
Kullanilan kat1 substrat ¢éziinebilir bir yapida olmak zorunda degildir. Mikroorganizma
bu substrat1 karbon kaynag1 veya enerji kaynagi olarak kullanabilir. Fermantasyon, susuz
ortamda veya az su olan ya da nemli ortamda meydana gelir. Dolayis1 ile bu ortam,
mikroorganizmanin kendi dogal biiyiime ortamina yakin olur (Holker, Hofer & Lenz,

2004; Yarkin, 2007).
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SSF’de gereken su miktari, kullanilan substrata bagli olarak emilir ve biiyiime i¢in
cok biiyiik 6nem tasir. Bu sekilde mikroorganizmanin gelismesi i¢in siskinlik derecesi ile
gaz hacmini optimum diizeye getirerek gereken oksijen miktar1 karsilanmis olur.
Genellikle SSF yontemi, kati substrat ile sivi faz ayrilmadan substratin doygunluga

ulagmasi ile diger yontemlerden ayirt edilir (Yarkin, 2007).

SSF uygulamalar1 genel olarak; kati atiklardan dogal giibre ve hayvan yemi
iiretiminde, zehirli bilesenleri iyilestirmede, sanayi atiklarinin ¢evreye verdigi toksik
etkileri de kapsayan ¢evresel tedbir uygulamalar1 ve dogal atiklarin kullanilabilirliginde,
fermente gida {irlin kalitesini iyilestirmede, enzim iiretimi gibi baz1 primer metabolitlerin
tiretiminde olmak {izere farkli alanlarda yer almaktadir. Zengin organik dogalarindan
dolay1 tarimsal atiklar (bugday kepegi gibi), katma degerli iirlinlerin iiretiminde
mikrobiyal islemler i¢in ideal substratlar olarak kullanilabilir. Kat1 hal fermantasyonu
cogunlukla biyolojik doniistirme islemleri i¢in kullanilmistir. Biyolojik islemlerde
tarimsal sanayi kalintilarinin uygulanmasi bir yandan alternatif substratlar saglarken,
diger yandan kirlilik problemlerinin ¢oziilmesine yardimci olur, aksi takdirde atilmalarina

neden olabilir (Pandey vd., 2000; Yarkin, 2007).

Dogal kati substrat, SSF’de kritik faktorlerden biridir. Substratin se¢imi ile ilgili
olarak iki 6nemli husus olabilir; ilki, miktarinin ve substrat igeriginin madde iiretimine
uygun olmasidir. ikincisi, uygun bir alt tabakadan belirli bir iiriin iiretme hedefi ile
iligkilidir. Bu durumda, ¢esitli alt tabakalar1 taramak ve en uygun olan1 segmek gerekli
olacaktir. Ideal bir kat1 substrat, uygun islevler i¢in mikroorganizmaya ihtiyaci olan tiim
besin maddelerini saglamalidir. Her kullanilan kati substrat, mikroorganizmanin
ithtiyacina yonelik olmayabilir. Eger kati substratin mikroorganizma i¢in yeterli besin
maddelerini saglayamadigi eksiklikleri var ise SSF ortamina sonradan besin ilave edilerek

de bu yontem uygulanabilir (Pandey, 2003; Yarkin, 2007).

Bakteriler, mayalar ve kiifler kat1 substratlar {iizerinde biiyiiyebilir ve SSF
islemlerinde  kullanilabilirler.  Filament6z funguslar, SSF i¢in en uygun
mikroorganizmalardir. Fungal biiyiimenin hifsel yapisi, diisiik su aktivitesine ve yliksek
ozmotik basing kosullarmma iyl toleranslari, mantarlar1 kati substratlarin biyo-

dontistiiriilmesi i¢in hazirlanan dogal mikroflorada avantajli kilar (Balkan & Ertan, 2007).
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SSF yontemini olusturan asamalar etkileyen faktorler arasinda uygun tiiriin se¢imi,
iretimi yapilacak islemin c¢evresel veya kimyasal parametrelerinin optimum sartlarinin
saglanmasi yer almaktadir. Ayrica belirli bir alt tabakadaki mikrobiyal biiyiime ve aktivite
icin parcacik boyutu, nem diizeyi ve su aktivitesi en kritik noktalardandir. Genellikle,
daha kiiciik alt tabaka parcaciklari, mikrobiyal lireme i¢in daha biiyiik ylizey alani
saglayacaktir. Ayni zamanda daha biiyiik parcaciklar daha iyi solunum ve havalandirma
efekti saglar (partikiil araliklarinin artmasi nedeniyle) ancak biiylime i¢in siirh yiizey
olusturur. Bu nedenle, belirli bir siire¢ i¢in optimum pargacik boyutuna ulasilmasi

gerekecektir (Pandey vd., 2000).

SSF ve SmF yontemini karsilagtiracak olursak SSF cok daha fazla avantaja sahiptir.

SSF’in avantaj ve dezavantajlarinin karsilastirilmasi Cizelge 2.5’de verilmistir.

Cizelge 2.5. SSF’nin avantajlar1 ve dezavantajlar1 (Karatas, 2008).

SSF’in avantajlar: SSF’in dezavantajlar:

- Diisiik maliyet - pH, sicaklik, nem, as1 ve besin miktar1

- Daha yiiksek tiretim kapasitesi gibi parametrelerin kontrol giicligu

- Maksimum iyi oksijen transferi | - Reaksiyonun denge giicligi

- Minimum enerji ihtiyaci - Etkin karigim disukligi

- Enerji ve maliyetin azaltilmasi - Stcaklik artigt

- Daha yiiksek saf olmayan kirli

- Basit teknoloji
asit teknoloj maddelerin tiretimi

- Deneysel problemlerin az
olmasi

- Dogal yasam ortami1 olmasi

Ticari enzim {iretimine ihtiyacin artmasi ile SSF giinlimiizde ¢ok ¢esitli tarimsal
kaynaklardan meydana gelen atiklar ile yapilmaya baslanmistir. Fiyat ve ulagilabilirlilik
onemli ol¢iitlerdir ve dolayisiyla SSF siirecinde 6nemli rol oynarlar. SSF genellikle daha
basit asamalar1 gerektirir ve SmF’den daha az enerji ihtiyacina gereksinim duyar

(Karatas, 2008).
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SSF  yontemi  kullanilarak  lipaz  enziminin {retilmesine uygun olan
mikrofunguslardan bazilari: Candida, Aspergillus, Rhizopus, Neurospora, Penicillium ve
Mucor’dur (Pandey vd., 2000).

2.5.1. SSF Yonteminde Substratlar

Diinyadaki niifusun giderek artmasi ile birlikte tiiketim miktar1 da artmaktadir. Buna
bagli olarak artan gida, tekstil, ilag vb. gibi alanlarda olusan atiklar da 6nemli bir problem
haline gelmistir. Atik miktarini azaltmak i¢in ise en az diizeyde atik iiretecek yontemlerin
olusturulmas1 ve atiklarin geri doniisiimlerinin yapilmasi gerektirmektedir (Yaman,
2012). Ulkemizin tarmmsal iiretim potansiyeli yiiksek oldugundan, bitkisel atiklarin
yeniden degerlendirilmesi ve geri doniisiimii ¢ok biiylik 6nem arz etmektedir. Ayrica
gida, ilag, kozmetik ve tekstil endiistrisinde 6nemsiz olan atiklar da cesitli alanlarda
hammadde olarak kullanilabilmektedir (Cergioglu, 2011; Citak, Sénmez & Oktiiren,
2006; Yaman, 2012). Biyoteknolojik siireclerde bu atiklarin substrat olarak kullanimina;
meyve ve sebze atiklarindan etil alkol, metan, laktik asit, sitrik asit, siirfektan, mantarlar,
enzimler, gida bilesenleri ve Ozellikle aroma maddeleri tiretimi, yag endiistrisinden
meydana gelen bir¢ok atiklardan (kati ve sivi atiklar) biyoteknolojik geri-doniisiim yolu
ile degerli iirtinler (6rnek: 6- ve y-dekalakton), biyodizel ve enzim (6rnegin ot, misir
kocani, ay¢icegi sap1 ve bugday samani kullanilarak ksilinaz enzimi eldesi) iiretimi, seker
fabrika at1g1 olan melastan etanol, ekmek mayasi iiretimi, tahil endiistrisinden elde edilen
atiklardan biyoteknolojik tiretim yolu ile etil alkol, tek hiicre proteini (THP), laktik asit
iiretimi Oornek olarak verilebilir (Behget, Aydin & Cakmak, 2012; Kocabas, Giimiistas &
Gonek, 2017; Sener & Unal, 2008)

Bizim ¢aligmamizda Penicillium aurantiogriseum’dan lipaz elde edebilmek amaci
ile substrat olarak tarimsal atiklardan; aygigegi kiispesi, misir kiispesi ve bugday kepegi

kullanilmastir.
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BOLUM 3

KAYNAK ARASTIRMASI

Roberts (1987), aygigegi tohumlarindan extraseliiler lipaz enzimi iireten fungus
tiirlerini izole ederek; Aspergillus, Eurotium, Penicillium, Rhizopus tiirleri ve daha birgok
tiirde lipaz aktivitesini gostermistir. Ayrica parametrelerin optimizasyonu ¢aligmalarini

da elde ettikleri lipaz aktivitesini arttirmak amaci ile yapmustir.

Ferrer, Jplou, Nuero, Reyesve ve Ballesteros (2000), Penicillium chrysogenum ile
yaptiklari ¢alismada bu fungustan lipaz iiretiminde optimum pH’nin 7.9 ile 8,1 arasinda

oldugunu bildirmislerdir.

Cardenas vd. (2001), yaptiklar1 calismada, substrat olarak zeytinyagi kullanarak
fungal ve maya lipazlari igin tribiitirinde aktivite tayini yapmislardir. Aspergillus,

Fusarium, Penicillium tiirlerine ait enzim aktiviteleri elde etmislerdir.

Maia (2001), Fusarium solani susunu kullanarak kesikli fermantasyon yontemi ile
lipaz aktivitesini elde etmeyi amaglamistir. Substrat olarak misir, hindistan cevizi, zeytin,
palmiye ve susam yagi kullanmistir. Tiim substratlarda kayda deger bir aktivite elde

etmistir.

