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oz

Stit ve trinlerinden izole edilen 50 laktik asit baktetisinin lipaz aktivitesi taranmistir. E114 ve E114.11
numaralt izolatlarda yiksek aktivite goriilmesi nedeniyle enzim tretimi icin secilmistir. 16S tRNA gen
bélgesine gore test bakterilerinin dizi analizi sonuglan Enferococcus durans olarak belitlenmistir. Lipaz Gretimi
icin optimum tretim kogullan belitlenmistir. Bu kosullar: Azot ve karbon kaynagt olarak %5 pepton ve %5
glikoz ile hazitlanan besi otrtaminin saglanmasi, pH 6.5'te 48 saat 120 tpm'de calkalama ve 40-60°C de
inkitbasyondur. E. durans izolatlarina ait enzimler en yiiksek aktiviteyi pH’1 9 olan ve %20 tuz igeren ortamda
gOstermistir. Cesitli katyonlarin ve ylzey aktif maddelerin etkisinin farklt oldugu saptanmustir. Enzimler
dustik ve yiksek sicakliklarda aktivite gostermektedir. Ayrica 5°C de 48 saat boyunca enzim akgvitesinin
stabil kalmasi da gida endiistrisi icin 6nem tagimaktadir. Ozellikle et ve siit Giriinleri gibi fermente iiriinlerde
lezzet kazandirilmast amactyla kullanilabilitligi umut vericidir.

Anahtar kelimeler: Enterococcus durans, lipaz, enzim aktivitesi

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF EXTRACELLULAR LIPASE
FROM ENTEROCOCCUS DURANS

ABSTRACT

Lipase activity of 50 lactic acid bacteria isolated from milk and milk products were screened. E114
and E114.11 isolates were chosen for enzyme production due to their high activity. Sequence analysis
results of test bacteria according to 16S tRNA gene region were determined as Ewnterococcns durans.
Optimum production conditions for lipase production have been determined. These conditions are:
Providing a medium prepared with 5% peptone and 5% glucose as nitrogen and carbon source,
shaking at 120 rpm for 48 hours at pH 6.5 and incubating at 40-60°C. Enzymes belonging to E.
durans isolates showed the highest activity in the environment with pH 9 and containing 20% salt. It
has been found that the effects of various cations and surfactants are different. Enzymes show
activity at low and high temperatures. Stability of enzyme activity for 48 hours at 5°C is also important
for the food industry. Its usability in fermented products such as meat and dairy products is
promising.
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Enterococcus durans ile ekstraseliler lipaz tGretimi

GIRIS
Enzimler, aktivasyon enetjisini  disiirerek
reaksiyonu kolaylastirir ve denge reaksiyonlarinin
hizli sekilde gerceklesmesini saglarlar. Katalizér
olarak bazi kimyasallar da gbrev yapmaktadir.
Ancak asitler ve bazlar gibi kimyasallar, yiiksek
sermaye yatirimlarina, 6zel ekipman ve kontrol
sistemlerine yol acan yiiksek sicaklik, basing,
asidik veya alkali pH gerektirmektedirler
(Aravindan vd., 2007). Ayrica istenmeyen yan
urinler  olusturabilmektedir. Bu  nedenle
aragtiricilar ~ kimyasal  katalizOtlerin  yerine
kullanilabilecek,  spesifik,  biyolojik  olarak
parcalanabilen, geri kazanilmast kolay ve yeniden
kullanilabilir biyomolekdllere yénelmislerdir. Bu
biyolojik katalizétler hem hiicre dist hem de hiicre
ici enzimleri icermektedir (Karigar ve Rao, 2011).
Biyolojik lipaz enzimi kimyasallara gore
reaksiyonda daha az yan Urlin olusturmaktadir
(Treichel vd., 2010). Bu da enzimin biyoteknolojik
amagla 6zellikle de gida, ilag, deterjan, kozmetik,
tekstil, kagit, enetji ve biyoremediasyon gibi
bircok endustri alaninda daha c¢ok tercih
edilmesine neden olmaktadir (Treichel vd., 2010;
Adrio ve Demain, 2014). Lipaz enzimi, dogada
yaygin olarak bulunan bir enzim c¢esidi olup
trigliseritleri serbest yag asitlerine ve gliserole
hidrolize eden hidrolaz enzim siufina aittir
(Sharma vd., 2011). Ayrica estetlestirme, trans-
esterifikasyon, hidroliz, asidoliz ve aminoliz gibi
farkll reaksiyonlar1 yOnetme yetenegine de
sahiptirler (Rajendran vd., 2009).

En ¢ok mikrobiyal lipazlatin tercih edilme nedeni
ise, genis bir pH ve sicaklik araliginda aktif
olmalari, genis substrat spesifikliginin olmast,
kolay 6ziitleme ve ok fazla Uretim yapabilme
kabiliyetleri, kullanim alanlarinin fazla olmast gibi
6zelliklerinin bulunmasidir (Treichel vd., 2010).

Enterococens spp. lipolitik ve esterolitik aktiviteye
sahip olup, ugucu aromatik bilesikleri sentezleme
ozelligine sahip oldugu icin gidalarda probiyotik
ve starter killtiir olarak kullamlmaktadir (Giraffa,
2003). Enterococeus spp. peynitlerin olgunlastirilma-
sinda (Franz vd., 2003), lipolitik ve proteolitik
aktivitesi nedeniyle sucuk aromasinin olugsmastna
(Hugas vd., 2003) katkida bulundugu icin genis
capta kullamlmaktadir. Peynir ve sucuk gibi

drtinlerin  organoleptik Ozelliklerini  gelistirirler
(Franz vd., 2003). Bu Ozellikleri nedeniyle
biyoteknoloji endustrisinde biyik 6neme sahip
bakterilerdir.

