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OZET

Lipazlar (triagilgliserol hidrolazlar, EC 3.1.1.3), yag-su ara yiizeyinde, uzun zincirli agilgliserollerin, ester
baglarmin hidrolizini katalizleyen hidrolitik enzimlerdir. Bu ¢alismada Candida utilis mayasinin lipaz enzimi
aktivitesi lizerine baglangi¢ pH, baslangic sakkaroz derigimi, aktivator ve inhibitdrlerin etkileri aragtirilmistir.
Candida utilis mayasinin iiremesi ve lipaz enzimi {iretimi i¢in optimum pH degerinin 4 oldugu tayin edilmistir.
Lipaz enzimi aktivitesinin incelendigi deneysel ¢alismalar igin hazirlanan besin ortamlarinda karbon kaynag
olarak bir seker endiistrisi atig1 olan melas kullanilmigtir. Melas sakkarozunun ana karbon kaynagi olarak
kullanildigi ortamda baslangi¢ sakkaroz derisiminin artmasiyla lipaz enzimi aktivitesinin arttigi gorilmiistiir.
Besin ortamina soya, misir, zeytin, aygicek ve kanola yaglart eklenmis ve enzim aktivitesini artirici etkileri
incelendiginde en yiiksek aktivite artisi, ortama %1,25 soya yagi eklendiginde 788,5 U/L olarak bulunmustur.
Fermantasyon ortaminda bulunan Cu (II) ve Ni (IT) metal iyonlarinin lipaz aktivitesini 6nemli dl¢iide diistirdiigii
ayrica Ni (II)’ nin aktiviteyi azaltic1 etkisinin Cu (II)’ ye gore daha fazla oldugu sonucu elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, Candida utilis, Cu (II), Ni (II), melas, inhibisyon

STUDY OF LIPASE ENZYM ACTIVITY WITH Candida utilis YEAST IN
DIFFERENT MEDIA CONDITION

ABSTRACT

Lipases (triacylglycerol hydrolases, EC 3.1.1.3) are hydrolytic enzymes that can catalyze the hydrolysis of the
ester bond of long chain acylglycerols at the oil-water interface. In this study; the effects of initial pH, initial
sucrose concentration, activators and inhibitors on Candida utilis yeast, lipase enzym are searched. It is qualified
that the optimum pH value for growth rate of Candida utilis yeast and production of lipase enzym is 4. Molasses
which is a remnant of sugar industry is used as a main carbon source in nutrient media that is prepared for
experimental studies in which lipase enzym activity is worked out. In the media in which molasses is used as a
main carbon source, it is observed that lipase enzym activity increases with the increase of initial sucrose
concentration. Soybean oil, corn oil, olive oil, sunflower oil and canola oil are added to the nutrient media and
when the additive effect of enzym activity is observed it is found out that the highest activity increase is 788,5
U/L with the addition of 1,25% soybean oil. The result is that; Cu(II) and Ni(II) metal ions in the fermantation
media lower the lipase activity severly and besides, lowering effect of Ni(II) is much more than that of Cu(II).

Keywords: Lipase, Candida utilis, Cu (II), Ni (II), molasses, inhibition

1. GIRIS aNTRODUCTION) trigliseridlerin, di ve monogliseridlere, gliserol ve yag

asitlerine hidrolizini katalizleyen ayrica belli sartlar
Enzimler metabolik reaksiyonlar1 hizlandiran, protein  altinda gliserol ve yag asitlerinden trigliseridleri
yapisinda olan ve biyoteknolojik yontemler ile iiretilen ~ meydana getiren (ters tepkimeyi olusturan) ve
ticari 6neme sahip iiriinlerdir. Giiniimiizde bilinen 4000  endiistride genis uygulama alam bulan biyolojik
adet enzim vardir ve bunlarin yaklagik olarak 200 tanesi  Katalizorlerdir [2,3]. Lipazlarm biiyiikk ¢ogunlugu ticari
endiistriyel olarak kullamilmaktadir [1]. Lipazlar,  olarak dretilirler. Ticari lipazlar ise genellikle
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mikrobiyal kaynaklidir. Lipaz iireten
mikroorganizmalar; bakteriler, mayalar ve fungilerdir
[2]. Mikrobiyal lipazlarm iretiminde c¢ogunlukla
karbon kaynagi olarak daha ekonomik olan
zeytinyagl, aycicek, soya, findik, kanola, susam,
pamuk, bugday, yer fistig1 ve palmiye yaglari gibi
bitkisel yaglar kullanilmaktadir. Yagh bir ortamda
¢ogalan mikroorganizmalar, lipaz iiretme
potansiyeline sahiptir. Mikroorganizmalar yaglari
karbon kaynag olarak kullanirken bir yandan da lipaz
iretmektedirler. Biyoteknolojinin siirekli yeni arayislar
ve mevcut prosesleri gelistirme ¢abasi igerisinde
olmasindan dolayr mikrobiyal kaynakli lipaz iiretimi
biiylik bir hiz kazanmustir. Mikrobiyal lipazlarm,
kimyasal iretiminde (esterlerin sentezi ile), gida
endiistrisinde [4], atik su aritiminda [5,6], kagit
sektoriinde [3], ilag sanayinde [7], deri sanayinde [8] ve
tip [9, 10, 11, 12] alaninda kullanim1 son yillarda
olduk¢a yaygin hale gelmistir. Lipazlarin ozellikle
deterjan endiistrisinde kullanimi en yaygm halde
kullanilan endiistridir [3,13]. Deterjan {iretiminde
lipazlar yaglar1 hidroliz etme o&zellikleri ile yagh
lekelerin ¢ikarilmasinda biiyiik bir kullanim alani
bulmustur. Deterjan lipazlari, farkli bilesimdeki yaglarin
pargalanabilmesi igin diisiik substrat ozelligine sahip
olmali, sert yikama kosullarma ve ¢ok sayida deterjan
formiilasyonlarinin 6nemli bilesenleri olan surfaktan ve

diger enzimlerin zararlt etkilerine karst
dayanabilmelidir.
Candida wutilis (yem maya) mayalarm seker

