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OZET

Lipazlar (triagilgliserol agilhidrolazlar, E.C.3.1.1.3), canlilarda gliserol ve uzun zincirli
yag asitlerinden olusan esterlerin sentezini ve hidrolizini katalizlerler. Lipazlar sanayide de,
biyolojik proseslerdeki kullanim alanlar1 giin gectikge artmaktadir. Bu ¢alismada pinaceae
familyasinda yer alan ¢am fistign (Pinus pinea) tiiriiniin tohumlarindan lipaz enziminin
saflagtirilmasi ve kinetik 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmustir.

Cam fistig1 tohumundan lipaz enzimi saflastirmak i¢in; yagsizlagtirma ve protein tayini
yapilmigtir. Daha sonraki asamalarda ise amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, jel filtrasyon
kromatografisi gibi metodlar kullanilmustir.

Elde edilen enzimlerin safligin1 belirlemek icin aktivite tayini ve elektroforez (SDS-
PAGE) tayini yapilmigtir.

Bu ¢aligmanin sonugunda ¢am fistigi tohumundan saflastirilan enzimin optimum pH 4,8
ve optimum sicakligin 50°C olarak bulunmustur. Ayrica stabil pH 4,4 ve stabil sicakligi 50°C
olarak belirlenmistir.

Cam fistig1 tohumundan elde edilen lipazin depo kararliligi 4°C’de enzimin spesifik
aktivitesinin korunmadig1 ve enzimin dayaniksiz oldugu gézlenmistir.

Cam fistig1 tohumu lipazimin Km ve Vmax degerleri Km=0,0773 Mm ve Vmax
1,5013U/dk.mg enzim olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Karakterizasyon, Enzim kinetigi, Lipaz, Cam fistigi1 tohumu, Saflastirma.
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SUMMARY

Lipase enzymes (triacylglycerol agilhidrolaz are EC 3.1.1.3) are catalyzing the
synthesis of esters and hydrolysis that consisting of glycerol and long chain fatty acids in living
things. The use of lipases in biological processes in the industry is increasing day by day. In this
study, purification of lipase enzyme and examination of the kinetic properties have been aimed

from kinds of pine nut seeds (Pinus pinea) related to the family of Pinaceae.

To purify Lipase from pine nut seeds non phytic acid and protein determination was
performed. In the folowing stages, some methods have been performed such as ammonium

sulfate precipitation, dialysis, gel filtration chromatography.

To determine the purity of the obtained enzymes, activity and electrophoresis
determination (SDS-PAGE) was performed.

As a result, the enzyme’s (purified from the seeds of pine nuts) optimal pH 4,8 and

optimum temperature 50 ° C have been determined.

Storage stability of lipase enzyme derived from pine nuts seed at 4 °C was observed that

specific activity of the enzyme failure to protect and also enzyme is weak.

K and V.« values of the pinon nuts seed lipase were found as K,=0,0773mM and V ax
1,5013 U/dk.mg.

Key Words: Characterization, Enzyme kinetics, Lipase, Pinon nuts seeds, Purification.
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1. GIRIS
1.1. Enzimler

Canli organizmasinda kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran, higbir yan iiriin olusmasina
firsat vermeden % 100’liik tirlin verimini saglayan biyolojik katalizorlere enzim denilmektedir.
Katalitik RNA molekiillerin kiigiik bir grubu hari¢ olmak f{izere biitiin enzimler protein
yapisinda olup, en bilyiikk ve en ¢ok Ozellesmis grubu teskil ederler (Keha ve Kiifrevioglu,
2004).

Canlilan1 olusturan biyomolekiiller oldukg¢a kararli olduklarindan kendiliginden kolay
bir sekilde reaksiyona girmezler. Hiicredeki kimyasal olaylarin hepsi enzimler tarafindan

gerceklestirilmektedir.

Biyomolekiillerin kararli olusu su 6nemli sonucu saglar; Hiicrenin iginde enzimi
olmayan bir reaksiyon vuku bulmaz, kendiliginden reaksiyon meydana getirmez. Bunun anlami,
enzimler protein yapisinda oldugu ve DNA tarafindan sifrelendigi i¢in, bir hiicredeki tiim
olaylar DNA seviyesinde diizenlenip, kontrol edilmektedir. Buradan da enzimleri sadece
katalizor Ozelligi ile nitelemenin eksik bir tanimlama olacagi anlasilmistir (Keha ve

Kiifrevioglu, 2004).

E. Buncher’in maya ekstratin1 kullanarak fermantasyon ile alkol elde edilmesiyle 1897
yilinda enzim ile ilgili ilk ¢alismalar baslamistir. Sumner iireaz enzimini fasulyeden izole
edilerek 1926 yilinda kristallendirmeyi basarmistir. Northrop tripsin, pepsin ve kimotripsin
enzimlerini saflastirip kristal halde elde etmesi ile 1930-36 yillar1 arasinda kesinlik kazanmistir.
2000’den fazla enzim ¢esitli kaynaklardan saflagtirilmigtir. Bunlardan 200 tanesi ise Kristal
haldedir (Giingér, 2008).

Enzim caligmalan oldukga pratik bir 6neme sahip ve biyokimyasal siirecte merkezi
konumdadir. Enzimler hakkinda besinsel mokekiillerin parcalandigi tepkime basamaklarinin
yiizlercesini katalizler, kimyasal enerjisini korur ve makro molekiiller drettigi sOylenmistir.
Kalitsal genetik bozukluklarda bir ya da daha fazla enzimin asir1 aktivitesi neden olmaktadir.
Enzim aktivitelerinde doku orneklerinde, kan plazmasinda veya eritrositlerde, 6l¢iimii belli
hastaliklarin tedavisinde onemlidir. Bazi ilaglarin biyolojik etkileri enzimlerle etkileserek ortaya

cikmaktadir (Nelson ve Cox, 2005).



Enzimlerle ilgili bircok konu aydinlatilmis olmakla birlikte, yeni enzimlerin
saflagtirilmas1 ve kataliz mekanizmalarinin aydinlatilmasi ile yogun arastirmalar yapilmaktadir
(Glingor, 2008).

1.2. Enzimlerin Uygulama Alanlar1

Enzimler; gida, deterjan, eczacilik, teksil, kagit, deri ve kozmetik gibi bir ¢ok
endiistriyel alanda kullanilmaktadirlar. Cesitli uygulamalarda giderek daha biiyiik 6nem kazanan
enzimler ticari olarak tiretilmektedirler. 2000 yilinda, enzimlerin endiistriyel pazardaki degerinin
yaklagik 1,5 milyar dolar oldugu bilinmektedir. Proteaz, lipaz, amilaz ve esteraz gibi hidrolitik
enzimler endistriyel alanda 6nemli yere sahiptir (Pandey vd., 1999; Houde vd., 2003).

Giintimiizde biyoteknolojik ve endiistriyel teknolojilerin bir¢ogunda enzimlerin
kullanimu gittikge yayginlagsmaktadir. Ancak maliyetleri ve elde edilebilmelerindeki problemler
gibi bazi dezavantajlarindan dolay1 enzimlerin endiistriyel alanlarda uygulanmasi sinirl
olmaktadir. Bu agidan protein miithendisligi ve biyoteknolojik yontemlerle endiistrinin ihtiyag
oldugu, bir biyolojik kaynaktan biiylik miktarda iiretilebilen, yiiksek sicakliklara ve
kullanilacagi endiistriyel uygulama alanindaki gesitli kimyasal ortamlara dayanikli enzimlerin

gelistirilmesi konusunda oldukga dikkat ¢ekici ¢alismalar gergeklestirilmektedir.
1.3. Enzim Aktivite Mekanizmasi

Enzimler katalizlenen reaksiyonun aktivasyon enerjisini, substrata baglayarak ve bir
enzim substrat kompleksi olusturarak dustirtirler. Ancak enzimler serbest enerji degisimini ve

denge sabitini etkilemezler.

Enzim-substrat etkilesiminin molekiiler yonii heniiz tam olarak anlagilamamigtir.
Etkilesim bir enzim-substrat kompleksinden digerine farklilik gostermektedir. X-1s1m1 ve Raman
spektroskopileri kullanilarak enzim-substrat kompleksinin varligi ortaya ¢ikarilmigtir. Enzim ve
substrat arasindaki etkilesimler genellikle zayif kuvvetlerle gergeklesmektedir. Cogu durumda,
vander Waals kuvvetleri ve hidrojen bagi enzim-substrat komplekslerinin olusumundan
sorumludur. Substrat enzim molekiiline gore c¢ok kiiciik bir molekiil oldugu i¢in enzim
molekiilii lizerinde aktif bdlge olarak tamimlanan 6zel bir bolgeye baglanir. Bu etkilesimi
aciklayan en basit model anahtar-kilit modelidir. Burada enzim kilidi ve substrat da anahtari

temsil etmektedir (Kargt ve Schuller, 1992).
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Sekil 1.1. Enzim anahtar modeli.

Cok-substratli enzimatik reaksiyonlarda, enzimlerin aktif bolgeleri, subsratlar1 birbirine
ve aktif bolgeye yakin olacak sekilde tutarlar. Buna yakinlik etkisi denir. Ayni zamanda,
enzimler substratlar1 belirli pozisyonlarda ve agilarda da tutarak reaksiyon hizini arttirirlar. Buna
da yonlendirme etkisi adi verilir. Bazi enzimlerde, enzim-substrat kompleksinin olusumu
enzimin ii¢ boyutlu yapisinda degisikliklere neden olur. Substrat molekiiliin enzim molekiiliiniin
yapisint bu sekilde degistirmesi enzimin katalitik aktivitesinin artmasina katkida bulunabilir.
Lizozim ve karboksipepidaz enzimlerinin substratlart ile kompleks olustururken ii¢ boyutlu
yapilarimi degistirdikleri gdézlenmistir. Enzimlerin aktif bolgelerinin ve kivrim &zelliklerinin
enzim aktivitesi lizerinde derin etkileri vardir. Bilinen enzimler diizgiin ¢alismak i¢in uygun
koenzim ve kofaktorlere ihtiyac duyarlar. Cizelge 1.1 Bazi enzimlerin kofaktorlerini

gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Bazi enzimlerin kofaktorleri.