Vanot, Deyris, Guilhem, Luu ve Comeau (2001)’nun Penicillium cyclopium ile
yaptiklart lipaz tretimi ¢alismasinda, Penicillium cyclopium i¢in optimum pH’nin 5.5
oldugu gosterilmistir. Ayrica enzim {iretimi iizerine kiiltiir kosullarinin 6nemli oldugunu

ve optimize edilmesi gerektigini sdylemislerdir.
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Orhan (2002), Rhizopus arrhizus ile SSF yontemini kullanarak yaptigi lipaz iiretimi
caligmasinda kayda deger aktivite gézlemlemistir. Aycicegi kiispesini besiyeri olarak

kullanmis ve lipaz {iretiminin arttigini bildirmistir.

Lima vd. (2003), yaptiklar1 ¢alismada Penicillium aurantiogriseum’un farkli karbon
ve azot kaynaklarinda tretimini gergeklestirerek enzim aktivitelerine bakmislardir.
Zeytin, musir, soya ve aycicegi yaglari karbon kaynaklari olarak test edilmis olup, %1
zeytinyagi, bu ¢alismada elde edilen en yiiksek enzim {iretiminin belirlendigi karbon
kaynagi olmustur. Enzim {iretiminin, 26 ila 32 °C arasinda test edildigi aralikta 29 °C'de

en iyi aktivite gozlemlenmistir.

Cihangir ve Sarikaya (2004), topraktan izole ettikleri mantarlar1 ekstraseliiler
lipolitik aktivite agisindan taramislardir. En yiiksek lipaz tiretimini Aspergillus sp.’de
kaydetmislerdir. Aspergillus sp.'den hiicre dis1 lipazin biiylimesini ve tiretimini belirleyen
bazi optimal parametreleri arastirilmislardir. En iyi lipaz liretimi, kiiltiirtin pH: 5.5 ve 30
°C'de inkiibasyonunun 4. giiniinde oldugunu bildirmiglerdir. Ortam, karbon kaynagi
olarak zeytinyagi ve azot kaynagi olarak pepton kullanilarak hazirlandiginda, daha iyi

lipaz tiretimi elde ettiklerini bildirmislerdir.

Alkan, Baysal, Dogru ve Uyar (2005)’1n yapmis olduklar1 ekstraselliilar lipaz enzimi
tiretimi c¢alismasinda, kavun kabugu substrat olarak kullanilarak Bacillus coagulans
bakterisinden lipaz iiretilmis ve bazi optimizasyon calismalar1 yapilmistir. Enzimin en iyi
tiretildigi siire 24 saat, optimum pH ve sicakligi sirastyla pH: 7.0 ve 37 °C olarak
bulunmustur. %2 zeytinyaginin enzim tiretimini artirdigi gozlenmis, farkli azot, karbon
kaynaklar1 ve surfaktantlarin etkisi incelenmistir. Sodyum dodesil siilfat (SDS),
amonyum nitrat (NH4sNO3), nisasta ve maltoz enzim iiretimini artirmistir. Metal iyonlarin
etkisi sonucu magnezyum ve nikelin enzimi sirastyla %32 ve %26 diizeyinde inhibe

ettigi, kalsiyum iyonlarinin ise enzim aktivitesini %105 artirdig1 tespit edilmistir.

Kempka vd. (2008), yaptiklari ¢alismada substrat olarak soya fasulyesi kepegi
kullanarak Penicillium verrucosum tarafindan elde edilen ham enzimatik ekstraktlarin
lipaz tiretimi ve kismi karakterizasyonunu arastirmislardir. Sicakligin enzim iiretimini
etkileyen ana faktorlerden oldugunu belirtmislerdir. Optimize edilmis tretim sicaklig

27.5 °C olarak tespit edilmistir.
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Rajan ve Nair (2011), yeni bir izolat olan Aspergillus fumigatus MTCC 9657'den
alkali lipaz tiretimi i¢in SSF ve SmF'nin substrat olarak yagsiz piring kepegi kullanilarak
karsilastirmali bir calismasin1 yapmuslardir. Inkiibasyon siiresi, baslangic pH'si ve
inkiibasyon sicaklig1 gibi farkli islem parametreleri, alkali lipazin maksimum iiretimi elde
etmek i¢cin optimize edilmistir. Maksimum enzim tretimi (8.13 U / mL), 30 °C'de

oldugunu bildirmislerdir.

Iftikhar vd. (2011), Faisalabad'in gesitli bolgelerinden elde edilen fungal suslarla
hiicre dis1 lipazlar1 iretmeyi hedeflemislerdir. Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum, Rhizopus microsporus, Mucor mucedo, Alternaria alternata, Trichophyton
sp., Fusarium semitectum, Curvularia sp., Aspergillus flavus, Mucor sp. ve
tanimlayamadiklar1  birka¢ tiirden ekstraseliiler lipaz {iretimi gerceklestigini
bildirmislerdir. Lipaz iretimini gergeklestiren suslar i¢cin pH, sicaklik, inokulum
biiyiikliigii, substrat miktar1 ve inkiibasyon siiresi gibi farkli ¢evresel parametreler
optimize edilmistir. En iyi lipaz iiretiminin Trichophyton sp. tarafindan 48 saatte, pH:7’de

ve 30 °C’de oldugunu tespit etmislerdir.

Malilas vd. (2013), Penicillium camembertii KCCM 11268 ile yaptiklari ¢alismada
SSF ortaminda lipaz tiretimi ve optimizasyonunu arastirmiglardir. P. camembertii KCCM
11268 lipaz iiretimi i¢in substrat olarak bugday kepegi kullanilarak SSF'de yetistirilmistir.

Optimum as1 miktar1 10° olarak bildirilmistir.

Oliveira vd. (2013), Fusarium sp. ile iiretilen lipazlar igin fermantasyon kosullarini
karsilastirmislardir. Krema, keten tohumu, musir, palmiye, zeytin, soya fasulyesi ve tavuk
yagini SmF ve SSF ortamlarinda ayr1 ayr1 kullanarak Gibberella fujikuroi susunu
yetistirmislerdir. En 1y1 aktiviteyl SSF ile krema yagini kullandiklar1 ortamdan elde

etmislerdir.

Aky1l (2014), yaptig1 ¢aligmada, topraktan izole edilmis yeni bir fungal kaynaktan
lipaz iiretimini ve optimizasyonunu amaglamistir. Lipaz kaynagi olarak, Trichoderma
citrinoviride oldugu saptanan fungus kullanilmistir. Lipaz iiretiminde dnem tasiyan
tiretim ortam1 kosullar1 ile reaksiyon ortam parametreleri incelemistir. Cesitli karbon ve
azot kaynaklarinin lipaz aktivitesine etkisini arastirmig ve lipaz iiretimi i¢in en uygun
karbon kaynagiin glukoz en uygun azot kaynaginin ise pepton oldugunu tespit etmistir.

Karbon kaynagi olarak kullanilan yaglardan ise en iyi aktivitenin zeytinyagi kullanilan
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ortamda oldugunu belirtmistir. Lipaz liretiminde en uygun pH: 5.5, sicaklik 30 °C ve

inkiibasyon stiresini 4 giin olarak bildirmistir.

Keklik¢ioglu, Cakmak ve Acikel (2015), Candida utilis mayasiyla yaptiklari lipaz
iiretimi ve optimizasyonu ¢aligmalarinda, en 1yi aktiviteyi pH:4’te, karbon kaynagi olarak
kullanilan bitkisel yaglardan ise en iyi aktiviteyi soya yagindan elde etmislerdir. Ayrica

metal iyonlarinin da farkli etkileri oldugunu bildirmislerdir.

Manoorkar ve Gachande (2015), lipaz enzim {iretimi ve enzim {iretimine fiziksel
faktorlerin etkisi ¢alismalarinda; aycicegi kiispesi ve soya yagini substrat olarak
kullanarak Aspergillus niger, A. flavus, A. fumigatus, A. terreus, A. parasiticus, Fusarium
moniliformae, F. oxysporum, Alternaria alternata, Curvularia lunata ve Penicillium
chrysogenum cinslerinde lipaz aktivitesi gézlemlemislerdir. Ayrica lipaz tiretimi lizerine

pH, sicaklik ve inkiibasyon siirelerinin de etkisi oldugunu gdstermislerdir.

Rodrigues vd. (2016), Brezilya'daki Espirito Santo Federal Universitesi'ndeki bir
restoranin  yag atiklarindan Aspergillus, Beauveria, Botrytis, Cladosporium,
Colletotrichum, Fusarium, Geotrichum, Penicillium, Rhizomucor ve Verticillium
cinslerine ait olan 20 filamentéz fungus izole etmislerdir. Fungal lipaz aktivitesi ve
biyokiitle iiretimi 6l¢iilmiistiir. En iyi extraseliiler lipaz aktivitesi, Penicillium sp.'den elde

edilmistir.