metabolizmasi iizerinde fizyolojik ¢aligmalar igin
popiiler bir mikroorganizmadir [14]. Candida tiri
maya tiim maya tiirlerinin yaklasik dortte birini igeren
heterojen bir siniftir. Crabtree-negatif mayalarinin
igerisinde yer alan Candida tirii maya en yiiksek
solunum  aktivitesine sahip, biyomalzemelerin
iretiminde bilyiikk avantaj saglayan, aktif glukoz
tasiniminda etkili bir mayadir [15]. Candida utilis,
yiiksek protein igerigi ve iyi bir amino asit profili
gosterir [16, 17]. Lipaz enzimi lretebilen Candida
utilis mayasi, genig bir kullanim alanina sahiptir ve 6-
aminopenisillanik asit, B6 vitamini, nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD) , flavin adenin dintikleotid
(FAD), metil ketonlar, sitrik asit, riboflavin, triptofan
ve biyokiitle iiretiminde kullanilir. Optimum ¢ogalma
sicakligit 0 — 50 °C olmak flizere genis bir sicaklik

araliginda trer. En iyi lreme 25 — 30°C’ de
olmaktadir. Hiicre ¢apt 1-10 pm araliginda
degismektedir. Maya oziitli, glukoz, siilfat ve

potasyum gibi besinleri igeren ortamlarda ozellikle
pH 4,0 — 4,5 araliginda hizl biiyiirler. Besin ortaminin
¢ok asidik olmamasi kaydiyla diger pH’ larda da
iirerler.

Bu calismada Candida utilis mayasinin lipaz enzimi
aktivitesi {izerine baslangic pH, baslangi¢ sakkaroz
derisimi, aktivator ve inhibitorlerin  etkileri
arastirilarak optimum sartlar belirlenmistir.
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2. MALZEME ve YONTEM (MATERIAL and
METHOD)
2.1 Mikroorganizma Ve Biiyiime Ortam

(Microorganism And Growth Media)

Calismamizda kullanilan Candida utilis mayasi
Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii> nden temin
edilmis ve buzdolabinda +4°C’ de muhafaza
edilmistir. Mikroorganizmalarin iiretiminde karbon
kaynag1 olarak bir seker endiistrisi atig1 olan melas
kullanilmis ve Ankara seker fabrikasindan temin
edilmistir. Deneysel c¢aligmalar 100 mL c¢alisma
hacmine sahip 250 mL’ lik steril erlenlerde 25°C sabit
sicaklikta ve 150 devir/dk karigtirma hizinda g¢aligan
calkalayicida kesikli olarak belirli zaman araliklarinda
4 saate kadar Ornek alinarak gerceklestirilmistir.
Deneylerde enzim aktiflestiriciler, metal iyonu igeren
ve icermeyen besin ortamlarmna alistirilmis ve stel
iireme evresine gelmis mikroorganizma ¢ozeltisinden
1 mL as1 alinarak deney ortamma eklenmesiyle
baslatilmistir. Sekerin kristallenme yolu ile elde
edilmesiyle surup olarak geriye kalan melas yaklasik
olarak %50 oraninda seker (sakkaroz) igermektedir.
Candida utilis mayasimin ¢ogalmasi ve lipaz enzimi
iretimi i¢in hazirlanan sivi besin ortamlarinda 1-10
g/L araliginda degisen derisimlerde melas sakkarozu,
0,5 gL K,HPO,, 0,5 g/L KHPO,, 02 gL
MgS0,.7H,O ve 2 g/L maya Oziiti kullanilmistir.
Enzim iretimi igin ortam pH’ s1 2-5 araliginda
ayarlanarak ~ optimum  aktivite pH  degeri
belirlenmigtir. Melas sakkarozu igeren ortamlara
indiikleyici yaglar %0,25-1,25 araliginda, Cu (II) ve
Ni (II) metal iyonlar1 ise ortama 25-250 mg/L
araligmda eklenmistir. Optimum asilama orani (as1
hacmi(mL)/biyoreaktdriin iiretim hacmi(mL)) 5/1000
olarak belirlenmistir. Ureme calismalar1  igin
hazirlanan besin ortamlar1 otoklavda 15 dk siiresince
121°C ve 2 atmosfer basingta sterillenmistir.

2.2  Analitik (")lg:iim Yontemleri  (Analytical
Measurement Methods)

Belirli zaman araliklarinda fermantasyon
ortamlarindan  steril  olarak  alman  Ornekler

santrifiijleme igleminden gegirilerek, sivi kisim metal
iyonlari, sakkaroz derisimi ve enzim aktivite
tayininde, dipte ¢okelen kisim ise mikroorganizma
derigiminin tayininde kullanilmigtir. Enzim aktivite
tayininde para nitrofenil palmitat (p-NPP) yontemi adi
verilen spektrofotometrik yontem kullanilmistir [18—
20]. Bu yontem 410 nm dalga boyunda para-nitrofenil
palmitatin spektrofotometrik olarak ol¢iim esasina
dayanir. Lipaz aktivitesinin bir birimi (U) 1 dakikada
1 mikromol p-nitrofenolii hidrolize etmek i¢in gerekli
enzim miktar1 olarak tanimlanir [21].

Fermantasyon ortamindan alinan oOrneklerdeki yas

maya derisimi, g/L cinsinden spektrofotometrik
olarak 360 nm’ de okunarak tayin edilmistir. Glikoz
tayininde  sakkaroz derisimi g/L  cinsinden,
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sakkarozun dinitrosalisilikasit (DNS) ile verdigi
kompleks yardimiyla spektrofotometrik olarak 575
nm’ de okunarak elde edilmistir [22]. Cu (II) ve Ni
(IT) igeren deney ortamlarindan alinan serbest Cu (II)
ve Ni (II) derigimi, bu iyonlarin CsH;,NOS; (sodyum
dietil ditiyokarbomat) ile yaptigi kompleks yardimiyla
spektrofotometrik olarak 460 nm’ de okunarak tayin
edilmistir.