Kofaktorler Enzimler

Zn** Alkol dehidrojenaz

Karbonik anhidraz

Karboksipeptidaz
Mg”™ Mn* Fosfohidrolazlar

Fosfotransferazlar

Sitokromlar

3+

Fe?* veya Fe Peroksidaz

Katalaz

Ferredoksin

cu™ (Cu’) Tirosinaz

Sitokrom oksidaz, lakkaz

K* Piriivatkinaz (Mg”" gerektirir)




1.4. Enzim Kinetigi

Matematiksel tek substratli enzim kataliz reaksiyon modeli ilk olarak V. C. R. Henri ve
L. Michealis ile M. L. Menten tarafindan gelistirilmistir. Michealis-Menten kinetigi veya
doygunluk kinetigi kompleks olmayan enzim katalizli reaksiyonlarin kinetigi olarak bilinirler.
Enzim kinetiginin genel 6zellikleri Langmuir-Hinselwood kinetigine benzemektedir (Kargi ve

Schuler, 1992).

Biyolojik sistemlerde ¢ok enzimli ve ¢ok substratli reaksiyonlar gibi daha kompleks
enzim-substrat etkilesimleri meydana gelebilir. Bir enzimde substratlarinin baglanabilecegi belli
sayida aktif bolge bulunur. Yiiksek substrat derisimlerinde aktif bolgeler substratlar tarafindan
doldurulur ve enzim doygunluga ulasir. Enzim-substrat kompleksi olusumu igin tersinir bir
basamak ve olusan bu kompleksin pargalanma basamagimmin doygunluk kinetigi basit bir

reaksiyon mekanizmasi ile elde edilir (Sengor, 2006).

k, ks
E+S =—ES —» E+P
ky

Kinetik terimleri tiiretilirken substrat derisimi degisken ve enzim derisimi sabit
alinmaktadir. Genellikle reaksiyon hizinin (V) belirli bir degere kadar basglangi¢ derisimi [Eg] ile
orantili oldugu deneysel bulgularla bulunmustur (Aktas, 1999).

Substrat derisimi ve dogunluk kinetigi genellikle V ile gosterilir. Disiik substrat
derigimlerinde V, [S] ile dogrusal olarak degisir. Fakat [S] artik¢a bu iligki kaybolarak V daha
yavag artmaya baslar. Fazla substrat derisimlerinde ise V sabit kalmaya baglar ve deger Vi,

olarak adlandirilir (Aktas, 1999).
Km Ve Vinax degerlerinin 6nemi

Her enzimin kendine 6zgii Ky degeri vardir ve bu deger 10™ ile 10°® M arasmdadir. Ky,
degeri enzim konsantrasyonuna bagl degil, fakat substratin yapisina, pH, sicaklik ve iyonik
siddete baglhdir. Ky, degerinin iki anlami vardir; Birincisi Ky enzimin aktif bdlgelerinin
yarisinin doldugu substrat konsantrasyonudur. Ikincisi, Ky degerinin denklemiyle gosterilen
katalizleme mekanizmas1 basamaklarinin hiz sabitleriyle iligkisi vardir.

k, ks
E+S <—=ES —» E+P
k2




ko’nin kj3’ten ¢ok bilyiik oldugu durumlarda ES’nin E ve S vermek iizere ayrigsmasinin,

tirtintin olugsmasindan daha hizli oldugu bir haldir. Bu durumda (k,>> k3 iken)

kl
E+S oe——=ES
kZ
Denklemine gore ES’nin ayrisma sabiti,
o LEIS] _ ke
POESl

Seklinde ifade edilir. Yani ky>> k3 oldugu zaman, Ky, ES’nin ayrisma sabitine esittir. Bu
durumda Ky, ES kompleksinin bir saglamlik dl¢tisiidiir. Yiiksek Ky kuvvetli baglanmay1 ifade
eder. Sonug olarak Ky, k;>> k3 iken, enzimin substrata olan ilgisini gosterir (Kiifrevioglu,
2009).

Bir enzimin kinetik 6zellikleri hakkindaki bilgiler; enzimin substrata ilgisini ifade eden
K sabiti ve enzimin katalitik aktivitesini gosteren V. degerlerinden elde edilir. Bu iki deger
deneysel olarak bulunur. Degerlerden elde edilen grafigin egimi Michaelis-Menten denkleminde
bir dogru olarak elde edilemediginden; Ky ve V¢ degerleri kesin olarak bulunamaz. Egimin
dogru olmast i¢cin 1/V’ nin 1/[S]’ye kars1 grafigi ¢izilir. Buradan Ky ve Vpa degerleri kesin

olarak belirlenebilir.

_ Ky + [S]

1
v Vmax [S]

1 Ky 1 1

= +
v Vmax [5] Vmax

ifadesi ¢ikartilir.

Bu y = mx + n dogru denklemine benzer. Dogrunun ¢izildigi grafikte x=1/[S], y= 1/v,
egim (m)= Ky /Vmax ve y ekseninin kesildigi nokta 1/V .y olur. Bu ¢izime Lineweaver-Burk

grafigi ad1 verilir.
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Sekil 1.2. Lineweaver-Burk grafigi.

Dogru x-eksenini kesecek sekilde uzatildiginda kesme noktas1 -1/Ky, ’ yi verir. Bu
grafikten faydalanarak V.« ve Ky degerleri bulunabilir. Reaksiyonlarda kullanilan [S] degerleri
cok kiiciik ve degerler 1/[S] seklinde alindig1 igin bu grafikte de Ky ve Vax degerleri tam olarak
elde edilemez. Bunun i¢in Lineweaver-Burk denkleminin her iki tarafinin Vi, X, v ile
carpilmasi ve gerekli diizenlemelerin yapilmasiyla dogru denklemi elde edilir.

v
V= —Ky= *+ Vaax

[S]

v,v/[S]'ye kars1 ¢izildigi zaman asagidaki dogrusal grafik bulunur. Bu grafige Eadie-
Hofstee grafigi adi verilir. Bu ¢gizimden Ky ve V. kolayca bulunabilmekledir (Biilbiil, 2014) .

1.4.1. Enzim aktivitesine etkileyen etmenler
Enzim aktivitesini etkileyen etmenler sunlardir;

» Sicaklik

» Ortam pH’1

» Zaman

» Substrat konsantrasyonu

» Enzim konsantrasyonu

1.4.1.1. Sicaklik etKisi

Enzimler protein yapisinda olduklarindan belli bir sicakliga kadar dayanabilirler. Belli

bir sicakligin iizerinde dayanikligin yitirerek denatiire olurlar.



Sicaklik enzimatik reaksiyonlari hizlandirir. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi

sicakliga optimum sicaklik ad1 verilir.
Reaksiyon hiz1 sicaklikla Arhenius esitligine gore degisir.
V=kya[ES]
Kioi= A ERT

Burada E, aktivasyon enerjisini (kcal/mol) ve [ES] Enzim-substrat kompleksinin
derigsimini gostermektedir. Reaksiyon hizi 1/T’ye kars1 grafige ge¢irildiginde dogrunun egimi —

E«/R degerini verir (Sengor, 2006).

Maksimum .
alktivite 100 -
yizdesi //
& ,;
=T /
-
.‘J/f z

S ]L ' Sicakhk (°C)

10 20 S0 40 =10 60

Sekil 1.3. Sicakligin enzim aktivitesi tizerindeki etkisi.

1.4.1.2. Ortam pH’1

Enzimlerin aktif bolgelerinde iyonik gruplar bulunur. Enzimin etkili sekilde
calisabilmesi icin bu iyonik gruplari uygun yapilarda bulunmasi gereklidir. Ortam pH’sindaki
degisimler aktif bolgenin iyonik yapisin1 degistirecegi igin enzim aktivitesini ve dolayisiyla
reaksiyon hizi da degisir. pH degisimleri enzimin ii¢c-boyutlu yapisim1 da degistirebilir. Bu

nedenlerden dolay1, enzimlerin aktif olduklar1 belirli pH araliklar1 vardir.

Emzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri pH araliklar1 farklidir. Bazi enzimler
diisik pH araliklarinda (asitik) ortamlarda daha aktif iken bazilar1 yiiksek pH araliklarinda
(bazik) ortamlarda aktiftir. Fakat cogunlukla enzim aktivitesi notral ortamlarda daha aktif olarak
calisabilmektedirler. Ortamin pH’s1 maksimum reaksiyon hizimi, Ky degerini ve enzimin
stabilitasini etkiler. Baz1 durumlarda, substrat iyonik gruplar icerebilir ve ortam pH’s1 substratin

enzime olan afinitesini de etkiler.



Reaksiyon
Hizi

pH

Sekil 1.4, Baglangic reaksiyon hizinin pH ile degisimi.

1.4.1.3. Substrat konsantrasyonu

Sabit enzim konsantrasyonunda, enzim reaksiyonun hizi bir noktaya kadar substrat
konsantrasyonu ile artar. Bundan sonra substrat konsantrasyonun artmasi ile reaksiyon hizi

degismez.

1.4.1.4. Enzim konsantrasyonu

Enzim reaksiyonunun hizi, genel olarak, enzim konsantrasyonu ile orantilidir. Substrat
konsantrasyonu sabit tutulup enzim konsantrasyonu arttirilirsa substratin tamami enzim-substrat
kompleksi olusturana kadar reaksiyon hizi artar. Substrat tiikendigi anda enzim reaksiyonu

sabitlenir.

1.4.1.5. Zaman etkisi

Bir enzim tarafindan katalize edilen bir reaksiyon siirerken reaksiyonun hizi giderek
aksi yonde bir reaksiyon devam ederken olusan iirlinlerin aralarinda birleserek aksi yonde bir
reaksiyon olusturmalari, enzimin zamanla inaktive olmasi, reaksiyonu oOnleyen maddelerin
tesekkiil etmesi ve substratin tilkenmesi gibi faktorlerdir. Bu faktorlerin etkilerinin ortadan
kaldirilmasi i¢in enzim c¢alismalari ¢ogunlukla substratin yaklasik %10’unun sarf edildigi

reaksiyonun baslangi¢ asamasinda gergeklestirilir (Giingor, 2008).
1.5. Enzim Inhibisyonu

Inhibisyon; Enzimlerin hiicre i¢i ve hiigre disinda aktivitelerinin bazi bilesikler

tarafindan azaltilmasi veya yok edilmesi olayina denilmistir (Telefoncu vd., 2000).



Enzimatik reaksiyonlar1 yavaslatarak veya durdurarak etki eden molekiiller ajanlara
enzim inhibitorleri denilmistir. Enzimler biitiin hiicresel siiregleri katalizlemektedirler. Bundan
dolay1 enzim inhibitorleri enzim aktivitesini azaltan en Onemli farmakolojik ajanlar olarak
bilinirler. Ornegin; aspirin baz1 agr1 olusumundaki siirecleri de icine alan prostaglandinlerin

sentezindeki ilk basamagi katalizleyen enzimi inhibe eder (Nelson ve Cox, 2005).