Bu calismada daha 6nce siit ve Griinlerinden izole
edilen Ewnterococens sp. izolatlarinin lipaz Gretim
yeteneklerinin  taranmast, lipaz Uretimi i¢in
optimum kosullarin  arastilmast  ve enzim
aktivitesine etki eden faktorlerin  belitlenmesi
amaclanmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada, daha 6nceki calismalarda cesitli siit ve
triinlerinden izole edilmis toplam 50 Ewnterococcus
§p. izolat1 ile calistlmistir. Test bakterileri M17
broth’a ekilerek 37°C'de 24 saat %10 CO:
kosullart altinda inkibe edilmistir. Gelisen
kiltirler M17 agara ekilerek ayni kosullarda
inkiibe edilmis ve olusan kolonilerin 6zellikleri
incelenerek morfolojik, Gram boyama yapilarak
mikroskobik olarak safliklart kontrol edilmistir.

Lipaz aktivitesi gosteren izolatlarinin segimi
Test bakterileri arasindan lipaz aktivitesi gosteren
izolatlart se¢mek icin tributrin, zeytinyagi ve
Tween 80 igeren lipaz besiyerine her bir izolatin
24 saatlik taze kiltirinden 50 pL ekim yapilmis
ve 48 saat 37°C'de %10 CO; kosullarinda inkiibe
edilmistir.  Inkiibasyon sonunda besiyerinde
olusan seffaf bolge degerlendirilmistir (Ko vd.,
2005).

Secilen izolatlarin tanimlanmasi
Izolatlarin tanimlanmast 27F 5'-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3" ve 1492R

5'"TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3'
evrensel primerleri kullanilarak 16S rRNA gen
bolgesine goére dizi analizi yaptirlmustir. Elde
edilen dizi bilgileri BioEdit 7.0.5.3 dizi hizalama
ve editleme programinda diizenlenmis ve
birlestitilmigtir. Daha sonra elde edilen dizi
bilgileri National Center for Biotechnology
(NCBI) web sitesinde bulunan GenBank
veritabanindaki diger 16S rRNA dizileriyle Blast
programu kullaniarak karsdastirlmus ve izolatlar
tir dizeyinde yizde benzerlik orantyla
tantmlanmustir.
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Segilen izolatlarin patojenitesinin
belirlenmesi

Jelatinaz, hemolitik aktivite ve antibiyotik
hassasiyet ~ testleri  yapidmustur.  Jelatinaz

aktivitesinin belirlenmesi Eaton ve Gasson’a
(2001), antibiyotik hassasiyet testi Wayne (2010)’e
gore yapilmustir. Hemolitik aktivite kanlt agarda
belitlenmistir.

Lipaz iiretimi

Secilen bakteriler M17 agar da 37°C'de 48 saat
boyunca inkiibe edildikten sonra tek koloni olarak
M17 broth’a ekilmiglerdir. M17 broth’da gelisen
kiltirler 37°C'de 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Kiltiirler, spektrofotometrede 600 nm
de OD 1 olacak sekilde ayatlanmistir. Daha sonra
10 mL olarak tiiplere dagitilan lipaz tayin ortamina
(%3 yeast ekstrakt, %3 sukroz, 0.1g/l CaSOy,
0.5g/1 KH,PO,, 0.1g/1 MgSO4 x THO, %1
tributrin) %1 oraninda kiltirlerden ekim yapilmis
ve 37°C'de 48 saat %10 CO; kosullarinda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra kiiltirler 4°C
9000 rpm de 30 dakika boyunca santrifij
edilmistir. Olusan stipernatant pelletten ayrilarak
steril falkona aktarilmis ve lipaz aktivitesi
belirlenmistir. Aynt sekilde pellet steril falkonda -
20°C’de dondurucuda saklanmis ve daha sonra
lipaz aktivitesi belirlenmistir. Blitin ¢alismalar cift
paralel olarak yapilmustir.

Lipaz aktivitesinin belirlenmesi

Ekstraseliler enzim aktivitesinin belirlenmesi:
Lipaz  aktivitesi  spektrofotometrik  olarak
belirflenmistir.  p-nitrofenilpalmitat  (p-NPP)
substrat olarak kullanilmustir. Lipaz aktivitesini
belirlemek icin 96 kuyucuklu Eliza petrisine 50
mM Tris-HCI icinde hazitlanan %0.4 tritonX ve
%0.1 gum arabik iceren (pH 7) ¢6zeltiden 135 pL,
10 ml izopropil ile hazitlanan 30 mg p-NPP ile
hazitlanan ¢ozeltiden 15 pl. konulmustur. Plaklar
oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra her
kuyucuga hazirlanan stpernatantlardan 50 pL
ilave edilmistir. Hazirlanan eliza petrileri 37°C’de
%10 COz kosullarinda 1 saat bekletildikten sonra
renkteki degisim spektrofotometrede 405 nm’de
okunmugtur (Arora, 2013).

Intraselliiler  (peletteki)  Enzim  Aktivitesi:
Stipernatanttan ayrilan pelet 4 ml 50 mM Tris HCI

tamponda (pH 7) stspanse edildikten sonra buz
icine yetlestirilmis ve 30 W’da 1dakika sonikasyon
uygulanmustr. Daha sonra 4°C 9000 rpm’de 30
dakika boyunca santrifijj edilmistir. Pelet ayrilarak
stpernatanttaki intraselliler enzim aktivitesi
belitlenmistir (Meyers vd., 1996).

