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ALA Aminolevulinik asit
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DHA Dokosaheksaenoik asit

DNA Deoksiriboniikleik asit

EC Enzim Komisyonu

EPA Eikosapentaenoik asit

KDa Kilodalton

mol. Molekiiler agirlik

Ph Power of Hydrogen

PUFA Coklu doymamus yag asitleri
SDS-PAGE Sodyumdodasilsiilfat-poliakrilamid jelelektroforez
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OZET

Keten Tohumu Yagindan (Linum Usitatissimum L.) Lipaz Enziminin
Saflastirilmasi ve Ozelliklerinin Incelenmesi

Enzimler, metabolizmada ger¢eklesen reaksiyonlarda katalizor gorevi tistlenen
biyomolekiilerdir. Enzim teknolojisindeki gelismeler, enzimlerin kullanim alanlarini
genisletmis ve ekonomik degerini artirmistir. Bu nedenle, endiistriyel enzim
arastirmalar1 biyoteknoloji alaninda giderek daha fazla 6nem kazanmistir. Bu
calismada, oncelikle keten tohumu yagindan (Linum Usitatissimum L.) lipaz enzimi
saflastirilmis, ardindan enzimin potansiyel uygulamalarin1 daha iyi anlayabilmek
amaciyla enzimatik ozellikleri ayrintili bir sekilde incelenmistir. Enzim saflagtirma
stirecinde lipaz enzimini etkin bir sekilde izole etmek i¢in santrifiijleme ve diyaliz
yontemleri kullanilmigtir. Saflagtirilmis enzimin molekiil agirligini  belirlemek
amactyla SDS-PAGE yo6ntemi uygulanmistir. Saflagtirma islemlerinin ardindan, ham
homojenatin spesifik aktivitesi 9.8 U/mg olarak ol¢iilmiistiir. %80 ¢oktiirme islemi
sonrasinda ise ¢okelti spesifik aktivitesi 12.8 U/mg seviyesine yiikselmistir. Cokelti
analizinde optimum sicaklik ve pH kararlilig1 degerlendirilmis; ayrica, inhibitor ve
aktivator etkileri incelenerek molekiil agirligi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Keten tohumu yagi, Lipaz enzimi, Saflastirma.



ABSTRACT

Purification of Lipase Enzyme from Kefir and Investigation of Its Properties

Enzymes are biomolecules that serve as catalysts in metabolic reactions, facilitating
various biochemical processes. Advances in enzyme technology have expanded the
application areas and increased the economic value of enzymes. Consequently,
industrial enzyme research has gained increasing importance in the field of
biotechnology. In this study, lipase enzyme was first purified from flaxseed oil (Linum
Usitatissimum L.), and then its enzymatic properties were analyzed in detail to better
understand its potential applications. In the enzyme purification process,
centrifugation and dialysis methods were employed to effectively isolate the lipase
enzyme. The SDS-PAGE method was also applied to determine the molecular weight
of the purified enzyme. Following the purification procedures, the specific activity of
the crude homogenate was measured at 9.8 U/mg. After 80% precipitation, the specific
activity of the precipitate increased to 12.8 U/mg. In the analysis of the precipitate,
optimum temperature and pH stability were evaluated. Additionally, the effects of
inhibitors and activators were examined to determine the molecular weight.

Keywords: Flaxseed oil, Lipase Enzyme, Purification
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1. GIRIS

Enzimler, metabolizmada olusan kimyasal ve biyokimyasal olaylarin
hizlanmasinda katalizér gorevi listlenen biyokatalizorlerdir. Bunlar, sadece katalizor
olarak rol almakla kalmaz, es zamanda hayvanlar, mikroorganizmalar ve bitki
yapilarinda salgilanan proteinlerin yapisinda yer alan makro molekiillerdir (Pekin,
1980). Katalizor olarak enzimler, kimyasal reaksiyonlarin hizini ¢ok biiyiik oranlarda
artirir ve molekiillerin birbirine doniismesini saglar. Bu siiregte, enzim yapisinda
herhangi bir degisiklik meydana gelmeden siire¢ tamamlanmis olur. Katalizor
bulunmayan reaksiyonlara kiyasla, enzimlerin var oldugu reaksiyonlar birka¢ milyon

kat daha hizli gergeklesir (Singh, 2012; Uludag, 2000).

Enzimler, etki ettikleri substratlarin veya katalizledikleri reaksiyon tiirlerinin
isimlerine "-az" ya da bazi proteolitik enzimlerde "-in" eki eklenerek adlandirilmistir.
Ancak gelisen teknolojiler ve artan bilimsel ¢alismalar neticesinde, bilinen enzim
cesitlerinin sayist ¢cok fazlalagmis ve bu adlandirma sistemi yetersiz hale gelmistir. Bu
nedenle, her enzime Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUBMB) tarafindan Enzim
Komisyonu (EC) numarasi verilerek bir tanimlama sistemi getirilmistir. EC

numaralar1 dort basamakli bir dizilimle (EC x.x.x.x) ifade edilir (Erdogan, 2020).

Lipazlari, ilk kez 1856 yilinda Claude Bernard tanimlamistir. Kan plazmasinda
bulunan lipoprotein lipazlar ise 1943 yilinda "temizleyici faktor" olarak
nitelendirilmistir. Hidrolaz enzim grubuna dahil olan lipazlar (Triasilgliserol ester
hidrolaz), bitki ve hayvansal yaglarin normal sartlarda ters etki hidrolizini katalizleyen
enzimlerdir. Lipazlar, "EC 3.1.1.3" numarasiyla tanimlanmaktadir. Trigliseritlerin
hidrolizini katalizleyen lipazlar, bu reaksiyonlar sonucunda alkol ve karboksilik
asitlerin olugsmasini saglar. Yani, yag ve yag asitlerinin su ile parcalanmasina yardime1
olur. Lipazlar, mono-, di- ve trigliseritlerin yapisina gore g¢esitlendirilmektedir
(Bakkal, 2006; Sharma ve ark., 2001).

Lipazlarin dogal substratlar1 gliserol esterleridir. Enzimlerin kimyasal

tepkimelerden farklilasan en Onemli 6zelligi secicilikleridir. Lipazlarin segiciligi,



enzimin molekiiler yapisi, substratin yapisi ve enzimin substrata baglanmasini
etkileyen faktorler tarafindan kontrol edilir. Bu segicilik {i¢ temel grupta incelenir:
pozisyon seciciligi, substrat seciciligi ve stereo segicilik. Lipazlar, esteraz enzimlerinin
ozel bir siifidir ve yaglar hidrolize ederek gliserol ve yag asitlerine parcalar (Oztiirk,

2013).

Keten tohumu, insanlik tarihi boyunca yetistirilen en eski mahsuller
arasindadir. Tarihi, M.O. 6000 yillarma kadar uzanir. Latince "¢ok kullamish"
anlamma gelen Linum usitatissimum adiyla bilinen keten tohumu, g¢ogunlukla
Arjantin, Cin, Hindistan, ABD ve Kanada gibi iilkelerde yetistirilmektedir. ABD'de
elyaf iiretiminde kullanilan keten tohumu, ayn1 zamanda yenilebilir bir yagli tohum ve
tahildir. Gilinlimiizde fonksiyonel bir gida {iriinii olarak énem kazanmistir (Wang ve

ark., 2007; Senkal, 2022).

Bu ¢aligmanin amact, keten tohumu yagmdan (Linum usitatissimum L.) lipaz
enziminin saflagtirilmasi ve 6zelliklerinin incelenmesidir. Bu kapsamda, ¢alismanin
kavramsal ¢ercevesinde enzimlere genel bir bakis sunulmus, materyal ve metotlar
belirlenmis ve elde edilen bulgular ile sonuglar detayli bir sekilde ele alinmis ve

incelenmistir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE: ENZIMLER

2.1. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler metabolizmada meydana gelen, kimyasal ve metabolizmal olaylarin
olusmasinda katalizér goérevi lstelenen biyokatalizorlerdir. Enzimler hem katalizor
olarak bulunurken hem de hayvanlar, mikroorganizmalar ve bitki yapilarinin
icerisinde salgilanan proteinlerin yapisinda yer alan makro molekiillerdir (Pekin,
1980). Proteinlerin yapis1 bi¢cim olarak, sarmal bir yapida kivriml yiiksek molekiil
agirligina sahip bir goriiniimdedirler. Proteinlerin yapisinda bulunduklarindan dolay1
enzimlere metabolik proteinler de denilebilmektedir. Enzimlerin yapisi
incelendiginde, igerisinde; oksijen, azot, hidrojen ve karbon gibi elementler
bulunmaktadir. Hiicre igerisinde biyokimyasal bicimde meydana gelen tepkimelerde
katalizor gorevi gormektedir. Bunun yami sira enzimler, biyokimyasal sekilde
meydana gelen olaylarin viicutta yasam ile mevzun bir bicimde olusmasinda rol

oynayan maddeler biitiiniidiir (Aehle, 2012).

Katalizor olarak enzimler, kimyasal tepkimelerin hizim1 artirma ve
molekiillerin diger molekiillere doniistiiriilmesinde gorev alirlar. Bu gorev esnasinda
enzimin yapisinda bir degisiklik ger¢eklesmemektedir. Enzimin yapisinda degisiklik
goriilmezken katalizoriin bulunmadigi tepkimelere oranla enzimin var oldugu
tepkimelerin hizlari bir veya birka¢ milyon kat daha yiiksek gerceklesmektedir (Singh,
2012; Uludag, 2000). Enzimlerin tepkime sonucu etkiledigi maddelere “substrat” adi
verilmektedir. Enzimlerin etki ettikleri substrat ya da katalize ettikleri tepkime
tiplerinin adinin sonuna “-az” eki (6rnegin; oksidaz, karboksilaz vb.) alarak belirtilir.
Bunun yan sira bazi enzimlerin (proteolitik grubu) isimlerinin sonuna ise “-in” eki

(tripsin, papin, vb.) getirilerek adlandirilir (Kuzu, 2008; Robinson, 2015).

Enzimlerin kullanimi insanlik tarihinin ilk ¢aglarina kadar uzanmaktadir. Eski
cag ilkel topluluklarinda, bazi tiirlerin iiretimi, insan yasami icin gerekli yiyecek ve
iceceklerin islenmesinin yani sira deri iiretmek icin derilerin tabaklanmasinda da
bilmeden de olsa enzim aktivitelerinin uygulanmasini igeriyordu. 19. ylizyila

gelindiginde gelisen biyokimya faaliyetleri neticesinde donemin bilim insanlari



tarafindan enzimlerin dogas1 ve calisma bigimleri iizerinde ¢alismalar yapilmis ve

anlamlandirilmistir. Bu ¢alismalar 1760-1825 yillar1 arasinda etkili olmustur.

Kimyager Jons Jacob Berzelius tarafindan 1825 yilinda ilk kez enzimlere
yonelik ¢alismayi, nisastanin sindiriminde 6nemli rol oynayan bitkisel kaynakl etkiler
tizerinde olmustur. Fransa’da Jean-Frangois Persoz ve Anselme Payen 1833 yilinda
amilolitik bir maddenin ¢imlenmis arpadan izolasyonunu anlatmistir. Pasteur ise
fermantasyon enzimleri tizerinde calismalar yapmis ve bu etkilesimden dolay
“ferment” adi kullanilsa da 1878 yilina gelindiginde Wilhelm Kiihne tarafindan
enzimler mayalardan elde edildiklerinden Yunanca’da “mayada olusan™ (in yeast)
anlamina gelen “enzim” olarak degistirilmistir (Onat ve ark., 2002; Polaina ve

MacCabe, 2007).

Enzimler genellikle, biiylik oranda katalitik aktivite icermektedir. Secici ve
spesifik olma gibi Ozellikleri bulunmaktadir. Enzimlerin en 6nemli gorevi canli
organizmalardaki kimyasal tepkimeleri hizlandirmaktir. Dogal yasam dongiisiiniin
devami acisindan hayati etkide olan metabolik olaylar ele alindiginda enzimlerin
yapisinda gerceklesen binlerce spesifik tepkimenin, yiliksek oranda katalitik aktivite
ile meydana gelmesinde etkili maddelerdir (Nelson, 2004). Enzimler metabolik
gorevleri de dahil nerede ise hayatin her alaninda karsilasilabilir maddelerdir. Hiicre
igerisinde gerceklesen tiim olaylar DNA etkisiyle kontrol edilerek diizenlenmektedir.
Bu duruma sebep olan olay ise; enzimler proteinin igerisinde yer aldigindan ve DNA

tarafindan sifrelenmesidir (Keha ve Kiifreviooglu, 2000).