2.3 Mikroorganizma (")zgiil Ureme Hizi (The Specific
Growth Rate Of Microorganism )

Kesikli sistemde  iistel  lreme  evresinde
mikroorganizma derisiminin zamanla degisimi 6zgiil
ireme hizi ile ifade edilir ve Esitlik 1 ile verilir.

dX
- = 1
r 724 ()

t=0 aninda X=X, t=t aninda X=X sinir kosullarinda
Esitlik 17 in integrasyonu ile Esitlik 2 elde edilir.

X
In—= ut (2)
0
Bu esitliklerde;

e Ozgiil tireme hizi (sa™)
X: Kuru mikroorganizma derigimi (g /L)
t: Zaman (sa)

2.4 Metal Iyonu Icermeyen Ortamda Biiyiime

Kinetiginin Modellenmesi (Modeling Of Growth Kinetics
In Absence Of Metal Ion Media)

Kesikli sistemde substrat inhibisyonunun
gozlenmedigi durumda, oOzgil treme hizt ile
mikroorganizmanin tireme hizin1 kontrol eden besin
maddesi (substrat) arasindaki iliski Monod esitligi
[23] ile verilir (Esitlik 3).

_M,S
7 K15 3)

Burada S >> Kg oldugu zaman;

Ozgiil iireme hiz1 (sa™)
: Maksimum 6zgiil {ireme hiz1 (sa™)
: Doygunluk sabiti (g/L)

Baslangig¢ sakkaroz derisimi (g/L)

wAREE

Esitlik 3’ tin dogrusallagtirilmis sekli Esitlik 4 ile
gosterilir.
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I/p’ ye karsi 1/S grafiginin, x eksenini kesim
noktasindan p,,,, dogrunun egiminden ise K; bulunur.
Disiik K degeri mikroorganizmanin diisiik substrat
derisimlerinde de hizli liredigini gosterir.

3. DENEYSEL BULGULAR ve TARTISMA
(EXPERIMENTAL FINDINGS AND DISCUSSION)

Kesikli karistrmali kaplarda, Candida utilis’ in lipaz
enzim aktivitesi Tlzerine etkileri baslangic pH,
baslangi¢ sakkaroz derisimi, aktivatér ve metal
iyonlarinin varligi gibi farkli gevresel faktorlerin
fonksiyonu olarak incelenmistir.

3.1 Lipaz Enzimi Aktivitesine Baslangic Ph> Simin
EtKisi (The Effect Of initial Ph On Lipase Enzyme Activity)

Ortam pH’ s1 mikroorganizmanmn enzim aktivitesi
gostermesi i¢in en Onemli parametrelerden biridir.
Sekil 1’ den baslangi¢ pH’ sindaki artisin enzim
aktivitesini artirdigi ve pH 4 degerinde maksimum
enzim aktivitesinin 425 U/L olarak elde edildigi
goriilmektedir. Bu grafikten yola ¢ikarak en yiiksek
enzim aktivitesine pH 4 degerinde ulasilmis ve
bundan sonra yapilan, aktivator ve metal iyonlari
deneyleri sabit pH 4’ de yapilmistir.

[
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N
o
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w
o
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Aktivite (U/L)

o
o

P TR NI NI I NI NI R

1 2 3 r 5 6
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Sekil 1. Candida utilis i¢in baslangic pH’ sinin enzim

aktivitesi {lizerine etkisi (Baslangi¢ sakkaroz derisimi:

10 g/L; T: 25°C; Karigtirma Hizi: 150 devir/dakika)
(Effect on enzyme activity of the initial pH for Candida utilis

(initial sucrose concentration: 10 g/L; T: 25°C; Stirring rate: 150
rpm))

Babu ve Rao (2007), Yarrowia lipolytica NCIM 3589
ile yaptiklar1 ¢alismada ortam pH’ s 6,4-6,8
araliginda  tutarak  lipaz  aktivitesi  {izerinde
calismislardir [2]. Preetha ve Viruthagiri (2007),
Rhizopus arrhizus ile yaptiklari deneysel ¢alismada
ortam pH’ smi1 5,3-5,6 araliginda tutarak optimum
lipaz aktivitesine ulastiklarii savunmuslardir [24].
Ertugrul vd. (2007) Bacillus sp. ile yaptiklar
calismada baslangic pH etkisine bakmiglar ve
optimum pH degerinin 6 oldugunu ifade etmislerdir
[25]. Sonug olarak farkli maya tiirleri ile yapilan
enzim aktivitesi calismalarinda ortam pH’ smin
degisiklik gosterdigi ve buna bagli olarak enzim
aktivitesinin arttig1 ya da azaldigi ortaya ¢ikmustir.

N

o
o o
C““I““I““I““I““
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3.2 Lipaz Enzimi Aktivitesine Baslangic Sakkaroz

Derisiminin Etkisi (The Effect Of initial Sucrose
Concentration On Lipase Enzyme Activity)
Lipaz enzimi aktivitesine baglangic sakkaroz

derisiminin etkisi glinimiize kadar yapilan birgok
calismada gozlenmistir. Fakat bugiine kadar Candida
utilis mayasi ile sakkaroz derisiminin enzim aktivitesi
iizerine  yapilmis  herhangi  bir  ¢alismaya
rastlanmamistir. Preetha ve Viruthagiri (2007),
Rhizopus arrhizus ile yaptiklart ¢aligmada karbon
kaynagi olarak glikoz, zeytinyagi, misir yagi ve
gliserol kullanmislar ve en yiiksek aktivite artigm
glikozda 1,1 U/mL olarak gozlemlemislerdir [24].
Agikel vd. (2011), karbon kaynagi olarak melas
sakkarozu ve sakkarozun birlikte kullanildig
durumda Rhizopus delemar ile yaptiklari ¢alismada en
yiiksek lipaz aktivitesine sakkaroz derigimi 5g/L
oldugunda 92,27 U/L olarak ulagmislardir [18].
Sengel vd. (2006) Saccharomyces sp.” nin aktif ve
kararli lipaz iiretimine, karbon kaynagi olarak bitkisel
yag, yag asidi, yag asidi esterleri ve glukozun farkl
derisimlerinin etkisini inceledikleri ¢alismada ortama
% 0,25, 0,5 ve 1 oranlarinda glukoz eklendiginde
yiiksek glukoz derigsiminin substrat inhibisyonuna yol
actigt ve enzim aktivitesini olumsuz ydnde
etkiledigini savunmuglardir  [26]. Sag  Acikel
vd.(2013) Rhizopus delemar iiremesi ve lipaz tiretimi
iizerinde yaptiklart g¢aligmada %10 perflorokarbon
(PFR) igceren ortamda karbon kaynagi olarak glukoz
veya melas sakkarozu kullanildigi durumda 2 vvm
havalandirma hizinda en yiiksek aktiviteye sirasiyla
102,67 U/L ve 171,20 U/L olarak ulasmuslardir.
Candida utilis i¢in farkli baglangic sakkaroz
derigiminin enzim aktivitesi iizerine etkisi Sekil 2” de
verilmistir [27].