Lipaz tnitesi (U) birim zamanda (dakika) 1 pmol
p-Nitrofenol a¢iga cikaran enzim miktart olarak
beliflenmistir. ~ Hesaplamalar ~ standard = p-
Nitrofenol egrisi kullanilarak yapilmistir
Cevresel Faktorletin - Enzim  Uretimine
Etkisinin Belirlenmesi

Stcakligin etkisi

Kati besiyerinde; Lipaz katt besiyerine 5 pL
kultirlerden ekim yapilmisur. Plaklar 4°C, 20°C,
25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C sicakliklarda
48 saat inkiibe edilerek bakterilerin gelisme
durumu incelenmistir.

Sivi besiyerinde; Test bakterileri 37°C'de 24 saat
%10 CO; kosullarinda inkibe edildikten sonta
600 nm’de OD.1’e ayarlanip deney tiplerinde
bulunan 10 mllik lipaz tayin ortamina 2 paralel
ekim yapilmustir. Deney tupleri 4°C, 20°C, 30°C,
40°C, 50°C, 60°C sicakliklarda 48 saat inkiibe
edilerek lipaz aktvitesine sicakhigin  etkisi
arastirtlmistir (Bharathi vd., 2018).

Substrat sicakliginin etkisini belitlemek i¢in, 96
kuyucuklu Eliza petrisine 50 mM Tris-HCl icinde
hazirlanan %0.4 tritonX-100 ve %0.1 gum arabik
iceren (pH 7) ¢6zeltiden 135 pl, 10 mL izopropil
ile 30 mg p-NPP ile hazirlanan ¢ozeltiden 15 pL
konulmugtur. Hazitlanan Eliza petrileti 4°C,
25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C sicakliklarda
10 dk bekletildikten sonra her kuyucuga
hazirlanan siipernatantlardan 50 pL ilave edilmis
ve belitlenen sicakliklarda 1 saat bekletilmistir.
Daha sonra spektrofotometrede 405 nm’de
degerlendirilmistir. Bitin okumalar 4 paralel
olacak sekilde yaptlmustir.

Karbon ve azot kaynaklarmmn etkisi

Lipaz aktivite tayin ortamina karbon kaynagi
olarak, sukroz yerine %3 glikoz ve %3 laktoz
kullantlmistir. Uretilen lipaz enziminin aktivitesi
belirlenerek  en  etkili  karbon  kaynag:
belitlenmistir.
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Lipaz aktivite tayin ortamina azot kaynagi olarak
%2 ve %5 oranlarinda pepton, amonyum sulfat ve
yeast ekstrakt kullanilarak dretilen enzimin
aktivitesine etkisi belitflenmistir.

PpH 'nan etkisi

Lipaz aktivitesine pH’in etkisini belitlemek icin
lipaz tayin ortammun pH1 5.5, 6.5, 7.5%
ayarlanmustir. Test bakterileri farkhh pH’lardaki
lipaz tayin ortaminda gelistirilerek elde edilen
enzimin aktivitesi belitlenmistir.

Calkalamann ve inkiibasyon siiresinin etkisi

Lipaz aktivitesine ¢alkalamanin etkisini belirlemek
icin test bakterileri statik ve 120 rpm calkalamal
etiivde gelistirilerek elde edilen enzimin aktivitesi
belitlenmistit.

Lipaz aktivitesine inkiibasyon siiresinin etkisini
belitflemek icin test baktetileti 24, 48 ve 72 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda elde
edilen enzimin aktivitesi belitflenmistir.

Enzim iretimi

En yiksek enzim aktivitesinin elde edildigi
kosullarda enzim Uretimi gerceklestirilmistir.
Yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglar dikkate
alinarak enzim tretimi icin 500 mI.’lik lipaz tayin
ortami hazirlanmustir. Lipaz tayin ortaminda azot
kaynagi olarak %5 pepton, karbon kaynagt olarak
%3 glikoz konulmus ve diger bilesenler sabit
kalmistir. Lipaz ortaminin pH’t ise 6.5-7 olarak
ayatlanmusar. %10 CO; kosullarinda 37°C’lik
calkalamali etivde 48 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 9000 rpm
4°Cde 30 dk santriftj yapilmustr. Elde edilen
filtrata sogutulmus aseton 1:5 oraninda olacak
sekilde karistirilarak 24 saat 4°C de bekletilmis ve
9000 rpm, 4°C°de 15 dk santriftj yapilmistir.

Daha sonra diyaliz tiptine (Sigma PURX12015)
enzimden 3 mL konulmustur. Tris HCl tamponu
icine diyaliz tiipi yerlestirilmistir. 24 saatte bir Ttris
HCI tamponu degistirilmistir. 48 saat sonunda ise
kismi  olarak  saflasan  enzim  deneylerde
kullanlmustir.

Lipazin molekiil agirliginin belirlenmesi
Lipaz enziminin protein miktart Bradford
yontemi ile beliflenmistir  (Bradford, 1976).

Coomassie  Brillant  Blue G-250  boyast
kullanilarak 590 nm’de spektrofotometrede
okuma yapilarak degerlendirilmistir.

Enzimin molekil agihigt  Laemmli  (1970)

yontemine goére SDS-PAGE (sodyum dodesil
stlfat-poliakrilamid ~ jel  elektroforezi)  ile
belitlenmistir.

Kismi saflagtirilmis ekstraseliler enzim
aktivitesine etki eden faktorlerin belirlenmesi
Kismi olarak saflagtirilan lipaz enzimlerinin
aktivitesi tzerine sicakligin, pH’in, ¢esitli katyon,
yuzey aktif madde ve c¢Ozeltilerin etkisi
belitlenmistit.

Sicakligin enzim aktivitesine etkisi

Sicakligin lipaz enzim aktivitesi tizerine etkisini
belirlemek icin enzim 50 mM sodyum fosfat
tampon (pH 7) icinde 5 °C, 20 °C, 30 °C, 37 °C, 40
oC, 45 oC, 55 oC ve 65°C’de 1 saat inkiibe
edildikten sonra enzim aktivitesi belitlenmistir.