Hayati fonksiyonlarin devamliliginda kimyasal tepkimelerin viicutta
gerceklesmesi sonucuyla olmaktadir. Bu sebeple enzimler, yasamsal fonksiyonlarin
devaminda merkezi konumdadir. Enzimler metabolik fonksiyonlarinin yani sira tip
biliminin teshis konma ve tedavi doneminde, siit ve siit iirlinlerinin yapiminda, gida ve
temizlik malzemelerinin tiretimi gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Enzimlerin bu
denli genis ¢apli bir kullanim alaninin olma sebeplerinden bazilari; diisiik maliyet, In-

vintro sartlarinda aktif olmasi ve zararsiz bir etkide olmasindan kaynaklanmaktadir

(Nelson ve Cox, 2005; Wiseman, 1987).



Hayati acidan onemli ve kimyasal tepkimelerde merkezi goérevde bulunan
enzimler bu durumlarinin yani sira kararli haldeki hiicreler olusturan molekiiller
enzimler olmadan tepkimelere girememektedir. Bu ¢ergevede insan viicudunda 4000
enzimin oldugu ve bu sebeple de yapilarinda gergeklesen tepkimelerdeki katalize
ugrattiklart molekiil yapilarindan daha biiyilik olduklari sonucuna ulagilmaktadir (Keha
ve Kiihrevioglu, 2018). 4000 tane enzim bilinmekle beraber tahmini 200 tanesi de
ticari faaliyetlerde kullanilmaktadir. 3000 tanesi de gelisen teknolojik faaliyetler
neticesinde enzim saf preparat halde tespit edilmis ve kullanilmaktadir (Fucinos ve
ark., 2005).

2.2. Enzimlerin Simiflandirilmasi

Enzimler, etkiledikleri substratin veya katalizledikleri tepkimelerin tipinin
adinin sonuna “-az” ya da bazi proteolitik enzimler adinin sonuna “-in” eki alarak
simiflandirilmigtir. Fakat gelisen teknolojik faaliyetler ve enzimler iizerine artan
calismalar neticesinde bilinen enzimlerin sayisi (1000’lerce c¢esit) artmakta ve
isimlendirmelerde zorlanilmistir. Bu sebepten dolayr her enzime Uluslararasi
Biyokimya Birligi (IUBMB) tarafindan Enzim Komisyonu (EC) numarasi ile
tanimlanmaya baglanmistir. Buna gére EC numarasi 4 rakamli (ECS x.x.x.x seklinde)
bir numara verilmistir (Erdogan, 2020). Bu numaralara gore enzimlerin

smiflandirilmasinda;

» Birinci rakam, enzimin igerisinde yer aldigr alti siniftan hangisinde
oldugunu,

> lkinci rakam, enzimin dahil oldugu alt smifi (Subclass),

A\

Ucgiincii rakam, enzimin alt sinifi (Sub-Subclass),
» Son rakam ise enzimin sub-subclass igerisinde yer alan seri numarasini
temsil eder (Sar1, 2017).

Ornegin; lipazlar, bu cercevede E.C 3.1.1.3 olarak isimlendirilmistir. Bu
cergevede enzimler katalizlenen tepkime sekline gore 6 sinifa ayrilmistir. Bu gruplar;

oksido-rediiktazlar, izomerazlar, hidrolazlar, liyazlar, ligazlar ve transferazlardan



olugmustur (Robinson, 2015). Lipazlar ise hidrolazlar grubu enzimlerin igerisinde yer

almistir.

2.2.1. Oksido-rediiktazlar

Redoks, reaksiyonlari katalize eden biitlin enzimleri kapsar. Dehidrogenaz ismi
onerilse de rediiktaz da kullanmilmaktadir. Indirgenme ve yiikseltgenme durumlarini
katalize eden enzimler olarak bilinmektedir. Bu enzim grubunda yer alan dehidrogenaz
ve oksidaz reaksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynar. Dehidrogenaz hidrojenin
tasinmasinda ve aktarilmasinda rol oynarken oksidaz ise elektronlar1 aktarir ve

elektronlarin kaybedilmesinde etkilidir (Gerze, 2003).

2.2.2. Hidrolazlar

Biiyiik molekiillerin yikilmasinda, 1 mol (18,01508 gram) suyun iyonlar
araciligiyla reaksiyona katilmasini veya diger gruplarin suya doniismesini katalizleyen
enzim grubudur (Akkurt, 2023). Ester, peptid, glikoz ve asitanhidrit gibi baglar
hidroliz etmektedir. Alt gruplarinda; proteazlar, esteraz ve lipazlar, karbohidrazlar,

fosfatazlar ve amilazlar enzimleri yer almaktadir.

2.2.3. izomerazlar

Optik veya geometrik izomerlerin rasemizasyonunda yer alan enzim grubudur.
Yani molekiil icerisinde yer alan geometrik veya yapisal ayarlamalart katalizler,
[zomerazlar molekiillerde degisim olusturarak uzaydaki dizilimlerini katalizleme
gorevini Ustlenmektedir. Molekiil iizerinde fonksiyonel olarak gruplarin yer
degistirmesinde etkisi oldugunda enzim mutaz adim1 almaktadir (Gerze, 2003).

[zomerazlarm alt siniflari;

» Rasemazlar ve epimerazlar,
> Intramolekiiler oksidorediiktazlar,
» Cis-trans izomerazlar,

> Intermolekiiler transferazlar,



Intramolekiiler liyazlar ve digerleridir (Ilgiin, 2016).
2.2.4. Liyazlar

Susuz alanda yer alan gruplarin uzaklastirilmasimi katalize eder. Aldolaz,
sentaz ve dehidrataz gibi isimleri bulunmaktadir. Organik bir molekiilde yer alan
gruplarin hidrolitik veya oksidatif olmadan ayrilmasin katalizler. Karbon- Azot (C-
N), Karbon- Karbon (C,C), Karbon-Oksijen (C-O) benzeri gruplar arasinda yer alan
tekli baglarin kirilmasinda rol oynayarak substrattan bir grubun ayrigsmasini ya da
substrattaki cift bagi olusturarak bazi gruplarin ayrilmasini katalize eden enzim

grubudur (Biilbiil, 2019).
2.2.5. Ligazlar

Iki molekiil arasinda meydana gelen birlesmeyi katalize etmektedir. Bu
birlesme sirasinda ihtiya¢ duyulan enerjiyi yiiksek enerjili (adenozin trifosfat ve
Adenozin difosfat gibi) fosfat bilesiklerinden temin ederek substrat molekiillerinin

birlesmesini katalize eden enzimlerdir.
2.2.6. Transferazlar

Transferazlar, metil, amino, fosfat, tek karbonlu, keton veya agil gibi gruplarin
bir maddeden digerini aktarimini katalize eden enzim sinifindadir. Kisacas1 molekiiller
arasinda hidrojen haricindeki bir atomun veya atom gruplarini katalize eder. Kreatin
kinaz, alanin aminotransaminaz ve aspartat transaminaz bu enzim grubunda yer
almaktadir. Normal sartlarda Onerilen ismi grup-transferazlar ya da verici grup

transferaz olarak nitelendirilir (Gerze, 2003).
2.3. Lipazlar

Clause Bernard lipazlar1 1856’da ilk kez tamimlamistir. Kan plazmasi
icerisinde yer alan lipoprotein lipazlar, 1943 yilinda “temizleyici faktdr” olarak

nitelendirilmistir. Enzim gruplarindan hidrolaz smifinda yer alan lipazlar



(Triasilgiliserol ester hidrolaz); bitki ve hayvansal yaglarin normal sartlarinda tersinir
hidrolizini katalize eden enzimlerdir. Lipazlarin numaralandirilmasi, “EC 3.1.1.3”
seklindedir. Trigseritlerin hidrolizini hem katalizler hem de tepkimelerin katalizler
bunun sonucunda alkol ve karboksilik asitler ortaya ¢ikmaktadir. Yani yag ve yag
asitlerinin su ile pargcalanmasina yardimci olur. Lipazlarin bilesimi “mono, tri- ve di-

olarak ii¢ sekildedir (Bakkal, 2006; Sharma ve ark., 2001).

Lipazlar gerek sulu gerekse de susuz ortamlarda mesakkatli reaksiyonlar1
meydana getiren 6nemli biyokatalizorler arasinda yer bulmaktadir. Bunun nedeni ise
substrat araliginin genis olmasi, yiiksek sicakliklara, pH ve organik coziiciilere,
enantiyoselektivite gibi durumlara kars1 kararli bir pozisyon sergileme
yeteneklerindendir. Bu durumundan dolayr da lipazlar, bircok biyoteknolojik (gida,
siit Urtinleri, deterjan...) alanda kullanilmakta ve biyokatalizor 6zelliklerinden dolay1

da bir¢ok yeni alanda kullanilmaktadir (Akbulut, 2014). Bu 6zellikler;

Sicaklarin azalmasiyla esterlesme,

Transesterlesme

Hidroliz reaksiyonlarmi diisiik sicaklikta katalize etmeleri,
Lipazlarin bolgesel belirleyici 6zellikleri,

Ester bagina 6zgiin olmasi,

Yiiksek oranda substrat secicilikleri,

YV V. V V V V V

Yan etkisi olan {irlinlerin olusumunu engellemesidir.

Lipazlar yukarida belirtilen 6zellikleri ve potansiyel biyokatalizér olmasinin
sayesinde giiniimiizde eczacilar, biyokimya miihendisleri, organik kimyacilar gibi

bir¢ok bilim insaninin tercihi arasinda bulunan baslica enzimlerdendir (Sexana, 1999).

2.3.1. Lipazlarin Yapis:1 ve Kaynaklari

Lipazlarin dogal substratt gliserol esterlerdir. Enzimleri kimyasal
tepkimelerden farklilastiran yegane 6zelligi seciciligidir. Lipazlarin secicilik 6zelligi,
enzimin molekiiler 6zellikleri, substratin yapisi ve enzimin substrata baglanmasini

etkileyen etmenler tarafindan kontrol edilmesidir. Lipazlar spesifik ii¢ temel grupta



gosterilmektedir. Bunlar; substrat, pozisyon ve stereo segiciliktir. Lipazlar esteraz
enzimlerinin 6zel bir sinifi olmakta ve yap1 olarak yaglar iizerinde etkilidir. Yaglar

hidrolize ederek yaglar gliserol ve yag asitlerine parcalamaktadirlar (Oztiirk, 2013).

Lipazlar genel olarak “C” ve “N” olmak {izere ikiye ayrilmis olan bir polipeptit
zincirinden meydana gelmektedir. Bu kisimlardan N- kismu, katalitik serinden yiizeye
kadar uzanan ve uzunca bir yag asidi zincirinin tasiyan hidrofobik bir kanal ve aktif
merkezi kapsar (Akoh ve Min, 1998). Lipaz grubunda yer alan enzimlerin farkli
diizeylerdeki benzerliklerinin yani sira bir pentapeptit “GXSXG” (Glisin-X-Serin-X-
Glisin) siralamasi biiyiik oranda gozlemlenmistir. Bu tarz serin amino asidinin
yapilariin korunmasi, doniismesi ya da yer degistirmesi veya katalitik aktivitenin son

bulmasi hususlarinda kataliz i¢in elzem oldugunu gostermistir (Elmali, 2017).