Enzimatik inhibisyon doniisiimlii veya doniisiimsiiz olarak ikiye ayrilir. Doniisiimlii
inhibisyonda kendi arasinda yarismali inhibisyon, yarigmasiz inhibisyon ve yari yarigmali
inhibisyon olarak ii¢ kisimda siniflandirilmistir. Doniisiimsiiz inhibitdr enzime kovalent olarak
baglanirlar veya birbirinden ayrilmasi zor kompleks olustururlar. Asetil kolin esteraz enziminin

sinir gazi1 zehirleri tarafindan inhibisyonuna bir 6rnek olarak verilebilir.

Dontigiimlii  inhibitdr etkilesmesi bir denge reaksiyonu seklindedir. Yarigmali
inhibitorler genellikle substrat benzeri yapilardir ve enzim aktif bolgesi substrat ile yarigma

halindedir (Karg1 ve Schuler 1992).

k_l; kka
E+S === ES — 4 p
+ 2

A

EI

Sekil 1.5. Yarigmali enzim inhibisyonu.

Yarisamsiz inhibitorler yapisal olarak substrata benzemezler. Bu inhibitorler, enzimin

aktif bolgeleri yerine farkli bolgelere baglanarak enzimin substrata olan afinitesini diistirtirler.

ES] —— E+P

Sekil 1.6. Yarigsmasiz inhibisyon.

Baglanmanin enzimin ayn1 bolgesinde olmadigindan yarigmasiz bir inhibitor etkisini bir
enzimin turnover sayisini, yani katalitik aktivitesini diiglirerek gostermektedir. Substrat ile

inhibitor arasinda yarisma sdz konusu olmadigindan substratin konsantrasyonunu arttirmakla
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inhibisyon etkisi kaldirilmaz. Enzimin V.« degeri azalirken K., sabit kalir. ESI’dan I doniisiimli

olarak ayrisabildiginden yine iiriin meydana gelir fakat katalizleme de yavaslama olur.

Inhibitér serbest enzime degil, sadece ES kopleksine baglaniyorsa bu tip doniisiimlii

inhibisyona yar1 yarigsmali inhibisyon denilmektedir.

E+S s=—= ES > E+P
+
I

K.

1

ESI

Sekil 1.7. Yar1 yarigmal1 inhibisyon.

Yar1 yarigmali reaksiyon inbitér varliginda substrat konsantrasyonunun artmasiyla
inhibisyonun artabilecegini gosterilmistir. Buradan da inhibitor varliginda ortamdan siirekli ES
kompleksi uzaklastigi i¢in K, azalip ve ortamda ESI kompleksi siirekli var olacagindan V. da

diisebilmektedir (Akbulut vd., 2014).
1.6. Enzim Aktivitesi

Enzimlerin miktar 6l¢limleri yerine aktivite 6l¢limlerinin yapilma nedenleri ortamda ¢ok

az miktarda bulunmalaridir.

Enzimler tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyon hizinin enzim etkisiyle optimum

kosullarda belli siirede {iriine doniistiiren substrat miktarina enzim aktivitesi denilmistir.

Aktivitesi veya etkinligi fazla olan bir enzim, belli siirede ¢ok miktarda substrat

molekiiliinii {iriin haline doniistiirtir.

Enzim aktivite birimi U olarak ifade edilmistir. 1 U enzim aktivitesi, optimum
kosullarda bir dakikada 1pumol subtrati degistiren enzim etkinligini ifade eder. Buda 1 saniyede

16,67 nmol substratin iiriine dondstiiriilmesine karsilik gelir.

Enzim aktivitesi bazende katal olarak da ifade edilir. Bir katal enzim aktivitesi ise
optimum kosullarda 1 saniyede 1mol substrati degistiren enzim etkinligini ifade eder. Bu da

6,10" IU enzim aktivitesine denk gelmektedir.
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Enzim aktivitesi, spesifik aktivite olarak ifade edilip 1 mg enzim proteini basina diisen

enzim iinitesine spesifik aktivite denilmistir.

Enzim iinitesi (EU) ise optimumal sartlarda, 1 dakika 1pmol substrat iiriine doniistiiren

enzim miktar1 olarak tamimlanmigtir (Giingor, 2008).
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2. LIPAZLAR

Lipazlar (EC. 3.1.1.3, triagilgliserol acilhidrolazlar), pek c¢ok alanda uygulamasi ve
endiistriyel potansiyeli olan 6nemli hidrolitik enzimlerdir. Lipazlar, Uluslar arasi Biyokimya
Birligi Enzim Komitesince belirlenen enzim smiflandirilmasinda hidrolazlar (EC.3), ester
baglarim1 pargalayanlar (EC.3.1), karboksilik ester hidrolazlar (EC.3.1.1) ve triagilgliserol
hidrolazlar ( EC.3.1.1.3) iginde yer almaktadir (Anonim, 1992).

Lipazlar yag-su ara yiizeyinde tiriagilgliserollerin hidrolizini katalizleyerek di ve mono
acilgliserollere ve gliserole doniistiirme ( Veraragavan, 1990; Mogensen, 2005), susuz ortamda

ise ester baglarini sentezleme yetenegine sahiptirler (Kim vd., 1996).

(@)
o)j\/\/\/\ — OH

O ) o

Lipaz Jj\/\/\/\
o)'l\/\/\/\ + 3 HZO : L OH +3 HO
Oj')l\/\/\/\
_OH Yag asiti

Triacilgliserol Gliserol

Sekil 2.1. Yaglarin olusum mekanizmasi.

Lipazin, trigliseritler iizerindeki hidrolitik aktivitelerinin yani sira, esterifikasyon,
interefikasyon, asidoliz, alkoliz ve aminoliz gibi reaksiyonlarida kataliz etme yetenekleri vardir
(Houde vd., 2003).

e} O
I Hidroli I
R,-CLOR, + H,0 —hdroliz R;-C-OH + Ry-H,0

o O
i o
R,-C-OH +R,-0H terifikasyon o p 4 o R, +H,0
O e O
Transesterifikasyon

Il
R,-C-O-R, +R;-OH » R,-C-O-R; + R,-OH

interesterifikasyon

) 0 Q Q
R,-L-0R, + Ry-L-OR, » R;-C-O-R, +R;-C-O-R,

0 . . O O
0 Asidoliz & 1l
R,-L'-O-R, + R;-C-OH ———— R;-C-O-R, + R|-C-OH



13

o

Aminoliz
» R,-C-NHR;+R,-OH

(@]
R,-8-O-R, + R;-NH,

Lipazlarin katalizledigi reaksiyonlarin 6zet halinde gdsterimi (Rahman vd., 2006).
2.1. Lipazlarin Kullamm Alanlari

Lipazlar yaglarin islenmesinde, gida, deterjan, deri, farmasotik, kagit, medikal sektor,
kozmetik ve parfiim endiistrisinde, biyodizel {iretiminde, organik madde sentezinde, biyosensor,

su ortaminda olusan biyolojik doniisiimler gibi bir¢ok farkli alanlarda kullanilmaktadir.
2.1.1. Lipazlarin gida endiistrisinde kullanimi

Katt ve sivi yaglar gidalarin 6nemli bilesenlerindendir. Trigliseritlerin fiziksel
ozellikleri, besin degeri ve lezzeti; gliserol omurgasindaki yag asidinin konumundan, zincir
uzunlugundan ve doygunluk derecesinden etkilenirler. Lipazlar, gliserol omurgasindaki yag asiti
zincirinin konumunu degistirerek, lipitlerin 6zelliklerinin degisimine olanak saglar. Goreceli

olarak ucuz olan bu yontem, yagin daha degerli bir yaga doniisimiine olanak saglar (Sharma
vd., 2001).

Kakao yagi, palmitik ve stearik asitleri iceren degeri yiiksek bir yag; erime noktasi
yaklasik 37°C’dir. Kakao yaginin agizda erimesi g¢ikolata gibi iriinlerde istenen bir 6zelliktir.
Hidroliz ve sentez reaksiyonlarini igeren lipaza-dayali teknolojide, daha az istenen bazi yaglar
kakao yagini gelistirmek i¢in kullanilmaktadir (Colman ve Macrae, 1980; Undurraga ve ark,,
2001). Bu prosesin bir versiyonu, palmiye yagindaki palmitik astin stearik asit ile yer
degistirmesini saglayan transesterifikasyon reaksiyonunda immobilize Rhzomucor miehei
lipazint kullanmaktadir. Benzer sekilde tereyaginin lipaz katatizorlii interesterifikasyonu ile

uzun zincirli doymus yag asitlerinin yerine doymamis yag asitlerinin gegmesi de saglanmaktadir

(Sharma vd., 2001).

Lipazlar peynir olgunlagmasinda, firincilik iiriinlerinde ve mesrubatlarda tat gelisiminde
et ve balik tirlinlerinden yagin uzaklastirilmasina yardimci olarak kullanilmaktadir (Kazlauskas

ve Bornscheuer, 1998).

Lipazlar, ickide katki maddesi, peynirin mayalamasinda lezzet arttirici, et ve balik
tirlinlerinden yaglarin uzaklastirilmasinda yardimci olarak kullanilmaktadirlar (Kazlauskas vd.,
1998; Kumar vd., 2005).
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2.1.2. Lipazlarin deterjan endiistrisinde kullanimi

Lipazlar yaglar1 hidrolizleme yeteneklerinden dolayi, endiistride ve ev deterjanlarinda
katki maddeleri olarak 6nemli bir kullanima sahiptirler. Deterjanlarda kullanilan lipaz enziminin

avandajlart sunlardir:

1) Disiik bir substrat spesifitesi yani yaglari ¢esitli bilesimlerinden hidroliz edebilme
yetenekleri
2) Yiksek pH (10-11) ve yiiksek sicakliklara direngli olmasi

3) Zarar verici surfaktantlara ve enzimlere dayanabilme yetenegine sahip olmasi

Bu ii¢ madde deterjan sanayisinde ¢ok dnemli oldugundan lipazlar deterjan sanayisinde

daha da 6nem kazanmaktadir (Kazlauskas ve Bornscheuer, 1998; Cardenas vd., 2001).
2.1.3. Lipazlarin kagit endiistrisinde kullanim

Zift ya da odunun hidrofobik bilesenleri (baslica trigliseridler ve vakslar), kagit hamuru
ve kagit imalatinda gesitli problemler yol agmaktadirlar (Jaerger ve Reetz, 1998). Lipazlar, kagit
yapiminda iretilen kagit hamurundan bu ziftin uzaklastirilmasi igin kullanilmaktadir. Bunlar
ayn1 zamanda kagidin geri doniisiimii sirasinda lipit lekelerinin uzaklastirilmasinda ve yapiskan
materyallerin olusumundan kaginmak i¢inde kullanilmaktadir (Pandey vd., 1999; Gutierrez vd.,
2001).