Sicaklik stabilitesi belitflemek icin lipaz 50 mM
sodyum fosfat tampon (pH 7) icinde konularak
5°C, 20°C, 30°C, 45°C ve 55°C’de 5 dk, 15,4 5,24
s ve 48 s stre ile inkiibe edildikten sonra aktivite
belirlenmistir (Esteban-Torres vd., 2015).

pH’1n enzim aktivitesi lizerine etkisi

pH 3-11 arasinda hazirlanan tamponlarda enzim
bekletilerek pH’in lipaz aktivitesi tzerine etkisi
belirlenmigtir. pH 3-5 icin asetik asit-sodyum
asetat tampon, pH 6 icin sodyum fosfat tampon,
pH 7-8 icin Tris-HCI tampon, pH 9 icin glisin-
NaOH tampon kullanilmistir.

Enzimin pH  direncini  belitlemek  igin
ependorflara farkli pH’lardaki tamponlardan 200
ul. konulmustur. Uzerine ise 200 L. enzim ilave
edilerek 45°C’de 2 ve 3.5 saat inkiibe edilmistit.
Kalan enzim aktivitesi belitlenmistir.

Bazi ¢oOzeltilerin  ve enzim
aktivitesine etkisi

Bazi katyon, siirfektan ve c¢ozeltilerin enzim
aktivitesi tzerine etkisini belirlemek icin MnCl,
CuClz, MgClp, KCI, NiCl,, CaCly, HgClz, ZnCloin
son konsantrasyonu 1 mM olacak sckilde ilave

katyonlarin
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edilmis ve enzim aktivitesi 405 nm’de
spektrofotometrede belitlenmistir. Ure, EDTA,
SDS, tween 20, tween 80, tritonX-100in enzim
aktivitesine etkisi ortama 1 pL ilave edilerek
belitlenmistir.

Tuzun enzim aktivitesine etkisi

Sodyum kloriirin (NaCl) etkisini belitlemek icin
%0, %1, %5, %10, %15, %20, %25 (w/v)
konsantrasyonlarinda  NaCl tampona ilave
edilmistir.  Enzim  aktivitesi 405 nm’de

spektrofotometrede  belirlenmistir  (Esteban-
Torres vd., 2015).
SONUCLAR VE TARTISMA

Segilen Izolatlarin Tanimlanmast

Lipaz Gretimi, agisindan taranan 50 izolattan E114
ve E114.11 numarali izolatlarda elde edilen seffaf
bolge c¢aplart daha yiksek oldugu icin lipaz
tretiminde bu izolatlar kullamilmak tzere
secilmistir. 16S tRNA gen bolgesine gore dizi
analizi sonuclart ile test baktetileri E. durans olarak
belirlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Test bakterilerinin 16S tRNA gen bolgesine gore tanimlanmast
Table 1. Identification of test bacteria according to 168 rRINA gene region

Kod no Tanimlama Benzetlik (%) Erisim no

Code no Ldentification Similarity (%) Accession no

E114 Enterococcus durans 9958 MF582823.1

E114.11 Enterococcus durans 9929 MF582969.1
Ampisiline, gentamisine  ciprofloksasin ~ ve oldugu i¢in bu tip ¢alismalarda daha ¢ok tercih

vankomisine her iki E. durans izolatt da direncli
olarak bulunmustur.  Jelatinaz aktivitesi ve
hemoliz aktivitesi her iki E. durans izolati icin de
negatif olarak saptanmustir. Laktik asit bakterileri
vankomisine dogal olarak direncli oldugu,
vankomisin direncinin hiicre duvarinin sentezi
strasinda D-alanin ve D laktada vankomisin
baglanamadigy ile iliskili oldugu distintilmektedir
(Handwerger vd., 1994). Sit ve stt Grinlerinde
izole edilen enterokoklarin gentamisine direncli
olduklar1 rapor edilmistir (Citak vd., 2004).

Lipaz Enzimi Uretimi

Test bakterilerinin lipaz tretimleri Tween 20,
Tween 80, tributrin, zeytinyagt ortaminda test
edilmistir. Izolatlarin 11 tanesinin tributrin iceren
ortamda lipaz trettikleri saptanmustir. Tween 80
ve zeytinyaginda lipaz Uretimi saptanamamistir.
Tanasupawat vd., (2015) Lactobacillus pentosus ve
Pediococcus lolilin Tween 80 igeren ortamda yiksek
miktarda  lipaz  drettigini  bildirmislerdir.
Ramyasree ve Dutta, (2013) Lactobacillus lactis,
Lactobacillus  brevis ~ve Lactobacillus  plantarum an
substrat olarak limon yagi, zeytinyagini ve gil
yagint  kullanabildigini  bildirmistir.  Tributrin
gercek yag olup dogal yaglarda meydana gelen en
basit trigliserittir. Tributrin suda kolay dispers

edilmektedir (Samad vd., 1989). Bu calismada da
test ettigimiz izolatlarin hicbiri  zeytinyagini
hidrolize edememistir. Sadece tributrinde aktivite
gostermislerdir.  Ancak, Lopes vd., (2002)
tributrinin -~ spesifik  olmadigit  lipazlar  ve
esterazlarin ikisini de ayirdigint bildirmislerdir. Bu
nedenle tributrinin ilk asamada kullanilmasinin
daha uygun olacagini rapor etmislerdi.

Javed vd., (2018) bakteri lipazlarinin genellikle
hiicre dist olarak Uretilmeletine karsin hicre ici
veya membrana bagl da  olabildiklerini
bildirmislerdir. ~ Onceki  calismalarda  da
(Piatkiewicz, 1987; Meyer vd., 1996) laktik asit
bakterilerinin ~ intraselliler  lipazlan da
gosterilmistir.  Calismamizda ekstraseliller lipaz
aktivitesi daha yiksek olarak saptandigl icin
calismalara ekstraseltler lipaz ile devam edilmistir.