Yapilan literatiir taramasinda fungal lipaz liretiminin endiistride kullanimina olanak
saglanmasi acisindan temel bilgilerin arastirilmasi hedeflenmistir. Bunun yaninda
endiistriyel ~atiklarin  substrat olarak kullanilmast konusunda literatiir  bilgisi
arastirilmistir. Degerlendirilen literatiirler dogrultusunda; lipaz enzimi {ireten yeni
mikrofungus suslariin elde edilebilecegi, bununla birlikte lipaz tiretiminde kullanilan
substrat  kaynaklarinin  denenebilirligi ve enzim {retiminde kati atiklarin
kullanilabilirligini SSF ile arttirmaya yonelik bir gereksinim oldugu gibi varsayimlara
ulasilmigtir. Yapilacak calismada incelenen literatiirdeki calismalardan yararlanilarak,
yeni fungal lipaz kaynaklarmin bulunabilmesi ve atiklarin substrat kaynagi olarak
kullaniminin arttirilmast ile daha ucuz, cevreye yararli bir sonu¢ elde edilmesi

hedeflenmistir.
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BOLUM 4

MATERYAL VE METOD

4.1. Ekstraseliiler Lipaz Aktivitesi Acisindan Mikrofunguslarin Taranmasi

Bu calismada, Trakya Universitesi Arda Meslek Yiiksekokulu Gida Isleme Boliimii
mikrofungus koleksiyonunda yer alan 20 cinse (Alternaria, Aspergillus, Arthrinium,
Acremonium, Beuveria, Cladosporium, Cochliobolus, Dendryphyon, Fusarium,
Geotrichum,  Gibberella, Penicillium, Phoma, Ramichloridium, Rhizopus,
Scopulariopsis, Talaromyces, Trichothecium, Trichoderma, Verticillium) ait 62 tiir olmak
tizere, 85 adet mikrofungus susu (Sekil 4.1) ekstraseliiler lipaz iiretme yetenekleri

agisindan taranmistir.
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Sekil 4.1. Tarama yapilan mikrofungus suslarinin stok kiiltiirleri

4.1.1. Kullamilan Tarama Ortam

Kiiltiirlerdeki lipolitik aktiviteyi test edebilmek i¢in tribiitirinli lipaz besiyeri
hazirlanmistir. Besiyerinin igerigi su sekildedir:

800 ml distile su,

2 gr pepton from meat,

2 gr pepton from kazein,

2.4 gr yeast extract,

9.6 gr agar agar

Tiim igerik bir araya getirildikten sonra 1siticilt manyetik karistiricitda homojen hale
gelene kadar tutulmustur. Daha sonra 121°C’de 15 dk siire ile otoklavda sterilize
edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri yaklagik 60 °C’ye kadar sogutulduktan sonra

igerisine aseptik kosullarda 0.8 ml tribiitirin ilave edilmistir. Pipet yardimi ile daha

27



onceden steril edilmis cam tiiplere 7’ser ml olarak dagitilmistir. Dik olarak dondurulmaya

birakilmistir. (Topal vd., 2000).

4.1.2. Mikrofunguslarin Tarama Ortamina Ekimi ve Uretilmesi

Potato Dextrose Agar (PDA) besiyeri bulunan petri kaplarinda 25 °C’de 7 giin inkiibe

edilmis test kiiltlirlerinden steril mantar delici yardimi ile kesitler alinmis (Sekil 4.2) ve

tiiplerde hazirlanmis olan tribiitirinli lipaz besiyerinin iizerine birakilmistir. Besiyerleri

bu sekilde 25 °C’de 7 giine kadar inkiibe edilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.2. Besiyerlerinden mantar delici ile kesit alma
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Lipaz besiyeri

F

7.gune kadar 30°C deki inkubatorde gelismeye birakalir.

!

Fﬁ“ Berraklik

' Olusumu

Lipaz Lipaz
) (+)

Sekil 4.3. Lipaz aktivitesinin analiz basamaklar1 (Topal vd., 2000).

4.1.3. En lyi Lipolitik Aktivite Gosteren Mikrofungus Susunun Belirlenmesi

Inkiibasyon siiresi sonunda mikrofunguslarmn tribiitirinli besiyerinde berraklik
olusturmalarma gore degerlendirmeleri yapilmistir. Lipazlar tarafindan tibiitirinin
hidrolize edilmesi sonucu olusan berraklik lipaz (+), besiyerinde degisiklik meydana
getirmeyenler ise lipaz (-) olarak kaydedilmistir. Lipolitik aktivitelerinin
degerlendirilmesi i¢in berrakligin derinligi 3. giinden itibaren cetvelle Ol¢lilmiistiir.
Olgme islemi 7. giine kadar yapilmistir (Topal vd., 2000). En yiiksek aktivite gdsteren

mikrofungus ile ¢alismalara devam edilmistir.
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4.1.4. Mikrofunguslarin Uretimi ve Saklanmasi

Tribiitirinli besiyerinde en iyi aktivite gosteren mikrofungus kiiltiirleri tekrar tekrar
pasaj yapmanin mikrofunguslar iizerine olumsuz etkilerinden kaginmak ve tiim ¢alisma
boyunca aymi kiiltirden ¢alismak iizere ¢ok sayida yatik agarli PDA besiyerlerine
aktarilmis, bu kiiltiirler stok kiiltiir olarak kullanilmak tizere +4 °C’de buzdolabinda

tutulmustur. Ekim i¢in 7 giinliik fungus kiiltiirleri kullanilmigtir. (Balkan, 2008).

4.2. SSF Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

SSF kiiltiir ortamint hazirlamak i¢in substrat olarak bugday kepegi, misir kiispesi ve
aycicegi kiispesi kullanilmigtir. Bu substratlar pastor firininda 80° C’de 24 saat
kurutulduktan sonra (Sekil 4.4), 250 ml’lik erlen mayerlere 5’er gr olacak sekilde
konulmustur. Distile su ile besiyerinin nem igerigi ayarlandiktan sonra otoklavda 121

°C’de 15 dk siire ile sterilizasyon saglanmustir. (Sekil 4.5) (Balkan, 2008).

o
o cmm—
-

Sekil 4.4. 80 °C’de 24 saat kurutululan ayg¢icegi kiispesi, misir kiispesi ve bugday
kepegi
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Sekil 4.5. Sterilize edilmis SSF kiiltiir ortamlar1

4.2.1. SSF Kiiltiir Ortamina Mikrofunguslarin Ekimi, Uretimi ve Lipaz Eldesi

Tribitirinli lipaz besiyerinde en iyi aktivite gosteren mikrofunguslarin PDA
besiyerlerindeki 7 glinliik kiiltiirleri steril distile su ile yikanarak 4 kat steril gazli bezden
gecirilmis ve spor siispansiyonlart hazirlanmistir. Thoma lamu ile spor siispansiyonlari
mililitrede 1x10°8 spor igerecek sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan spor siispansiyonlari
SSF ortamina 1ml olarak aktarilmig ve kiiltiir ortami1 25 °C’ de 7 giin siire ile inkiibasyona

brrakilmigtir.

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerlerine 50 ml distile su eklenerek 200 rpm’lik
calkalamal1 etiivde 60 dk calkalanmistir. 60 dk sonunda igerik ilk dnce steril gazli bezden
daha sonra Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilmiistiir. Elde edilen siiziintii kaba enzim
kaynagi olarak kullanilmistir (Sekil 4.6 ve 4.7) (Balkan, 2008).

Sekil 4.6. Kaba enzim kaynagi elde etme hazirliklar
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Sekil 4.7. Sirasi ile gazli bez ve filtre kagidindan gecirilen ve kaba enzim kaynagi
olarak elde edilen siizlintiiler

4.2.2. Ekstraseliiler Lipaz Aktivitesinin Spektrofotometrik Yontem ile Ol¢iilmesi

SSF yontemi ile elde edilen extraseliiler lipaz enzim aktiviteleri spektrofotometrik
yontem ile Ol¢iilmiistiir. Spektrofotometrik olarak lipaz aktivitesi dlglimiinde Hung,
Giridhar, Chiou & Wu, (2003)’lin, kullandig1 yontem modifiye edilerek asagidaki
prosediir kullanilmistir (Cizelge 4.1). 0.05 gr para-nitrofenil palmitat (PNPP) etanol ile
10 mI’ye tamamlanarak su banyosunda (40 °C) ¢oziindiiriilmiistiir. 2.65 gr NaoCOs distile
su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmigtir. Tiim ¢ozeltiler taze olarak hazirlanmigtir
(Stikran Sengel, 2007).

Cizelge 4.1. Lipaz aktivitesinin Spektrofotometrik Yontem ile 6l¢iimiinde uygulanan
islemler

Substrath Tiip Kontrol Tiip
1 ml kaba enzim 1 ml kaba enzim
1 ml PNPP 1 ml etanol

5 dk 40 °C sicak su banyosunda reaksiyon | Bekleme yok

2 ml Na;COs 2 ml Na2COs

10 dk santrifiyj Santrifiij yok

Ust s1v1 (1/25 oraninda seyreltilerek) 404 Ust s1v1 (1/25 oraninda seyreltilerek)
nm de Ol¢lilmiistiir 404 nm de ol¢iilmiistiir
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Ust stvi yogun oldugu icin 1/25 oraninda seyreltmeler yapilmis ve aym sekilde
kontrol tiip de bu oranda seyreltilerek Ol¢timler alinmigtir. Yapilan dl¢limden sonra
kontrol tiipiin absorbans degeri substratli absorbans degerinden c¢ikarilarak aktivite

bulunmustur. Aktivite 6rnek hesab1 Ek 1’de verilmistir (Siikran Sengel, 2007).

4.3. En lIyi SSF Kiiltiir Ortaminin Belirlenmesi

Tributirinli lipaz tarama ortaminda en iyi aktivite gosteren mikrofungusun, substrat
olarak (5 gr), bugday kepegi, (5 gr) aycicegi kiispesi, (5 gr) misir kiispesi ve bunlarin
karigimi (esit oranda karisimdan 5gr), distile su ile besiyerinin nem igerigi ayarlandiktan
sonra SSF ortamlarindaki lipaz dretim aktivitesi birbirleriyle karsilastirilarak
belirlenmistir. En yiiksek aktivitenin gozlendigi SSF kiiltiir ortamu ile ¢aligmalara devam

edilmistir.

4.4. SSF ile Ekstraseliiler Lipaz Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

Secilen fermantasyon ortaminda, enzim aktivitesi {izerinde etkisi oldugu bilinen bazi
parametreler degistirilerek en iyi kosullar belirlenmeye calisilmigtir. SSF yontemi ile
mikrofunguslardan enzim tliretiminde optimum inkiibasyon siiresi, inkiibasyon sicakligi,
baslangic nem diizeyi, baslangi¢c as1 konsantrasyonu, baslangi¢ pH etkisi ve karbon
kaynag1 olarak kullanilan bitkisel yaglarin etkisi optimize edilmesi gereken Onemli
parametreler arasindadir. Bu ¢aligmada, bahsedilen parametrelerin her biri birbirinden
bagimsiz olarak test edilmistir. Optimize edilen parametre bir sonraki deneyde

sabitlenmistir (Balkan, 2008).