2.1.4. Lipazlarin farmasétik endiistrisinde kullanimi

Lipazlar pestisitler, agrokimyasallar ve farmasétiklerde kiral yap1 bloklarinin sentezinde
ve rasemik karigimlarin ¢6ziimiinde kullanilabilirler. Bunlar stereospesifik hidrolizlerde rasemik

karigimlarin ¢oziiniirliigli gibi suda ¢oziinmeyen esterlerin hidrolizlerinde kullanilmaktadirlar

(Kirchner vd., 1985).

Enzimler genelikle organik solventlerde stabil degildirler ve denatiire olma
egilimindedir. Fakat lipazlar stabilizor olmaksizin organik solventlerde stabil kalabilmekte ve
aktif olabilmektedirler. Organik solventlerdeki kataliz kabiliyetlerinden dolay1 lipazlarla ilgili
bir¢ok yeni potansiyel biyoteknolojik uygulama tanimlanmaktadir. Bu uygulamalardan biriside
kiral agidan 6nemli ilag ve ilag ara {iriinlerinin sentezidir (Schmidt ve Verger, 1998; Sharma vd.,
2001). Bazi ilaglarin etkinliginde anahtar faktorii kiralitedir, bu ilag ara bilesenlerinin tek

enantiyomerlerinin tiretimi gittikge farmasotik endiistrisinde 6nemli olmaktadir.
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Lipaz, proteaz ve bir metalik tuz igeren bir bilesim kullanarak deri, kafatasi hastaliklar1
ve sag¢ kaybi gibi durumlari tedavi etmek i¢in bazi yontemler gelistirmis ve patentleri alinmigtir

(Miyazaki ve Fujikawa, 2009).

Safra kesesi fibrozii ve pankreas iltihaplanmalarini tedavi etmek i¢in kullanilan
pankreatik lipazlarin yerini bakteriyel lipazlarin almasi amaglanmistir. Pankreatik lipazlar,
lipidlerin sindirim kanalindaki absorpsiyon diizensizliklerini tedavi etmek icin kullanilmakta
ancak diisik pH’da ve proteaz varliginda etkinligini kaybettigi icin uygulanmast smirlidir.
Bir¢ok bakteriyel lipaz bu yiizden pankreatik lipaza gére umut verici alternatif sunmaktadir

(Sani, 2006).
2.1.5. Lipazlarin biyopolimerlerin iiretiminde kullanimi

Poliesterler, polifenoller ve polisakkaritler gibi biyopolimerler oldukga fazla gesitlilik ve
kompleks bir yap1 gosterir. Bununla beraber bu bilesikler, yenilenebilir dogal kaynaklardan
iiretilmeleri ve biyodegredasyona ugramalar1 nedeniyle biiyiik bir 6neme sahiptirler. Lipazlar,
polimerik sentez icin reaksiyon kosullarinda sahip olduklar1 yiiksek secilik ozellikleri

gosterebilmeleri nedeniyle katalizor olarak kullailmaktadirlar (Jaeger ve Eggert, 2002).

Lipazlar ayrica sert ylizeylerin temizlenmesinde, tek hiicre proteini tretiminde,
biyolojik olarak parcalanabilen plastiklerin, yaglama malzemesi ve kozmetiklerde biyosensor

bileseni olarak olarak da kulanilmaktadir (Reetz, 2002; Pandey vd., 1999).

Bazi geleneksel kimyasal sentezlerle karsilastirildiginda enzimatik islemler daha ¢evre
dostudur. Enzimlerin ayirim yetenekleri (substrat segiciligi ve stereosegicilik) diger
katalitiklerden daha biiyiiktiir. Bu enzimler yiiksek oranda saflikta yiliksek degerli {irlinler
tiretmek i¢in kullanilabilirler. Enzimlerin katalitik etkisi (diisiik aktivasyon enerjisi sonucunda)

yenilenemeyen kaynaklarin enerji gereksinimini azaltmaktadir (Victor vd., 1997).
2.1.6. Lipazlarin organik sentezde kullanimi

Organik sentezde katalizor olarak kullanilan lipazlar, substrata gore farkli etki
gostermelerinden dolay1 sentetik Kimyada biiyiik avandaj saglamaktadirlar (Ghosh vd., 1996).
Lipazlar genis bir ¢esitlilik gosteren kemoselektif, regioselektif ve stereoselektif

transformasyonlari katalizlemede kullanilmaktadir (Rubin ve Dennis, 1997).

Organik kimyada katalizor olarak kullanilan lipazlarin biiyiik ¢ogunlugu mikrobiyal

kaynaklidir. Bu enzimler, hidrofilik-lipofilik arayiizeyinde ¢aligirlar ve reaksiyon karigimindaki
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organik ¢oziiclilere dayaniklidir. Enantiyo saf bilesiklerin sentezinde lipazlarin kullanimin ele

alimmuslar (Berglund ve Hutt, 2000).

Enzimler suda ¢6ziinmeyen trigliseridlerin hidrolizlerini su-siv1 araylizeyinde katalizler.
Reaksiyon karigimindaki su miktar1 lipaz-katalizli reaksiyonun yoniinii belirler. Ortamda ¢ok az
su varsa yada hi¢ su yoksa, sadece esterifikasyon ve transesterifikasyon tercih edilmektedir.
Ortamda fazla oranda su oldugunda ise tercih edilen reaksiyon hidroliz olur (Klibanov, 1997).
Stiperkritik ¢oziictilerde lipaz-katalizli reaksiyonlar bildirilir (Sharma ve ark., 2001; Salgin ve
ark., 2007).

2.2. Lipaz Kaynaklari

Lipaz enzimleri yaklasik olarak biitin canlilar yani bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar tarafindan {retilmektedir. Bazi hayvansal lipazlar pankreatik, gastrik,
pregastrik, ruminantlarin mide i¢i tarafindan iiretilen dilsel lipazlari, balik ve omurgalilarin
sindirim lipazlari, lipoprotein lipazlari, doku lipazlar1 ve siit lipazlaridir. Bitkilerde lipazlar
engok yagl tohumlarda ve daha az derecede tahil tanelerinde bulunmaktadir (Mukherjee ve
Hills, 1994) .

Lipaz iireten mikroorganizmalar genis dagilim gostermektedirler (Godtfredsen, 1990).
Mikrobiyal lipazlar bakteri, kiif ve mayadan elde edilmektedir. Lipazlarin elde edildigi kaynak,
optimum aktivite gosterdigi pH ve sicaklik araligim etkilemektedir (Taweel ve Sungur, 1995;

Stead, 1986).

Okaryotlarda lipazlar; yaglarin sindirimi, absorbsiyon, yeniden olusum ve lipoprotein
metabolizmasida dahil lipit metabolizmasi farkli agamalari igin gereklidir. Bitkilerde lipazlar

enerji rezerv dokularinda bulunur (Balashev vd., 2001).

Lipazlarin hayvansal ve bitkisel dokulardan elde edilmesi giictiir. Cilinkii bu tiir
dokularda, hiicrenin ya da hiicre duvarinin pargalanmasi gereklidir ve bunun i¢in hiicre

parcalayicilara ihtiya¢ vardir. Bu islemler sirasinda enzimin yapisida zarar gorebilmektedir

(Taipa vd., 1992).
2.3. Lipaz Analiz Y 6ntemleri

Lipaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in birgok metot vardir. Lipazlar trigliseritleri hidrolize
ederek serbest yag asitleri ve gliseroliin meydana gelmesini saglarlar. Bu nedenle, bu enzimler
icin analiz metotlar1 genel olarak serbest yag asitlerinin olusumunun analiz edilmesi seklinde

gelistirilmistir (Jensen vd., 1983).
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Lipaz enziminin analiz metotunu kendi igerisinde ikiye ayirabiliz.

«» Kalitatif analiz

% Kantitatif analiz
2.3.1. Kalitatif analiz

Mikrobiyal kiiltlirlerin ~ salgilamis  oldugu lipaz kati besiyeri ortaminda
belirlenebilmektedir (Kulkarni, 2002). Bu amagla degisik substratlarin kullanildigi kalitatif
analizler yapilmaktadir. Yaygin olarak Tribiitirin Agar besiyeri kullanilir. Bu besiyerin substrati
dort karbonlu sentetik bir trigliserit olan tribiitirin ve bunun hidrolizi ile olusan zon esteraz veya
lipaz aktivitesi verir (Gao vd., 2000; Meghwanshi vd., 2006; Ertugrul vd., 2007; Kiran vd.,
2007; Cote ve Shareck, 2008).

2.3.2. Kantitatif analiz

Serbest yag asitlerinin olusumunu arastirmak amaciyla kantitatif olarak immiinolojik
metot, kromatografik prosediirler (TLC/HPLC/GC), spektrofotometrik ve titrimetrik metotlar

kulanilir.

Triagilgliseroller lipazlarin da dogal substratlaridir, spektofotometrik metotlarda bunlar
substrat olarak kullanilmaktadir (Kulkarni, 2002). Bu o6l¢iim temel olarak p-nitrofenil
esterlerinin enzimatik hidrolizi sonucunda ortaya ¢ikan p-nitrofenol’iin 410 nm’de kolorimetrik
olarak tespit edilmesine dayanmaktadir (Winkler ve Stuckmann, 1979; Kademi vd., 2000;
Barbaro vd., 2001; Gupta vd., 2002; Kumar vd., 2005; Gilham ve Lehner, 2005).

Ancak kisa zincirli esterler suda ¢oziiniir ve bu nedenle bu hidroliz lipaz aktivitesinden
ziyade esteraz aktivitesinin Ol¢iilmesini saglar. Asetat ve biitirat gibi kisa zincirli esterler esteraz
aktivitesini Olcerken laurat, palmitat veya oleat gibi daha uzun zincirler lipaz aktivitesini
belirlemektedir (Gilham ve Lehner, 2005). Bu nedenle p-nitrofenil palmitat lipaz aktivitesini

lipaz aktivitesinin 6l¢lilmesi igin yaygin olarak kullanilmustir.