Lipaz Enzimi Uretimine Etki Eden Cevresel
Faktorler

Stcakligin etkisi

E. durans 114 ve E. durans 11411, 20- 50°C de
benzer sckilde gelismistir. 40-60°C de gelisen
kiltitlerden elde edilen enzimlerin aktivitesi daha
yitksek olmustur (Sekil 1). Bakterilerin metabolik
aktiviteleri digik sicaklikta yavaslamaktadir


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF582823.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=S1U7ABSA01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF582969.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S1TYK6V201N
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(Amato ve Christner, 2009; Uppada ve Dutta,
2012).

Subsrat sicakligl lipaz aktivitesini etkilemistir.
Substrat sicakligi 45°C oldugunda en yiiksek
enzim aktivitesi gerceklesmistir.

N
BmE114 ©@E114.11

RO

Enzim aktivitesi (U/mL)
Enzyme activity (U/mL)

Sicaklik (°C)
Temperature (°C)

\. J
Sekil 1. Farkli sicakliklarda gelistitilen E. durans E114 ve E114.11% ait ekstraseliiler lipaz enziminin
aktivitesi
Figure 1. Activity of extracellular lipase engyme of E. durans E114 and E114.11 that were developed at different
temperatures

Calkalama ve fermantasyon siiresinin etkisi

E. durans E114 ve E114.11 ic¢in optimum
fermantasyon siiresi 48 saat olarak saptanmugtir.
En yliksek enzim aktivitesi 48 saat inkiibe edilen
orneklerde elde edilmistir. Ramyastee ve Dutta,
(2013) L. lactis, L. brevis ve L. plantarum icin
optimum inkibasyon stiresini bulgularimizdaki
gibi 48 saat olarak bildirmistir. Lipaz aktivitesi
fermantasyon stresine bagli olarak artmistir.
Ancak aktivite belitli bir fermantasyon stiresinden
sonra dismustir. Aktivitedeki azalmanin nedeni
ortamdaki besin maddelerinin azalmast olabilecegi

gibi ortamda bakteriyel toksinlerin birikmesi de
olabilir.

Calkalamalh (120 rpm)  olarak  dretilen
bakterilerden elde edilen enzimin aktivitesi statik
olarak retilenlerdeki enzimin aktivitesinden
yiksek olmustur.

Agzot ve karbon kaynaklarmm etkisi
Farkhh azot kaynaklarinda gelistirilen  test
bakterilerinden elde edilen lipaz enziminin

aktivitesi degismistir. En etkili azot kaynagt %5
pepton olarak saptanmistir (Sekil 2). Yeast
ekstraktin ve amonyum silfatin fazla bir etkisi
olmamustir.

Karbon kaynagi olarak besiyerine %3 oraninda
laktoz, glikoz ve sukroz ilave edilmistir. Bu karbon
kaynaklarinda tretilen bakterilere ait enzimletin
aktivitelerine bakildiginda en ylksek aktivite
glikoz kullanildigina elde edilmistir (Sekil 2).

Laktik asit bakterileri ile lipaz enzimi tretiminde
karbon kaynag olarak glikoz azot kaynag olarak
pepton kullamildiginda en yuksek aktivite elde
edildigi bir¢ok aragtirici tarafindan vurgulanmistir
(Bhargavi vd., 2010). Arastricilarin bu durumun
tek karbon kaynagi ve lipid indiserin bulunmast
durumunda  elde  edildigini  bildirmislerdir.
Petrovic vd., (1990) de ekstraseliller lipaz Gretimi

igin en wuygun karbon kaynagini  bizim
bulgularimiza benzer olarak glikoz, Sangeetha vd.,
(2008)  azot  kaynagim1  pepton  olarak
saptamiglardir.
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Sekil 2. Farkli azot ve karbon kaynaklarinda gelistitilen F. durans 114 ve 114.17°¢ ait ekstraseliler lipaz
enzimlerinin aktivitesi.
Figure 2. Activity of extracellular lipase engymes belonging to E. durans 114 and 114.11 that were developed in
different nitrogen and carbon sources.

PpH i etkisi

Farkh pH (5.5, 6.5 ve 7.5) larda gelistirilen E.
durans izolatlarina ait lipaz enziminin aktivitesi en
yiksek pH 6.5 da gelisen E. durans izolatlarinda
olmustur. Optimum pH dan ¢ok yitksek ve ¢ok
distik pH tretimi 6nemli 6lgiide etkilemektedir
(Kumar ve Kanwar, 2012).

Lipaz Enziminin Molekiiler Agirlig1
E. durans izolatlart icin 120 rpm ¢alkalama hizinda
48 saat inkiibasyon siiresi optimum olarak

belirlenmistir. Optimum sicaklik 45°C, pH 6.5,
azot kaynagt olarak %5 pepton, karbon kaynagi
glikoz olarak saptanmistir. Yapilan benzer
calismalarda bakterilere gére degisen kosullar
saptanmustir. Bu kosullarda tretilen E. durans
izolatlaridan elde edilen kismi saflastirilmis
ekstraseliiler lipaz enzimlerinin kuru agirlik ve
protein miktarlar Cizelge 2’ de verilmistir.