4.4.1. Optimum Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

P. aurantiogriseum’dan enzim {iretiminde en uygun inkiibasyon siiresini belirlemek
icin SSF’de aygigegi kiispesi substrat olarak kullanilmistir. Ayg¢icegi kiispesi 80°C’ de 24
saat kurutulmustur. 250 ml’lik erlen mayerlere 5’er gr olacak sekilde konulmustur. Distile

su ile nem igerigi ayarlanmistir. Besiyerleri otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilmistir. 7
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giinlik PDA besiyerlerinden 1x10° mikroorganizma igerecek sekilde spor
siispansiyonlar1 hazirlanmistir. SSF ortamlarina 1’er ml as1 yapilmistir. 25 °C’de her giin
i¢in inkiibasyondan sonra besiyerlerine 50 ml distile su konularak 200 rpm’de ¢alkalamali
etiivde 1 saat siireyle calkalanmistir. SSF ortamlar1 steril gazli bezden siiziilmiis ve
Whatman no:1 filtre kagidindan gegirilmistir. Elde edilen siiziintii kaba enzim kaynagi

olarak kullanilmistir (Balkan, 2008).

Secilen mikrofungusun maksimum enzim {iretimini gergeklestirdigi iiretim stiresini
bulmak i¢in enzim aktivitesinin diisiis gosterdigi giine kadar 1. giinden 10. giine kadar

enzim aktivite olgtimleri yapilmistir (Balkan, 2008).

4.4.2. Optimum Inkiibasyon Sicakhiginin Belirlenmesi

P. aurantiogriseum’dan enzim {iretiminde en uygun iretim sicakligini bulabilmek
icin 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C sicakliklarda iiretim yapilmistir. 24 saat pastor firininda
kurutmaya birakilmis aycicegi kiispesinden 250 ml’lik erlen mayerlere 5’er gr olacak
sekilde konulmustur. Distile su igerigi ayarlanmistir. Besiyerleri otoklavda 121 °C’de 15
dk steril edilmistir. 7 gilinliik PDA besiyerlerine distile su ilave edilerek hazirlanan spor
siispansiyonundan 1x10° kiiltiir ortamlarma as1 yapilmustir. 6 giin inkiibasyona

birakilmistir (Balkan, 2008).

4.4.3. Optimum Baslangic Nem Miktarinin Belirlenmesi

P. aurantiogriseum’dan enzim tiretiminde en uygun iiretim baglangi¢c nem miktarinin
belirlenebilmesi i¢in SSF kiiltiirlerinin baslangi¢c nem diizeyleri distile su ile %35, %55,
%75, %95 (w/v) olarak ayarlanmistir. Ay¢igegi kiispesi 80 °C’ de 24 saat kurutulduktan
sonra 250 ml’lik erlen mayerlere 5’er gr olacak sekilde konulmugstur. Otoklavda 121 °C’
de 15 dk steril edilmistir. 7 glinlik PDA besiyerlerine distile su ilave edilerek hazirlanan
spor siispansiyonundan 1x10° kiiltiir ortamlarina as1 yapilmistir. 6 giin 25 °C’de

besiyerleri liretime birakilmistir (Balkan, 2008).
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4.4.4. Optimum As1 Miktarinin Belirlenmesi

As1 konsantrasyonunu belirlemek icin 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 ve 3.0 ml spor (1x10°)
siispansiyonlar1 kullanilmistir. Baglangi¢c nem diizeyi %75 (w/v), inkiibasyon sicaklig1 25

°C’de 6 giin inkiibasyona birakilmistir (Balkan, 2008).

4.4.5. Optimum Baslangi¢c pH Diizeyinin Belirlenmesi

Baslangic pH diizeyini belirleyebilmek i¢in pH: 5.0 (0.1 M ftalat tamponu), pH: 5.5
(distile su), pH: 6.0 (0.1 M fosfat tamponu), pH: 7.0 (0.1 M fosfat tamponu), pH: 8.0 (0.1
M fosfat tamponu) diizeyinde nemlendirici ajan olarak tamponlar hazirlanmistir.
Baglangi¢ nem diizeyi hazirlanan farkli pH’lardaki nemlendirici ajanlarla %75 (w/v)’e
ayarlanmug, 1x10° ml as1 ekim yapilmis ve inkiibasyon sicakligi 25 °C’de 6 giin
inkiibasyona birakilmistir (Balkan, 2008).

4.4.6. Bitkisel Yaglarin Etkisinin Belirlenmesi

Bitkisel yaglarin etkisini gorebilmek icin karbon kaynagi olarak zeytin, ay¢icegi ve
susam yag1 kullanilmistir. 24 saat etiivde bekletilen aycicegi kiispesi ile hazirlanan SSF
besiyeri pH: 5.5 olan nemlendirici ajan ile %75 (w/v) diizeyde nemlendirilmis ve 121
°C’de 15 dk otoklava atilmistir. Otoklavdan ¢ikarildiginda %1 oraninda her bir yagdan
SSF besiyerlerine aktarilmistir. 1x10°® ml as1 ekim yapilmistir. 25 °C’de 6 giin
inkiibasyona birakilmistir (Balkan, 2008).

4.4.7. Belirlenen Optimum SSF Kiiltiir Ortam Kosullarinda Spesifik Aktivite

Ol¢iimii

Belirlenen optimum SSF kiiltiir ortaminda fungal lipaz iiretimi gergeklestirilerek
enzimin spesifik aktivitesi belirlenmistir. Spesifik aktivite tayininde protein miktarmin

belirlenebilmesi i¢in Lowry Metodu kullanilmistir (Lowry, vd., 1951).
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Calismada, oOlgiilen protein derigimleri ve aktivite degerlerinden yararlanilarak

orneklerin spesifik aktiviteleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaistir.

Spesifik Aktivite = (U/ml) * (ml/mg protein)

4.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen deneysel verilerden yararlanilarak inkiibasyon siiresi, pH, nem, asi
miktari, bitkisel yaglarin etkisi, sicakligin etkisi birbirinden bagimsiz olarak toplam lipaz

aktivitesine etkisi MINITAB 18 PAKET PROGRAMI ‘Tek Yonlii Anova’ istatiksel

yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
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BOLUM 5

BULGULAR

5.1. En lyi Lipolitik Aktivite Gosteren Mikrofungusun Secimi

Tribiitirin iceren besiyerinde taranan mikrofunguslar lipaz (+) ise, besiyerinde
berraklik meydana gelmekte (Sekil 5.1. A), lipaz (-) ise besiyerinde higbir degisiklik
olmamaktadir. Lipaz (+) olarak degerlendirilen besiyerlerinde olusan bulaniklik 3.
giinden 7. giine kadar cetvel ile ol¢lilmiistiir. Sonuglarin degerlendirilmesinde 7. giin
Olgtimleri esas alinmistir (Cizelge 5.1). Penicillium aurantiogriseum (Sekil 5.1. B)’un, en

yiiksek aktiviteyi gostermesinden dolayi, SSF yontemi ile ekstraseliiler enzim {iiretim

caligsmalarina bu mikrofungus kullanilarak devam edilmistir.

A B

Sekil 5.1. (A) Tribiitirinli besiyerinde pozitif olarak degerlendirilen suslarin goriiniimii,
(B) Tribiitirin Agar kontrol besiyeri ve Penicillium aurantiogriseum tiiriiniin tribiitirinli
besiyerindeki lipaz aktivitesi
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Cizelge 5.1. Tribiitirinli besiyerinde taranan mikrofungus suglarmin 7. giin lipolitik

aktivite 6l¢timleri (L.A.: lipolitik aktivite)

MIKROFUNGUS L.A. MIKROFUNGUS L.A.
Penicillium aurantiogriseum 19cm Aspergillus fumigatus (sus 2) 0.6 cm
Aspergillus flavus (sus 1) 1.8cm Cladosporium cladosporioides (sus 3) 0.6 cm
Penicillium solitum 1.6cm Dendryphyon comosum 0.6 cm
Rhizopus arrhizus 1.6cm Alternaria citri 0.6 cm
Penicillium solitum (sus 1) 1.5cm Fusarium crookwallense 0.6 cm
Penicillium solitum (sus 2) 1.5cm Verticillium chlamydosporium 0.6 cm
Penicillium sp. (sus 1) l.4cm Gibberella fujikuroi 0.6 cm
Penicillium sp. (sus 2) l.4cm Trichoderma sp. (sus 2) 0.6 cm
Rhizopus sp. 1.3cm Cladosporium 0.6cm
Aspergillus parasiticus 1.3cm Aspergillus terreus (sus 2) 0.5cm
Aspergillus sp. (sus 1) 1.3cm Fusarium culmorum (sus 1) 0.5cm
Fusarium poae (sus 1) 1.2cm Ramichloridium subulatum 0.5cm
Penicillium citrinum 1.2cm Acremonium sordidulum 0.5cm
Rhizopus sp. (sus 1) 1.2cm Alternaria alternata (sus 1) 0.5cm
Aspergillus sp. (sus 2) 1.2cm Aspergillus niger (sus 1) 0.5cm
Penicillium bilaiae l.1lcm Alternaria alternata (sus 2) 0.4cm
Cladosporium cladosporioides (sus 1) | 1.1cm Buveria sp. 0.4cm
Penicillium griseoroseum 1.1cm Fusarium crokwallanse 0.4cm
Rhizopus oryzae 1.1cm C.sphareospermum 0.4cm
Penicillium sp. (sus 3) 1.0cm Fusarium glomerata 0.4cm
Aspergillus flavus (sus 2) 1.0cm Penicillium sp. (sus 5) 0.4cm
Penicillium chrysogenum 1.0cm A fumigatus (sus 3) 0.3cm
Penicillium brevicompactum 1.0cm Fusarium culmorum (sus 3) 0.3cm
Aspergillus sp.(sus3) 1.0cm Aspergillus terreus 0.3cm
Aspergillus wentii 1.0cm Phoma sp. 0.3cm
T. roseum 1.0cm Aspergillus niger (sus 2) 0.3cm
Scopulariopsis sp. 1.0cm Geotrichum candidum 0.3cm
Aspergillus oryzae 1.0cm Aspergillus niger (sus 3) 0.3cm
Penicillium viridicatum 1.0cm Aspergillus niger (sus 4) 0.3cm
Rhizopus sp. (sus 2) 0.9cm Aspergillus niger (sus 5) 0.2cm
Cladosporium chlorocepharum (sus 1) | 0.9 cm Penicillium citroenigrum 0.2cm
Penicillium harquei 0.9cm Cochliocolus spicifer 0.2cm
Trichoderma sp. (sus 1) 0.9cm Fusarium poae (sus 2) 0.2cm
Fusarium equiseti 0.8cm Penicillium digitatum (sus 1) 0.2cm
Aspergillus flavus (sus 3) 0.8cm Penicillium digitatum (sus 2) 0.2cm
Penicillium sp. (sus 4) 0.8cm Geotrichum candidum 0.2cm
Penicillium oxalicum 0.7cm Talaromyces purpurogenus 0.2cm
Aspergillus versicolor 0.7cm Aspergillus niger (sus 6) 0.2cm
Aspergillus terreus (sus 1) 0.7cm Penicillium sp. (sus 6) 0.1cm
Fusarium concolor 0.6 cm Arthrinium phaerospermum 0.1cm
Aspergillus fumigatus (sus 1) 0.6 cm Aspergillus niger (sus 7) 0.1cm
Cladosporium cladosporioides (sus 2) 0.6 cm
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5.2. SSF Kiiltiir Ortamindaki Uretim Kosullarinin P. aurantiogriseum Ekstraseliiler