500
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Aktivite (U/L)

200

100

0\\\\l\\\\l\\\\l\\\\l\\\\l\\\\

2 4 6 8 10 12
S(gll)

Sekil 2. Candida utilis igin farkli baslangi¢ sakkaroz

derigiminin enzim aktivitesi tizerine etkisi (pH: 4, T:

25°C; Karistirma Hizi: 150 devir/dakika) (Effect on

enzyme activity of the initial sucrose concentration for Candida
utilis (pH:4; T: 25°C; Stirring rate: 150 rpm))

o
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Karbon kaynagi olarak melas sakkarozu kullanilan bu
calismada sakkarozun enzim iiretimini ve aktivitesini
dogrudan etkileyen bir parametre oldugu Sekil 2° den
agikea goriilmektedir. Baglangi¢ sakkaroz derigimi (S)
etkisi 1-10 g/L derisim araliginda incelendiginde
baslangic sakkaroz derisiminin artmasiyla lipaz
enzimi aktivitesinin arttigi goriilmiistiir. En yiiksek
aktivitenin ise baslangi¢ sakkaroz derisimi 10 g/L
oldugu durumda 425 U/L oldugu bulunmustur.

3.3 Lipaz Enzimi Aktivitesine Aktivatorlerin Etkisi
(The Effect Of Activators On Lipase Enzyme Activity)

Candida utilis mayasi ile lipaz enzimi aktivitesine
farkli tiir ve derisimlerde yaglarin etkisi aragtiriimistir.
Besin ortamma enzim aktivitesini artirici olarak
%0,25-1,25 oraninda soya, misir, zeytin, aygigek ve
kanola yaglar1 eklenmis ve enzim aktivitesine etkileri
incelenmistir.

Tablo 1’ de ortamda 10 g/L sakkaroz ile %0,25 ve
1,25 oranlarinda yag varken bu yaglarm normal besin
ortamma gore gosterdikleri enzim aktivitesi,
mikroorganizma 06zgiil tireme hizi ve maksimum
ireyen mikroorganizma miktarinin artig oranlari
goriilmektedir. Tablo 1° den sabit sakkaroz
derisiminde biitiin yaglarda ortama eklenen yag
miktar1  arttikca enzim  aktivitesinin, {reyen
mikroorganizma 6zgill hizi ve mikroorganizma
miktarmin arttigi goriilmektedir. En yiiksek aktivite
artismin ortama %1,25 soya yagi eklendiginde 788,5
U/L oldugu en diigiik aktivite artigmnin ise ortama
%0,25 kanola yagi eklendiginde 450,6 U/L oldugu
goriilmektedir. Buradan ¢ok diisiik derisimlerde dahi
ortama eklenen yaglarmn, yagsiz ortama kiyasla
aktiviteyi artirict etkilerinin oldugu sonucu ortaya

¢ikmaktadir. Babu ve Rao (2007), Yarrowia
lipolytica NCIM 3589 ile vyaptiklar1 c¢alismada
zeytinyagl, aycicek yagi ve tribiitrinin enzim

aktivitesine olan etkilerini incelemis ve en yiiksek
aktiviteye aycicek yag ile 2,5 U/mL olarak
ulastiklari ifade etmislerdir [2]. Acikel vd. (2011),
Rhizopus delemar ile lipaz aktivitesine farkli
aktivatorlerin etkilerini incelemis ve en yiiksek
aktiviteyi aycicek yagi ile 93,07 U/L olarak
bulduklarmi ayrica bu degerin yagsiz ortama gore
aktivite artisnin 19,7 kat daha fazla oldugunu
savunmuslardir [18]. Keklikcioglu ve Acikel (2010),
Candida utilis mayasi ile yaptiklar1 ¢aligmada en
yiksek aktivite artigina ortama %1,25 soya yagi
eklendiginde ulagmislardir [28].

Sekil 3° de aktivatdr olarak yaglarm kullanildigi besin
ortamlarinda baslangi¢ sakkaroz derisimi 1-10 g/L
araliginda degistirilerek yag igeren ortamlarda
sakkaroz derisiminin etkisi incelenmistir. Burada tiim
yaglarda artan sakkaroz derisimi ile enzim
aktivitesinin arttig1 ayrica en yiiksek aktivitenin
ortamda hacimce %1,25 soya yagi varken 10 g/L
sakkaroz  derisiminde elde edilmis  oldugu
goriilmektedir.
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Tablo 1. Farkli ortamlarda, lipaz aktivitesi, mikroorganizma 06zgiil ireme hizi ve kuru mikroorganizma
derisimlerinin artis orani yﬁzdeleri (In different medium, percentage increase of lipase enzym activities, specific growth rate of

microorganism and dried microorganism concentration)