Cizelge 2. E. durans ait ekstraseliler lipaz enzimlerinin kuru agitlik ve protein miktarlart
Table 2. Dry weight and protein amounts of extracellular lipase engymes of E. durans

Bakterilerin kodlart Protein miktart

Bacterial codes (BSA mg/mlL) Kuru agitlik (mg/mL) Yas agirlik (mg/mL)
Protein content Dry weight (mg/mL) Wet weight (mg/mL.)
(BSA mg/ml)
E114 0.247 0.300 0.477
F114.1 1 0.275 0.444 1.040
Kismi saflagtirlan  enzimin molekiler agitligt Kismi saflagtirilmis ekstraseliller enzim
yaklastk olarak 23 kDa olarak bulunmustur (Sekil aktivitesine etki eden faktérlerin belirlenmesi
3). Ramakrishnan vd., (2012) Enterokok lipaz Kismi  saflagtinlmus  ekstraseliler  enzim

enziminin molekuler agirligint 22.86 kDa olarak
bildirmislerdir. Ramakrishnan vd., (2016) E.
Saeciunra  ait saflastirdmis  enzimin  molekdler
agithigim 19.2 kDa olarak bulmuglardur.

aktivitesine etki eden sicaklik, pH, gesitli katyon
ve siirfektanlarin etkisi belirlenmistir.
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Sekil 3. SDS-PAGE ile kismen saflastirilmis E.

Enzim aktivitesi tizerine sicakligin etkisinin
belirlenmesi

Kismi  saflastirdmis  ekstraseliler  enzim
aktivitesine sicakligin etkisi bakterilere gore
degismistir. E. durans E114 dan elde edilen kismi
saflastirilmis  ekstraseliler enzim 30-45°C de
maksimum  aktivite g6steritken E.  durans
E114.11%¢ ait ekstraseliler enzimlerin aktivitesi
30°C den daha yiksek sicakliklarda azalmistir
(Sekil  4).  Enterococcns  faecium/da  maksimum
aktivitenin  40°C'de  gerceklestigi  bildirilmigtir

durans’a ait lipazin molekiler agirligi (Ramakrishnan vd., 2016).
Figure 3. Molecular weight of partially purified lipase of
E. durans by SDS-PAGE
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Sekil 4. E. durans izolatlarina ait kismi saflagtirilmus ekstraseltler lipaz enziminin aktivitesi tizetine
sicakligin etkisi.
Figure 4. Effect of temperature on the activity of the partially purified extracellular lipase enzyme of E. durans isolates.

( —8—5dak ——4s5 ) (. —— - =15 )
E. duransE114  _p -1c ...aee ous | | E. durans 11411 ddak = -1s
0,14 -o= 185 o ots —G  ee@ee 243
EE 0.12 EE 0’16
53 >3
== 01 —Z014
z 2 g2
£2 0,08 Sz 0L
238 £8 01
g © < © ’
< 2 0,06 = 20,08
€ E S ;
=2 ‘= R 0,06
NN 004 4 r v ' . Bas
W 5 20 30 45 55
Sicaklik (°C) Sicaklik (°C)
\_ Temperature (°C) Y, \_ Temperature (°C) y

Sekil 5. E. durans izolatlarina ait kismi saflastirilmus ekstraseliler lipaz enziminin farkls sicakliklarda
farklt bekleme siirelerine gore sicaklik direnci.
Figure 5. Temperature resistance of the partially purified extracellular lipase engyme of E. durans isolates at different
temperatures according to different time periods
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Farkli sicakliklarda 5 dak, 1s, 4s, 24 ve 48s
bekletilen ekstraseliiler lipaz enzimlerinin sicaklik
direnci farkli olmustur (Sekil 5). E. durans 114.11°a
ait kismi saflastinlmis lipaz enziminin aktivitesi
550C de stabil kalitken E. durans 114¢ ait
ekstraseltler enzimin aktivitesi dismustur. E.
durans 114°¢ ait ekstraseliler enzimin aktivitesi
sicakliklara bagl olarak bekleme siiresince degisen
oranlarda aktivite kayb1 olurken E. durans 114.11°a
ait kismi saflastinlmis lipaz enziminin aktivitesi
20°C de stabil kalmustir (Sekil 5). Ramakrishnan
vd., (2016) E. faecium'a ait lipaz enzimi
aktivitesinin en yiksek 40°C de oldugunu
aktivitenin 30-70°C de stabil oldugunu rapor
etmislerdir. Arastiricilar enzim aktivitesinin 80-
100°C de stabil oldugunu 100°C den sonra enzim
aktivitesinin kalmadigint bildirmislerdir. Esteban-
Torres vd., (2015) L. plantarun’a ait esteraz
enziminin maksimum aktivitesinin 40°C de
oldugunu, 5°C de enzimin aktivitesinin ancak
%4011 g6sterdigini, 55°C ve 65°C de 10 saat
inkiibasyondan sonra ise aktivitenin %40’1nin
kaldigint bildirmislerdir. Sicaklik, enzimin seklini
degistirerek molekiler  hareket  hizint
degistirerek enzim aktivitesini etkileyebilmektedir
(Enger, 2012). Calismada, E. durans 114.11%e ait
enzimin 5°C de 48 saat stiresince aktivitesi stabil

ve

kalmistir. Bu durum gida endistrisinde 6nem
tastmaktadir. Gidalarin et ve sit Urlnlerinin
olgunlasma sirasinda uzun siire distik sicaklikta
tutuldugu g6z Oniine alindiginda arzu edilen
aromanin olusmasinda bu enzim rol oynayabilir.
Peynir gibi gidalarin depolama sicakliklarinda
lipaz aktivitesi 6nem tagtmaktadir. Calismamizda
depolama siiremiz 48 saat ile siurh kalmustir.
Lipaz  enziminin  sicaklik  stabilitesi gida
endustrisinde 6nem tasimaktadir (Choo vd.,
1998). Enzimler 55°C de 24 ve 48 saat
inkiibasyonda stabilitesini korumustur. Yiksek
sicaklikta  (70°C)  aktif bolgeler, substrata
uyamayacak sekilde degisir ve bu sicaklikta enzim
denatiire olur ve sonugta enzim aktivitesi biyiik
Olclide azalmaktadir (Toole ve Toole, 2004).