Lipaz Sentezi Uzerine Etkileri
5.2.1. SSF Kiiltiir Ortaminda Kullanilan Substratin Etkisi

Tribiitirin agar besiyerinde en yiiksek lipolitik aktivite gosteren mikrofungus olan P.
aurantiogriseum bugday kepegi, ay¢igegi kiispesi, misir kiispesi ve bunlarin karisimini
(bugday kepegi, aygicegi ve misir kiispesi) i¢ceren SSF kiiltiir ortamlarinda lipaz aktivitesi
yoniinden arastirilmistir. Farkli besiyerlerinde farkli aktivite miktar1 Ol¢tilmiistiir. P.
aurantiogriseum’un spektrofotometre ile yapilan lipaz aktivitesi 6l¢iim sonuglarina gore
en yiiksek aktiviteyi substrat olarak aygigegi igeren SSF ortaminda gostermistir. Substrat
olarak bugday kepegi iceren SSF ortaminda hi¢ lipaz sentezi olmadigi, misir kiispesi
igeren SSF ortaminda %10.8’lik, karisik substratlar1 igeren ortamda ise %13’liik bir lipaz
sentezi gerceklestigi gozlenmistir (Sekil 5.2). Substratlarin lipaz aktiviteleri arasindaki
fark istatistiki agidan Onemli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge A.1l). Bundan sonra

yapilacak deneylere aycicegi kiispesi igeren SSF ortami ile devam edilmistir.
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Sekil 5.2. Farkli substratlar igeren SSF kiiltiir ortamlarinda P. aurantiogriseum’un lipaz
aktivitesi
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5.2.2. Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Inkiibasyon siiresinin belirlenmesi ¢calismasinda aycicegi kiispesi igeren distile su ile
nemlendirilmis SSF ortaminda maksimum enzim aktivitesinin 6. giinde gerceklestigi
yapilan enzim aktivite tayinleri sonucu belirlenmistir. En iyi enzim aktivitesi 6.giinde
goriilmiistiir Uretimin 5. giiniinde enzim aktivitesi %67; 7. giiniinde %94; 8. giiniinde
%62 olarak olgiilmiistiir (Sekil 5.3). Inkiibasyon siiresinin lipaz aktivitesi iizerindeki

etkisi istatiksel olarak énemli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge A.2).
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Sekil 5.3. SSF Kkiiltiir ortaminda inkiibasyon stiresinin ekstraseliiler lipaz aktivitesi

uzerine etkisi
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5.2.3. Inkiibasyon Sicakhginin Etkisi

Aycicegi kiispesi i¢eren ve distile su ile nemlendirilmis SSF ortamlari, farkli sicaklik
derecelerine ayarlanmis inkiibatorlerde 6 giin inkiibasyon siiresi sonucunda en yiiksek
aktivite 25 °C’de iretimi yapilan ortamda saglanmistir. 35 °C’de ise iiretim
gbzlemlenememistir. 20, 30 ve 35 °C sicakliklardaki bagil aktivitelerin sirast ile %10; 62
ve 24 oraninda oldugu belirlenmistir (Sekil 5.4). Sicaklik derecelerinin lipaz aktivitesi

tizerindeki etkisi istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge A.3).
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Sekil 5.4. SSF kiiltiir ortaminda inkiibasyon sicakliginin ekstraseliiler lipaz aktivitesi
lizerine etkisi
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5.2.4. Baslangic Nem Diizeyinin Etkisi

Farkli nem oranlarina sahip SSF ortamlarinda 25 °C’de 6 giin inkiibasyon siiresi
sonunda en iyi lipaz aktivitesinin %75 (w/v) nem diizeyinde oldugu tespit edilmistir
(Sekil 5.5). %75’ten sonra sirasi ile en iyi aktiviteler %55 ve %35 nem diizeylerinde
belirlenmistir. %95°’te ise aktivite gozlemlenmemistir. %35, 55, 75 ve 95 nem
diizeylerinde aktivitelerde sirasiyla %95; 55; 0; 100 kayip oldugu bulunmustur (Sekil
5.5). Baslangi¢ nem diizeylerinin lipaz aktivitesi tizerindeki etkisi istatiksel olarak dnemli

bulunmustur (p<0,05) (Cizelge A.4).
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Sekil 5.5. SSF kiiltiir ortaminda baslangi¢ nem diizeyinin ekstraseliiler lipaz aktivitesi
tizerine etkisi
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5.2.5. As1 Miktarimin Etkisi

0.5,1,1.5,2,2.5,3 (ml’de 1x10%) ml as1 miktar1 iceren 25 °C’de %75 nem diizeyine
sahip, 6 giin inkiibasyon siiresi sonunda SSF ortamlarinda en iyi lipaz aktivitesinin 1ml
as1 ekimi yapilan ortamda oldugu tespit edilmistir 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 mL as1
(mililitrede 1x10° spor) konsantrasyonlarindaki bagil aktiviteler sirast ile %21; 100; 10;
10; 5; 2 olarak Olciilmiistiir (Sekil 5.6). As1 miktarinin lipaz aktivitesi tizerindeki etkisi

istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge A.5).
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Sekil 5.6. SSF kiiltiir ortaminda baslangic as1 miktarinin ekstraseliiler lipaz aktivitesi
tizerine etkisi
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5.2.6. Nemlendirme Sivis1 pH’sinin Etkisi

pH degerlendirmesi i¢in SSF kiiltiirlerine farkli pH’larda nemlendirme sivilari
eklendi. Bu denemeler i¢in pH: 5.0 (potasyum ftalat tamponu), pH: 5.5 (distile su), pH:
6.0, 7.0, 8.0 (fosfat tamponu) nemlendirme sivilart kullanilmistir. 25°C’de %75 nem
diizeyine sahip SSF ortaminda, 6 giin inkiibasyon siiresi sonunda en iyi lipaz aktivitesi
degeri distile su (pH: 5.5)’da belirlenmistir. pH: 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve distile su ile yapilan
nemlendirmeler sonucundaki aktivitelerde, distile su (pH: 5.5) ile karsilastirildiginda
sirastyla % 36; 87; 90; 92° lik bir azalma oldugu saptanmustir (Cizelge 5.2). Baslangic pH
diizeyinin lipaz aktivitesi lizerindeki etkisi istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05)
(Cizelge A.6).

Cizelge 5.2. SSF kiiltiir ortaminda baslangi¢ pH diizeyinin ekstraseliiler lipaz aktivitesi
tizerine etkisi

Nemlendirme Sivilari Bagil Aktivite (%)
pH 5.0 (0.1 M ftalat tamponu) 64

pH 6.0 (0.1 M fosfat tamponu) 13

pH 7.0 (0.1 M fosfat tamponu) 10

pH 8.0 (0.1 M fosfat tamponu) 8

pH 5.5 (Distile Su) 100
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5.2.7. Bitkisel Yag Ilavesinin Etkisi

Cesitli bitkisel yaglar karbon kaynagi olarak SSF ortamina %1 oraninda eklenmistir.
Eklenen yaglardan en iyi enzim aktivitesi susam yaginda goriilmiistiir. Sirasi ile en 1yi
enzim aktivitesini zeytinyagi ve aycigegi yagt olmustur (Sekil 5.7.). Bitkisel yaglarin
lipaz aktivitesi lizerindeki etkisi istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge

A7).
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Sekil 5.7. SSF kiiltiir ortamina bitkisel yag ilavesinin ekstraseliiler lipaz aktivitesi
iizerine etkisi
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5.2.8. Belirlenen Optimum SSF Kiiltiir Ortamm Kosullarinda Spesifik Aktivite

Ol¢iimii

P. aurantiogriseum’un en yiiksek lipaz aktivitesi gosterdigi optimum ortam kosullari
asagidaki cizelgede verilmistir (Cizelge 5.3). Optimum ortam kosullarinin saglandigi SSF
ortamindaki fungal enzim {retiminin protein miktar1 ve spesifik aktiviteleri
hesaplanmustir.