Lipaz aktivitesinin kantitatif 6l¢iimiinde spektrofotometrik yontemin disinda, lipaz
aktivitesi sonucu ortamda olugan yag asitlerinin meydana getirdigi pH degisim &l¢limiine dayali
zeytinyagl emiilsiyon yontemi (Omar vd., 1987; Kanwar ve Goswami, 2002; Kulkarni ve

Gadre, 2002), pH-stat yontemi (Kambourova vd., 2003) gibi titrasyon yontemleri kullanilir.
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3. CAM FISTIGI BiTKiSi VE OZELLIiKLERIi

3.1. Cam Fisti1 (pinus pinea L.) Tiiriiniin Ozellikleri

Pinaceae familyasinda yer alan Cam fistigi (pinus pinea) Ege, Akdeniz sahilleri,
Portekiz, ispanya, italya, Girit ve Tiirkiye’de yayilis gdsteren cam tiirii agagtir (Ansin ve Ozkan
1997).

Cam fistig1 bir evcikli olup, tozlagma riizgarla gergceklesmektedir. Boylar1 20-25m diger
cam tiirlerinden kolaylikla ayirt edilebilen semsiye goriiniimliidiir. Gvdesi 6nce pulsu yapida
olup kahverengi kirmizi, sonra kirmizimtirak gri, kalin kabugu derin catlakliklara sahiptir.
Reginesiz tohumlar 7-20mm biiyiikliiglinde yumurta seklinde ve sivridir. Tomurcuk pullarinin
uclart geriye dogru kivrilmistir. Geng siirglinler onceleri koyu yesil sonralari sarimtirak
kahverengi renge déniismektedir (Kayacik, 1980; Ansin ve Ozkan, 1993; Yaltirik, 1993). Igne
yapraklar 10-20 cm uzunlugunda parlak, batici, sivri uglu ve kenarlar1 disli olup, agik yesil
renktedir. Yapraklarin her iki yliziinde stoma c¢izgisi vardir. Erkek cigekler uzun ve silindir
seklindedir. Terminal durumlu disi ¢igekler teker teker, bazende 2-3 adeti bir arada
bulunmaktadir. Kozalaklar 15cm uzunlugunda, 12cm genisliginde, cok kisa sapli siirgiine
hemen hemen oturmus gibidir. Kozalaklar olgunlasmasimi ii¢ yilda tamamlamaktadirlar.
Kozalagim i¢ kisimlarinda 1,5-2 cm biiyiikliiglinde tohumlar1 bulunmaktadir. Cam fistig1
agacinin kok sistemi, uygun topraklarda derine inen kazik koke sahiptir. Bu nedenle, deniz
riizgarina karsi derin kokleri ve genis tepeleri ile 6nemli 6l¢iide kars1 koyabilmektedir (Ansin ve

Ozkan, 1993; Yaltirik, 1993).

Sekil 3.1. Cam fistig1 kozalag1 ve tohumlari.
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3.2. Cam Fistigindan Yararlanma Olanaklari

Cam fistiginin odun, kabuk, recine, kozalak ve tohum kismindan yararlanilmaktadir.
Halk arasinda ¢am fistig1 olarak adlandirilan tohumlar1 besin maddesi bakimindan zengin olup
agirlikli olarak gida sanayisinde kullanilmaktadir. Bergama-Kozak yoresine ait cam fistigi
tohumlarinin besin degerinin ve kimyasal kompozisyonun %50 nem, %45 kiil, %44.,9 yag,
%31,6 ham protein, %5,15 toplam ¢oziinebilir seker ve 583kcal/100g ihtiva ettigi bilinmektedir.
Tohumlarinda potasyum, fosfor ve magnezyum mineraleri olduk¢a yiiksek miktarda, Ca, Na,
Mn, Zn ve Cu mineraleri az miktarda bulunur. Tohumlar yiiksek miktarda B1 ve B2 vitamini
bulunurken, C vitamini ise az miktarda bulunur, icerisindeki yag orani ise %85’den fazlasini
oleik ve linoleik asit olusturdugu i¢in doymamis yag asitlerince zengindir. Bu dzellikleri ile cam
fistiginin, iyi bir besin kaynagi olmasi1 yaninda, insan sagligi agisindan da oldukga faydalidir

(Nergiz ve Donmez, 2004).

Sekil 3.2. Cam fistig1 tohumunun i¢ kismi.

Fistik gaminin odunu sarigam (Pinus slyvestris L.) ve Anadolu karagam (pinus nigra)
gibi teknolojik Ozellikleri bakimindan fazla degerli degildir. Recinesi ise boya sanayisinde
¢ozilicii madde olarak kullanilmakta fakat reginesi kaliteli degildir. Fisttkgamu giizel bir park
agacidir. Kumul alanlarin stabilizasyonunda, riizgar perdesi tesislerinde ve toprak koruma

amacli agaclandirmalarda kullanilmaktadir (Yaltirik, 1988; Ansin ve Ozkan 1997).

Cam fistiginin kozalak veriminden diisen agaclar kesilerek genglestirme galismalari
yapilmaktadir. Bu sirada ortaya ¢ikan kabuklar atik durumundadir. Son yillarda diinyada agag
kabuklar1 biyobazli dogal maddelerin iiretimi i¢in gerekli olan 6nemli yenilenebilir hammadde
kaynaklari olarak goriilmektedir. Cam fistig1 kabuklar1 da bu kapsamda yenilenebilir hammadde

kaynaklar1 olarak degerlendirilmektedir (Fengel ve Wegener 1984).

Kabugun 6nemli bilegenlerinden biri de tanenlerdir. Tanenler ¢ok eski zamanlardan beri

bilinen ve dericilikte sepi maddesi olarak kullanilan makromolekiilii bilesiklerdir. Hayvan



20

derisinde bulunan proteini ¢oktiirerek derinin bozulmayan, esnek ve bakteri etkilerine karsi

stabil hale getirilmesi tanenlerle saglamaktadir (Bisanda ve ark. 2003).

Cam fistig1 halkin ihtiyaglar1 igin bitkisel ilaglarda; antiviral, antimikrobiyal ve
antikansorojen etkileri nedeni ile tipta ve farmakolojide dogal hammade olarak kullanilmaktadir.
Bunlarin disinda boya endiistrisinde, bira ve sarabin berraklastirilmasinda da tanenlerden
yararlanilmaktadir. Dogal ve yenilenebilir biyokiitle kaynaklarinin 6zellikle kimya sanayisinde

her gegen giin kullanimi artmaktadadir (Bisanda ve ark, 2003).
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4. MATERYAL VE METOD

4.1. Materyal
4.1.1. Kullanilan kimyasallar

Metanol, asetik asit, aseton, amonyum siilfat, gum arabik, sodyumdeoksikolat,

(NaHCO:y), sodyumdihidrojenfosfat (NaH,P0O,.2H,0),
(Na;HPO,), (SDS), Tris
(tris(hidroksimetil)aminometan), N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin
(TEMED), bromfenolblue, glisin, 2--merkaptoetanol, diyaliz torbasi (D-95272), Sephadex G-
100, Coomassie Brilliant Blue R250, Coomassie Brilliant Blue G250, Sigma-Aldrich, Merck ve

sodyumhidrojenkarbonat

sodyumhidrojenfosfat sodyumdodesilsiilfat gliserol,

N,N-metilenbisakrilamit,

Fluka firmalarindan temin edilmistir. Caligmalarda kullanilan ¢am fistig1 tohumu ve zeytinyagi

ise piyasadan temin edilmistir.

4.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

+ Peristaltik Pompa

. Ismatec RegloDigital

% pH Metre : SCHOTT Lab850
«» \Vortex : Heidolp ReaxTop
+ Sogutmali Santrifiij : Sigma K30

Isiticili Manyetik Karigtiricr :
: BINDER

: SHIMADZU AT X220

: SHIMADZU UV1700 PharmaSpec
: HEALTEC MiniGES Elite300

: HEALTEC Elite300

: BIOHIT Proline

Etiiv

Analitik Terazi
Spektorofotometre
Elektroforez Tank1
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Mikropipetler

DAIHAN MSH-20A

+¢ Saf Su Cihazi : Merck Millipore
< Ogiitiicii - Ev tipi
++ Buzdolabi : Ev tipi

4.1.3. Kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanmasi

1)

01 M Ph 70

fosfat

tamponu  igin; 5,4603

NaHZPO4.2HZO

(sodyumdihidrojenfosfat) tartildi. pH’1 1,0 M NaOH ile 7,0 ye ayarlandi. Hacmi

350 mL tamamlanda.
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2)  %]10’luk gum arabic i¢in; 18 g gum arabic tartildi ve 180 ml suda ¢oziildii. Uzerine
21 mL zeytinyag1 ve 15 g buz ilave edildi.

3) Sodyumdeoksikolat i¢in; 0,8 g sodyumdeoksikolat tartildi ve 50 mL saf suda
¢oziildii.

4)  Tris i¢in; 0,6058 g tris tartildi. pH’s1 7,0 olarak 1 M HCl ile ayarland1 ve hacmi 100
mL’ye tamamlandi.

5) 0,05 M NaH,PO, tamponu i¢in; 15,601 g NaH,PO, tartild1 ve 1,0 M NaOH ile pH
7,0 ayarland1 hacmi 2000 mL’ye ayarlandi.

6) 1,0 M Tris-HCI pH 8,8 igin; 12,114 g tartildi ve yaklasik 60 mL de ¢oziildiikten
sonra pH 8,8’e¢ 1,0 M HCI ile ayarlandi. Son hacim 100 mL’ye ayarlandi. 4°C’de
muhafaza edildi.

7) 1,0 M Tris-HCI pH 6,8 igin; 12,114 g tartildi ve yaklasik 60 mL de ¢oziildiikten
sonra pH 6,8’e¢ 1,0 M HCI ile ayarlandi. Son hacim 100 mL’ye ayarlandi. 4°C’de
muhafaza edildi.

8) 6X Numune yiikleme ¢ozeltisi igin; %60 griserol, 300 mM Tris-HCI pH 6,8, 12
mM EDTA, %12 SDS, 864 mM B-merkaptoetenol ve %0,05 bromofenol blue. 10
mL hazirlamakig¢in; 6 mL griserol, 3mL 1 M Tris-HCI pH 6,8, 0,035 g EDTA 1,2 g
SDS, 60 mL B-merkaptoetenol, 0,05 g bromofenol blue birbirine ilave edilerek 6X
numesi hazirlandi.