Lipazlar katalizor olarak gorev yaptigi esterlesme reaksiyonlarin mekanizma
sekli serin hidrolazlara benzetilmistir. Bu mekanizmanin sonunda iki tane tetrahedral
yapili ara bilesik ortaya ¢ikmaktadir. Ortaya ¢ikan tetrahedrallerden ilki ara bilesik
katalitik tcliideki serin rezidisinin asit lizerine ¢ikan niikleofitik atagi sonucu
olusmaktadir. Ikincisinde ise alkol molekiilii agil-enzim kompleksine niikleofil sekilde
saldirir ve bu sekilde tetrahedral olusur. Sonug olarak bir ester molekiilii kaybedilip
enzim dogal formunu kazanmis olur (Faiz, 2005). Lipazlarin molekiil agirlig yaklasik
olarak “19-60 kDa” agirliginda. Primer bir yapida olmasina ragmen ¢esitli orijinleri

olan lipazlarin aminoasit siralarinda farklilik sergiledigi belirtilmektedir (Hasanzade,

2023).

Lipazlarin hidroliz, esterfikasyon ve transesterifikasyon olmak iizere ii¢ tip
reaksiyonda katalizér gorevi vardir. Hidroliz gorevi, ortamin su orani ele alindiginda,
suyun fazla oldugu ortamlarda meydana gelen olaydir. Reaksiyonda ester hidrolizi
baskindir. Esterifikasyon, susuz veya oranca diislik su ortamlarinda meydana gelir.
Transesterifikasyon ise esterin yapisinda bulunan asit boliimlerinin yer degistirmesi ile
meydana gelmektedir (Divakar, 2007) . Lipazlar, su ve yag yiizeylerinde etki gosteren
aktif oldugu bolgede serin bulunan hidrolozlardandir. Lipazlarin iglii yapisina

bakildiginda ise alfa-Beta hidrolaz katlanmasi icerdigi bilinmektedir. Lipazlarin biyiik



bir bolimi hiicre dis1 salgilanan ve agirligi 19-60 kDa arasinda degisen asidik

glikoproteinler olarak goriilmektedir (Villeneuve ve ark., 2000).

1990-1995 yillar1 arasinda lipazlarin ¢oziiniirlilk degerlerinde {izerinde
yapilmis olan bircok arastirmada, substratlarda boyut ve siralama bakimindan
farkliliklar olsa dahi c¢ogunlugunun birbiriyle benzer oOzellik gosterdigi tespit
edilmistir. Yapilan diger caligsmalarda ise lipazlarin ti¢lii yapisinin hidrojen baglariyla
sabitlestirilmis oldugu goriilmiistiir (Jeager ve Reetz, 1998). Saflastirilmis bir¢ok lipaz
enziminde %12 ila %15 arasinda karbonhidrat igerdigi goriilmektedir. Bakteriler,
memeliler ve fundal kaynakli lipazlarin primer yapilar1 belirlenmis ve aminoasit
sayilar1 270 ila 641 arasinda degisiklik gostermistir. Biitiin lipazlarda “a/B- hidrolaz
katlanmas1” seklinde tanimlanan karakteristik bir katlanma bi¢imi ortaya koymaktadir.
Lipazlarin i¢ kisminda sekiz farkli B zincirinden (B1- f8) olusmaktadir. Merkezi B-

tabakasi ve bunu ¢evreleyen alt1 adet a-heliks zincirinden olusmaktadir (Jaeger, 1998).

Genel olarak bitkisel kaynaklardan, hayvansal dokulardan, mikrobiyal ve
mikro organizmalardan temin edilmektedir. Bitkisel lipazlar, bitkilerin kokiinde,
kabugunda ve katman dokusunda yer almaktadir. Hayvansal lipazlar ise viicut ve doku
stvilarinda yer almaktadir. Pek ¢ok mikroorganizma tiiriiniin biinyesinde ise dogal
halde bulunurlar. Bu mikroorganizma tiirlerinden en cok kullanim alani1 bulan
mikrobiyal kaynakli olanlardir. Bu durum sebebi; kolay tiretilmesi ve cogu hidrolik ve
sentetik tepkimeyi katalize edebilmesinden kaynaklidir. Lipaz enzimleri agisindan
zenginlik besleyen pankreas, hayvansal lipazlarin elde edilmesinde 6nemli bir alandir.
Yag orani yliksek olan biitiin bitkilerde (6rnegin; aycicegi, zeytin vb.) lipaz enzimi

bulunmaktadir (ilgiin, 2016).

Mikrobiyal lipazlar, g¢ogunlukla bakteri ve mantarlardan olusmaktadir.
Mikroorganizmalarin ~ genetiklerine ve {iretim sathalarina kolay miidahale
edilebildiginden dolay1 bakteriyel lipazlarda diger lipazlara oranla daha ¢ok ¢alisma
yapilmaktadir. Bakteriyel lipazlar yapis1 bakimindan, lipoprotein ve glikoproteindir.
Fungal lipazlar ise diisiik maliyet, substrat spesifiklikleri ve pH kararliliklar1 gibi

aktivitelerinin yiiksek olmasindan kaynakli olarak bakteriyel lipazlara gore cok
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kullanilir ve arastirma konularina ¢ogunlukla limon, ekmek ve toprak gibi alanlardan

iretilen mantarlardan yararlanilarak kullanilir (Goven, 2023).

Bitkisel lipazlar mikrobiyal lipazlardan sonra en ¢ok kullanilan lipazlardir.
Yiiksek oranda triagilgliserol iceren bu lipazlar bitkisel kaynakli dokulardan tretilir
fakat triagilgliserolleri hidrolize hizlar1 diger lipazlara oranla diisiiktiir.
Kullanimlarinin yaygin olma sebebi ise kolay bulunabilmeleri, oda sicakliginda
yiiksek oranli aktiviteye sahip olmas1 ve maliyetinin diisiik olmasidir. Bitkisel kaynakl

lipazlarin fizyolojik karakterleri tam anlamiyla agiklanamamistir (Akkurt, 2023).

Hayvansal lipazlar diger lipazlara gore daha az ¢aligma alanina sahiptir. Cogu
memeli, balik ve bocekten lipaz enzimi saflastirilmistir. Hayvansal lipazlara 6rnek
olarak bagirsak lipazi, karaciger lipaz1 ve pankreas lipaz1 verilebilir. Daha ¢ok ticari
uygulamalarda kullanim alani bulmakta fakat temin edilme zorlugu ve endiistriyel
potansiyelin artmasindan otiirii diger lipaz kaynaklarina yonelim hayvansal lipazlara

oranla daha ¢ok olmustur (Mehta ve ark., 2017).

2.3.2. Lipazlarin Biyoteknolojik A¢idan Onemi ve Kullanim

Enzim teknolojisinin gelisim gostermesi, bu alanda kullanilan firiinlerin
kullanim sahalarinda olusan cesitlilik ve iktisadi degerlerinde artis yasanmasi gibi
gelismelerden dolayr biyoteknolojinin endiistriyel enzimler iizerinde yiiriitiilen
caligmalar daha da 6nemli olmaktadir. Literatiirde bulunan verilere bakildiginda
biyoteknolojide kullanimda olan enzimlerin ortalama %25’1 lipazlardan olusmaktadir
(Mutlu, 2006). Bu alanda lipazlarin kullanim1 gida katki maddesiyle deterjanlarin
imalat1 sathasinda goriilmektedir. Bu sebepten 6tiirii lipazlar biyoteknoloji alaninda

onemli bir katalizor olarak yer almaktadir (Jaecger ve Reetz, 1998).

Lipazlar biyoteknolojik gelismelerde ve endiistriyel alanda kullanimi lipazlarin
enzim endiistrisindeki degerine olumlu katki saglamaktadir. Bu alanda lipaz enzimleri
biyotransformasyonla ve biyoteknoloji araglari olarak goriilmekte ve kullanilmaktadir.
Biyoteknolojide genel olarak tercih edilen lipazlar ¢ogunlukla mikroorganizma

kaynaklardan olan mantarlardan elde edilmektedir. Lipaz olusturan mikroplar dogaya
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yaygin bir bicimde dagildiklarindan bu alanda kullanilan ve 6n plana ¢ikan 6zellikleri
bulunan lipazlar iireten mikroplart belirlemek amaciyla dogal yasam alanlarinin

arastirilmasi1 6nem kazanmaktadir (Hasanzade, 2023).

2.3.3. Endiistriyel A¢idan Lipazlarin Onemi ve Kullanim

Enzim teknolojisinin ilerlemesi, ekonomik degerlerinin yiiksek olmasi ve farkli
kullanim alanlar1 gibi sebeplerden dolay1 endiistriyel enzimleri kapsayan alanlarda
calismalar yapmanin 6nemi artmistir. Bu alanda kullanilan enzimlerin biiyiik orani
mikrobiyal kaynaklidir (Parabhu ve ark., 1999). Endiistriyel alanda lipazlarin degerli

ve tercih edilmesi (Hasanzade, 2023);

> Onemli biyokatalizoér olmalari,

» Hem sulu hem de organik sistemlerde ¢esitli tepkimelerdeki
gereksinimleri,

» En iyi komoselektivite, regiyoselektivite ve stereoselektivite ortaya
koyabilmeleri,

» Dogal coziiciiliklerdeki stabil 6zellikleri,

» Mikroorganizmalarla beraber kullanildiginda yiiksek sayida ve kolay
bir {iretim alan1 olusturmalart,

» Cogu lipazin yapisal 6zelliklerinin bilinir olmasi,

A\

Kofaktore ihtiya¢ duymalari,

> Yan tepkimeleri katalize etmemeleri gibi sebeplerden dolayidir.

Lipaz smift enzimlerin endistriyel alanda kullanimi temel olarak, siit
endiistrisi, kozmetik sanayisi ve bazi peynirlerin iiretilmesinde vazgeg¢ilmez onem
tasimaktadir. Bunun yaninda kati-sivi yag iiretimi, tereyagina aroma vermede, ziraat
ilaci imalatinda, c¢ikolata endiistrisinde ve karamellerin olusturulmasinda
kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak “petrol endiistrinde ve atik yag hidrolizinde”
biodizel iiretiminde onemli rol oynamaktadir (Giil, 2013). Lipazlar, gida, deterjan,
biyomedikal uygulamalar, biyodizel, biyosensorler ve parfiim sanayi, kozmetik,
deterjan, organik kimya, deri sanayisi, zirai kimya, g¢evre yoOnetimi vb. bircok

endiistriyel sahada kullanim alan1 bulmaktadir.
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2.3.3.1. Gida Endiistrisinde Lipazlar

Swv1 ile kati yaglar ve yag asitleri gida ve gida endiistrisinin Onemli
parcalarindandir. Lipaz enzimi, trigliseridlerdeki fiziksel ozellikleri, tadi ve besin
degeri; gliserol omurgasinda yer alan yag asitlerini degistirerek, zincir uzunlugunu ve
doyma derecesini degistirmektedir. Bu degisim hem lipitleriz 6zelliklerini etkilemekte
hem de talep edilen lipitlerin olusturulmasinda énemli bir katk: olusturmaktadir. Bu

sekilde elde edilen gida iirtinleri endiistri piyasasinda énemli role sahiptir (Sharma ve
ark., 2001).

Gida maddelerinin tiiketim omriinii kisaltan mikroorganizmalarin bazi gida
toksinlerini hizlica saptamakta lipazin bir gosterge olarak gida endiistrisinde
kullanilabilecegi goriilmiistiir. Ayrica gidalarda ciirlimelere sebep olan piskotrof
organizmalar: tizerindeki etkilerin giderilmesinde lipazlarin kullanimi 6nemli hale
gelmistir (Kuo, 2002). Lipazlarin gida alaninda kullanimi, yiyecek tiriinlerine hacimli
bir yap1 kazandirmasinin yani sira lezzetinde, kokularinda ve daha kisa halkali yag
asitlerinin alkol esteri iizerinde olumlu bir etki olusturularak ve flirlinlere takviyesi

saglanmustir (Oztiirk, 2002).

2.3.3.2. Siit Endiistrisinde Lipazlar

Lipaz enzimleri siit ve siit trilinleri endiistrisinde, siit yagini hidrolize etmek
amacli yaygin bir kullanim alan1 mevcuttur. Siit iirlinlerinden olan peynirin aromasini
artirmak, peynirin olgunlasma siiresini kisaltmak, peynir benzeri gidalarin imalati,
tereyag1 ve krema lipozini ve kaymak hidrolizi gibi alanlarda kullanim1 goriilmektedir.
Bunun yani sira lipaz enzimi, kremanin tadin1 ve sekerleme ile karamelin tereyagh
dokusunu olusturmak amaciyla ve kahve kremasinda siit tadin1 ortaya ¢ikarmak i¢inde

kullanilmaktadir (Onat ve ark., 2002).

