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Abstract

In this study 156 actinomycetes isolates which were isolated from different soil samples were used. Isolates
were inoculated proper medium and incubated at 28°C for 7-10 days. In order to investigate the lipolytic activities of
the isolates in the culture medium, the transparent zone formed by isolates in the prepared lipase medium was measured
with a ruler. 53 of them (34 %) 10 mm and less, 99 of them (63 %) 20 mm and less, 4 of them (3 %) more than 20 mm
transparent zone produced. The isolate which showed the highest lipase activity molecular identification has been made
which based on 16S rRNA gene sequence. The 16S rRNA sequence information obtained from the isolate was recorded
to GenBank with the access number KY172825. As a result of the study has been made on the NCBI database by using
BLAST program, it was observed that, isolate showed 97% similarity ‘uncultured actinobacterium clone AS42 16S
ribosomal RNA gene’ which’s access number on the database is EU283368.1.
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%

Topraktan izole edilen aktinomisetlerin lipaz aktivitelerinin belirlenmesi

Ozet

Bu calismada farkli toprak drneklerinden izole edilmis 156 aktinomiset izolat kullanilmustir. Izolatlar uygun
besiyerine ekilmis ve 28°C’de 7-10 giin inkiibe edilmistir. izolatlarin kiiltiirel ortamda lipolitik aktivitelerinin
incelenmesi amaciyla, hazirlanan lipaz besiyerinde izolatlarm olusturduklar1 seffaf zon cetvel ile Olglilmiistir.
Bunlardan 53 tanesi (%34) 10 mm ve daha az, 99 tanesi (%63) 20 mm ve daha az, 4 tanesi (%3) ise 20 mm’den daha
fazla seffaf zon olusturmustur. Tribiitirinli besiyerinde en fazla seffaf zon olusturan 47 numarali (21,5 mm) izolatin 16S
rRNA gen bolgesine gore yapilan dizi analizi sonucunda GenBank numarasi EU283368.1 olan ‘uncultured
actinobacterium clone AS42 16S ribosomal RNA gene’ e %97 oranminda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. izolatn elde
edilen 16S rRNA dizi bilgisi GenBank’a K'Y 172825 erisim numarasi ile kaydedilmistir.

Anahtar kelimeler: aktinomiset, lipaz, toprak
1. Giris

Aktinomisetler Actinobacteria filumunun iginde yer alan gram pozitif, %55’in lizerinde guanin + sitozin
oranma sahip bakterilerdir [1]. Filamentli ve dallanan bir yapiya sahip olan bakteriler bu 6zellikleri nedeniyle kiiflere
benzetilmektedir. Aktinomiset tiirleri toprak, kompostlar, tatli su depolari, besin maddeleri ve atmosfer gibi ¢cok gesitli
kaynaklarda bulunabilirler. Asit topraklardan ve turbalardan ¢ok bazik ve notral topraklarda ve turbalarda yayilig
gostermektedirler [2]. Antibiyotik tiretme yetenekleri ile taninmakla beraber diger intra ve ekstraselliiler metabolitleri
ile de endiistri ve biyoteknolojide onemli yerler edinmislerdir. Antibiyotiklerin yani sira antifungal madde ireticisi

: Corresponding author / Haberlesmeden sorumlu yazar: Tel.: +905398723043; Fax.: +905398723043; E-mail: gizemarik1l@gmail.com
© Copyright 2021 by Biological Diversity and Conservation Gelis tarihi: 18.09.2021; Yayin tarihi: 15.12.2021 BioDiCon. 1001-180921


http://www.biodicon.com/

488 Biological Diversity and Conservation — 14 / 3 (2021)

olduklar1 bilinmektedir [3]. Triagilgliserollerin hidrolizini katalizyen lipaz enzimini tiretme yetenegi de 6nemli kullanim
alanlarindan birisidir. Lipazlar uzun triagilgliserol zincirlerinin tersinir hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Hidroliz
sonucu sulu faz ve organik faz arasinda diagilgliserol, monoagilgliserol, gliserol ve yag asitleri olusturmaktadir.
Hidrolizin yani sira esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlarini da katalizler [4]. Mikrobiyal lipazlar stabilite,
secicilik ve genig substrat spektrumu gibi 6zelliklerinden &tiirii biyoteknolojik uygulamalar i¢in dnem tasimaktadir.
Ekstraseliiler bir enzim olmast nedeniyle yiiksek miktarlarda tretilebilmektedir Bakteri, fungi ve aktinomisetler
ekstraseliiler lipaz iiretici mikroorganizmalardir [5].