Cizelge 5.3. Belirlenen optimum ortam kosullarinin spesifik aktivite tayini ile protein
miktari

Parametreler Optimum Ortam Kosullar:
Substrat Aygicegi kiispesi
Inkiibasyon Siiresi 6 giin

Inkiibasyon Sicaklig 25°C

Baslangi¢c Nem Diizeyi %75

As1 Miktari 1ml

Baslangi¢ pH diizeyi Distile su (pH: 5.5)

Bitkisel Yag Etkisi Susam yag1 (%1ml)

Spesifik Aktivite 1.13 U/mg

Toplam Protein Miktar1 2.827 mg
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BOLUM 6

SONUCLAR VE TARTISMA

Enzimler ilimli gevresel kosullar altinda yiiksek aktivite, segicilik ve spesifisite
gerektiren, yesil ve stirdiiriilebilir endiistriyel siireclerin gelistirilmesinde 6nem arzeden

verimli ve giivenli biyokatalizorlerdir (Rehman, Bhatti, Bilal, Asgher & Wang, 2016)

Cok eski caglardan itibaren enzimlerin farkli kaynaklardan elde edilebildigi
goriilmektedir. Bunlar genellikle bitkisel, hayvansal ya da endiistriyel bircok alanda
gereksinimleri kargilayabilen mikrobiyal kaynakli olan enzimlerdir. Mikroorganizmalar,
biyokimyasal ¢esitlilikleri ile 1yi bir enzim kaynagi olarak goriilmektedir. Giiniimiizde
endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik %90 civar1t mikroorganizmalarin faaliyetleri
sonucu iretilenlerdir (Enez & Agiiloglu Fincan, 2017). Kiiresel enzim pazarinin
neredeyse %75'inin amilazlar, proteazlar ve lipazlar gibi hidrolitik enzimlerin
olusturdugu tahmin edilmektedir. Lipazlar, triagilgliseroliin gliserol ve yag asitlerine
hidrolizini katalize eden triagilgliserol hidrolazlardir. Sadece trigliserollerin gliserol ve
serbest yag asitlerine hidrolize edilmesini gergeklestirmekle kalmayip, ayn1 zamanda sulu
olmayan ortamlarda esterifikasyon, transesterifikasyon, asidoliz ve aminolizi katalize
edebilirler. Lipazlar (tri-agil gliserol hidrolazlar, EC 3.1.1.3) bu nedenle, gida isleme,
deterjan, deri ve tekstil fabrikasyonunun yani sira kimyasal ve farmasotik endistrilerinde
dikkate deger uygulamalara sahip en umut verici biyokatalizorlerden biridir (Liu vd.,

2017; Mehta, Bodh & Gupta, 2018; Rehman vd., 2016).

Cesitli sanayi sektorlerinde lipazlarin kullanimindaki artan ilgi g6z Oniine

alindiginda, bu arastirmada yeni fungal lipazlarin belirlenmesi i¢in 85 adet mikrofungus
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susu tribiitirinli besiyerlerinde taranarak berraklik 6l¢limii en yiiksek olan ve daha once
lipolitik aktivite agisindan az g¢alisilmis olan P. aurantiogriseum belirlenmis ve SSF
ortaminda lipaz enzimi iiretimi degerlendirilmistir. SSF yonteminde fermantasyon
siirecini etkileyen parametreler (uygun substrat se¢imi, baslangic nem diizeyi, sicaklik,
inkilibasyon siiresi, as1 miktari) arastirilarak optimize edilmistir. Bu amaca ulagirken
maliyeti diisiik tarimsal atiklardan faydalanilmasi hedeflendigi i¢in, yontem olarak SSF

yontemi kullanilmastir.

Genel olarak hasat sonrasi arazide kalan ve temizlenmez ise topragin kalitesini
azaltarak tarimsal verimi disiiren, temizlenmesi durumunda ise bir ekonomik getirisi
olmayan atiklar tarimsal atik olarak ifade edilmektedir. Cevre kirliliginde tarimsal atiklar
biiyiikk 6nem arz etmektedir. Giiniimiizde bu sorun {ireticiler agisindan biiyiik bir sorun
teskil etmektedir. Bu atiklarin bir sekilde geri doniisiimii veya cevreye saglayacak
uyumunun aragtirilmasi gerekmektedir (Eskicioglu, 2013). Trakya Bolgesi’nde 6nemli
gecim kaynagi olan aygicegi yetistiriciligi bununla beraber atik sorununu da meydana
getirmistir. Aygigegi lilkemiz i¢in ¢cok dnemli bir bitkidir ve ayni zamanda yag iiretim
kaynagidir. Biiylik uyum yetenegi ve ekimden hasadina is giiclinii gerektirmeyen
Ozellikle Trakya- Marmara bolgesi i¢in ¢ok 6nemli ve degerli bir bitkidir (Kaya, Evci,
Pekcan, Giicer & Yilmaz, 2009). Gerek ulusal yonetmelikler gerekse de uluslararasi
direktifler atiklarin yeniden kullanimi, geri doniisiimii ve geri kazanimlarini elde etmeye
yoneltmektedir (Eskicioglu, 2013). Bu nedenle yetistirilen aygigegi ile birlikte bircok
tarimsal atik, arastirmacilar i¢in bir¢ok proseste kullanilip, yararli iirlin olusumuna biiyiik

etkiler saglamigstir.

SSF yontemi kati agro-endiistriyel atiklarin substrat olarak kullanilmasina izin
verdigi i¢in ¢evresel avantaji olan bir yontemdir. SSF, mikroorganizmalarin kullanildig:
bir siirectir. Serbest su veya ¢ok az miktarda serbest su igeren bir ortamdir. SSF ¢cogu
mikroorganizmanin (esas olarak mantarlar ve kiif) dogal habitatim1 taklit eder.
Sterilizasyon icin daha az enerji ister (daha diisiik su aktivitesi nedeniyle); bakteriyel
kontaminasyona daha az duyarhdir. Bir¢cok enzim i¢in daha yiliksek enzim tretkenligi
saglar, substrat inhibisyonuna daha az duyarlidir ve bdylece daha yiiksek nihai {iriin

konsantrasyonu saglar (Soccol vd., 2017).
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Bazi atiklarin SSF yoOntemi ile extraseliller enzim iiretiminde substrat olarak
kullanilip amilaz, proteaz, lipaz gibi enzimlerin iiretildigi bir¢cok ¢aligma bulunmaktadir
(Balkan, 2008; Hammamchi, 2014; Kaya, Onen, Uyar & Akcan, 2013; Orhan, 2002). Bu
calismada da atiklardan faydali {iriin elde etmek amaci ile substrat olarak aygicegi
kiispesi, bugday kiispesi, misir kiispesi ve bu ii¢liniin karigimi kullanilarak SSF ortamlari
olusturularak fungal lipaz enzimi iiretilmeye calisilmigtir. Yapilan enzim aktivitesi
tayinlerinde en uygun substratin aycicegi kiispesi oldugu bulunmustur (Sekil 5.2).
Aycigegi kiispesinin substrat olarak kullanildigi SSF ortaminin en yiiksek lipaz {iretim
ortami1 olmasi; kullanilan hammaddenin yag oraninin yiiksek olusu ve su tutma
kapasitesinin iyi olusuna baglanabilir (Ozyurt, 2006). Bugday ve musir kiispesinin
kullanildig1 SSF ortamlarinda bugday ve musirin nisasta igeriginin yiliksek olmasi ile
topaklagsma egiliminin olmasi, partikiillerin sismesine neden olabilmektedir. Bu sisme ile
birlikte mikroorganizmanin solunumu olumsuz etkilenecegi i¢in mikrobiyal {ireme
etkilenebilir (Sargin & Goksungur, 2007). Bu sorunlar bizim ¢alismamizda da kullanilan
nisasta igerikli olan substratlarda lipolitik aktivitenin diisiik bulunmasina sebep olmus
olabilir. Sargin ve Goksungur (2007), yaptiklart ¢caligmalarinda ayni problemi bugday
germinde yasadiklarini ve benzeri iirlinlerde ayni problem olacagini bildirmislerdir. Bu
arastiricilar bugday germini ayni boyuttaki bugday kepegi ile karistirdiklarinda problemin
bliylidiiglinii ancak sert bir tutunma alani olusturmak i¢in findik kabugu ile birlikte
kullandiklarinda ise bu sorunu astiklarini savunmuslardir. Bu ¢alismada da karisik
substratlar (bugday kepegi, misir ve aygigegi kiispesi) igeren SSF ortaminda bu problemin
giderildigi gézlenmistir. SSF ortam1 optimizasyon ¢aligmalarina, en iyl enzim iiretiminin

elde edildigi substrat olan aygigegi kiispesi ile devam edilmistir.

Birgok arastirmaci extraseliiler enzim iiretiminde optimizasyon ¢alismalarinin ciddi
oranda aktiviteyi arttirdigini bildirmislerdir (Balkan & Ertan, 2007; Hammamchi, 2014;
Kaya vd., 2013; Orhan, 2002). Aygicegi kiispesi igeren SSF ortamindan elde edilen fungal
lipaz iiretimini arttirmak amaci ile ¢esitli parametreler iizerine (pH, sicaklik, inkiibasyon
stiresi, karbon kaynagi etkisi, nem) optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu ¢alismada
da ilk olarak inkiibasyon siiresinin etkisi incelenmis ve lipaz aktivitesinin 6. giinde
maksimum diizeye ulastig1 tespit edilmistir ve 6. glinden sonra diisiis gostermistir (Sekil
5.3). Mikroorganizmalarin enzim gibi primer metabolitleri log fazinda iirettikleri

bilinmektedir. Durgunluk fazina gecis ile birlikte besinlerin tiikenmesi ve bilylimenin
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durmasi, sekonder metabolitlerin sentezi, ortamdaki diger bilesiklerle etkilesim gibi
faktorler enzim sentezini azaltabilir (Ekren, 2013). Karatag (2008), yaptigi ¢alismada Van
Goli kiyisindan izole edilen Bacillus licheniformis bakterisinin amilaz ve proteaz enzim
liretimi tizerine ¢esitli parametrelerin etkisini incelemistir. Piring kabugununun substrat
olarak kullanildigi SSF teknigi ile B. licheniformis bakterisinin degisik inkiibasyon
stirelerinde amilaz ve proteaz aktivitelerini 6l¢miis ve amilaz i¢in optimum inkiibasyon
stiresini 24. saat, proteaz i¢in ise 48. saat olarak belirlemistir. Alkan vd. (2005),
ekstraselliilar lipaz enzimini substrat olarak kavun kabugu kullanarak Bacillus coagulans
bakterisinden elde etmis ve en iyi enzim aktivitesinin lremenin 24. saatinde
gerceklestigini bildirmistir. Cihangir ve Sarikaya (2004), Aspergillus sp.’den lipaz
tretimi, saflastirllmas1 ve karakterizasyonu calismalarinnda optimum inkiibasyon
sliresini 4. giin olarak tespit etmislerdir. Balkan, (2008) Penicillium brevicompactum
sugsundan SSF ile gerceklesirdigi amilaz liretiminde optimum inkiibasyon siiresini 7. giin

olarak bildirmisgtir.