Siit endiistrisinde kullanilan lipazlarin siit ve siit {irlinlerine eklenmeden 6nce
kisa zincirli olan Cg¢ ve Cj4 asitlerini uzaklastirirken keskin ve fresh aromay1 ortaya
¢ikartir. Daha sonra orta zincirli C14 Ve C12 yag asitlerinin iirlinden uzaklastirilmasiyla

sabun benzeri bir tat olusturmaktadir. Siradan kimyasal tepkimemeler yerine “serbest
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yag asitleri, asetoasetat, B-keto asitleri, metil ketonlari, aroma asitleri ve laktonlar vb.”
diger aroma igeriklerinin karigimini baglatan basit kimyasal tepkimler gelmektedir

(Saxena v ark., 2008).

2.3.3.3. Kozmetik Sanayisinde Lipazlar

Lipaz enzimi, temizleme, siirfaktanlar, aroma, yumusatma ve renk verme gibi
amagclarla, kozmetik ve parfiim sanayisinde baslica yap1 bileseni olarak
kullanilabilmektedir. Bu alanda kullanilan siirfaktan monogilgliseroller, gliseroliin ve
diagilgliseroller lipazlar araciligiyla katalize olan esterifikasyon tepkimeleri
neticesinde olugsmaktadir. Lipazlar araciligiyla iretilen kozmetiklerin ana
bilesenlerini, karisik asit poliesterler ve agilgliserol ester yag asiteleridir (Pandey ve

ark., 1999).

2.3.3.4. Deterjan Endiistirisinde Lipazlar

Lipaz kullaniminin yaklasik %32’si deterjan endiistrisinde ger¢eklesmektedir.
Bu sektorde kullanilan lipazlar ¢evreci olarak 6ne c¢ikmaktadir. Yaglari hidrolize
edebilmelerinden dolay1 ¢camasir ve ev temizlik iiriinlerinde katki maddesi olarak yer
almaktadir. Diisiik 1s1da bile deterjanin aktifligini muhafaza etmesi gereksiz enerji
thtiyacin1  stirkiile etmektedir. Kumag tarzi {irlinlere bulasan yag lekelerinin
icerisindeki  trigleseritlerin  ¢ikartilmasindaki  zorluk sebebi ile lipazlar
kullanilmaktadir. Sebebi ise alkali ph’da yiiksek islevsellige sahip olmalarindan ve
anyonik yiizey aktif maddeleri deterjanlarin icerisinde kullanilmaktadir (Kojima ve
ark., 1994).

Eski donemlerde kimya endiistrisinde deterjanlar icin katki maddesi
olusturmas1 amaciyla lipaz bakimindan doygun olan sigir ve domuz pankreasi
kullanilmaktaydi. Deterjanlarin igerisinde yer alan lipazlar lekelere kars1 dogal bir
temizleme saglamaktadir. Deterjan sektoriin yaninda temizleyici O6zelliklerinden
dolay1 lipazlar tercih edilmektedir. Bu durumda endiistriyel enzimlere olan talebi
artirmaktadir. Kuru temizleme, borulari tikayan yag atiklarinin ¢éziilmesinde kontak

lens temizliginde ve deri yiizeylerinin temizlenmesinde c¢evreci bir yaklagimla
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varligini stirdiirmektedir. Kumaslarin igerisinde yer alan lifli yapidaki yaglari ¢ozerek
hem daha yumusak bir yap1 olusturmakta hem de bozulmalara engel olarak eski canli

renklerinde kalmasina olanak saglamaktadir.
2.3.3.5. Biyosensor Olarak Lipazlar

Biinyesinde biyolojik bir sensorii barindiran ve fizokimyasal bir ¢evirici ile
biitiinlestirilmis  analitik  cihazlara biyosensor (biyoalgic1)  denilmektedir.
Biyosensorlerin amaci, analiz edilecek olan madde miktariyla orantili bir bigimde
siirekli bir sayisal elektriksel sinyali iiretmektir. Biyosensorler, biyokimyasal,
biyolojik, elektronik ve kimyasal bilesenlerden meydana gelmektedir (Ilgiin, 2016).
Lipazlarin bir biyosensor olarak kullanilmasindaki temel etken, numune icerisinde yer
alan triacilgliserolden gliserol iiretmesi ve ortaya c¢ikan gliseroliin miktarini
olusturmaktir. Biyosensorlerin bilesenleri igerisinde, enzimler, antikorlar, hiicreler ve
hiicre 6ziitleri yer almaktadir. Kullanim alanlarindan bazilari, kati-siv1 yag endiistrisi,
gida teknolojisi ve klinik uygulamalar sayilabilir. Bunun yani sira gida, igecek, tiptaki
uygulamalar, pestisit ve kirlilik kalintilarmin  analizini  yapmakta da

kullanilmaktadirlar.
2.4. Tez Calismasinda Yer Alan Keten Tohumunun Ozellikleri

Keten tohumu, insanlik tarihi agisindan yetistirilen mahsuller arasindan en
eskilerdendir. Ilk yetistirilme tarihi milattan dnce alt1 binli yillara dayanmaktadir.
Keten tohumu Latince “gok kullanigli” anlamina gelen Linum Usitatissimum’dur.
Yetistirilme alanlar1 agirlikli olarak Arjantin, Cin, Hindistan, Amerika ve Kanada’dir.
Giyim sektdriinde elyaf tiretimi amaciyla ABD’de kullanilmistir (Wang ve ark., 2007).
Yenilebilen keten tohumu, yag igerikli bir tohum ve tahil olmakla beraber en eski
ekilebilir iirlindiir. Glinlimiizde ise fonksiyonel bir gida {irlinii haline gelmistir (Senkal,

2022).

Keten tohumunun tiim parcalar1 farkl ticari alanlarda kullanilmaktadir. 20.
yiizyilin sonlarina kadar kagit ve keten bezi tiretiminde goriiliirken keten tohumu yagi

ve olusan alt {riinleri hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Son yillarda saglik
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konulara faydalar1 sebebiyle diyet ve hastalik gibi alanlarin ilgisini ¢ekmistir.
Linaceae familyasinda yer alan bu {iriiniin %52’si zengin omega-3 yag asidi iceren
ALA kaynagidir (Sharav ve ark., 2014). Keten tohumunun kiitlesinde %51 ila %55
arasinda ALA, %32 ila %45 arasinda yag varken %15 ila %18 linoleik asitten
olusmaktadir (Prasad, 2009). Soguk havayi seven yagl bir {iriindiir. Reaksiyonlar
sonucu ketenin yapisina gére uygun olmayan isleme ve saklama durumlarinda keten
tohumunun yag oksidasyonu keten tohumunun besin degerini diisiiriirken tadinda da

bir degiseme sebep olmaktadir. Keten tohumunun igeriginde;

Lignanlar
Fenolik asitler
Antosiyanin pigmentleri

Flavonlar

YV V. V V V

Fitik gibi biyoaktif bilesikler igermektedir.

Keten tohumundan farkl: {iriinler elde edilmektedir. Bunlardan biri de keten
tohumu yagidir. Keten tohumundan yag elde etmenin degisik yontemleri mevcuttur.
Keten tohumundaki ekstraksiyonun tiirii, yagin miktarimi ve kalitesini etkilemektedir.
Icerisindeki nem oram da farkli yontemlerde yag ¢ikarilmasinda etki eder. Keten
tohumunun hasadindan sonra %12 ile %13 arasinda nem oram1 bozulmasina engel
olurken kurutulmasi i¢in ise %8’in altinda bir nem orami gerekmektedir (Denghan-

Manshadi ve ark., 2020).

Lif bakimindan zengin olan keten tohumunda %30 diyet lifi, %40 yag, %20
protein, %4 kiil ve %6 nem igermektedir. Keten tohumundaki yagin %50’si PUFA’dan
olugmaktadir (Senkal, 2022). Keten tohumu yaginda ¢oklu doymamis yag asitleri,
viicut tarafindan EPA (eikoza pentaenoik asit) ile DHAya ¢evrilen uzun zincirli bir
omega-3 yag asidi olan ve ALA’ca zengin bir bitkisel tiriindiir (Nasrabadi ve ark.,
2019). KTY havyalarda ve insanlarda ALA’nin EPA’ya ¢evrilmesi Sebebiyle
potansiyel bir antienflamatuar olmakta ve arastirmalarin ilgi odagmi kendine
cekmektedir. KTY’de 8 ya da 9 amino asit kalintisindan olusurken igeriginde
siklolinopeptitler igcermektedir. Son olarak KTY igerdigi zengin alfalinoletik asit

sayesinde, insanlarda sinir ve beyin doku tamirinde, kalp ve damar hastaliklarinda,
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bagisikligr diizenlemede ve tiimdriin gelisimi ile yayilimini 6nleme gibi bir¢ok saglik

alaninda etkili bir mahsuldiir (Thomson ve ark., 1996; Doganer, 2021).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler

Calisma siirecinde kullanilan malzemeler asagida belirtilmistir.

Pepton

Et Ekstrakti

Bakto Sayton

NACI (Sodyum Kloriir)
Bakto Agar ve Bakto Tripton
Asetik Asit (CH3COOH)
Trikloroasetik Asit (CCI3COOH)
CH3COONa (Sodyum Asetat)
H3BOs (Borik Asit)
((NH4)2S0O4) (Amonyum Siilfat)
Tris-HCI

HCI (Hidrolik Asit)

BSA, BCA, Trosin

Sodyum Karbonat

Sodyum Tartarat

Sodyum Bikarbonat

Bakir Siilfat

Akrilamit

Bis Akrilamit

Tris

SDS [(C12H2504SNa)]

APS [(NH4)2S20¢g]

TEMED

Gliserol

Bromfenol mavisi

Glisin

YV V.V V V V V VYV V V V V V V V V VYV V V V V V V VYV V V V

Metanol
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Coomassie parlak mavisi
Distile Su

Messler Reaktifi

Diyaliz Band1

Mavi Bant Siizge¢ Kagidi

YV V V VYV V V

DEAE Sefaroz Anyon Degistirici

3.2. Kullanilan Cihazlar

Calisma siirecinde kullanilan cihazlar asagida belirtilmistir.

Su banyosu

Santrifiij cihazi

Hassas terazi

Manyetik karistiric

UV Spektrometre

pH metre

SDS-PAGE Elektroforez cihazi
Calkalayici

Etuv

Otoklav

YV V.V V V V V V V VY

3.3. Kullanilan Cézelti ve Tamponlar

Calisma sirasinda kullanilan ¢dzelti ve tamponlarin hazirlanma yontemleri

asagida detaylandirilmistir.

Sodyum-Borat 1 (0.01mol/l; pH:9,3):

» Sodyum-borat tamponu en kii¢iik hacmiyle ¢oziilmiistiir.
» (Coktlirmeden sonra diyaliz tiipleri Sartlandirilmis, toplam ¢okelti (P4) ve
%80'lik ¢oktlirme ¢ozeltiye (CC) diyaliz uygulanmistir.
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Sodyum-Borat 2 (0.01mol/l; pH:10.5): Yiiksek Yiiksek protein degerleri igin

ornekler, 1/20 oraninda seyreltilerek 6l¢tilmiistiir.

Sodyum-Borat 3 (0.01mol/l; pH:9.3):

» Santrifiij islemi Oncesinde ve sonrasinda oOrneklerin protein ve
aktiviteleri belirlenmistir.
» 30 mL C3, 3 litre tampon ¢ozeltiye karsi bir gece boyunca diyalize

brrakilmistir.

Tris-HCI Tamponu:

» pH aralig1 4-10 olacak sekilde degistirilmistir.
» Aktivite Tayin Yontemi 2 kullanilarak dl¢iim yapilmistir.

SDS-PAGE Cozeltileri:

Molekiil agirlig: tayini i¢in SDS-PAGE yontemi uygulanmaigtir.

Ornek Hazirlama:

> Molekiil agirligr belirlenecek numunenin 10 pL'si, 10 uL 2A Ornek Tamponu
ile karistirilmastir.