9) %40 Akrilamid igin; 19,48 g akrilamid, 0,52 g bis-akrilamid 50 mL son hacimde
¢oziildii.

10) %10 Amonyum persiilfat i¢in; 0,1 g amonyum persiilfat 1 mL dH,0O’da ¢6ziildii.

11) %10 SDS i¢in; 4 g SDS 40 mL dH,0’da ¢6ziildii.

12) Boyama ¢ozeltisi igin; %0,1 Coomassie Brilliant Blue R250, %50 metanol ve %10
asetik asit birbiri i¢ine eklendi.

13) Yikama ¢ozeltisi igin; %10 metanol, %7 asetik asit olacak sekilde hazirlandi.

14) 0.01 NaOH ¢ozeltisi i¢in; 0,1 g NaOH tartildi ve hacmi 250 mL’ye tamamlandi.

4.2. Metodlar

4.2.1. Cam fistig1 tohumunun secilmesi ve yagsizlagtirma islemi

Materyal olarak kullanilan ¢am fistig1 tohumu, Antalya bolgesinden ticari olarak temin

edilmigtir. Daha sonra 100g ¢am fistig1 tohumu blendir yardimiyla iyice 6giitiilerek homojenize

haline getirilmistir.
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Homejenize haline getirilen ¢am fistigi tohumunda bulunan proteinlerden yagin

uzaklastirilmas1 amagiyla uygulanan isleme yagsizlagtirma islemi denilmistir.

Cam fistig1 tohumundan yaglarin uzaklastirilmasi icin uygun c¢oziicli olarak soguk
aseton kulanilmustir. Bu islem soguk bir ortamda (4°C’de) 30 dakika boyunca buz banyosunda

karistiricida karigtirilarak gergeklestirilmistir.

Yagsizlastirma islemi sonunda elde edilen homojenat ¢eker ocakta kurutularak aseton
kokusu uzaklagtirilmigtir. Daha Sonra bir beher igerisine konularak tizerine 1:6 (v/w) oraninda
0,1M fosfat tamponu (pH 7,0) ilave edilerek 12 saat boyunca buz dolabinda karigtirict ile
karistirilmistir. Boylece enzimlerin ¢6zeltiye gegmesi saglanmigtir. Daha sonra siizge¢ kagidi ile

stiziilerek stipernatant kismu1 amonyum siilfat (NH,;),SO,4 ¢oktiirmesi i¢in ayrilmustir.
4.2.2. Aktivite tayin yontemi

Homojenatla amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildiktan sonra hazirlanan %10’luk gum
arabic’den 10 mL, sodyumdesikolat’dan 2 mL ve 0,05M tris tamponun’dan 4 mL ilave edilerek
birbirine karistirildi. Sicaklik 37°C sabitlendi ve pH 7’ye ayarlandi. Uzerine 1 mL enzim ilave
edildi ve 5 dakika boyunca pH’in diismesi beklendi. Siire bittikten sonra 0,01 M NaOH ile pH
7,0’ye ayarlandi ve harcanan NaOH miktar1 kaydedildi.

4.2.3. Lipaz enzimi icin amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

Cam fistig1 (Pinus pinea) tohumunda bulunan lipaz enzimin homojenatinin uygun
doygunluk noktasinin belirlenmesi amaciyla %0-10, %10-20, %20-30, %30-40, %40-50, %50-
60, %60-70, %70-80 ve %80-90 doygunluklarinda ¢oktiirme islemi yapilmigtir. Her defasinda
¢okelekte ve siipernetantta hidrolitik spesifik aktivitelerine bakilmistir. Lipaz enzimin aktif
oldugu araliklar tespit edilmistir. Cam fistig1 tohumunun aktif oldugu hidrolitik spesifik araligi
%60-90 amonyum siilfat doygunlugunda ¢okelekte oldugu bulunmustur.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda homojenata kati (NH,4),SO, yavas yavas ilave
edildi ve her defasinda daha 6nce kalan (NH;),SO,’1n ¢oziinmiis olmasina dikkat edilmistir.
Amonyum siilfatin homojenatta ¢oziinme islemi buz banyosunda manyetik karistirici ile
yapilmigtir. Coktiirme islemi sirasinda kullanilan kati amonyum siilfat miktarlar1 asagidaki

formiile gore hesaplanmistir.
M[ (NH4)2804] :[1,77 XV X (Sz— Sl) ] / (3,54- Sz)

M= Kat1 Amonyum siilfat miktar1 (g)
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V= Cozeltinin hacmi (mL)
S;= 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu
S,;=1"in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonucunda en yiiksek hidrolitik sefesifik aktivitedeki %60-
90 doygunlugundaki ¢okelek diyaliz torbasina hava kabarcigi kalmayacak bir sekilde
yerlestirildi. Hazirlanmis diyaliz torbasi 6énceden hazirlanmis 0,05 M fosfat tamponu (pH 7,0)
icerisine yerlestirildi. Diyaliz islemi + 4°C’de icerisinde buz banyosunda 24 saat siireyle ve

sekiz saatte bir tampon degistirilerek gergeklestirilmistir.
4.2.4. Sephadex G-100 jel hazirlanmasi ve jel filtrasyon kromatografisi

2 g Sephadex G-100 100 mL, 0,1M pH 7,0 fosfat tamponu igerisine konularak yarim
saat karigtirtlip dekande edildikten sonra 24 saat bekletilmis ve kolona yavas yavas eklenerek
aktarilmistir. Kolon iyice dengelene kadar tampon gegirilmistir. Diyalizden alinan homojenat
kolona yiiklenmistir. Kolona yavasca fosfat tamponu eklenerek eluatler kolondan ticer mL’lik

franksiyonlar halinde tiiplere toplanmistir.
4.2.5. Saflastirilan proteinlerin SDS-PAGE ile karakterizasyonu

Elektroforez yiiklii molekiillerin bir elektriksel alandaki hareketlerinin izledigi bir
tekniktir. Saflastirmada kullanilan en yaygin yontemdir. Akrilamid ile akrilamid tiirevi olan N-
N’-metilen bis akrilamidin polimerlesmesiyle olusturulur ve o&rnekler bu jel iizerinden

yiiritilmistiir.

%12’lik ayrigtirma jeli tizerine %3,75°lik y1gma jeli ilave edilmistir. Numuneler kuyuya
yiiklendikten sonra 100V da yaklasik 150 dk’da yiiriitilmistiir. Boyama igin; %0,1 Coomassie
Brilliant Blue R250 ¢6zeltisi hazirlanmigtir. Yikama igin; %10 metanol ve %7’lik asetik asit
iceren renksizlendirme ¢ozeltisi hazirlanmugtir. Jel tamamen temizleninceye kadar yikamalar

tekrarlanmustir.
4.2.6. Optimum pH ¢ahsmalari

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH degerlerini belirlemek amaci ile 0,1M’lik
sodyum asetat pH’s1 4 4,4 4,8 5,2 5,6 0,1 M’lik sodyumdihidrojen fosfat pH’s1 6,8 7,2 7,6 8,0
8,8 9,2 0,1M’lik sodyum bikarbonat pH’s1 9,6 10,0 10,4 10,8 11,2 0,1M’lik disodyum hidrojen
fosfat pH’s1 11,6 12,0 12,4 12,8 13,2 arasinda tamponlar hazirlanmigtir. Bu tamponlarin
hangisinde ytiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
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4.2.7. Optimum sicakhik ¢calismalar:

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklig belirlemek icin 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60°C’lerde 13 farkli deneme yapilmistir. Bu denemelerin sonunda en yiiksek

hidrolitik aktiviteyi veren sicaklik belirlenmistir.
4.2.8. Depo kararhhi@imin tayini

Jel kromatografisi sonucunda toplanan enzimlerden yiiksek hidrolitik spesifik aktivite
gosteren enzimleri bir araya toplayarak havuz sistemi olusturulmustur. Buzdolabinda 4°C’de

calisma boyunca saklanmustir.

Optimum pH ve optimum sicaklik dikkate alinarak birer giin arayla 5 giin boyunca
olusturulan havuz sistemindeki enzimin aktivite tayini yapilmis ve depo kararliligi

belirlenmistir.
4.2.9. Stabil-pH calismalari

Jel kromatografisi islemi sonunda hidrolitik spesifik aktivite degerleri birbirine yakin
olan tiipleri bir araya toplayarak havuz sistemi olusturulmustur. Enzimin maksimum aktivite
gosterdigi stabil pH degerlerini belirlemek amaci ile pH 4-5,6 arasinda 0,1M’lik sodyumasetat
tamponu hazirlanilmistir. Bu tamponlar ile havuzdan alinan enzimlerin aktivite 6lgtimleri birer

giin ara ile bakilmigtir. Cam fisitig1 tohumu lipazinin stabil oldugu pH degeri belirlenmistir.
4.2.10. Stabil-sicaklik ¢alismalari

Jel kromatografisi islemi sonunda hidrolitik spesifik aktivite degerleri birbirine yakin
olan tiipleri bir araya toplayarak havuz sistemi olusturulmustur. Enzimin maksimum aktivite
gosterdigi stabil sicakligi belirlemek icin 5, 20, 30, 40, 50°C sicakliklarda 5 farkli deneme

yapilmistir. Bu denemelerin sonunda en yiiksek aktiviteyi veren stabil sicaklik belirlenmistir.
4.2.11. Ky ve Vpax degerleri

Enzimatik reaksiyonun hizinin maksimum hizin yarisina esit oldugu andaki substrat
konsantrasyonuna K, denir ve K, sabit bir deger degildir. K, substratin, sicakliga ve pH’a,

bagli bir degerdir.

Jel kromatografisi sonunda birbirine yakin yiiksek hidrolitik spesifik aktivite gosteren
enzimlerden havuz sistemi olusturuldu. K., ve Vi kinetik sabitlerinin bulunmasi amaciyla
substrat olarak kullanilan trioleinin farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 50, 100, 200, 500 uL ),

sabit hacimlerde havuzdaki enzimleri kullanilarak aktivite tayini yapilmistir.
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Hiz degerleri ile substrat konsantrasyonu arasinda c¢izilen Michaelis-Menten grafigi

yardimiyla Ky, Ve V.« degerleri belirlenmistir.
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5. SONUC VE TARTISMA

5.1. Sonug
5.1.1. Cam fistig1 tohumu lipazinin hidrolitik aktivitesinin tayini

Lipazin hidrolizledigi yag asitlerinin, NaOH ile titrasyonuna dayanan titrimetrik bir

yontem kullanilarak enzimin hidrolitik aktivitesini tayin edilmistir (Nasa, 1988).