Optimizasyon ¢alismasina inkiibasyon sicaklig tespiti ile devam edilmistir. Enzim
sentezi lizerine inkiibasyon sicakliginin etkisini belirlemek i¢in, hazirlanan SSF ortamlar1
farkl1 inkiibasyon sicakliklarinda 6 giin inkiibasyona birakilmistir. P. aurantiogriseum’un
en 1yi lipaz iretimini gosterdigi sicakligin 25 °C oldugu tespit edilmistir (Sekil 5.4).
Kempka vd. (2008), Penicillium verrucosum ile yaptiklar1 SSF yontemi ile lipaz tiretim
calismasinda, diisiik sicakliklarin metabolizmay1 diistirdiiglinii ve yiiksek sicakliklarin
lipaz1 inaktive edebilecegini, sicaklik ve nemdeki asiriliklarin lipaz iiretimini azaltma
egiliminde oldugunu agiklamislardir. Sztajer ve Maliszewska, (1989) Penicillium
citrinum’dan lipaz iiretim kiltiir kosullarin1 optimize etmisler ve optimum lipaz elde
ettikleri sicakligin 22 °C oldugunu bildirmislerdir. Siikran Sengel, (2007) Debaryomyces
hansenii ile yaptig1 lipaz iiretiminde sicaklik parametresi optimum degerinin 30 °C
oldugunu bildirmistir. Lima vd. (2003), Penicillium aurantiogriseum ile yaptiklari lipaz
tiretimi ¢calismasinda en 1yi aktiviteyi 29 °C de bulmuslardir. Cihangir ve Sarikaya, (2004)
Aspergillus sp.’den lipaz iiretimi, saflastirilmasi ve karakterizasyonu caligmasinda
optimum inkiibasyon sicakligin1 30 °C olarak bildirmisledir. Panagiotou, Granouillet &
Olsson, (2006) tarafindan kat1 hal fermantasyonu ile Penicillium brasilianum tarafindan
tiretilen arabinoksilan par¢alanma enzimlerinin (feruloil esteraz, ksilanaz ve a-I-

arabinofuranosidaz) iiretimi ve ortam parametrelerinin optimizasyonu arastirilmigtir.
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Optimum inkiibasyon sicakligini 26.5 °C olarak bildirmislerdir. P. aurantiogriseum 30
°C’de de iyi lireme gosteren bir mikrofungus olmasina ragmen enzim aktivitesi bu
sicaklikta daha diisiik olmustur. Yapilan ¢alismalar farkli mikroorganizmalarin, hatta ayni
ayni mikroorganizmalarin farkli suslarinin farkli optimum {ireme sicakliklarina sahip
oldugunu ve enzim lretiminin de mikroorganizmanin biiylime kinetigine bagli olarak

farkli sicakliklardan etkilendigini ortaya koymaktadir.

Baslangi¢c nem diizeyinin optimizasyonu i¢in SSF ortamlar1 destile su kullanilarak
%35, 55, 75 ve 95 (w/v) oranlarinda nemlendirilmistir. 25 °C’de 6 giin inkiibasyon siiresi
sonunda en 1iyi lipaz iiretiminin %75 baslangi¢ nem diizeyinde oldugu tespit edilmistir
(Sekil 5.5). Pandey (2003), yiiksek nemli maddelerin oksijen penetrasyonunu onleyen
substrat gézenekliliginin azalmasina neden oldugunu, 6te yandan diisiik nem igeriginin
de besinlerin yetersiz erisilebilirligine ve dolayisiyla kétii mikrobiyal biiylimeye neden
olabilecegini bildirmistir. Kempka vd. (2008), substratin baglangic neminin diisiik
olmasinin kiitle transferini engelleyerek hiicre metabolizmasi i¢in gereken enzimlerin
islevsel Ozelliklerinin kaybedilmesine neden olabilecegini vurgulamislardir. SSF
ortamlarinda kullanilan substratlarin nem tutma kapasiteleri de 6nemlidir. Balkan, Balkan
ve Ertan (2011), Penicillium chrysogenum’dan enzim iiretmek i¢in substrat olarak misir
kocani yapragi, bugday kepegi, bugday samani ve piring samani ile yaptiklart SSF
kiltlirlerinde optimum baslangi¢ nem diizeylerini %55 ila %75 olarak belirtmislerdir.
Bizim ¢alismamizda da en iyi enzim iiretiminin optimum %75 nem diizeyinde olmasinin

aycicegi kiispesinin yiiksek nem tutma kapasitesinden kaynaklandigi diigiiniilmektedir.

SSF kiiltiir ortaminda 6nemli olan parametrelerden biri de inokiiliim miktaridir. Ast
konsantrasyonunun optimize edilmesi i¢in, SSF kiiltiir ortamlarina 0.5 ml, 1 ml, 1.5 ml,
2 ml, 2.5 ml ve 3 ml mikrofungus spor siispansiyonlar1 (1x10° spor/ml) asilanmistir. En
iyi lipaz aktivitesi 1 ml spor siispansiyonu inokiile edilen SSF kiiltiir ortamlarinda 25
°C’de %75 nem diizeyinde 6 giin inkiibasyon sonucu elde edilirken, en diisiik enzim
iretimi ise 3 ml as1 slispansiyonu kullannominda goézlenmistir (Sekil 5.6). Yiiksek
hacimlerde as1 miktari ile ortamin neminin farkli diizeylere taginmasi sonucu diisiik enzim
tretimi  gerceklesebilmektedir. Bununla ilgili olarak Pandey (2003), yiiksek nemli
maddelerin oksijen penetrasyonunu onleyen substrat gozenekliliginin azalmasina neden
oldugunu bildirmistir. Riaz, Haq ve Qadder (2003), inokulum miktarmin artiginin,

mikroorganizmanin biiylimesini 6énemli 6l¢iide arttirarak ortamdaki besin maddelerinin
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yetersiz kalabildigini, rekabet nedeni ile organizmanin metabolik aktivitesinde gerileme
meydana gelebildigini ve enzim iiretiminin azaldigini; diisiik inokiilum seviyesinin ise
mikroorganizmalarin biiyiimesi ve substrati kullanabilmesi i¢in gegen siireyi uzattigini
bildirmislerdir. Bu nedenle SSF ortamlarinda baslangi¢ inokiiliim miktarinin optimize
edilmesi de son derece 6nemlidir. Roopesh, Ramachandran, Nampoothiri, Szakacs ve
Pandey (2006), Mucor racemosus’tan SSF yontemiyle fitaz {iretiminde 0.5 ve 3 ml
arasinda as1 miktarlar1 denemesinde en iyi aktivitenin 1 ml as1 miktarina sahip ortamda
oldugunu bildirmislerdir. Haq, Hameed, Mahmood ve Javed (2012), Paenibacillus
amylolyticus'un o-amilaz dretimi i¢in en iyi asi miktarmin 1.5 ml oldugunu
bildirmislerdir. Abdullah, Shaheen ve Igtedar (2014), Aspergillus niger’den SSF ile a-
amilaz iiretiminin optimizasyonunda en iyi aktiviteyi 30 °C, pH: 5.0 ve 1 ml inokiilim

hacminden elde ettiklerini bildirmislerdir.

Baslangi¢ pH diizeyinin optimize edilmesi amaci ile biyolojik aktivite tizerinde etkisi
olmayan farkli pH’larda hazirlanan tamponlar ve su ile SSF besiyeri %75
nemlendirilmistir. 1x10° as1 miktar1 ile ekim yapilmis ve 25 °C’de 6 giin inkiibasyon
sonucu lipaz aktivitesi ol¢iilmistiir. Her mikroorganizmanin optimum iireme gosterdigi
bir pH araligr vardir (mikrofunguslar i¢in hafif asidik ortamlar). pH optimizasyonu
calismasinda en 1yi enzim aktivitesi, pH’s1 5.5 olan distile su ile hazirlanan SSF ortaminda
bulunmustur (Cizelge 5.2). Tan, Zhang, Wang, Ying, Deng, (2003) Candida sp. ile
yaptiklar1 lipaz iretimi c¢aligmasinda en 1iyi aktiviteyi pH: 7.0° da gosterdigini
bildirmislerdir. Cihangir ve Sarikaya, (2004) Aspergillus sp.’den lipaz iiretimini etkileyen
parametreleri arastirmiglar ve en iyi enzim aktivitesinin pH: 5.5° da oldugunu
gostermislerdir. Orhan (2002), Rhizopus arrhizus’tan kati1 hal fermantasyonu ile lipaz
tiretimini etkileyen parametreleri incelemis ve en iyi enzim {iretiminin pH: 6.67 (dogal
pH)’ de gergeklestigini gozlemislerdir. Aydogdu, Balkan, Balkan ve Ertan (2012),
yaptiklar1 ¢alismada farkli mikrofungus tiirlerini farkli pH ayar1 yapilmis tarama
besiyerlerinde amilolitik aktivite agisindan taramislardir. Amilaz {iretimi agisindan uygun
olan mikrofungus tiirlerinin se¢iminin, ¢evresel sartlarin ve 6zellikle de besiyeri pH’ sinin

amilolitik aktivite i¢in ¢ok dnemli bir faktér oldugunu belirtmisglerdir.