» Karigim tiipii, 5 dakika boyunca 100°C'de kaynatilmis ve sogutulduktan sonra
buzdolabina yerlestirilmistir.

» Marker ornekleri de benzer sekilde islemden gegirilmistir.

Jel Hazirlama:

%10'Iuk Ayirici Jel Cozeltisi:
1,67 mL Monomer ¢ozeltisi
1,25 mL 4X Ayirict Tamponu
1,97 mL distile su

50 uL %10 SDS Cozeltisi

YV V V VYV V
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» 30 uL %10 APS Cozeltisi
» 10 uL TEMED (polimerizasyon i¢in) eklenmistir.
» Karisim, cam plakalar arasina 3/4 oraninda doldurularak donmasi

beklenmistir.

%3'lik Y1gin Jel Cozeltisi:

0,2 mL Monomer ¢ozeltisi
0,5 mL 4X Y18in Tamponu
1,26 mL distile su

20 uL %10 SDS Cozeltisi
10 uL %10 APS Cozeltisi
5 uL TEMED eklenmistir.

YV V. V V V V V

Karigim, cam plakalar arasina dokiilerek tarak yerlestirilmis ve

donmasi beklenmistir.

Elektroforez:

» Kuyucuklara 6rnekler enjekte edilmis ve elektroforez islemi
baslatilmistir.
» 2 saat sonunda jel, Coomassie Blue Stain ¢ozeltisinde bir gece

boyanip ertesi giin Destain ¢ozeltisinde tutulmustur.

Son Asama:

Jel, 20 dakika kurutulmus ve marker ile karsilastirilarak molekiil agirligi

hesaplanmustir.
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3.4. Yontem

Calismamiza veri olusturan arastirma ve deney silirecinde ayirma ve enzim
saflagtirma yontemi olarak; Santrifiijleme ve Diyaliz kullanilmistir. Saflastirilmis
enzimden molekiil agirhiginin belirlenmesinde amaciyla SDS-PAGE yonteminden

yararlanilmistir.

3.4.1. Santrifiijleme

Kaynaklarina gore enzim saflastirma ve izolasyonunda farkli enzimler
kullanilabilir. Bakterilerin saflagtiritlmasinda sanitasyon kullanilirken bitkiler igin ise
ezme gibi yontemlere basvurulabilir. Enzimlerin hiicre ig¢inde ve hiicre disinda
bulunmasina gore farkli iglemler yapilabilmektedir. Enzimler hiicre disinda ise izole
icin ek bir isleme gerek olmazken hiicre duvarinin ve zarinin yikimi saglanmalidir. Bu

durumlar i¢in fiziksel veya kimyasal islemler uygulanabilir (Angel ve Harris, 1990)

Farkli basamaklarda uygulama yapilabilecek bir islemdir. Ik basamaktan sonra
bliylik partikiillerin ve hiicre organellerinin ayristirilmasi isleminde basvurulabilir.
Amonyum siilfat ile ¢oktlirme isleminden sonra bu islem yapilabilmektedir. Bu isleme
cok defa bagvurulabilirken penotiirasyonu onlemek amaciyla islemi yapmak igin

sicaklik +4 °C’de iken yapilmalidir (Duman, 2016).

3.4.2. Diyaliz

Bu islem genellikle ¢oktiirme isleminden sonra uygulanmaktadir. Enzimlerle
bir alanda yer alan tuzun ve islenemeyen kiiclik molekiillerin uzaklastirilmasi amaciyla
bu islem yapilmaktadir. Diyaliz siirecinde seliiloz, polietilen ve asefat gibi yari
gecirgen Ozellikte bir membran kullanilmas1t ve ¢ogunlukla bir gece diisiik
konsantrasyonu tampon ¢ozelti biinyesinde tutularak bu islem yapilmaktadir (Yaman,

2018).
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3.4.3. SDS-PAGE

En sik olarak kullanilan elektrofaz gesididir. Proteinlerin ya da polipeptitlerin
molekiil agirliklarina gore akrilamid elde elektrik akimai etkisi ile hareket ettirilmesi ve
sonunda jel igerisinde bunlarin tespit edilmesini saglayan tekniktir. Jel, akrilamid ve

bisakrilamidinin polimerlesmesiyle olusur.
3.5. Keten Tohumundan Lipaz Enziminin Kismi Saflastiriimasi
3.5.1. Besiyerinin Hazirlanmasi ve Ekim Islemi

S1v1 besiyeri hazirligi i¢in dncelikle ekstraktan 3g ve peptandan da 5g alinir.
Daha sonra distile olan suyla 1 litrelik siv1 besiyeri olusturulur. pH, 1M Na2COs ile
pH 7 olarak belirlenmistir. Besiyerlerin hazirlanma asamasinda bakto saytondan 5g,
bakto triptodan 15g, sodyum kloriirden distile su 1 litreye tamamlanmis ve son olarak

pH derecesi 7,3 e ayarlanarak yapilmistir.

Yapilacak olan ¢oktiirme islemi i¢in 25 g amonyum siilfat barindiran 100 ml
¢ozeltide ve ham homojenatin diizeyi (ml) i¢in eklenen amonyum siilfat miktar
hesaplanarak yapilmistir. Coktiirme siireci 4°C’de yapilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiye
amonyum siilfat eklenip 30 dakika karistirildiktan sonra 30 dakika 20000 devir/dakika
hizla santrifiijleme yapilmistir. Santrifiij isleminden sonra ¢okelti ve c¢ozelti

(stipernatant) kisimlar1 birbirinde ayrilmistir.

Siv1 besiyeriden igne kullanilarak alinan bakteriler boliinerek ve zikzaklar
yapilarak ekim islemi yapilmigtir. Yapilan ekim islemi sonucunda iiremenin
gerceklesmesi amaciyla 37°C’deki etiivde ve 48 saat buzdolabinda bekletilmistir.
Uretim sonucu saf bir kiiltiire ulasilmistir. Burada yine igne destegi ile alian bakteriler
besiyeriye eklenerek 24 saat etiivde ve 37°C’de bekletilmistir. Olusan orneklerden
numune alinarak besiyeriye ekim yapilmis ve 48 saat bekletilen numunelerden
onceden hazirlanan sivi besiyeriye 6ze ile ekim yapilmis ve olusturulan uygun

sartlarda sporlagsma ve iireme siireci takip edilmistir.
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3.5.2. Amonyum Siilfat ile Coktiirme

Hazirlig1 yapilan besiyeri 20000 devir/dakika ve 30 dakika siireci ile santrifiij
islemi yapilmis ve ¢ozelti ile bakteri birbirinden ayirt edilir. Elde edilen ham homojen
yapida olan sivi kisim amonyum siilfat ile ¢oktiirme islemi yardimi ile ¢ozelti
icerisinde yer alan proteinler ayristirilmistir. Ug boliimde gerceklesen ¢oktiirme islemi

ilk agamada %40’lik bir ¢oktiirme islemi ile sonuglanmustir.

Ikinci asama, %70'lik bir amonyum siilfat doyurmasiyla gergeklestirilmistir.
Bu asamada, 100 ml'lik ¢6zelti icinde 44,2 g amonyum siilfat ¢dziilmiistiir. [lk asamada
belirlenen amonyum siilfat miktar1 ve %40k ¢oktiirme islemi i¢in kullanilan
amonyum siilfat miktar1 ¢ikarilmis, ardindan %70'lik ¢oktiirme icin gereken ek
amonyum siilfat miktar1 hesaplanmistir. Cozeltiye eklenen amonyum stilfat 30 dakika
boyunca karigtirilmis, ardindan 20.000 devir/dakika hizla ¢6zelti 30 dakika siireyle
santrifiij edilmistir. Bu islemlerin sonunda ¢okelti ve slipernatant (¢ozelti) birbirinden
ayrilmistir. Protein ve aktivite tayini i¢in elde edilen ¢ozeltiler buzdolabina kaldirilmis

ve ¢ozeltinin islemlerine devam edilmistir.

(Coktiirme isleminin son asamasinda, %80’lik amonyum siilfat ¢oktiirme
uygulamasi gerceklestirilmistir. Bu asamada 52,3 g amonyum stilfat, 100 ml ¢ozelti
olusturacak sekilde kullanilmistir. Elde edilen bu ¢6zeltideki amonyum siilfat miktari,
%70 ve %40’ ik ¢oktiirme islemlerinde kullanilan amonyum siilfatlarin ¢ikarilmasiyla,
%80’1ik ¢oktiirme icin gereken amonyum siilfat miktarma ulasmistir. Diger
asamalarda oldugu gibi, 4°C’de gerceklestirilen bu islemi takiben ¢ozelti, 30 dakika
boyunca karistirilmistir. 24 saat sonra, 20000 devir/dakika hizla 30 dakika siireyle
santrifiijleme yapilmis ve sonrasinda ¢okelti ile siipernatant kismi ayrilmistir. Elde
edilen c¢ozeltiler, protein ve aktivite tayinlerinde kullanilmak iizere buzdolabina
kaldirilmigtir. Aktivite tayini sonucunda, beklenen degerlerin ¢okeltilerde elde edildigi

goriilmiis ve islemler ¢okeltiler izerinde devam ettirilmistir.
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3.5.3. Aktivite ve Protein Tayini

Bu ¢aligmada protein ve aktivite 6l¢iimleri yapmak amaciyla iki farkli aktivite
tayin yontemi kullanilmistir. Ornekler, protein ve aktivite 6l¢iimlerinden dnce 48 saat

buzdolabinda bekletilmistir.

Aktivite Tayin Yontemleri

1. Aktivite Tayin Yéntemi 1: Ilk 6lgiimlerde kullanilmistir.

2. Aktivite Tayin Yontemi 2: pH ve sicaklik stabilitesi ¢alismalari ile optimum

kosullarin tespiti i¢in kullanilmistir.

Seyreltme ve Orneklerin Hazirlanmasi: Yiiksek protein degerleri gdsteren
ornekler, Sodyum-Borat Tamponu 2 (%0.01 mol/l, pH 10,5) ile 1/20 oraninda
seyreltilerek ol¢iilmiistiir. Bu calisma kapsaminda, 4 erlen i¢inde ayrilan 6rneklerden

tek tek Ol¢limler yapilmis ve degerlerin ortalamasi kullanilmistir.

Ham Homojenat Calismalari: Elde edilen veriler dogrultusunda erlenlerdeki
ornekler santrifiij edilmis ve toplanan ham homojenat 6rnekleri tizerinde protein ve
aktivite 6l¢limii gergeklestirilmistir. Ham homojenat hacmi belirlenmis ve amonyum

stilfattan yararlanilarak ¢oktiirme islemi uygulanmstir.

Sporlasma ve Ureme Zamanlari: Aktivite dlgiimleri, sporlasma ve iireme igin

en uygun zamanlar olan 96. ve 156. saatlerde gerceklestirilmistir.

Optimum pH Belirlenmesi: Enzim 6rneginin aktivitesi, pH 4-10 arasinda
degistirilerek Aktivite Tayin Yontemi 2 kullanilmustir. Olgiimler sonucunda optimum

pH degeri 8,97 olarak belirlenmistir.

pH Kararlilik Caligmalari: Tris-HC] tamponu kullanilarak, pH 4-10 arasindaki
degisikliklerin enzim aktivitesine etkisi incelenmistir. Sonuglar, lipaz enziminin pH 10

tizerinde bozulma egilimi gosterdigini ortaya koymustur.
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Optimum Sicaklik Belirlenmesi: Enzim 6rnekleri 20°C ile 80°C arasindaki
farkli sicakliklara maruz birakilmig ve Aktivite Tayin Yontemi 2 ile olglimler

yapilmistir. Calisma sonucunda:

» Optimum sicaklik: 80°C
» Enzimin etkisini kaybettigi sicaklik: 70°C

Sicaklik Kararlilik Caligsmalari: Enzim 6rnekleri, 10°C ile 80°C arasinda 15
dakika inkiibasyona tabii tutulmus, sonrasinda oda sicakliginda sogutulmus ve

Aktivite Tayin Yontemi 2 ile 6l¢iimler yapilmistir.