Enzim aktivitesi tizerine pH’1n etkisi

Farkli tamponlar kullanilarak hazitlanan E.durans
ait ekstraseliiler lipaz enzim aktiviteleri asidik ve
n6tr pH da disikken pH alkaliye dogru ¢ikildikca
enzimlerin aktivitelerinde artis saptanmustir. FE.
durans, izolatlarina ait enzim pH 9 da en yiksek
aktiviteyi géstermistir (Sekil 6). Dellali vd., (2020)
E. duransve E. faecium ait lipaz i¢in optimum pH’yt
6-9 arasinda saptadiklarint bildirmislerdir.
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Sekil 6. Kismi saflagtirlmus ekstraseliler lipaz enziminin aktivitesi tizerine pH’in etkisi
Figure 6. Effect of pH on the activity of the partially purified extracellular lipase engyme
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Sekil 7. Kismi saflastirilmis ekstraseltler lipaz enzimi aktivitesinin pH direnci
Figure 7. pH resistance of partially purified extracellular lipase enzyme activity

Farkhh pH’larda 2 ve 3.5 saat bekleme stiresinde
El14’c ait enzimde Onemli aktvite kaybt
gozlenirken E. durans E114.11 ait enzimin aktivite
kaybi daha dustik olmustur. Aktivite kaybi
genellikle 3.5 saat bekleme stiresinde daha fazla
olmustur (Sekil 7). Ramakrishnan vd., (2016) E.
faecium lipazt icin optimum pH’t 10.8 olarak
bildirmiglerdir. pH 7-12 arasinda iken enzim
aktivitesinin stabil kaldigini asidik pH da ise
aktivite kaybit oldugunu rapor etmislerdir.
Calismada optimum pH degerlerinden sonra
aktivitede azalma gérulmistir. Aragtiricilar asidik
kosullarda lipaz aktivitesindeki digikligiin Ca+2
iyonlarinin kaybi ile enzimin aktif bolgesindeki
koordinasyon ile iliskili olabilecegini
bildirmiglerdir. Esteban-Torres vd., (2015) de L.
Pplantaruprdan  elde edilen esteraz enzimi igin
optimum pH 7 olarak bildirmislerdir. Genel
olarak, bakteriler tarafindan tretilen lipazlar notr
veya alkalin pH optimuma sahiptir. pH'daki
herhangi bir degisiklik, enzimler tzerindeki

elektrik  yiklerinin =~ degismesine ~ neden
olabileceginden enzimin tgiinctl ve kuaterner
yapilarint  stabilize eden  iyonik  baglan

ctkileyebilmektedir. Bu durum ise enzimin ig
boyutlu yapisinda ve aktivitesinde degismeye
neden olarak enzim aktivitesinin diismesine neden
olmaktadir (Sukohidayat vd., 2018).

Enzim aktivitesi izerine katyon, detetjan ve
yiizey aktif maddelerin etkisi

Yizde 1 olarak ilave edilen HgCly, CaClz, MnCly,
NiClp, KCI, ZnCl», MgCl, gibi katyonlarin E114 ve
E114.11 ‘den elde edilen enzimlerin aktivitesi
tzerine etkisi farkli olmugtur (Cizelge 3). EDTA
ve ure gibi maddeler de E. durans 114.11%e ait
enzimde aktiviteyi artirirken . durans 114’ten elde
edilen enzimin aktivitesi Uizerine etkili olmamustir.
Ramakrishnan  vd., (2016) E.  faecium
MTCC5695in  optimum  kosullarda  tUretilen
enzimin aktivitesini EDTA’nin inhibe ettigini
bildirmislerdir. HgCl> ve SDS her iki ekstraseltler
enziminde  aktivitesinde  azalmaya neden
olmustur. SDS enzimin aktif bodlgesinde
konformasyonel degisiklige sebep olarak enzim
yizeyinin hidrofobikligi tzerinde degisikliklere
yol agabilir. Sonucta enzimin dg¢incil yapist
bozularak enzimin inaktive olmasina neden
olabilir (de Almeida vd., 2013).

Ca*2, Mg ve Mn*? iyonlar, E. durans
E114117den elde edilen ckstraseliler lipaz
enziminin aktivitesini artiritken E. durans E114
den elde edilen ekstraseliler enzim aktivitesi
tzerine etkili olmamistir. Lopes vd., (2002) laktik
asit bakterilerine ait lipaz enziminin aktivitesi
tizerine Ca*?1n etkili olmadigini rapor etmislerdir.
Cat2ve NaCl yag asidi akseptort olarak ya da ara
yizey yikini baskdama etkisi nedeniyle ortama
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ilave edilmektedir. Ayrica Ca*? iyonlarimn
varhginda lipaz enziminin aktivite artisina neden
olan.  Ca*™? iyonlann  proteinin  1st ile
denatiirasyonunu 6nleyen yapiyr stabilize ederek
proteaz etkisini Onleyebilir  (Brockerhoff ve
Jensen,1974). Lopes vd., (2002) Mg*2 ve Mn+2
iyonlarinin  laktik asit bakterilerine ait lipaz
enzimlerinin aktivitesini iki G¢ kat artirdigim

saptamuslardir. Arastiricilar Hg*2, Cu*2 ve Nit*2
iyonlarinin  enzim aktivitesini 6nemli oranda
inhibe ettigini rapor etmislerdir. Calismamizda
Cu*? ve Ni*2 iyonlarnnin Onemli bir etkisi
saptanamamistir. Ramakrishnan vd., (2016) E.
Sfaecium’a ait lipaz enzimi aktivitesinin Na+*, Ca*2
Lit ve Mg*? ile artu@ buna karsihk Bat?in
varliginda ise aktivitenin diistigt bildirilmistir.