Birgok arastirmaci enzim iiretimine etkisini gézlemleyebilmek amaci ile farkli seker
ve yaglar1 karbon kaynagi olarak besiyerlerine ilave etmislerdir (Kaya vd, 2013; Lima

vd., 2003). Bizim ¢alismamizda lipaz enzim iiretimini arttirmak amaci ile aygicegi, zeytin
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ve susam yagi optimum SSF ortamina %]l oraninda ilave edilmistir. En iyi enzim
tiretiminin susam yagi eklenen SSF ortaminda oldugu gozlenmistir (Sekil 5.7). Ancak
aycicegi ve zeytinyagi ilavesinin, daha diisiik bir enzim iiretimine sebep oldugu
gorilmistiir. Stikran Sengel (2007), bitkisel yaglarin hiicre dis1 lipaz aktivitesine etkisini
incelemis ve en iyi enzim iiretiminin soya yaginda oldugunu bildirmistir. Keklik¢ioglu
Cakmak ve Agikel, (2015) yaptiklar1 ¢alismada maya tiirlinden lipaz {iretimini
arastirmiglar ve optimum kosullarini incelemislerdir. Enzim aktivitesini arttirmak igin
ortama soya, misir, zeytin, aycicegi, kanola gibi bitkisel yaglar ilave etmisler ve en iyi
aktiviteyi %1,25 soya yaginda gézlemlemislerdir. Cihangir ve Sarikaya (2004), topraktan
izole ettikleri fungus tiirlinden, ortama zeytinyagi ilavesi ile daha iyi bir lipaz aktivitesi
elde ettiklerini bildirmislerdir. Sztajer ve Maliszewska (1989), kolza tohumu yagini
calismalarinda indiikleyici olarak kullanmislardir. Petrovig, Krinjar, Bedarevid, Vujicic
ve Banka (1990), Penicillium roqueforti ile yaptiklar1 ¢alismada en iyi lipaz aktivitesini
%2 zeytinyagi kullandiklar1 ortamdan elde etmislerdir. Erdem (2008), bitkisel yaglari
karbon kaynagi olarak inceledigi calismada yerfistigi, susam, palmiye, hint, hindistan
cevizi ve aycicegi yagimi kullanmis, en iyi aktiviteyi susam yaginda elde etmistir.
Karsilagtirmasin1 bu yaglarin oleik asit ve linoleik asit icerikleri yoniinden yapmaistir.
Oleik asit miktar1 icerigine bakildiginda %30’un altinda enzim iiretiminin diistiigi,
linoleik asit miktar1 agisindan bakildiginda ise %50°nin altina indiginde aktivitede azalma
meydana geldigini bildirmistir. Erdem (2008)’in bulgularin1 destekleyici nitelikte olarak;
bizim ¢alismamizda eklenen yaglarin igerikleri genel olarak degerlendirildiginde,
oleik/linoleik asit miktarlarinin enzim {retimini etkiledigi soylenebilir. Bu durum,

literatiirdeki calisma ile paralellik gostermektedir.

Lipaz iiretimi i¢in yeni kaynaklarin 6zellikle de tiretimin daha kolay, ucuz ve hizl
oldugu mikrobiyal kaynaklarin yaratilmasi dnemli bir konudur. Bu {iretimde atiklarin

substrat olarak kullanilabilirligi de biyoteknolojik acidan 6nem arz etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda lipaz iiretimi i¢in yiiksek bir verimliligi olan P. aurantiogriseum
mikrofungusunun kullanilabilir oldugu tespit edilmistir. Hiicre dis1 lipazlar, kendilerine
0zgii katalitik 6zelliklerinden dolay1 biyoteknolojik ve ¢evresel potansiyele sahip en ¢cok
umut veren enzimler arasindadir. Bu enzim i¢in yapilan ¢alismalarda Penicillium en ¢ok
incelenen cinslerden biridir, g¢esitli ekstraseliiler enzimlerin 1yi bir {reticisi ve ayni

zamanda her tiirden organik maddenin ¢ok onemli bir ayristirici-geri dontistiirticiisiidiir.
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P. aurantiogriseum dogada yaygin olarak bulunan ve tahil tiirevi iiriinlerde olusan bir
mikrofungus tiirtidiir. Lipolitik aktiviteye sahip bu susun SSF yonteminde de kullanima
uygun oldugu gozlenmistir. Bu metod ile ayni zamanda atik kullanimina 151k tutularak,
iiretimi kolay, maliyeti diisiik ve ¢cevre dostu bir lipaz liretimi gergeklestirilmistir. Lipaz
tiretim miktarini arttirmak amaci ile optimizasyon g¢alismasi yapilip, tiretim miktar: 1.5
kat arttirilmigtir. Bu dogrultuda P. aurantiogriseum susunun literatiirii destekleyici
nitelikte lipaz {irettigi ve SSF yonteminde kullanilabilir oldugu, yag icerikli bitkisel

atiklar kullanilarak iiretimin arttig1 gézlenmistir.

Bu bilgiler 1s18inda ileriye doniik calismalarda P. aurantiogriseum’un farkli
suslariin taranmasi, elde edilen lipazin saflagtirilmasi ve karakterizasyonu yapilabilir.
Ayrica, molekiiler ve kinetik 6zelliklerinin uygun bir sekilde degerlendirilmesi; kinetik
mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi ve enzim immobilizasyonunda kullanilabilirligi i¢in
saflagtirllma ¢aligmalar1 6nem arz etmektedir. Lipaz enziminin karakterizayonu ve
saflastirilmast yapilarak gida, tekstil, deterjan sanayiinde biyoteknolojik stireglerde
kullanilabilirligi arastirilabilir. Ayrica farkl atiklarin kullanilabilirligi calismasi yapilarak
literatiire katki saglanabilir. Endiistriyel alanda biiyiik 6l¢ekli fermantasyon teknikleri ile
enzim iretimine 151k tutabilir. Sonug olarak tarimsal atiklarin substrat olarak kullanildigi
SSF yontemi ile fungal lipaz {iretimi ¢alismalari, ¢evreye ve ekonomiye biiylik katki
saglayarak cevre dostu, ucuz ve kolay enzim iiretimine olanak saglayabilecegi

diistiniilmektedir.
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EKLER

EK 1. Ornek Lipaz Aktivite Hesabi

PNPP + HO _lipaz __ PNP + palmitik asit

Bir {inite enzim (U), bir dakikada 1 pmol PNP agiga ¢ikarmak icin gerekli enzim miktari

olarak tanimlanmuistir.

Monokromatik 151n demetleri i¢in gecerli olan Lambert-Beer Kanununa gore;

A=¢b.C

AA =¢.bAC (b=1 cm, € = 13290 L/mol.cm)

Burada €, PNF nin farkli derisimlerinin 404 nm’de absorbanslar1 okunarak olusturulmus.

(A-bC) grafiginin egiminden bulunmustur.

Lambert-Beer denklemi aktivite tanimi i¢in kullanilirsa:

AA 13290 . 1mol 103ml 1
—_—= k * k * —
AT mol.em 106umol 1L Vr

AT (Reaksiyon siiresi) = 5 dakika

62



Vr (Toplam ¢ozelti hacmi ) = 4 ml

AA 13290 L 1mol 103ml 1
_— * * * *
5dk mol.cm am 106umol 1L 4ml

[ oo .
AA*0.0G*%=Umte

Ornek hacmi 1 ml oldugu igin Unite = Unite/ml’dir.

Total hacimde seyreltmeler yapildigi icin seyreltme faktorii total aktiviteye

uygulanmigtir.
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EK 2. istatistiksel Analizler

Cizelge A.1. Farkli SSF ortamlarinin toplam lipaz aktivitesine etkisi; ‘Tek Yonlii
Anova’ analiz sonuclar1

Varyasyon | Kareler Serbestlik Kareler F degeri P
Kaynagi Toplami1 Derecesi Ortalamasi

Islem 0,222179 3 0,074060 66,05 0,000
Hata 0,008970 8 0,001121

Toplam 0,231149 11

Substrat gesitleri ile toplam lipaz aktiviteleri arasinda istatiksel olarak dnemli bir fark vardir (p<0,05).

Cizelge A.2. Farkli inkiibasyon siirelerinin toplam lipaz aktivitesine etkisi; ‘Tek
Yonlii Anova’ analiz sonuclari

Varyasyon | Kareler Serbestlik Kareler F degeri P
Kaynagi Toplam1 Derecesi Ortalamasi

Islem 0,079360 4 0,019840 116,71 0,000
Hata 0,000802 5 0,000170

Toplam 0,080210 9

Inkiibasyon siiresi ve toplam lipaz aktiviteleri arasinda istatiksel olarak énemli bir fark vardir (p<0,05).

Cizelge A.3. Farkli sicaklik derecelerinin toplam lipaz aktivitesine etkisi; ‘Tek Y onlii
Anova’ analiz sonuglari

Varyasyon | Kareler Serbestlik Kareler F degeri P
Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi

Islem 0,129265 3 0,043088 281,16 0,000
Hata 0,000613 4 0,000153

Toplam 0,129878 7

Sicaklik dereceleri ve toplam lipaz aktiviteleri arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark vardir (p<0,05).

Cizelge A.4. Farkli nem diizeylerinin toplam lipaz aktivitesine etkisi; ‘Tek Yonlii
Anova’ analiz sonuglari

Varyasyon | Kareler Serbestlik Kareler F degeri P
Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi

Islem 0,180827 3 0,060276 13777,32" 0,000
Hata 0,000017 4 0,000004

Toplam 0,180845 7

Baslangi¢ nem diizeyi ve toplam lipaz aktiviteleri arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark vardir (p<0,05).
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Cizelge A.5. Farkli as1 miktarlarinin toplam lipaz aktivitesine etkisi; ‘Tek Yonli

Anova’ analiz sonuglar1

Varyasyon | Kareler Serbestlik Kareler F degeri P
Kaynagi Toplami1 Derecesi Ortalamasi

Islem 0,182478 5 0,036496 511,02 0,000
Hata 0,000429 6 0,000071

Toplam 0,182907 11

As1 konsantrasyonu ve toplam lipaz aktiviteleri arasinda istatiksel olarak énemli bir fark vardir (p<0,05).

Cizelge A.6. Farkli pH diizeylerinin toplam lipaz aktivitesine etkisi; ‘Tek Yonlii

Anova’ analiz sonuglari

Varyasyon | Kareler Serbestlik Kareler F degeri P
Kaynagi Toplami1 Derecesi Ortalamasi

Islem 0,128065 4 0,032016 214,87 0,000
Hata 0,000745 5 0,000149

Toplam 0,128810 9

pH diizeyleri ile toplam lipaz aktiviteleri arasinda istatiksel olarak dnemli bir fark vardir (p<0,05).

Cizelge A.7. Farkli bitkisel yaglarin toplam lipaz aktivitesine etkisi; ‘Tek Yonlii

Anova’ analiz sonuglari

Varyasyon | Kareler Serbestlik Kareler F degeri P
Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi

Islem 0,054961 2 0,027481 52,24" 0,005
Hata 0,001578 3 0,000526

Toplam 0,056539 5

Bitkisel yaglar ve toplam lipaz aktiviteleri arasinda istatiksel olarak onemli bir fark vardir (p<0,05).
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