» Kararli sicaklik araligi: 30-60°C
» Bozulma esigi: 70°C

Keten Tohumu Yagi (Linum Usitatissimum L.): Keten tohumu yagi érneginde,
enzim aktivitesinin 70°C iizerinde kayboldugu, ancak 30-60°C araliginda kararh
oldugu belirlenmistir. Optimum sicaklik, bu yag tiirii i¢in **80°C** olarak tespit
edilmistir. Bu ¢alisma, enzimlerin pH ve sicaklik stabiliteleri ile optimum sartlarin
belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. Lipaz enziminin pH 8,97°de ve 30-60°C
arasinda kararli bir sekilde calistigi, ancak pH 10 ve 70°C iizerinde aktivitesini
kaybettigi goriilmiistiir. Keten tohumu yagi i¢in belirlenen bu sartlar, ilgili endiistriyel

ve bilimsel uygulamalarda yol gdsterici olabilir.
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4. BULGULAR

4.1. Cahisma 1

Bu ¢alisma, keten tohumu yagindan (Linum Usitatissimum L.) elde edilen lipaz
enziminin spesifik aktivitesindeki degisimi incelemek amaciyla gerceklestirilmistir.
Calismanin baslangicinda, sivi besiyeri hazirlanmasi ve sterilizasyon islemleri, 3.5.1
numarali béliimde belirtilen prosediire uygun olarak yapilmistir. Toplam 400 ml siv1
besiyeri hazirlanmis, bu besiyeri 250 ml’lik dort erlene 100°er ml olarak boliistiiriilmiis

ve otoklavda sterilize edilmistir.

Steril besiyerine keten tohumu yagi eklenmis ve inokiilasyon iglemi
tamamlanmistir. Hazirlanan erlenler, 37°C’de inkiibe edilmek iizere etiive

yerlestirilmis ve mikroorganizmalarin sporlanma ve iireme siirecleri gozlemlenmistir.

Inkiibasyon siirecinin ikinci giiniinden itibaren, sabah ve aksam olmak iizere
12 saat araliklarla 5’er ml numune alinmistir. Bu islem 156 saat boyunca devam etmis,
son numune alimi bu siirenin sonunda gergeklestirilmistir. Alinan tiim numuneler
santrifiij edilerek ¢ozelti ve ¢okelti fazlarina ayrilmis, ¢ozelti fazlari protein ve aktivite

tayini i¢in 4°C’de buzdolabinda saklanmistir.

Protein ve enzim aktivite Ol¢limleri yapilmadan once numuneler 48 saat
boyunca buzdolabinda bekletilmistir. Analizler sirasinda Aktivite Tayin Yontemi 1
kullanilmistir. Protein konsantrasyonlarinin yiiksek oldugu numuneler, Sodyum-Borat

Tamponu 2 (0.01 mol/l; pH: 10,5) ile 1/20 oraninda seyreltilerek 6lgiim yapilmustir.
Bu yontem ve analizler, keten tohumu yagindan elde edilen lipaz enziminin

spesifik aktivitesinin degerlendirilmesi ve sonuglarin dogrulugunun saglanmasi i¢in

uygulanmustir.
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Tablo 4.1. Keten tohumu yagi (Linum Usitatissimum L.) spesifik aktivite-zaman
degerleri

Zaman (saat) Aktivite (U/ml)  Protein (mg/ml) Spesifik
(1/20) Aktivite (U/mg)
48 159,2 0,718 8,9
60 145,9 0,59 10,5
72 132,3 0,535 10,6
84 120,3 0,528 10,5
96 112,7 0,468 12,3
108 107,8 0,485 10
120 108,9 0,463 10,5
132 106,7 0,475 10,3
144 1114 0,477 10,9
156 119,1 0,489 12,6
168 115,6 0,521 10,6
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Sekil 4.1. Keten tohumu yagi (Linum Usitatissimum L.) spesifik aktivite-zaman egrisi

Olgiim sonuglar1, Tablo 4.1 ve Sekil 4.1'de sunulmustur. Calisma 1'de, 4 ayr
erlenin her birinden alinan 6rnekler {izerinde tek tek dl¢limler yapilmistir. Sunulan
degerler, bu 4 erlendeki orneklerin ortalama degerleridir. Elde edilen sonuglara gore,
yiiksek aktivite 96. ve 156. saatlerde gézlemlenmistir. Bu saat dilimleri, sporlanma ve

iireme icin en uygun zamanlardir.
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4.2. Calisma 2

Bu c¢alisma, keten tohumu yagindan elde edilen lipaz enziminin spesifik
aktivitesindeki degisimleri incelemeyi amaglamaktadir. Enzim ¢6zeltisi i¢in amonyum
siilfat ile ¢oktiirme ve diyaliz islemleri gerceklestirilmistir. Calisma sirasinda besiyeri
hazirligi ve ekim prosediirleri, belirtilen bolimdeki aciklamalara uygun olarak
yapilmistir. 500 ml'lik 42 adet erlenin sterilizasyonu i¢in otoklava alinmig ve sivi
besiyerine keten tohumu yagi eklenerek calkalama islemi yapilmistir. Sporlanma ve
tireme siireleri 37°C’deki ortamda izlenmis, ornekler ise 12 saat araliklarla alinarak
santrifiij edilmistir. Son olarak, ¢ozeltiler buzdolabinda saklanarak analiz edilmistir.
Bu siire¢, enzim aktivitesindeki degisiklikleri gozlemlemeyi ve degerlendirmeyi

hedeflemektedir.

Tablo 4.2. Keten tohumu yagi (Linum Usitatissimum L.) spesifik aktivite-zaman

degerleri
Zaman (saat) Aktivite Protein Spesifik Aktivite
(U/ml) (mg/ml) (1/20) (U/mg)

48 103 0,412 12,5
60 92,5 0,378 12,1
72 92 0,376 12,1
84 90,1 0,388 11,2
96 91,6 0,386 111
108 99,8 0,390 12,7
120 96,8 0,401 11,2
132 102,1 0,417 12

144 97,6 0,385 12,2
156 99,8 0,389 12,1
168 97,4 0,398 11,2

Tabloda 4.2'de belirtilen verilere gore, erlenlerin ortalama spesifik aktivite
degerleri 156 saat sonunda yaklasik 12 U/mg civarina ulagsmistir. Ancak, bu saatten
sonra spesifik aktivite degerlerinde bir diislis gozlemlenmistir. Calisma 2'nin sonuglari,

Calisma 1'e kiyasla daha yiiksek spesifik aktivite degerleri elde edildigini ve siire
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bazinda da daha iyi sonuglar saglandigini gostermektedir. Bu durum, yapilan yontemin

veya kullanilan kosullarin etkinligini ve enzim aktivitesindeki artis1 igsaret edebilir.

SPESIFIK AKTIVITE(U/mg)

O T T T T T T T T T T 1
24 30 43 51 54 72 78 96 144 150 168 216

ZAMAN (saat)
Sekil 4.2. Keten tohumu yagi (Linum Usitatissimum L.) spesifik aktivite-zaman egrisi

Bu calismada, protein ve aktivite 6l¢iimleri i¢in 6rnekler 48 saat boyunca buzdolabinda
bekletilmistir. Aktivite tayini icin Yontem 1 kullanilmis ve yiiksek protein degerleri
i¢in 6rnekler, Sodyum—Borat Tamponu 2 (0.01 mol/l; pH: 10,5) ile 1/20 oraninda
seyreltilmistir. Elde edilen veriler, Tablo 4.2 ve Sekil 4.2'de gosterilmektedir.
Erlenlerdeki ornekler santrifiij edilerek, ham homojenat elde edilmis ve protein ve
aktivite 6l¢timleri yapilmistir. Ham homojenatin hacmi 6l¢iiliip, amonyum siilfat ile
coktiirme islemi uygulanmistir. Coktiirme islemi %40, %70 ve %80
konsantrasyonlarinda gerceklestirilmis ve her bir c¢okelti (P1, P2, P3), en kiigiik
hacimde Sodyum-Borat Tamponu 1 ile ¢oziilmistiir. Coktiirmeden sonra diyaliz
tiipleri kullanilarak, toplam ¢okelti (P4) ve %80’lik cokelti ¢ozeltisi (CC) diyaliz

edilmistir.

P4’iin 5 ml’si, Sodyum—Borat Tamponu 3 (0.01 mol/l; pH: 9,3) ile 1 gece
boyunca diyaliz edilmistir. Nessler reaktifi kullanilarak diyaliz kontrolii yapilmstir.
C4X olarak adlandirilan diyaliz 6rnegi, santrifiij edilerek cokelti (PSA) ve ¢ozelti
(C5X) ayrilmustir. Ayrica, C3’tin 30 m1’si 3 litre Sodyum—Borat Tamponu 3 ile 1 gece
diyalize alinmistir. Diyaliz kontrolii yine Nessler reaktifi ile yapilmis, ve diyaliz 6rnegi
C4Y olarak isimlendirilip, santrifiij edilerek ¢cokelti (P5B) ve ¢cozelti (C5Y) ayrilmustir.
P5A ve P5B kisimlar saf dig1 birakilmis ve 6rneklerden santrifiij 6ncesi ve sonrasi

protein ve aktivite diizeyleri belirlenmistir. Bu dlgiimler Tablo 4.3 ve Sekil 4.2°de
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sunulmaktadir. Bu islem, enzim aktivitesini daha ayrintili bir sekilde incelemeyi ve

spesifik aktivitenin zamanla nasil degistigini gézlemlemeyi amaglamaktadir.

Tablo 4.3. Keten tohumu yagi (Linum Usitatissimum L.)’dan e¢lde edilen lipaz
enziminin kismi saflastirilmasi (Calisma 2).

BSM Hac Protein  Aktivite Toplam Toplam Spesifik
Substrat: im (1/20) (U/ml)  Protein  Aktivit  Aktivite
Kazein (ml)  (mg/ml) (mg) e (U/mg)
(V)
Ham Homojenat 124 0,397 96,5 1189 12398 9,8
%40 ¢oktiirme (C1) 126, 0,354 100 969 13199 12,9
7
%40 ¢oktiirme (P1) 5,9 0,598 75,2 81 498 51
%70 ¢oktirme (C2) 129 0,301 81,9 942 11287 11,8
%70 ¢oktiirme (P2) 5,8 0,300 50 48 348 6,9
%80 ¢oktirme (C3) 127 0,299 79,8 800 10547 12,8
%380 ¢oktiirme (P3) 5,8 0,297 42 41,5 279 5,9
Toplam ¢okelti (P4) 17,5 0,398 39 160 784 4
Diyaliz sonra ve 6 0,201 2 29,8 15,8 0,35
santr,onc (C4X)
Diyaliz sonr, ve 70 0,032 1,1 50 91,8 1,2
santr,0ncsi (C4Y)
Diyaliz sonr, ve 4 0,089 1,3 8,1 8 0,6
santr,sonra (C5X)
Diyaliz sonr, ve 65 0,014 3 19 228 9,7
santr,sonra (C5Y)

Ham homojenatin spesifik aktivitesi 9,8 U/mg iken, %80'lik ¢oktiirme
sonucunda ¢ozelti kismindaki spesifik aktivite 12,8 U/mg olarak 6l¢iilmistiir. Cokelti
kisminin - %80'lik ¢Oktiirme sonrasi spesifik aktivitesi ise 5,9 U/mg olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar, enzimin ¢ogunlugunun ¢ozelti kisminda kaldigini ve
¢cOktiirme sirasinda enzimin biiyliik Olgiide ¢okeltiye gegmedigini gostermektedir.
Cozeltiye gore coktiirmede 1,5 kat saflagtirma elde edilmistir. Diyaliz sonrasi ¢okelti
ve ¢ozeltinin spesifik aktivitelerinin kaybolmasi ve saflastirma saglanamamasi, bu
islemde verimliligin azaldigini gostermektedir. Bunun yani sira, iki farkli aktivite tayin
yontemi kullanilarak yapilan 6l¢iimler karsilastirildiginda (Aktivite Tayin Yontemi 1:

Spesifik Aktivite 12,9 U/mg ve Aktivite Tayin Yontemi 2: Spesifik Aktivite 12,2
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U/mg), elde edilen sonuglar birbirine ¢cok yakin ¢ikmistir. Bu da her iki yontemin de
benzer dogrulukla sonu¢ verdigini ve kullanim agisindan birbirine uygun oldugunu

gostermektedir.