Cizelge 3. Cesitli katyon ve yiizey aktif maddelerin lipaz aktivitesi tizerine etkisi.
Table 3. The effect of various cations and surfactants on lipase activity.

Kalan aktivite (%)

Kalan aktivite (%)

Uygulama Remaining activity (%) Uygulama Remaining activity (%o)
Application E114 11 E114 Application E114 11 E114
Kontrol/Control 100.0 100 EDTA 105.4 99.9
HgCl, 45.7 42.6 Ure /Urea 107.1 101.1
CaCl, 109.9 98.1 SDS 90.9 81.7
MnCl, 120.5 97.6 TritonX-100 102.4 98.8
CuCl, 119.0 97.9 Tween 20 94.0 100.5
NiCl, 103.1 99.5 Tween 80 104.6 99.6
Kl 106.2 98.5

ZnCI2 108.0 97.4

MgCI2 119.7 97.7

Yiizey aktif maddelerden TritonX-100, Tween 20
ve Tween 80 enzimlerin aktivitesinde 6nemli

bir degisiklige neden olmamustir. Arastiricilar
Triton X-100 gibi iyonik olmayan surfektanlarin
lipaz  aktivitesini indikledigini ve enzim
denatiirasyonunu 6nledigini bildirmislerdir (Amid
vd.,, 2015). Tween 80 esasen mikrobiyal lipaz
Uretimi icin O6nemli bir substrattir. Calismada
Tween 80 E. durans izolatlarina ait ektraselliiler

enzimlerin aktivitesi tzerine Snemli bir etkisi
olmamustir. Bulgularin aksine Lopes vd., (2002)
laktik asit bakterilerine ait enzimlerin aktivitesini
Tween 80’in inhibe ettigini bildirmiglerdir.
Sukohidayat vd., (2018) Tween 20 ve Tween 80’in
enzim aktivitesini artirdigini anyonik strfaktan
SDS’in ise enzim aktivitesini inhibe ettigini
bildirmislerdir.

105 - BE114 BE114 11)
=5

g<100

2=

> s

g5 95

=2

23

z2 90 T ]
L NaCl (%) )

Sekil 8. Kismi saflastirilmus ekstraseltler lipaz enziminin aktivitesi tizerine tuzun etkisi
Figure 8. Effect of salt on the activity of the partially purified extracellular lipase engyme
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Enzim aktivitesine tuzun etkisi

Tuzun etkisi lipaz enzimleri Uzerine farklt
olmustur. Enterokoklar ile tretilen lipaz
enziminin tuza direngli oldugu gérilmistiir. Her
iki  E. durans’a ait ekstraseliler enzim halofilik
ozelliktedir. %20 tuz iceren ortamda en yiksek
aktiviteyi gbstermigtir

E. durans’a ait lipaz enzimleri %25 gibi yliksek tuz
konsantrasyonunda bile aktivitesini kaybetme-
mistir (Sekil 8). Bu Ozellikleri gida Uretiminde
Onemli bir 6zelliktir. Esteban —Torres vd., (2015)
L. plantarun’a ait lipaz enzimini halotolerant
oldugunu bildirmistir. Sit ve et uUrinlerinin
fermantasyonunda  tuz  toleranst  6nem
tasimaktadir. Bu fermantasyonlarda yiksek tuz
konsantrasyonu vardir (Bautista-Gallego vd.,
2013; Johnson vd., 2009). Peynir yapiminda ve
olgunlasmasinda tuz ilavesi bulunmaktadir. Ayrica
peynir salamurasina yaklasik %20 civarinda tuz
ilave edilmektedir (Johnson vd., 2009).

SONUC

Laktik asit bakterilerinin lipaz enzimi tiretimi diger
lipaz tretici bakterileri ile karsilastirildiginda daha
distktir. Bununla birlikte, ylksek laktik asit
bakteri sayist ve aktivitesi fermente et ve sit
urunlerinde 6nem tasimaktadir. Et Grinlerinde
olgunlasmanin yavas bir islem oldugu, distk
aktivitelerin bile hayvan yag1 tizerine etki etmesine
izin vermesi nedeniyle 6nem tasimaktadir. Bu
sekilde laktik asit bakterilerine ait lipazlarin lezzet
olusumu izerindeki roli nedeniyle 6nem
tagtyabilir. St Griinlerinin olusumunda tereyagt ve
peynirde arzu edilen aromanin olusmasinda laktik
asit bakterilerinin lipazt 6nemli bir rol oynayabilir.
Bu 6zellikleri nedeniyle, bu mikroorganizma-
lardan izole edilen lipazlarin aragtirilmast her yil
artmaktadir (Lopes vd., 2002). E. durans ile
tretilen lipaz enzimi 45°C de, pH 9-10 da
aktivitelerinin yiiksek olmasinin yaninda gidalarn
pH 5.0-5.5 gibi asidik kosullarda da aktiviteye
sahip olmast, 55°C ye 48 saat gibi bir stire direng
gOstermesi ayrica digik sicaklikta da aktivitesini
kaybetmemesi ve halofil 6zellikleri nedeniyle gida
endistrisinde imit vaat etmektedir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlarin makale ile ilgili bagka kisiler veya
kurumlar ile ¢ikar catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

EA, arastirmanin yirGtilmesi, degerlendirilmesi
ve yaziminda, VK lipaz enziminin belitlenmesi ve
enzim aktivite calismalarinda, MK arastirmanin
planlanmasi, degerlendirilmesi ve yaziminda
gorev almustr.
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