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OZET

ASPIR (Carthamus tinctorius L.) TOHUMUNDAN LiPAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI ve KARAKTERIZASYONU

ALTUNTAS, Serpil
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dah
Tez Damsmani: Prof. Dr. Metin BULBUL
Mayis, 2023, 70 sayfa

Lipaz, triagilgliserollerin, gliserol ve yag asitlerlerine hidrolizinde katalizor
olarak gorev alan bir enzimdir. Giiniimiizde biyoteknolojik gelismelerin hiz kazanmast,
lipaz enziminin kullanim alanlarmmi arttirmaktadir. Bu c¢alisma ile ilk kez aspir
(Carthamus tinctorius L.) tohumundan lipaz saflastirilmasi ve karakterizasyonu yapilarak

literatiire katki saglamak amaglanmustir.

Aspir tohumu proteinlerinin yagsizlastirilmas1 basamaklarinda sirasiyla;
yaglarin uzaklastirilmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, jel filtrasyon

kromotografisi yontemleri kullanilarak lipazin saflastirilmas: yapilmistir.

Saflagtirma asamalarinda Lowry metoduna uygun olarak protein tayini
yapilmistir ve titrematik islemler, aktivite tayinleri i¢in gerceklestirilmistir. Yapilan
islemler sonucunda aspir tohumunun 8,47 kat saflastigi tespit edilmistir. Islemler

sonucunda spesifik aktivite degerleri de hesaplanmistir.

Lipaz enziminin saflagtirilma isleminin ardindan SDS-PAGE ile karakterizasyon
islemi yapilmistir. Yapilan islemler sonucunda elde edilen bulgularda en iyi aktivite
enzimde pH: 10,4 ve sicaklikta 60°C olarak degerler not edilmistir. Bununla beraber,
stabil pH degeri 13,2 ve stabil sicaklik seviyesi 50°C olarak bulunmustur. Lipaz enzimi
depo kararlilig1 da tespit edilmis ve 5 giin iist iiste yapilan 6l¢iimlerde (60°C, pH:10,4)

enzim aktivitesinde % 70 oraninda bir azalma gozlenmistir.

Zeytinyagimin ve triolein substratliginda yapilan Km= 25,49 mM ve Vmax degeri
ise yaklasik 5,6 U/dk.mg enzim olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Aspir tohumu, Enzim, Karakterizasyon, Lipaz, Saflastirma
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION AND PURIFICATION OF LIPASE ENZYME FROM
ASPIR (Carthamus tinctorius L.) SEED

ALTUNTAS, Serpil
Master’s Thesis, Department of Biochemistry
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Metin BULBUL
May, 2023, 70 pages

Lipase is an enzyme that acts as a catalyst in the hydrolysis of triacylglycerols
to glycerol and fatty acids. Today, the acceleration of biotechnological developments
increases the usage areas of lipase enzyme. In this study, it was aimed to contribute to the
literature by purifying and characterizing lipase from safflower (Carthamus tinctorius L.)

seed for the first time.

In the steps of defatting of safflower seed proteins, lipase purification was carried
out using oil removal, ammonium sulfate precipitation, dialysis, gel filtration

chromatography methods, respectively.

In the purification steps, protein determination was performed in accordance
with the Lowry method and titrematic procedures were performed for activity
determinations. As a result of the procedures, it was determined that safflower seed was
purified 8,47 times. Specific activity values were also calculated as a result of the

procedures.

After purification of the lipase enzyme, characterization was performed by SDS-
PAGE. The results obtained as a result of the procedures showed that the best activity
enzyme pH: 10.4 and temperature 60°C were noted as the values. However, the stable pH
value was found to be 13.2 and the stable temperature level was 50°C. The storage
stability of the lipase enzyme was also determined and a 70% decrease in enzyme activity

was observed in measurements made for 5 consecutive days (60°C, pH: 10.4).

The Kin=25.49 mM and Vmax value was found to be approximately 5.6 U/min.mg

of enzyme in olive oil and triolein substrate.

Key words: Safflower seed, Enzyme, Characterization, Lipase, Purification
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GIRIS

Compositae ailesine ait olan aspir (Carthamus tinctorius L.) olduk¢a 6nemli
endiistriyel bir bitkidir. Diinya ¢apinda 25 yabani tiirii yetistigi bilinen Carthamus
cinsinin iilkemizde 8 tiiriiniin yetistigi bilinmektedir. Genis bir kullanim alanina sahip
olan aspirin tuzluluk ve kuraklik gibi stres faktorlerine karsi direncli bir bitki olusu,
tilkemizde yetistiricilik anlaminda kullaniminin  giderek yayginlasmasina katki
saglamaktadir. Kiiresel 1sinmanin toprakta olusturdugu tuzluluk oraninin artmasiyla
belirli bolgelerdeki topraklarin degerlendirilmesinde aspirin roliinii 6ne ¢ikarmaktadir.
Aspir tohumlarinin farkliliklarina bagl olarak icerdikleri yag (%30-%45), kabuk (%35-
%40) ve protein (%15-%20) oranlarinin degisebildigi belirtilir (Siliis, 2019).