4.3. Keten tohumu yag (Linum Usitatissimum L.)’ dan Elde Edilen Lipaz

Enziminin Ozelliklerinin Incelenmesi

Bu calismada, ¢esitli faktorlerin keten tohumu yagi (Linum Usitatissimum
L.)'ndan elde edilen lipaz enzimi iizerindeki etkileri incelenmistir. Asagida bu

faktorlerin enzim aktivitesine etkileri 6zetlenmistir.

Enzim Aktivitesi Uzerine pH Etkisi: Optimum pH degeri 8,97 olarak
belirlenmis ve pH kararlilig1 ¢aligmalar1 sirasinda, enzim pH 10’dan sonra bozulma
gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan pH araligi 4-10 arasinda yapilan ¢aligmalarla, lipaz
enziminin en iyi aktiviteyi pH 8,97 civarinda gosterdigi, ancak pH 10'dan sonra

bozuldugu belirlenmistir.

Enzim Aktivitesi Uzerine Sicaklik Etkisi: Enzim aktivitesi, sicaklik araliginda
yapilan c¢aligmalarla incelenmistir. 30°C ile 80°C arasinda yapilan Ol¢limler
sonucunda, enzimin etkinligi 70°C'den sonra kaybolmustur. Lipazin optimum sicaklik
degeri 80°C civarindadir. Sicaklik kararliligi ¢alismasinda, enzim orneklerinin 15
dakika boyunca 10°C ile 80°C arasinda 1sitildiktan sonra aktivite tayinleri yapilmis ve
70°C'den sonra enzimin etkinliginin kayboldugu gézlemlenmistir. Sonuglar, enzim

orneklerinin 30-60°C sicaklik araliginda kararli oldugunu gostermektedir.

Enzim Aktivitesi Uzerine Metal Iyonlarmin Etkisi: Metal iyonlarinmn etkisi
incelenmis ve MnCl2'nin 1yi bir aktivatdr oldugu belirlenmistir. FeCl2 ve CaCl2
tuzlarimin aktivator etkisi olmadigi, aksine inhibitor etkisi gosterdigi tespit edilmistir.
Ayrica, EDTA ve CuCl2 inhibitdr olarak kullanilmis ve EDTA'nin iyi bir inhibitor

oldugu gozlemlenmistir.

Reaksiyon Siiresinin ve Substrat Konsantrasyonunun Etkisi: Farkli reaksiyon

stireleri (15-85 dakika) ve substrat konsantrasyonlari (%1 ile %0.07) kullanilarak
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yapilan 6l¢iimler sonucunda, 70 dakikada tiim konsantrasyonlarda aktivite degerleri
birbirine ¢ok yakin olmustur. Bu, 70 dakikadan sonra substrat konsantrasyonlarinin

aktiviteye etkisinin anlamli bir degisiklik yaratmadigini gostermektedir.

Molekiil Agirligr Tayini: SDS-PAGE ile molekiil agirlik tayini yapilmustir.
Once numune ve &rnek tamponu karistirilarak 100°C’de kaynatilmistir. Ardindan,
ayirict ve yigin jel ¢ozeltileri hazirlanarak elektroforez islemi gerceklestirilmistir. 2
saat siiren elektroforez isleminden sonra, Coomassie Blue Stain ¢ozeltisi ile boyama
yapilmis ve Destain ¢ozeltisiyle arindirma islemi tamamlanmistir. Molekiil agirligi,
marker ile karsilastirilarak hesaplanmistir (Sekil 4.3).

Sonuglar, enzim aktivitesinin c¢esitli faktorlere duyarli oldugunu ve bu
faktorlerin optimizasyonunun enzim aktivitelerini 6nemli oOl¢iide etkiledigini
gostermektedir. Bu veriler, enzim kullaniminin verimliligini artirmak i¢in gereken pH,

sicaklik, metal iyonlar1 ve diger kosullarin belirlenmesine yardimci olacaktir.

a— 112 kDa
- 64,9 kDa
45 kDa
- 37 kDa
e 26 kDa
| R
ol

-

=

17 kDa
13,6 kDa

Sekil 4.3. SDS-PAGE ile molekiil agirlig tayini 2: Keten Tohumu Yagi (Linum

Usitatissimum L.)

Keten tohumu yagi (Linum Usitatissimum L.) tiirtinden elde edilen lipaz

enziminin molekiil agirligi 45 kDa civarindadir.
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5. TARTISMA

Linum Usitatissimum L. elde edilen enzim 6rneginin optimum sicaklik 80°C
pH degeri 10,5 tir. Yapilan ¢alismada ortaya ¢ikan lipaz enzimi hidrolaz sinifinda yer
almaktadir. R.H. SAMMOUR (2005) te yapilan calismasinda keten tohumu lipazlarin
( Linum usitatissimum L., "Giza 5") inceledi ve sonuglar bunun optimum pH'1 4,5 olan
bir asit lipaz oldugunu gosterdi. Bu enzim 6zellikle tohum ¢imlenmesinden sonraki 36
ila 84 saat arasinda aktifti ve sadece ¢imlenmemis tahillarda diisiik lipolitik aktivite
gosterdi. Ayrica alt molekiill agirligt 45kDa olarak belirtmistir. Lipaz enzimi

tiretiminin yaptigimiz ¢alismayla kismi benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

Yapilan ¢caligmanin bulgulart ve sonuglart detayli bir sekilde ele alinmis ve bu
dogrultuda bir inceleme yapilmistir. Tezde yer alan iki ana ¢alisma cercevesinde,
Calisma 1 kapsaminda dort farkli erlen icin yapilan dlglimler, her bir erlen i¢in ayri
ayr1 gerceklestirilmis ve gosterilen degerler, bu erlenlerde elde edilen ortalama
sonuclardir. Elde edilen verilere gore, en yiiksek aktivite 96. ve 156. saatlerde
gozlemlenmistir. Bu saat dilimlerinin sporlanma ve iireme i¢in en uygun zamanlar
oldugu belirlenmistir. Calisma 2'de ise, keten tohumu yagi (Linum usitatissimum L.)
kullanilarak elde edilen lipaz enziminin spesifik aktivitesindeki degisiklikler
incelenmistir. Enzim ¢6zeltisi, amonyum siilfat ile ¢oktiirme ve diyaliz islemlerine tabi
tutulmustur. Bu calismada, sivi besiyerinden yalnizca 200 ml’si hazirlanmis ve 100
ml’lik 42 adet erlen, sterilizasyon i¢in otoklava alinmistir. Keten tohumu yag: (Linum
usitatissimum L.) siv1 besiyerine ekilerek, erlenler 37°C’deki odada calkalayarak
sporlanma ve lireme siiregleri gozlemlenmistir. Ayrica, keten tohumu yag: (Linum
usitatissimum L.) tiiriinden elde edilen lipaz enziminin molekiiler agirliginin yaklasik
45 kDa oldugu tespit edilmistir. Keten tohumu (Linum Usitatissimum L.) tiiriinden
caligmalarda farkli verilere ulagilmis olsa bile Lipazlar gerek sulu gerekse de susuz
ortamlarda mesakkatli reaksiyonlart meydana getiren 6nemli biyokatalizorler arasinda
yer almaktadir. Bunun sebebi ise substrat araliginin genis olmasi, yliksek sicakliklara,
pH ve organik ¢oziiciilere, enantiyoselektivite gibi durumlara karsi kararli bir pozisyon

sergileme yeteneklerindendir. (Akbulut, 2014)
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Yapilan calismada, metal iyonlarmin enzim aktivitesi lizerindeki etkileri
incelenmistir. Bu inceleme i¢in, metal iyonlarinin 1 mM'lik ¢ozeltileri hazirlanmig ve
Aktivite Tayin Yontemi 2 kullanilarak 6l¢timler gergeklestirilmistir. MnCl12, FeCl2 ve
CaCl2 tuzlarinin, keten tohumu yagi (Linum Usitatissimum L.)'ndan elde edilen
orneklerin aktivitesi lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. MnCI2 tuzunun, enzim
aktivitesini artiran iyi bir aktivator oldugu belirlenmistir. Buna karsin, FeCI2 ve CaCl2
tuzlarmin aktiviteyi artirmadigi, hatta inhibitor etkisi gosterdigi gozlemlenmistir.
Inhibitdr olarak kullanilan CuCl2 ve EDTA tuzlari arasinda, EDTA'nin iyi bir inhibitor
oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica R.H. SAMMOUR (2005) te yapilan ¢aligsmasinda
Keten tohumu yagi (Linum Usitatissimum L.), yiiksek tuz konsantrasyonlarindan veya
EDTA’dan ¢ok az etkilenmistir (Sekil 8). Pinyon lipaz1 ve kanola lipazi, NaCl, KCI,
MgCl: ve EDTA ile neredeyse ayni etkiyi gostermistir (Lin & Huang, 1983; Hammer
& Murphy, 1993; Ben Miled ve ark., 2000). Buna karsilik, misir lipid govdesi lipazi,
NazPOs, CaCl. ve EDTA ile aktivitesini azaltmistir (Lin ve ark., 1986). Non-iyonik
deterjanlar, Keten tohumu yagi (Linum Usitatissimum L.) azaltmistir, ancak diisiik
konsantrasyonlarda bu etki belirgin degildir. Ote yandan, SDS diisiik
konsantrasyonlarda aktiviteyi neredeyse sifira diisiirmiistiir. Yapilan karsilaltirmada

metal iyon etkilerinde benzerlik goriilmiistiir.

Sonug olarak yapilan litaretiir incelemesinde Keten tohumu yagi (Linum
Usitatissimum L.) lipaz enzimlerinde caligmalar az sayidadir. Bundan kaynakli

yaptigimiz ¢aligmanin deger agisindan 0rnek gosterilecek seviyededir.
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6. SONUC ve ONERILER

Enzim Endistrisinde yer alan ve giiniimiize gelene kadar daha ¢ok onem
kazanan enzim teknolojisinde mikro-organizma kaynaklari tercih 6nceligi mevcuttur.
Bu durumun sebebi bu tiir kaynaklarin diger kaynaklara gore katalitik aktivitelerinin
daha yiiksek olmasidir. Bir diger gerekge ise farkli bir yan iirline ihtiyag duymamasi,
ucuz ve tiim kosullarda iiretilebilir olmas1 etkilidir. Artan enzim teknolojisi ve bu
alanda meydana gelen gelismelerin hizla artmasi, kullanim alanlarinin fazla olmasi ve
ekonomik degerlerinin ¢ok yiiksek olmasindan dolayi bu alandaki arastirmalara ilgiyi

artirmaktadir.

Clause Bernard lipazlar1 1856’da ilk kez tanimlamistir. Kan plazmasi
icerisinde yer alan lipoprotein lipazlar, 1943 yilinda “temizleyici faktor” olarak
nitelendirilmistir. Enzim gruplarindan hidrolaz sinifinda yer alan lipazlar
(Triasilgiliserol ester hidrolaz); bitki ve hayvansal yaglarin normal sartlarinda tersinir
hidrolizini katalize eden enzimlerdir. Lipazlar gerek sulu gerekse de susuz ortamlarda
mesakkatli reaksiyonlar1 meydana getiren Onemli biyokatalizrler arasinda yer
almaktadir. Bunun sebebi ise substrat araliginin genis olmasi, yiiksek sicakliklara, pH
ve organik ¢oziiciilere, enSantiyoselektivite gibi durumlara kars1 kararli bir pozisyon
sergileme yeteneklerindendir. Bu durumundan dolayr da lipazlar, bir¢ok
biyoteknolojik (gida, siit tirtinleri, deterjan...) alanda kullanilmakta ve biyokatalizor
ozelliklerinden dolayr da bir¢ok yeni alanda kullanilmaktadir (Akbulut, 2014).
Literatlirde bulunan verilere bakildiginda biyoteknolojide kullanimda olan enzimlerin

ortalama %251 lipazlardan olugmaktadir

Yapilan ¢aligmanin amaci keten tohumu yagindan (Linum Usitatissimum L.)
lipaz enziminin saflastirilmasi ve 6zelliklerinin incelenmesidir. Calismanin materyal
ve metodu belirlenerek yapilan c¢aligmanin bulgu ve sonuglari ele alinmis ve bu
kapsamda incelenmistir. Iki ana calisma gercevesinde yapilan bu tez iceriginde,
calisma 1 i¢in ayrilan 4 erlen Orneginden alinan orneklerde tek tek Olgiimler
yapilmustir. Calisma boyunca her bir erlenin 6rneklerinden elde edilen veriler, belirli

bir siire dilimi i¢inde enzim aktivitesindeki degisimi gozlemlemek amaciyla
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kaydedilmistir. Bu 0lgiimlerin sonucunda, elde edilen degerler, dort erlendeki

orneklerin ortalama degerlerini yansitmaktadir.