Lipazlar kesfedildikleri tarihten bu yana deterjan, gida ve farmasotik sanayi gibi baslica endistriyel kullanim
alanlarma sahiptir. Geleneksel deterjanlara gore lipaz igeren deterjanlar daha az ¢evresel atik igermektedir. Bu
deterjanlar biyolojik olarak pargalanabilen, toksik olmayan, zararli atiklari olmayan deterjanlardir. Lipazlar ev ve
endiistriyel ¢camasir, bulagik deterjanlarinda yag kalintilarinin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir Alkalin pH’larda
(pH: 8-11) ¢alisabilen lipazlarin deterjan endiistrisinde kullamim potansiyeli yiiksektir. Biyoteknolojik temelli
deterjanlarin kullanimi 6zellikle endiistride ¢ok yaygindir. Ciinkii spesifik temizleme giiciine sahiptirler. Diisiik
sicakliklarda kullanilabilirligi nedeniyle enerji tasarrufu da saglamaktadir. [6]. Bakteriyel lipazlar genellikle notral ya da
alkalin pH’larda optimum calisabildiginden bu endiistride kullanim potansiyeli yiiksektir [7]. Lipaz tekstil endiistrisinde
genellikle kumaslardan hasil yaginin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir. Bu da kumasin boyayr emmesini
kolaylagtirmaktadir [8]. Yiksek sicaklik ve pH araliklarinda ve ¢esitli substratlarda aktif olmalar1 nedeniyle gelecegin
biyokatalistleri arasinda yer almaktadir. Bu nedenle yeni lipazlarin kesfi ve bilinen lipazlarin da kullanimimi daha etkin
hale getirme ¢aligmalar1 buyiik 6nem kazanmistir [9].

Bu ¢alismada Eskisehir Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
daha 6nceki bir ¢galigma ile gesitli toprak 6rneklerinden izole edilmis toplam 156 aktinomiset izolatinin lipaz aktiviteleri
derin diflizyon yontemi ile arastirilmis ve en yiiksek lipaz aktivitesine sahip olan izolat dizi analizi yontemi ile
tantlanmstur.

2. Materyal ve yontem
2.1. Aktinomiset izolatlar:

Lipaz iiretme potansiyelleri incelenen 156 adet aktinomiset izolat1 daha 6nceki bir caligma kapsaminda cesitli
toprak orneklerinden izole edilmistir. -80°C’de muhafaza edilen izolatlar aktif edilmek amaciyla Nutrient Agar (NA)
besiyerine ekilmis ve 28°C’de 7-10 giin inkiibe edilerek gelistirilmistir.

2.2. Izolatlarin lipaz aktivitesinin belirlenmesi

NA besiyerinde gelistirilmis olan her bir izolattan 6 mm ¢apli agar delici ile agar bloklar ¢ikartilmigtir.
Tributirin igeren Lipaz 1 besiyerine (pepton 5 g/L, maya ekstrakti 3 g/L, tributirin 10 ml/L, agar 10 g/L) iki paralel
seklinde aktarilan agar bloklar 28°C’de 1 hafta inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda tributirinin lipaz enzimi ile
parcalanmasi sonucu besiyerinde olusan seffaf zon ol¢tilmustiir [10]. Calismalar iki tekrarli olarak yapilmisgtir.