Aktivite Ozgil . Kuru .
Yag Yag Aktivite Artis " Ureme X Mikroorganizma
Orani (U/L) Orant (%) (1/sa) Hiz1 Artis (g/L) Derisimi Artis
° Orani (%) Orani (%)
%0 - 425,0 - 0,222 - 2.85 -
Soya 585,6 37,8 0,281 26,6 3,18 11,6
Misir 556,3 30,9 0,274 23,4 3,15 10,5
%0,25 Zeytinyagi 527,0 24,0 0,268 20,7 3,12 9,4
Aygigek 500,7 17,8 0,251 13,1 3,06 7,3
Kanola 450,6 6,0 0,236 6,3 3,00 5,2
Soya 788,5 85,5 0,380 71,2 3,45 21,0
Misir 783.,9 84,4 0,371 67,1 3,41 19,6
%1,25 Zeytinyagi 779,2 83,3 0,362 63,0 3,38 18,6
Aygigek 740,2 74,1 0,326 46,8 3,32 16,5
Kanola 673,6 58,5 0,300 35,1 3,25 14,0
1000 nedenlerden dolay1 besin ozellikleri yiiksek kabul
edilir [29]. Yapilan bu ¢alismada soya yagi iceren
[ ortamimn yiiksek aktivite vermesinin nedeni soya
800~ yaginin protein ve aminoasit bakimmdan oldukca
zengin olusu, lezitin igermesi, linoleik ve linolenik
. yag asitlerini igermesi ve c¢oklu doymamis yag
;' 600 - agisindan oldukga zengin olusu ile agiklanabilir.
r
2 1000
X -
< 0 Soya yagi i
Misir yagi I
: Zeytirzlyaggi 8o
200~ Aycicek yagi -
Kanola yagi - B
——&—— Yagsiz ortam = 600
ol 2 i
0 2 4 6 8 10 12 g i
S (g/L) 2 40l
Sekil 3. Candida utilis igin farkli baslangi¢ sakkaroz < i 24125
derisimlerinde enzim aktivitesinin, hacimce %1,25 : A %100
oraninda katilan farkli yaglar ile degisimi) (Change of 200 —v— %0.75
enzyme activities obtained at different initial sucrose concentration i I :Zggg
with containing 1,25% by volume different oils for Candida utilis) B * %0
IERNTRR RNURNERTRATIN NRAY Y SATAN S RANTNR SUI R R
Sekil 4° de farkli baslangi¢ sakkaroz derisimlerinde % 2 4 6 8 10 12

enzim aktivitesinin farkli miktarlardaki soya yagi ile
degisimi  verilmistir. Burada sabit sakkaroz
derisiminde artan soya yagi miktar1 ile aktivitenin
acik bir sekilde arttigi goriilmektedir. Yapilan bu
calismaya benzer olarak Sengel vd. (20006)
Saccharomyces sp.” nin aktif ve kararli lipaz
iretimine farkli yaglarin karbon kaynagi olarak
kullanildigi durumda en yiiksek aktivitenin soya yagi
ile elde edildigini savunmuslardir [26].

Soya yagi diinya ¢apinda en c¢ok kullanilan bitkisel

yagdir ve olduk¢a fazla ¢oklu doymamis yag igerir.
Omega 3 yag asidi bakimindan zengindir ve bu
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S (g/L)
Sekil 4. Candida utilis igin farkli baslangi¢ sakkaroz
derisimlerinde enzim aktivitesinin farkli oranlardaki
soya yagi ile degisimi (Change of enzyme activities obtained
at different initial sucrose concentration with different rates of
soybean oil for Candida utilis)

Candida utilis igin farkli miktarlarda soya yag iceren
ortamda baglangi¢ sakkaroz derigiminin 6zgiil iireme
hiz1 ve kuru mikroorganizma derigimi {izerindeki
etkisi sirasiyla sekil Sekil 5 ve 6” da verilmistir. Artan
baslangi¢c sakkaroz derisimi ile soya yagmn farkl
tim miktarlarinda 6zgiil treme hizi ve kuru

mikroorganizma derigiminin arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 5. Candida utilis igin farkli baslangi¢ sakkaroz
derisimlerinde mikroorganizma 6zgiil iireme hizinmn
farkli oranlardaki soya yagi ile degisimi (Change of
specific growth rate of microorganism obtained at different initial

sucrose concentration with different rates of soybean oil for
Candida utilis)

4
3 L
g =
3 2F
x =
i %1.25
L A %1.00
I ——v— %0.75
i — > %0.50
%0.25
i —— %0
0 b—_ L -1
0 2 7 3 8 10 12

S (glL)
Sekil 6. Candida utilis igin farkli baslangi¢ sakkaroz
derisimlerinde kuru mikroorganizma derisiminin

farkli oranlardaki soya yagi ile degisimi (Change of dried
microorganism concentration obtained at different initial sucrose
concentration with different rates of soybean oil for Candida utilis)
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Candida utilis i¢in farkli oranlarda soya yagi iceren
ortamda 1/p-1/S  degisimi etkisi Sekil 7° de
verilmistir. Burada artan baslangi¢ sakkaroz derisimi
ile 6zgiil tireme hizinm arttig1 goriilmektedir. Sekil 7’
ye gore Monod esitliginden maximum 6zgiil iireme
hiz1 ve doygunluk sabiti degerleri hesaplanmistir ve
bu degerler Tablo 2’ de verilmistir.

18-
16
14:—
12:—
= 10f
& B
E. B
~ 8?
6F %1.25
- —A— %1.00
4k —v— %0.75
B —>— %0.50
2 %0.25
N —— %0
0:\\\\1\\\\l\\\\l\\\\l\\\\l\\\\
0 0.2 04 0.6 0.8 1 1.2
1Is (Ug)

Sekil 7. Candida utilis i¢in farkli oranlarda soya yagi

igeren ortamda 1/u-1/S grafigi (Change of 1/u-1/S in the
media different rates of soybean oil for Candida utilis)

Tablo 2’ de ortamda 10 g/L sakkaroz ile, %0,25 ve
1,25 oranlarinda yag varken Monod esitligine gore
cizilen izotermlere goére bulunan maksimum 6zgiil
ireme hizlar1 ve doygunluk sabiti degerleri
goriilmektedir. Ortamda soya yagi yokken maximum
ozgiil ireme h1z1 (Wyax) 0,417 1/sa ve doygunluk sabiti
degeri (K;) 6,283 g/L iken ortamda %0,25 ve 1,25
soya yag1 varken maximum &zgil lireme hizi (yay)
sirastyla 0,460 1/sa, 0,517 1/sa ve doygunluk sabiti
degerleri (Ky) ise sirasiyla 5,463 g/L, 4,122 g/L’dir.
Bu durumda ortamda soya yagi miktarinmn artigt ile
maximum 0zgiil ireme hizinin arttigi, doygunluk
sabiti degerinin ise azaldig1 sonuglari ortaya ¢ikmistir.