Calisma 1'in bulgularma gore, en yiiksek enzim aktivitesinin 96. ve 156.
saatlerde oldugu tespit edilmistir. Bu iki saat dilimi, mikroorganizmalarin sporlanma
ve lireme siireclerinin en verimli oldugu zamanlar olarak belirlenmistir. Sporlanma ve
tireme, mikroorganizmalarin ¢ogalmasinin ve metabolik aktivitelerinin arttig1
donemlerdir. Bu dénemler, enzim {iretiminin de artti§1 ve enzim aktivitesinin zirveye
¢iktig1 zamanlardir. Bu bulgular, enzim {iretiminin bu zaman dilimlerinde en yiiksek
verimlilikle gergeklesebilecegini gostermektedir. Bu saat dilimlerinin, enzimin en
yiiksek verimlilikle tiretildigi ve biyoteknolojik siireclerin optimize edilebilecegi kritik

zaman dilimleri oldugu sdylenebilir.

Calisma 2'de, keten tohumu yagi (Linum usitatissimum L.) kullanilarak elde
edilen lipaz enziminin spesifik aktivitesindeki degisimler incelenmistir. Bu siirecte
enzim ¢Ozeltisi, amonyum siilfat ile ¢oktiirme ve diyaliz islemlerine tabi tutulmustur.
Amonyum siilfat kullanilarak yapilan ¢oktlirme islemi, enzimlerin saflagtirilmasinda
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir ve enzimlerin belirli bir konsantrasyona
yogunlagsmasini saglar. Ardindan, diyaliz islemi ile ¢ozeltiden istenmeyen kiigiik

molekiillerin ve tuzlarin uzaklastirilmasi amaglanmstir.

Calismada kullanilan besiyeri, s1vi ortamdan sadece 200 ml hazirlanmis ve bu
besiyeri, 100 ml'lik miktarlara boliinerek 500 ml’lik 42 adet erlene konulmustur.
Erlenler, sterilizasyon i¢in otoklava alinmig ve mikroorganizmalarin kontaminasyon

riskini ortadan kaldirmak amaciyla bu islem gergeklestirilmistir.

Keten tohumu yagi, sivi besiyerine ekilmis ve ardindan erlenler, 37°C’deki bir
inkiibator odasinda, calkalayicida c¢alkalanarak sporlanma ve fiireme siirecleri
gozlemlenmistir. Bu kosullar altinda, mikroorganizmalarin iiremesi ve sporlanmasi
i¢in en uygun ortam saglanmistir. Sporlanma ve lireme, mikroorganizmalarin ¢ogalma
ve metabolik aktivite gdsterme siirecleridir, bu da lipaz enziminin {iretimi i¢in 6nemli
bir adimdir. Erlenlerin calkalanarak bu siireclerin gézlemlenmesi, enzim iiretim

stirecinin zamanlamasini ve verimliligini optimize etmek icin kritik bir asamadir.

37



Elde edilen veriler dogrultusunda, keten tohumu yag: (Linum usitatissimum L.)
kullanilarak elde edilen lipaz enziminin spesifik aktivitesi 156. saatin sonunda yaklasik
olarak 12 U/mg civarinda Ol¢iilmiistiir. Bu saatten sonra enzim aktivitesinde bir azalma
gozlemlenmistir. Bu sonug, lipaz enzim iiretiminin baslangigta yiliksek bir aktiviteye
sahip oldugunu ancak zamanla bu aktivitenin azaldigini gostermektedir. Calisma 2
sonuglari, 6zellikle calisma 1’e kiyasla daha yiiksek ve siireye gore daha diizenli bir
spesifik aktivite elde edildigini ortaya koymustur. Bu bulgular, enzimin biiyiik bir
kisminin ¢6zelti fazinda kaldigini ve ¢oktiirme isleminde ¢ozeltiden enzim gegisinin
minimal oldugunu gostermektedir. Coktiirme islemi sirasinda ¢ozelti fazindaki enzim,
cokeltiye gore 1,5 kat daha saflastirilmistir. Ancak ¢okelti ve ¢ozeltinin diyaliz islemi
sonucunda, enzim aktivitesinin kayboldugu ve saflastirma saglanamadigi
belirlenmistir. Bu, diyaliz isleminin ¢dzeltiden kiiciik molekiillerin uzaklagtirilmasi
icin etkili olmasina ragmen, lipaz enziminin saflastirilmasinda yeterli olmadigina
isaret etmektedir. Yapilan dl¢limler, iki farkli yontemle yapilan saflastirma ve aktivite
tayini sonuglarini karsilastirarak, her iki yontemin de uygun sonuglar verdigini ortaya
koymustur. Aktivite Tayin Yontemi 1 ile elde edilen spesifik aktivite 12,9 U/mg iken,
Aktivite Tayin Yontemi 2 ile elde edilen spesifik aktivite 12,2 U/mg olmustur. Bu
sonuglar, her iki yontemin yaklasik olarak benzer sonucglar verdigini ve her iki
yonteminde kullanim acisindan gegerli oldugunu gostermektedir. Bu, enzim
saflagtirma  siirecinde farkli yontemlerin uygulanabilirligini  ve etkinligini

degerlendirmek acgisindan 6nemli bir bulgudur.

Bu ¢alismada, keten tohumu yagindan elde edilen lipaz enziminin optimum pH
ve pH kararlilig1 agisindan ¢esitli incelemeler yapilmistir. pH araligr 4 ile 10 arasinda
degistirilerek, Aktivite Tayin Yontemi 2 kullanilarak enzim aktivitesinin degisimi
gozlemlenmistir. Yapilan dl¢timler sonucunda, enzim 6rneginin optimum pH degeri
8,97 olarak belirlenmistir. Bu, lipaz enziminin en yiiksek aktiviteyi pH 8,97'de
gosterdigini ve bu pH kosulunun enzim i¢in en verimli ortami sagladigim

gostermektedir.

Ayrica, keten tohumu yagindan elde edilen lipaz enziminin optimum sicaklik
degeri de belirlenmistir. Bu sicaklik, enzimin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi sicaklik

olarak 80°C olarak tespit edilmistir. Yani, lipaz enzimi, 80°C'ye kadar olan sicaklik
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araliginda en verimli sekilde calismaktadir. Bunun yani sira, enzim i¢in optimum pH
degeri ise 10,5 olarak belirlenmistir. Bu, lipaz enziminin 10,5 pH degerinde en verimli
sekilde islev gordiigiinii ve bu pH'da en yiiksek katalitik aktiviteyi sagladigini

gostermektedir.

Bu sonuglar, lipaz enziminin pH ve sicaklik kosullarina kars1 duyarli oldugunu
ve bu parametrelerin enzim aktivitesinin optimize edilmesinde 6nemli rol oynadigini
ortaya koymaktadir. Enzimlerin endiistriyel uygulamalarinda, bu tiir optimum pH ve
sicaklik degerlerinin belirlenmesi, biyokataliz siireclerinin verimliligini arttirmak i¢in

kritik 6neme sahiptir.

Calismada elde edilen sonuglara gore, keten tohumu yagindan (Linum
usitatissimum L.) elde edilen lipaz enzimi, 70°C sicaklikta etkisini kaybetmistir. Bu,
enzimin yliksek sicakliklara kars1 duyarli oldugunu ve belirli bir sicaklik araliginda
etkinligini siirdiirebildigini gostermektedir. Ozel olarak, 30-60°C sicaklik araliginda
enzimin kararli oldugu ve en yiiksek aktiviteyi bu aralikta gosterdigi tespit edilmistir.
Bu, enzimin endiistriyel kullanimi i¢in 6énemli bir bulgudur, ¢iinkii biyoteknolojik ve
endiistriyel siireglerde bu sicaklik araliginin enzim aktivitesini en verimli sekilde

stirdiirebilmesi, ¢esitli uygulamalar i¢in ideal bir ortam saglar.

Bunun yam sira, yapilan caligmada metal iyonlarmin enzim aktivitesi
tizerindeki etkileri de incelenmistir. MnCl2, FeCl2 ve CaCl2 tuzlari, keten tohumu
yag1 ornekleri ile yapilan deneylerde test edilmistir. MnCI2 tuzunun lipaz enzimi igin
iyl bir aktivator oldugu belirlenmisken, FeCl2 ve CaCl2 tuzlarmin aktiflesme
saglamadig1 ve hatta inhibitor etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Bu, metal iyonlarinin
enzim aktivitesini arttirabilecegi gibi, bazi iyonlarin ise inhibitor etkiler gostererek
enzimin verimli calismasini engelledigini géstermektedir. Inhibitér olarak CuCI2 ve
EDTA tuzlar kullanilmistir. Sonuglar, EDTA'nin iyi bir inhibitdr oldugunu ve enzim

aktivitesini etkili bir sekilde engelledigini ortaya koymustur.

Farkli reaksiyon siireleri ve substrat konsantrasyonlarinda yapilan 6l¢timler
sonucunda, 70 dakika sonra substrat konsantrasyonlarindaki degisikliklerin enzim

aktivitesine etkisi olmadig1 goriilmistiir. Bu bulgu, belirli bir siire sonra reaksiyonlarin
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dengeye ulastigini ve daha fazla substrat eklemenin aktiviteyi etkilemedigini

gostermektedir.

Sonug olarak, lipazlar sahip olduklar1 biyokatalitik o6zellikleri sayesinde
giinlimiizde eczacilar, biyokimya miihendisleri, organik kimyacilar ve diger bilim
insanlar1 tarafindan tercih edilmektedir (Sexana, 1999). Lipazlar, biyoteknolojik
gelismelerde ve endiistriyel alanda Onemli bir gorev istlenmektedir ve enzim
endiistrisindeki degerine biiyiik katki saglamaktadir. Bu enzimler, biyotransformasyon
ve biyoteknoloji araglar1 olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Biyoteknolojide
Ozellikle mikroorganizma kaynakli lipazlar, c¢ogunlukla mantarlardan elde
edilmektedir. Lipaz iireten mikroplarin dogada yaygin bir sekilde bulunmasi, bu

alanda dogal yasam alanlariin arastirilmasini 6nemli hale getirmektedir (Hasanzade,

2023).

Lipaz smnifi enzimler, endiistriyel alanda cok c¢esitli kullanim alanlarina
sahiptir. Siit enddistrisi, kozmetik sanayi ve bazi peynirlerin iiretimi gibi temel
alanlarda 6nemli rol oynarlar. Ayrica, kati-s1v1 yag iiretimi, tereyagina aroma verme,
ziraat ilaglar iiretimi, cikolata endiistrisi ve karamel iiretimi gibi alanlarda da
kullanilirlar. Petrol endiistrisi ve atik yag hidrolizi islemlerinde biodizel {iretimi gibi
cevresel alanlarda da biiyiik 6neme sahiptirler (Giil, 2013). Lipazlar, gida, deterjan,
biyomedikal uygulamalar, biyosensorler, parflim sanayi, organik kimya, deri sanayi,
zirai kimya, ¢evre yonetimi gibi bir¢ok endiistriyel sektdrde onemli kullanim alanlar
bulmaktadir. Bu, lipazlarin biyoteknolojinin ve endiistrinin pek ¢ok alaninda ytiksek
ekonomik deger tasiyan ve potansiyel biyokatalizor olarak kullanilabilir enzimler

olduklarmi gosterir.
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