2.3. Genomik DNA izolasyonu, 16S rRNA amplifikasyonu ve dizi analizi

Lipolitik aktivitesi yiiksek oldugu belirlenen izolatin (47) genomik DNA izolasyonu protokol su sekildedir:
NA ortaminda aktinomiset 6rnekleri inokiile edilmis ve 28°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Steril santrifiij tipiindeki 200
ul TE (10 mM Tris-HCI pH:8, 1ImM EDTA pH:8) tamponuna aktinomisetler aktarilmistir. Karisima 400 pl Soliisyon |
(%1 (wlv) sarkosyl, 0,5 M NaCl, %1 (w/v) SDS) ilave edilmis ve iyi bir sekilde karigtirilmistir. 37°C’ye ayarlanmig su
banyosunda 10 dakika inkibe edilmis ve her 5 dakikada bir hafifce c¢alkalanmistir. Esit hacimde
fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ilave edilmis ve ters diz yaparak yavas yavas karigtirilmustir. 10.000 g’de 5
dakika 37°C’de santrifiij edilmis, st faz yeni bir santrifiij tipiine aktarilmistir. 0,1 hacim 3M sodyum asetat (pH 5,2)
ve 0,6 hacim soguk isopropanol ilave edilmistir. 4-6 kez alt ust edilerek yavasca karigtirilmstir. 10.000 g’de 5 dakika
37 °C’de santrifiij edilmis ve stipernatant atilmigtir. 1 ml soguk %70’lik etanol ilave edilmis ve 10.000 g’de 3dakika
santrifiij edilerek pelet yikanmistir. Pelet havada kurutulduktan sonra 50 pl steril niikleaz icermeyen steril distile suda
¢oziilmistiir [11]. Elde edilen genomik DNA %1°lik agaroz jelde goriintilenmistir (Sekil 2).
16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyon reaksiyonu: 10X TaqBuffer (+KCI-MgCl) 2,5 ul; 25 mM MgCl; 2,5 ul; 2,5
mM dNTP mix 2,5 pl; 2,5 mM primer 9F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") 2,5 ul; 2,5 mM primer 1541R (5'-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3") 2,5 ul; Taq polimeraz (5 u/ul) 0,25 pl; niikkleaz icermeyen steril distile su 11,75
ul; kalip DNA 1 pl kullanilarak PCR gergeklestirilmistir. Reaksiyon sartlari: ilk denatiirasyon; 94°C'de 3 dk, 30 dongi
94°C'de 30 s, 60°C'de 1 dk, 72°C'de 2 dk, son uzama; 72°C'de 10 dk. Elde edilen PCR firiinii %1'lik agaroz jelde
goriintiilenmistir (Sekil 3). Promega Wizard® SV Gel-PCR Clean-Up System saflastirma kiti ile PCR firiinleri
saflagtirilmigtir. Saflagtirilan PCR iiriiniiniin dizi analizi i¢in amplifikasyonu yapilmistir: niikkleaz icermeyen steril distile
su 1,35 ul; primer 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') ya da 1492R (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-

Determination of lipase activities of actinomycetes isolates from soil
Gizem ARIK, Nalan YILMAZ SARIOZLU



Biological Diversity and Conservation — 14 / 3 (2021) 489

3" 0,65 pl; kalip PCR iirlinii 2 pl; PCR mix 6 pl. Reaksiyon sartlar:: 96°C'de 20 s, 50°C'de 20 s, 60°C'de 4 dk. Beckman
Coulter CEQ8000 Quick Start dizi analizi kitiyle dizi analizi reaksiyonu yapilmig, Beckman Coulter Agencourt Clean
SEQ ile saflastiriimistir. Beckman Coulter CEQ8000 kullanilarak dizi analizi yapilmustir.
3. Bulgular
3.1. ILzolatlarn lipaz aktivitesi

Toplam 156 adet aktinomiset izolatinin lipaz tiretme potansiyelleri arastirilmis ve sonuglar Tablo 1 ve 2’de

verilmistir. Sekil 1°de ise lipolitik aktivite sonucu besiyerinde olusan seffaf son gosterilmistir.

Tablo 1. Elde edilen izolatlarin lipolitik aktiviteleri sonucu olusturduklar1 seffaf zon (mm)
izolat no  Seffafzon izolat No  Seffafzon lzolatno  Seffafzon lizolatno  Seffaf zon

2 11 56 9 120 115 169 10,5
3 14,5 59 12,5 123 10 170 15,5
6 10,5 60 13,5 124 7,5 171 15,5
7 8,5 62 13,5 125 8,5 172 13
8 7,5 64 15,5 126 10 173 12,5
9 13 65 10,5 127 155 174 20
10 11,5 66 17,5 128 17 175 15
12 10 67 13 129 13,5 176 18,5
13 12 68 13,5 130 18 177 19,5
14 12,5 69 7 131 13 178 12
15 12,5 70 9,5 132 14,5 179 11
16 14,5 71 17,5 133 17,5 180 11
18 8,5 72 16,5 134 17,5 181 8,5
19 9 73 9,5 135 10 182 15
20 10,5 74 10 136 6,5 184 8

21 7,5 75 6,5 137 6,5 185 12,5
22 10,5 76 16,5 138 10 186 6
23 7,5 77 10 139 16 187 6

24 10 78 14,5 141 14 190 11,5
25 10,5 79 20 142 19 192 115
26 12 80 18 146 19,5 195 8,5
35 10,5 81 19 147 10,5 196 15,5
36 10,5 85 19 148 5 204 12,5
37 13,5 86 7 149 7,5 205 11
38 14 87 15 150 15 209 18
39 17,5 89 16,5 151 10 211 17,5
40 13 91 18,5 152 7,5 212 12,5
41 14 92 14 153 17 213 18,5
42 19 93 04 154 8,5 215 14,5
43 15 94 07 158 18,5 216 5,5
44 19,5 95 9 159 13 218 16,5
45 16,5 97 16 160 5 219 4,5
46 21 98 10 161 20,5 220 3,5
47 21,5 99 4 162 13,5 221 8
51 8,5 113 13,5 163 7,5 222 20,5
52 9 114 11,5 164 12,5 229 6,5
53 17,5 116 11,5 165 4,5 243 13,5
54 6,5 117 12,5 167 14,5 244 11
55 5 118 10 168 9,5 230A 10
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Tablo 2. izolatlarmn Lipaz 1 besiyerinde olusturduklar1 seffaf zon