Tablo 2. Monod esitligine gore cizilen izotermlere gore bulunan maksimum o6zgiil lireme hizlar1 ve
doygunluk sabiti degerleri (The maximum specific growth rate of microorganism and saturation constants obtained from isoterms

accordingly governed by Monod Equation)

Yag orani Yag Umax (1/52) K, (g/L)
%0 - 0,417 6,283
Soya 0,460 5,463
Misir 0,443 5,424
%0,25 Zeytinyagi 0,425 5,373
Aygigek 0,399 5,373
Kanola 0,389 5,328
Soya 0,517 4,122
Misir 0,509 4,163
%1,25 Zeytinyagi 0,501 4,205
Aygigek 0,474 4,023
Kanola 0,414 4,205
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3.4 Lipaz Enzimi Aktivitesine Metal iyonlarmin
EtKisi (The Effect Of Metal ions On Lipase Enzyme Activity)

Metal iyonlarinin endiistriyel atik sulardan giderimi
olduk¢a zor bir prosestir ve bu problemin
giderilebilmesi i¢in fiziksel ve kimyasal islemler
uygulanmaktadir. Ancak bu islemlerin uygulanmasi
bir¢ok dezavantaji da beraberinde getirmistir. Kirletici
maddelerin (atik) derisimi 10-100 mg/L araliginda
oldugunda, toksik sulu ¢amurlarin veya diger atik
iriinlerin iiretimi genellikle ¢ok pahalidir [30]. Metal
kaplama, madencilik iglemleri ve deri sanayi gibi
birgok endiistride kullanilan metaller toksik etkiye
sahiptir ve ¢ok ciddi bir sekilde ¢evre kirliligine yol
agmaktadir. Kullanilan bu agir metallerin atiksulardan
uzaklastirilmasi  pahali  prosesler  oldugundan
giiniimiizde daha ucuz ve daha kolay ydntemler
gelistirilmistir.

Bu amagla kullanilan mikroorganizmalar, agir
metallerin aktif veya pasif mekanizma ile tasimmasini
saglayan etkili ¢evresel iyilestiricilerdir [24].

Bu calismada besin ortamma Cu (II) ve Ni (II)
iyonlar1 25-250 mg/L araliginda eklenerek metal
iyonlarinin  lipaz  enzimi aktivitesine etkileri
arastirtlmistir.  Ortama  25-250 mg/L  derisim
araliginda Cu (II) ve Ni (II) iyonu eklenirken
baslangi¢c sakkaroz derisimi de 3-10 g/L araliginda
degistirilmis, Cu (II) ve Ni (II) iyonlar1 ve sakkarozun
lipaz enzimi aktivitesi, mikroorganizma 6zgiil iireme
hiz1 ve kuru mikroorganizma derisimi {lizerine etkileri
arastirtlmistir. 25-250 mg/L derisim araliginda Cu (II)
ve Ni (II) iceren ortamlarda degisen baslangic
sakkaroz derisimlerinde mikroorganizmanin
gosterdigi lipaz aktivitesi Sekil 8, mikroorganizma
Ozgiil ireme hizi Sekil 9 ve kuru mikroorganizma
derigimi ise Sekil 10’ da verilmistir.

Sekillerden ortamdaki baglangi¢ sakkaroz derigimi
artismin lipaz enzimi aktivitesini, mikroorganizma
0zgiil tireme hizin1 ve kuru mikroorganizma miktarin
artirdign  goriilmektedir. Herhangi bir metal iyonu
varliginda artan sakkaroz derigimi ile 6zgiil {ireme
hizinn arttig1 gériilmektedir.

Ornegin Sekil 9° da Ni (II) iyonu derisimi 25 mg/L
oldugunda ve sakkaroz derisimi 3g/L’ den 10 g/L’ ye
cikarildigr durumda 6zgiil tireme hizi 0,08217 1/sa’
den 0,157576 1/sa’e ¢ikarken kuru mikroorganizma
miktart da 1,4025 g/l den 2,5935 g/L’ye ¢ikmustir.
Ancak ortamdaki Cu (II) ve Ni (II) iyonlar1 derisimi
artismin lipaz enzimi aktivitesi, mikroorganizma
0zgiil Gireme hiz1 ve tireyen mikroorganizma miktarini
onemli oranda azalttigr goriilmektedir. Ni (II) iyonu
derisim 250 mg/L oldugu durumda aktivitenin
neredeyse sifir degerinde oldugu Sekil 8’ den agikga
goriilmektedir. Enzim aktivitesindeki Cu (II) ve Ni
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(II) 1iyonlar1 varhigiyla azaligin mikroorganizma
iremesiyle dogrudan ilgili oldugu ve mikroorganizma
iiremesi azaldik¢a iireyen mikroorganizmalarin daha
az enzim Urettigi anlagilmaktadir. Metal iyon derisimi
arttikca Ozgiil iireme hizinin bilyiik oranda azaldig
Sekil 9° dan goriilmektedir. Bu durumda metal iyonu
varliginda mikrrorganizmalarin 6zgiil tireme hizinin
inhibisyona ugradigi acik¢a ortadadir.

500
- —a— 0mglL
| —A— Cu=25mglL
- —v— Ni=25mg/L
- ——— Cu=250 mg/L
400 —<—— Ni=250 mglL
=300}
a -
2 |
2 |
x n
< 200}
I «—¢ < 4
O\\\\l\\\\l\\‘\\l\\\\l\\\\l\\\\
0 2 4 6 8 10 12
S(glL)

Sekil 8. Candida utilis igin farkli baslangi¢ sakkaroz
derisimlerinde enzim aktivitesinin farkli
derisimlerdeki Cu (II) ve Ni (II) ile degisimi (Change of
enzyme activities obtained at different initial sucrose concentration
with different concentrations of Cu (II) and Ni (II) for Candida
utilis)

0.3

—a— O0mg/L
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Sekil 9. Candida utilis igin farkli baslangi¢ sakkaroz
derisimlerinde mikroorganizma 6zgiil iireme hizinmn
farkli derisimlerdeki Cu (II) ve Ni (II) ile degisimi
(Change of specific growth rate of microorganism obtained at
different initial sucrose concentration with different concentrations

of Cu (II) and Ni (II) for Candida utilis)