Asagida, bir triagilgliserol olan trioleinin lipaz ile katalizlendigi hidroliz reaksiyonu ve

lipazin trioleinden hidrolizledigi oleik asidin NaOH ile reaksiyonu goriilmektedir.

Triolein hidroliz reaksiyonu:

H,-00C-C,,H; Hy-OH
_LipaZ ¢ Hy,co0H + CH-OH

H-OOH-C;H;; + 3H,0 ~——— “17733
Oleik asit H,-OH

CH,-00C-C,;H;;

Triolein

Gliserol

Titrasyon reaksiyonu:

3 C17H33COOH + 3NaOH —» 3 C17H33COONa + 3H20

Titrimetrik yontemle lipaz aktiviteleri belirlenen homojenat ve jel filtrasyon

sonrasindaki eliiatin enzimatik aktivite degerleri Cizelge 5.1°de gosterilmistir.

Cizelge 5.1. Cam fisti§1 tohumu lipazinin saflastirma basamaklarinda aktivite degisimi.

Saflastirma Basamag | Aktivite (EU/ml) Spesifik Aktivite
(EU/mg.protein)
Homojenat 12 2,46
Jel fraksiyon 15,2 3,114

Cizelge 5.1°de goriildiigii gibi saflagtirma basamaklarmda en yiiksek hidrolitik spesifik
aktiviteyi jel fraksiyonu gostermistir. Ham ekstrakt ¢ozeltisine gore enzim aktivitesi yaklasik

3,114 Kkat artmstur.
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Titrimetrik yontemle lipaz aktiviteleri belirlenen homojenat ve jel filtrasyondan elde

edilen eliiatin enzimatik aktivite degerleri ¢izelge 5.2’de gosterilmistir.

Cizelge 5.2. Camfistig1 tohumu lipazinin saflastirma basamaklari.

Aktivite Toplam Protein | Toplam | Toplam | Spesifik Aktivite
ISLEM (EU/mI) | Hacim(ml) | (mg/ml) | Protein | Aktivite | (EU/mg protein)
(mg) (EV)
Homojenat 12,0 205 4,88 1000,4 2460 2,46
Sephadex 15,2 3 4,88 14,64 45,6 3,114
G-100

5.1.3. Cam fistiZ1 tohumunun optimum pH hesaplanmasi

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH degerlerini belirlemek amaci ile pH’s1 4-4,4-
4,8-52 ve 5,6°da 0,IM asetik asit tamponlari, pH 6,4-6,8-7,2-7,6 ve 8,0’de 0,IM
sodyumdihidrojen fosfat tamponlari, 8,4-8,8 ve 9,2°de tris tamponlari, pH’s1 9,6-10,0-10,4-10,8

ve 11,2°de 0,1 M sodyumbihidrojenkarbonat tamponlar1 pH 11,6-12,0-12,4-12,8 ve 13,2 0,1 M

sodyumhidrojenfosfat tamponlar1 hazirlandi. Jel filtrasyon kromatografisinde hidrolitik sfesifik
aktivitesi yiiksek olan enzimlerin bir araya toplanarak olusturulan enzimleri, farkli pH
araliklarinda hazirlanan tamponlarla aktivite degerlerine bakilarak aktivitesi belirlendi. Enzimin

en yiiksek aktivite gosterdigi pH degeri 4,8 sodyum asetat olarak belirlendi (Cizelge 5.3 ve

Sekil 5.1).

Cizelge 5.3. Cam fistig1 tohumu lipazinin optimum pH degerleri.

PH | Aktivite (umol yag asidi.dk™) PH | Aktivite (umol yag asidi.dk™)
4 3,0 7,2 44

4.4 3,0 7,6 6,0

4,8 7,4 8 1,0

5,2 0,4 8,4 3,0

5,6 3,0 8,8 3,0

6,4 7,0 9,2 0,0

6,8 7,0
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pH -Aktivite Grafigi
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Ativite (umol.yag asidi.dk?)

pH

Sekil 5.1. Cam fist1g1 tohumunun optimum pH’s1.

5.1.4. Cam fisti@1 tohumu lipazinin optimum sicakhginin belirlenmesi

Cam fistig1 tohumunun kolondan toplanan en yiiksek aktivitedeki eluveleriden havuz
olusturulup 0-60°C araliginda pH 7,0°de lipaz1 aktivitesi 6lgiildii ve bu 6l¢iimlerin sonunda en

iyi hidrolitik spesifik aktivite sicakligi S0°C olarak belirlendi (Cizelge 5.3. ve Sekil 5.2.).

Cizelge 5.4. Cam fisti§1 tohumu lipazinin optimum sicaklik degerleri.

Sicakhik Hidrolitik Spesifik Aktivite
(°C) (umol yag asidi.dk ™)
0 2,2
5 2,4
10 2,4
15 1,4
20 3,0
25 3,0
30 42
35 5,2
40 3,0
45 9,2
50 15,6
55 11,6
60 11,4
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Sicakhik-Aktivite Grafigi
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Sekil 5.2. Sicakligin ¢cam fistig1 tohumunun lipaza etkisi.

5.1.5. Cam fistig1 tohumunun lipaz enziminin depo kararlihiginin belirlenmesi

Cam fistig1 tohumu ile yapilan enzim aktivite tayini ¢aligmasinda Sephadex G-100
kolonundan gegen eluatlar arasinda en yiiksek aktivite gdsteren ornekleri bir araya toplayip bu
ornekler icin 4°C’de dort glin boyunca optimum sicaklik ve optimum pH’da depolama

kararlilig1 i¢in aktivite tayini yapildi (Cizelge 5.5. ve Sekil 5.3)

Cizelge 5.5. Cam fistig1 tohumu lipazinin depo kararliligi.

Zaman (Giin) | Spesifik Aktivite (U/dk.mg enzim)
2,787
1,557
1,024
0,697
0,000

a1l B W N




aktivite
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Depo kararhhgi-Aktivite

Sekil 5.3. Cam fistig1 tohumu lipazinin depo kararliligi.

5.1.6. Cam fisitig1 tohumunun lipaz enziminin stabil pH aktivitesi

Cam fistig1 tohumunun stabil pH’1 belirlemek i¢cin sodyum asetat tamponu 0,1M’da

PH;4,0- 4,4- 4,8-5,2- 5,6 olan tamponlar hazirlanip bes giin boyunca optimum sicaklikta aktivite
bakildi. Stabil pH’1n 5,2 oldugu belirlendi.

Cizelge 5.6. Cam fisitig1 tohumu lipazinin stabil pH aktivitesi.

Aktivite(umol yag asidi. dk™)
pH/Giin 4,0 4.4 48 52 5,6
1 82 |60 |86 |134 |116
2 70 |56 [58 [90 10,8
3 65 |50 |48 |84 10,0
4 44 148 |44 |26 34
5 25 [43 [40 |24 32




32

16 -
_ 14 -
L
T 12 -
S
"
g w0 —o—pH 4
Z 8- —8—pH 4,4
56 pH 4,8
[
5 4. —@—pH 5,2
frer)
< - —0—pH 5,6

O T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6
Guin

Sekil 5.4. Cam fistig1 tohumu lipazinin stabil pH aktivitesi.

5.1.7. Cam fisiti@1 tohumu lipazinin stabil sicakliginin belirlenmesi

Cam fistig1 tohumunun stabil sicakligini belirlemek ic¢in enzim aktivitesi yiiksek olan
eluventlerden havuz sistemi olusturularak optimum pH da etiivlerde sicakliklar ayarlanarak dort

giin boyunca aktivite tayini yapildi.

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi stabil sicaklig1 belirlemek icin5, 20, 30, 40, 50,
60°C sicakliklarda 6 farkli deneme yapildi. Bu denemelerin sonunda en yiiksek hidrolitik
aktiviteyi veren stabil sicaklik 50°C olarak belirlendi (Cizelge 5.7. ve Sekil 5.5.).

Cizelge 5.7. Cam fistig1 tohumu lipazinin stabil sicaklik aktivitesi.

Aktivite (umol.yagasidi.dk™)
Sicakhk 5 20 30 40 50 60

(°C)/saat

24 4,8 5,6 55 56 |48 1,6
48 4,2 4,4 50 50 |43 1,5
72 3,0 4,0 32 |48 |40 0,5

96 28 |20 12 |26 |38 |00
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Sekil 5.5. Cam fistig1 tohumu lipazinin stabil sicaklik aktivitesi.

5.1.8. Lipaz enziminin K, ve Vs degerlerinin delirlenmesi
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Cam fistig1 tohumu lipazina uygun substrat konsantrasyonunu belirlemek amaciyla

trioleinin 10, 20, 50, 100, 200, 500 ul’lik konsantrasyonlarinda denemeler yapildi ve uygun

derigim belirlendi.

Cizelge 5.8. Cam fistigi tohumu lipazinin degisik substrat konsantrasyonlarinda enzim

aktiviteleri.

[S] Vv 1/[S] (x 10°%) 1V (x 107)
(mM) (U/dk.mg enzim) | 1/(U/dk.mgenzim) | 1/(U/dk.mg enzim)
10 0,82 14,57 1,27

20 0,901 7,28 1,11

50 0,98 2,91 1,02

100 1,024 1,46 0,96

200 1,15 0,72 0,86

500 1,23 0,29 0,82

Yukaridaki tablodan faydalanarak, substrat konsantrasyonlarina karsi reaksiyon hizlar

arasinda Michaelis-Menten grafigi ¢izildi (Sekil 5.6).
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[s]

Sekil 5.6. Cam fistig1 tohumu lipazinin Michaelis-Menten grafigi.

Km Ve Viax degerlerinin belirlenmesi amaciyla Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil

5.7).

0,7 - y=0,021x + 0,2502

1/v

-15

1/1s]

Sekil 5.7. Cam fistig1 tohumu lipazinin Lineweaver-Burk grafigi.

Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla, K, degeri yaklasik 0,0773mM ve V.« degeri ise
yaklasik 1,5013U/dk.mg enzim olarak hesaplandi.
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5.1.8. Cam fistig1 tohumunun SDS-PAGE ile enzimin karakterizasyonu

SDS-PAGE i¢in; %12’lik ayristirma jeli iizerine %3,75’lik yigma jeli ilave edildi.
Numuneler kuyuya yiiklendikten sonra 100V’da yaklasik 2 saat 10 dk yiiriitiiliir. Boyama igin;
%0,1 Coomassie Brilliant Blue R250 ile yapildi. Yikama i¢in; %10 metanol ve %7’lik asetik
asit ile yapildi. Bantlar belirginlesince fotografi ¢ekildi.

Sekil 5.8. Cam fistig1 tohumunun lipazinin SDS-PAGE ile karakterizasyonu.

1. Cam fistif1 lipaz enzimi standarti

2. Cam fist1g1 lipaz enzimi
Elektroforez sonucuna gore lipaz enziminin saflastirildigi goriilmiistiir.
5.2. Tartismalar

Bu calisma, ¢am fistig1 (Pinus pinea L.) tohumundan lipaz enziminin saflagtirillmasi ve
cesitli biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Calisma iic asamadan

meydana gelmektedir.

Calismamin birinci kismi; ¢am fistigi tohumu lipazi ham ekstratinin elde edilme

asamasidir. Oncelikle camfistig1 tohumu 6giitme (homojenizasyon) ve kurutma isleminden
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gecirildi. Daha sonra soguk ekstraksiyon yontemi kullanilarak proteinlerden yaglarin

uzaklastirilma islemi gerceklestirildi.

Calismanin  ikinci  kismi;  ham  ekstrakttan lipaz enziminin saflastirilmasini
kapsamaktadir. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi, diyaliz ve jel filtrasyonu yontemleri kullanilarak
cam fistig1 tohumunun lipaz enziminin saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Bu asamada elde

edilen saflastirilan lipaz enziminin oldugu SDS-PAGE y&ntemiyle kontrol edilmistir.

Calismamnin iigtincii kismi,; saflastirilan lipaz enziminin maksimum katalitik performansi
igin, optimum reaksiyon sartlarinin belirlenmesini ve kinetik sabitlerin tayini igerir.
Endiistrideki sanayi kullanimi agisindan onem tasiyan optimum pH, optimum sicaklik, stabil

pH, stabil sicaklik, depo kararliligi, K, ve V. gibi degerleri belirlenmistir.

Bitki tohumlarda proteinlerden yaglarin uzaklastiritlmasi amaciyla yapilan ¢aligmalarda
¢Oziicii olarak aseton (Park vd., 2000; Hird vd., 2000), hekzan (Basha, 1997; Prabhu vd.,1999),
petrol eteri (Olszewski vd., 1998), klorofrom-metanol (parcerisa vd.,1999 ) gibi farkli polaritede

ve ¢esitli ¢oziiciiler kullanilmistir.

Aycicegi (Park vd., 2000), yer fistig1 findik (Hird vd., 2000) ve Pamuk tohumundan
lipaz enziminin saflagtirillmasinda soguk aseton yontemi (Akbulut ve Biilbiil, 2014) cam fistig1

i¢inde kullanilmustur.

Cam fistig1 tohum proteinlerine amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmis ve en yiiksek
hidrolitik spesifik aktivite %60-90 araliginda goriilmistiir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonrasinda elde edilen homojenat c¢ozeltisi, fosfat tamponuna karsi diyaliz edilerek tuz
uzaklastirilmistir. Jel filtrasyon kromatografisi (Sephadex G-100 kullanilarak) lipaz enzimi
hidrolitik spesifik aktivitesi 3,114 olarak bulunmustur.

Pamuk tohumunu yagsizlagtirmak igin aseton kullanilmistir. Pamuk tohumu
proteinlerine, amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulanmus, biitiin fraksiyonlarda aktivite gozlenmis,
% 50-80 amonyum siilfat doygunlugunda pamuk tohumu lipazinin en yiiksek hidrolitik spesifik
aktivite verdigi goriilmiistir. Coktiirme sonrasinda elde edilen siipernatant ¢ozeltisi, fosfat
tamponuna kars1 diyaliz edilerek tuz uzaklagtirilmistir. Calismanin devaminda uygulanan diger
pamuk tohumu lipaz1 bir saflastirma yontemi olan jel filtrasyon kromatografisi (Sephadex G-
100) kullanilarak ile yaklasik 35,2 kat saflagtirtlmistir (Akbulut ve Biilbiil, 2014).

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra siilfopropil-sepharose kromatografisi ve
sephadeks G-75 ile jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak palm meyvesinin lipaz enzimi
1250 kat saflastirilmistir (Hiol vd., 2000).
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Ceviz tohumunun amonyum siilfat ¢oktiiriilmesinde en yiiksek hidrolitik spesifik
aktiviteyi %60-90 arasinda verdigi ve 2,9 kat saflagtinllmis. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonrasinda fosfat tamponuna kars1 diyaliz edilerek tuz uzaklastirilmis lipaz enzimi aktivitesi 9,4
kat artigin1 gozlenmis. Caligmanin devaminda jel filtrasyon kromatografisi (Sephadex G-100
kullanilarak) ile yaklasik olarak 29 kat saflagtirilmis (Demirkan, 2008).

Arastirmacilarin lipaz enzimin saflastirmasi sirasinda kullandiklar1 yontemler yaklagik

olarak bizim caligmalarimiz1 destekler nitelikte oldugu gézlenmistir.

Cam fistig1 tohumunun lipaz enziminin spesifik aktivite tayinini belirlemek amaciyla
substrat olarak zeytin yagi ve triolein kullanilmistir. Dogal kaynakli yaglar icerisinde en yiiksek

hidrolitik aktiviteyi zeytinyag1 gosterdigi belirlenmistir.

Verilerimizi daha once yapilan calismalarla kiyasladigimizda Prabhu vd. tarafindan
piring kepeginden saflastirdiklar1 lipazin en uygun substrati olarak tribiitirin oldugunu
bildirilmistir (Prabhu vd., 1999). Piring kepegi ile yapilan bir diger ¢calismada en uygun substrat
triolein olarak belirlenmis (Bhardwaj vd., 2001). Bacillus Stearothermophilus MC 7 lipazinin
substrat spesifitesi tayininde ise en uygun substrat tribiitirin olarak belirlenmistir (Kambourova
vd., 2003). Ceviz tohumu lipazinin substrati olarak triolein olarak belirlenmis (Demirkan,
2008). Pamuk tohumu i¢in dogal kaynakli yag olarak en yiiksek hidrolitik aktiviteyi zeytinyagi
gosterip lipaz substrati olarak triolenin oldugu belirtilmistir (Akbulut ve Biilbiil, 2014).

Cam fistig1 tohumu lipazinin optimum pH’s1 4,8 olarak belirlenmistir.

Lipaz aktivitesine etki eden pH degerleri iizerine yapilan ¢aligmalarda; kolza tohumu
lipazinin optimum pH’s1 9,0 (Hoppe ve Theimer, 1995), bugday tohumu lipazinin optimum
pH’s1 8,0 (Kapranchikov vd.,2004), Pamuk tohumun optimum pH’st 10,8 olarak belirlenmis
(Akbulut ve Biilbiil, 2014), ceviz tohumu lipazinin optimum pH’st 9,0 (Demirkan, 2008),
Bhardwaj ve grubunun piring kepegi lipazi ile yaptiklari ¢aligmalarda optimum pH’s1 11,0
(Bhardwaj vd., 2001) olarak belirlenmislerdir.

Genel olarak yapilan karsilagtirmalarda cam fistig1 tohumu lipaz enzimi aktivitesi

optimum pH’1 diger bitkisel kaynaklara gore asidik oldugu belirlenmistir.

Cam fistig1 tohumu lipaz enziminin optimum sicakligi 50°C olarak belirlenmistir.
50°C’ye kadar kademeli olarak artan hidrolitik aktivite 50°C’den sonra diismeye baslamig

oldugu gozlenilmistir.
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Bitkisel kaynakli tohumlar {izerindeki aragtirmalar sonucunda lipazin optimum sicaklik
degerlerinin 30-80°C arasinda degisebilecegi belirtilmistir (Hiol vd., 2000). Pamuk tohumu
optimum sicakligir 50°C olarak belirtilmis (Akbulut ve Biilbiil, 20014), ceviz tohumunun lipazi
optimum sicakligi 70°C olarak belirlenmistir (Demirkan, 2008).

Camfistigi tohumu ile yapilan enzim aktivite tayini ¢aligmasinda Sephadex G-100
kolonundan gegen eluatlar arasinda en yiiksek aktivite gdsteren 6rnekleri bir araya toplayip bu
ornekler i¢in 4°C’de yapilan depolama kararliligi ¢aligmasi sonucu lipaz enzimi 120 saat
sonrasinda enzim aktivitesi diigmiistir. Buda lipaz enziminin depolama kararlihigmin diisiik

oldugunu gosterir.

Cam fistig1 tohumu lipaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi stabil sicakligi
belirlemek igin bes farkli sicaklik aralifinda deneme yapildi. Bu denemelerin sonunda en
yiiksek hidrolitik aktiviteyi veren stabil sicaklik 50°C olarak belirlenmistir. Cam fistig
tohumunun stabil pH’1 4,4 olarak belirlendi.

Cam fistig1 tohumlarindan saflastirilan enzimlerin Linewear-Burk grafikleri Km ve
Vmax degerleri belirlenmistir. Triolein kullanilarak bulunan degerler Km=0,0773 ve
Vmax=1,5013U/dk.mg enzim olarak bulunmustur.

Farkli ¢aligmalardan lipaz enzimi i¢in elde edilen Ky, ve V. degerleri; piring kepegi
lipazinin triolein i¢in Ky, degeri 6.71 mM (Bhardwaj vd. 2001), Bacillus stearothermophilus MC
7 lipazinin p-nitrofenil palmitat i¢in Ky, Ve Vi degerleri sirasiyla 0.33mM ve 188 U/dk.mg
enzim Kambourova vd., 2003) ve Aspergillus niger F044 lipazinin K., Ve Vax degerleri ise 7.37
mM ve 25.91x10°U/dk.mg (Yu vd., 2007), ceviz tohumunun triolein i¢in K, degeri 48mM ve
Vimax degeri ise 23.06x10° U/dk.mg enzim olarak bulunmustur (Demirkan., 2008), pamuk
tohumunun enzimi triolein i¢in K, degeri 17,5178 mM ve Vi degeri ise yaklagik 9,5192
U/dk.mg enzim olarak bulunmustur (Akbulut ve Biilbiil, 2014).
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