Seffaf zon Izolat sayis1
10 mm ve daha az 53

20 mm ve daha az 99

20 mm’den fazla 4

Sekil 1. 47 numarali izolatn Lipaz 1 besiyerinde olusturdugu seffaf zon. A) ve B) galismanm paralellerini
gostermektedir

3.2. Genomik DNA izolasyonu ve 16S rRNA amplifikasyonu

47 numarali izolatin genomik DNA izolasyonu yapildiktan sonra %1’lik agaroz jelde kontrol edilmistir (Sekil
2). Sekil 3’te 1533 bp uzunlugundaki 16S rRNA PCR iirlinii gosterilmistir.

23130 bp

9416 bp_™
6557 bp—
4361 bp——

2322 bp—
2027bp

125 bp

Sekil 2. 47 numarali izolatin genomik DNA’sinin agaroz jelde goriintiisi. M: Lambda DNA/HindIII
(Fermentas)

Sekil 3. 9F ve 1541R primerleri ile elde edilen PCR {irlinii. Marker: Lambda DNA/Hindlll (Fermentas)
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4. Sonugclar ve tartisma

Aktinomisetler sahip olduklari intraseliiler ve ektraseliiler biyoaktif metabolitleri nedeniyle 6nemli bir bakteri
grubudur. Biyoteknolojik olarak kullanilan yeni metabolitlerin kesfi i¢in farkli kaynaklardan aktinomiset izolasyonu
yapilmaktadir. Aktinomisetlerin yogun olarak bulundugu topraktan izolasyon c¢alismalari aragtirmacilar tarafindan
yapilmaya devam etmektedir [12,13]. Yapilan bir ¢aliymada c¢esitli toprak Orneklerinden izole ettikleri 526
aktinomisetin lipaz aktivitesini incelemistir. Streptomyces cinsi mikroorganizmalar tarafindan iiretilen lipazlar dogal
olmayan substratlar kullanilarak birkag reaksiyonda test edilmistir. Sonugta Candida rugosa’dan elde edilen ticari
lipazlardan daha iyi aktivite gosteren li¢ lipaz elde edilmistir. Streptomyces halstedii’den elde edilen lipazin sekonder
alkollerin resoliisyonunda iyi aktivite gosterdigi saptanmistir [14]. Aktinomiset lipazlari ile ilgili molekiiler ¢aligmalarda
yiiksek lipaz aktivitesi gosteren lipaz geninin klonlama c¢aligmalar1 yapilmaktadir. Yiiksek kopya sayili vektor tasiyan
aktinomisetlerin orijinal izolattan ¢ok daha yiiksek lipaz aktivitesi oldugu gosterilmistir [15].

Bu ¢alismada farkli toprak drneklerinden daha 6nceki bir ¢alisma sonucu izole edilmis 156 adet aktinomiset
izolatmn kiiltiirel ortamda lipolitik aktivitelerinin belirlenmesi sonucu 53 izolatn (%34) 10 mm ve daha az, 99 izolatin
(%63) 20 mm ve daha az, 4 izolatn ise (%3) ise 20 mm’den daha fazla seffaf derinlik olusturdugu tespit edilmistir.
[zolatlar arasinda en yiiksek lipolitik aktiviteyi 21.5 mm derinlik ile 47 numarah izolatin gdsterdigi belirlenmistir. 47
numarali izolatin 16S rRNA gen bdlgesine gore yapilan dizi analizi sonucunda GenBank numaras1 EU283368.1 olan
‘uncultured actinobacterium clone AS42 16S ribosomal RNA gene’ e %97 oraninda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.
Izolatin elde edilen 16S rRNA dizi bilgisi GenBank’a KY 172825 erisim numarasi ile kaydedilmistir. Bdylece GenBank
kiitiiphanesine katki saglanmustir.

fleriki ¢alismalarda lipaz iiretiminin optimizasyonu igin calismalar gerceklestirilebilir. Besiyerine eklenen
farkli karbon ve nitrojen kaynaklarinin kullanimi, besiyerinin pH’min degistirilmesi, inkiibasyon siiresi ve sicakliginin
degistirilmesi ile optimum sartlarin belirlendigi ¢aligmalar mevcuttur [16,17,18]. Ayrica aktinomiset kaynakli lipazin
enzim karakterizasyonu yapilarak endiistride kullanilma potansiyeli agikliga kavusturulabilir.
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