481



N. Keklikcioglu Cakmak, U. Acikel

4
- —=— OmglL
-  —&—— Cu=25mg/L
I  —v— Ni=25 mg/L
3} —»— Cu=250 mg/L
| —<¢— Ni=250 mg/L
’:T |
2 2f
x -
1_
07\\\\l\\\\l\\\\l\\\\l\\\\l\\\\
0 2 4 6 8 10 12

S(glL)

Sekil 10. Candida utilis i¢in farkli baslangi¢ sakkaroz
derisimlerinde kuru mikroorganizma derisiminin
farkli derisimlerdeki Cu (II) ve Ni (II) ile degisimi
(Change of dried microorganism concentration obtained at different

initial sucrose concentration with different concentrations of Cu (II)
and Ni (Il) for Candida utilis)

Tekli olarak ortama eklenen Cu (II) ve Ni (II)
iyonlarmin baslangic derisimleri arttikca enzim
aktivitesinin, mikroorganizma 6zgiil lireme hizinin ve
ireyen mikroorganizma derisiminin 6nemli oranda
azaldigi, Ni (II) iyonlarmm bu azaltici etkisinin Cu
(IT) iyonlarmma gore daha fazla oldugu Tablo 3’ den
acikea goriilmektedir. Burada en yiiksek aktivite
diisiis oran1 yiizdesi 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde
ortamda 250 mg/L Ni (II) varken %94,7’ dir. Dursun
vd. (2003) Rhizopus arrhizus ve Aspergillus niger ile
yaptiklar1 ¢aligmada Cu (II) ve Cd (II) iyonlarinin tiim
derigimlerinde mikroorganizma biiylimesi {izerinde
inhibisyon etkisi gdsterdigini ayrica metal iyon
birikiminin seviyesinin baslangi¢ pH ve metal iyon
derisimine bagli oldugunu savunmuslardir [31].
Preetha ve Viruthagiri Rhizopus arrhizus ile yapmis
olduklar1 ¢alismada ortamda krom, bakir ve nikel
iyonlar1 varliginda artan metal iyon derisimi ile 6zgiil
iireme hizinin azaldigimi ifade etmislerdir [24]. Muter
vd. (2001) Candida utilis mayasi ile Cr (IV)
varliginda inhibisyon etkisini incelemisler ve ortamda

Candida Utilis Mayasiyla Lipaz Enzimi Aktivitesinin Farkli Ortam ...

metal iyon derisimi 50-100 mg/L oldugunda giiglii
oranda inhibisyon oldugu ayrica 100 mg/L metal
iyonu varliginda metal iyon icermeyen ortama gore
mikroorganizma bilyiimesinin 3 kat azaldigi ve hatta
ortamda metal iyon derisimi 400-500 mg/L
oldugunda mikroorganizma biiylimesinin durmus
oldugunu ifade etmisglerdir [32]. Keklikcioglu ve
Acikel.(2011), lipaz enzimi aktivitesine Cu (II) ve Ni
(II) iyonlarmin etkisini arastrmis ve Ni (II)’ nin
enzim aktivitesini azaltici etkisinin daha fazla oldugu
sonucunu ortaya koymuslardir [33].

Farkli derisimlerde Cu (II) igeren ortamda Monod
esitligine  gore ¢izilen 1/p-1/S  (Sekil 11)
izotermlerden  bulunan  kinetik  sabitler  olan
maksimum &zgiil {ireme hizi ve doygunluk sabiti
degerleri Tablo 4’ de sunulmustur.

50
i E OmglL
E A Cu=25mglL
40 v Ni=25 mg/L
i > Cu=250 mg/L
i < Ni=250 mg/L
30
? -
& -
5 |
s | <
20
i /
T gé
ol 1 1 1 ‘
0 0.1 0.2 0.3 0.4
1/1S(Ug)

Sekil 11. Candida utilis igin Cu (II) ve Ni (II) iceren
ortamda 1/u-1/S grafigi (Change of 1/u-1/S in the media
containing Cu (II) and Ni (II) for Candida utilis)

Tablo 4’ den baslangi¢c Cu (II) ve Ni (II) ve sakkaroz
derigimindeki artisla her iki metal iyonu varliginda
mikroorganizma maksimum o&zgil {ireme hizinin
onemli oranda azaldigi, doygunluk sabiti degerlerinin
ise degiskenlik gosterdigi goriilmektedir.

Tablo 3. Lipaz aktivitesinin, mikroorganizma 6zgiil tireme hizi ve kuru mikroorganizma miktarinin farklh

miktarlarda metal iyonu iceren ortamlarda karsilastirilmasi (Comparison of the lipase activity, specific growth rate of
microorganism and dried microorganism concentration at the medium of containing different amounts of metal ions)

Ozgiil

Metal Aktivite Ureme Kuru
Iyqqu . Metal Aktivite Degisim Hizt X Mi.kroorgarli_zr_na
12::;15/{311 Iyonu (U/L) Orant (%) (1/sa) Degigim (g/L) Mllg?:n Il)g)gl)slm
& Orani (%) ’
0 - 425.0 - 0,222 - 2,85 -
25 Cu (II) 270,6 -36,3 0,202 -9,0 2,79 2,1
Ni (1) 140,7 -66,9 0,157 -29,3 2,59 -9,1
250 Cu (II) 100,1 -76,4 0,098 -55,9 1,56 -45,3
Ni (1) 22,5 -94,7 0,044 -80,2 1,37 -51,9
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Tablo 4. Farkli derisimlerde Cu (II) ve Ni (II) iyonu iceren ortamlarda Monod esitligine gore bulunan
maksimum 06zgiil iireme hizi ve doygunluk sabiti degerleri (Maximum specific growth rate and saturation constants
obtained from governed by Monod Equation at different concentration of Cu (II) ve Ni (II) ions)

Cu()(mgl) pm(l/sa) K(gL) NidD)mgL)  pmn(1/s2) K (g/L)
0,00 0,417 6,282 0,00 0,417 6,283
25,0 0,323 5,495 25,0 0,264 6,224
50,0 0,307 6,771 50,0 0,242 8,776
75,0 0,260 5,839 75,0 0,181 6,689
100,0 0,235 6,297 100,0 0,157 7,593
150,0 0,181 5,286 150,0 0,119 7,362
250,0 0,151 4,672 250,0 0,069 5,096

4. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Yapilan bu calismada bir maya tiirii olan Candida
utilis mikroorganizmas: tarafindan lipaz enzimi
aktivitesi, kesikli diizende ¢aligan karistirmali kapta
baslangic pH’ smim, baslangic melas sakkarozu
derisiminin, ortama eklenen aktivite artirict yaglarin
ve metal iyonu derisiminin fonksiyonu olarak
incelenmistir. Lipaz enzimi aktivite deneylerinde
optimum sicaklik 25°C olarak tayin edilmistir.

Deneysel c¢alismalarin ilk kisminda aktivite artirici
yaglar ile lipaz enzimi aktivitesi deneyleri yapilmis ve
sonuglar  lipaz enzimi aktivitesi, v (U/L),
mikroorganizma 6zgil ireme hizi, p (1/sa) ve kuru
mikroorganizma derisimi, X (g/L) cinsinden
hesaplanmis ve karsilastirilmistir.

Deneysel ¢alismalarin ilk kisminda enzim {iretimi i¢in
ortam optimum pH’ smin ve baslangig sakaroz
derigiminin etkileri arastirilmig enzim {retimi ve
mikroorganizma iiremesi igin kinetik sabitler tayin
edilmistir. Baslangi¢c pH’ sinin ve mikroorganizmanin
ana karbon kaynagi olan sakkarozun enzim {iretimi ve
mikroorganizma tiremesini dogrudan etkileyen bir
parametre oldugu gorilmektedir. pH 4 degerinde
maksimum lipaz aktivitesi goézlenirken, baslangi¢
sakkaroz derisiminin de artmasiyla aktivitenin arttig
bulunmustur.

Mikroorganizma besin ortamina enzim aktivitesini
artirict  olarak  katilan  baz1  ticari  yaglarin
kullanilmasiyla enzim aktivitesini 6nemli oranda
arttigi bulunmustur. Aktivatér olarak soya, muistr,
zeytin, aygigek ve kanola yaglari kullanilmistir.
Ortama %0,25-1,25 oraninda eklenen yaglarin
timiiniin enzim aktivitesini belli oranda artirdig1
gozlenirken en yiiksek aktivite artisi ortama %1,25
oraninda soya yagi eklendiginde, en diisiik aktivite
artisl ise %0,25 oraninda kanola yagi eklendiginde
bulunmustur.

Genel olarak biitin  yaglarin  mikroorganizma
iremesini  de artirdigt  deneysel sonuglardan
goziikkmektedir. Mikroorganizma bu yaglar1 besin
olarak da tiiketmektedir ¢linkii protein bakimindan
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¢ok zengin olan bu yaglar genelde doymus yag orani
diisik yaglardir, dolayisiyla daha fazla {ireyen
mikroorganizma daha fazla enzim {retmektedir.
Ayrica faydali asitler diyebilecegimiz ve yapilarinda
bol miktarda bulunan oleik, linoleik, linolenik asitler,
gliseridler ve lipidler enzim iretimini indiiklemekte
(tetiklemekte) yani artirmaktadir. Enzim aktivitesi
artirict olarak kullanilan yaglarin enzim aktivitesini
artirict  etkisi yaninda mikroorganizma {iremesini,
mikroorganizma ozgiil iireme hiz1 ve
mikroorganizmanm maksimum iireyen derisimini de
artirdig1 goriilmiistiir.

Bu sonuglar genel olarak kullanilan yaglarin hepsinin

mikroorganizmanin lipaz enzimi aktivitesini ve
mikroorganizma bilyiime degerlerini soya> misir>
zeytin>  aycigek> kanola sirasnda  artirdigimni

gostermektedir. Ayrica Monod esitligine gore ¢izilen
izotermlere gore bulunan maksimum o&zgil ilireme
hizlar1 da aktivatdr yaglarin kullanildigi ortamlarda
daha yiiksek bulunmustur.

Enzim aktivitesini artirict ortam deneyleri yapildig
gibi  deneysel g¢aligmalarin  ikinci  kisminda
mikroorganizma iiremesini inhibe ettigi bilinen Cu
(II) ve Ni (II) iyonlarmin enzim aktivitesi ve
mikroorganizma iremesine etkileri de incelenmistir.
Tekli olarak 25-250 mg/L araliginda ortama eklenen
Cu (II) ve Ni (II) iyonlarinin baslangi¢ derisimi
arttikca lipaz enzimi aktivitesinin &nemli oranda
diistiigii bulunmustur. Metal iyonlarinin en bilinen
ozelligi mikroorganizma {iremesini inhibe etmesidir.
Baglangi¢ metal iyon derigimi arttikga enzim
aktivitesindeki azalma yaninda mikroorganizma 6zgiil
ireme hiz1 ve mikroorganizmanin maksimum {ireyen
derisimi de azalmistir. Bu sonuglar ortamdaki Cu (II)
ve Ni (II) iyonlarinin lipaz enzimi aktivitesi ve
mikroorganizma biiyiime degerlerini 6nemli oranda
diisiirdiiglinii, Ni (II)’ nin etkisinin ise daha fazla
oldugunu gostermektedir.

Bu c¢aligmadan ¢ikan sonuca goére genel olarak
Candida utilis mayas1 kullanilarak ortam sartlari
uygun belirlenirse yiiksek oranda lipaz enzimi
aktivitesi elde etmek miimkiindiir.
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SEMBOLLER (SYMBOLS)
Cu (ID Bakar (II)
Ni (1) Nikel (II)
m Ozgiil iireme hiz1 (sa™)
X Kuru mikroorganizma derisimi (g /L)
t Zaman (sa)
Lm Maksimum 6zgiil iireme hiz1 (sa™)
Kg Doygunluk sabiti (g/L)
S Baslangi¢ sakkaroz derisimi (g/L)
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