Enzimler, canli organizmalardaki biyokimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve
hiicrelerden ekstrakte edilebilen ve daha sonra cesitli ticari agidan 6nemli siiregleri
katalize etmek icin kullanilabilen biyokatalizorlerdir. Immobilize hale déniistiiriilebilen
enzimler, bir¢ok reaksiyonun tekrar kullanimina olanak saglamaktadir. Enzimler, gida,
hayvansal firtinler, biyoteknoloji, tekstil, farmakoloji, saglik alaninda tani ve tedavi
basamaklar1 gibi alanlarin tiim biyokimyasal reaksiyon basamaklarinda 6nemli rol

almaktadir (Park, vd., 2005).

Lipazlar, triagilgliserollerin ester baglarint su ve yag arasindaki dengede
katalizleme gorevindedirler. Lipazlarin eldesi hayvansal, mikrobiyal, fungal ve bitkisel
kaynakli olabilmektedir. Lipaz kaynaklarindan olan bitkisel lipazlar, oda kosullarinda
aktivite bakimindan iyi sonuglar verebilmektedir. Kolay temin edilebilir olmas1 bitkisel
lipazlar1 6nemli hale getirse de yaglar1 daha yavas hidroliz etmelerinden dolay1 diger lipaz

kaynaklarina kiyasla daha az tercih edilirler (Sarag, vd., 2008).

Endiistriyel ortamda siklikla kullanilan lipaz enzimleri ¢esitli reaksiyonlari
katalizleme Ozelligine sahiptir. Bunlardan baslicalar1 hidroliz, esterifikasyon,
transesterifikasyon reaksiyonlaridir. Sulu ve susuz kosullarda zor tepkimeleri reaktive
etmelerinden dolay1 lipazlarin kullaniminin her alanda genis sahalara yayilmasi lipaz

saflagtirma ¢alismalarina olan ilgiyi de arttirmaktadir (Chen, vd., 2009).

Yapmis oldugumuz g¢alismada, aspir olarak bilinen Carthamus tinctorius L.
tohumundan, lipaz enzimi saflagtirildiktan sonra karakterizasyon islemleri tiizerine

calisma planlanarak yapilmistir. Amaclanan sonuglara, aspir tohumunun saflagtirilmasi,
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enzimin optimum sicakligi, optimum pH’1, stabil pH’1 ve stabil sicaklig1, depo kararliligi,
Km ile Vmax degerlerinin belirlenmesi basamaklari ile ulasilmistir. Elde edilen veriler

sonug ve tartisma kisimlarinda belirtilmektedir.



BIiRINCI BOLUM

ASPIR TOHUMU ve ASPIiR YAGI



1.1. ASPIR TOHUMU ve ASPIiR YAGI

Aspir tohumu, giiniimiizde yemeklik yag, margarinlerin yapimi, salata soslar1 ve
besleyici olmasi agisindan birgok iiriinde tercih edilen endiistriyel neme sahip olan bir
materyaldir. Glinlimiizde 800.000 ton gibi yaklasik bir iiretime sahip olan aspir bitkisi
yuksek linoleik yag asidine sahip olmasi aspiri cazip bir bitki konumuna getirmektedir
(Popov ve Kang, 2011). Ulkemizde her yil tonlarca yag tiiketilmektedir. Yogun olarak
ekilen degisik yag bitkilerinden elde edilen yag miktart da buna bagl olarak
degisebilmektedir (Babaoglu, 2017).

Insan beslenmesinde igerikleri nedeniyle &nemli bir yere sahip olan yaglar
Tiirkiye’de aycicegi, kanola, soya, pamuk, susam ve yer fistig1 gibi yagl tohumlu bitkiler
yem sanayiinde ve besin kaynagi seklinde kullanilan temel gidalar olarak iiretilmektedir
(Kog ve Altinel, 1997).

Asteraceae ailesinin bir iiyesi olan aspir (Carthamus tinctorius L.) yiiz cm’e
kadar boy alabilen, dikenli ve dikensiz formlarindan kisa siire igerisinde verim ve iiretim
saglanan yagli tohumlar cinsidir. Her sarta ayak uydurabilen elverissiz kosullarda bile
kolayca yetisebilen ve yapisinda %30-45 arasinda yag bulunduran yag bitkisine 6rnektir
(Singh ve Nimbkar, 2016). Aspir yagmin yaklasik %901 doymamis yag asitlerinden
olugsmakta olup oleik ve lineloik yag oranini yapisinda bulundurmaktadir (Johnson,

Bergman ve Flynn, 1999).

Beslenme basta olmak iizere, linoleik igerigi dudak kremlerinde, balzamlarda ve
kremlere kattig1 yumusatici etkisinden dolay1 endiistride tercih sebebi olabilmektedir
(Popov ve Kang, 2011). Ayrica boyar malzemelerde de ¢abuk kuruyan bir yag olmasi
sebebi ile kaplama malzemesi olarak da tercih edilmektedir (Babaoglu, 2017). Ayrica
endiistride kullanilan formu keten tohumuna gore daha agik sar1 renkte olmasi boyar

malzeme olarak kullanilmasini kolaylastirmistir (Popov ve Kang, 2011).

Aspir, dizel yakit olarak kullanilmaya da ¢ok elverisli olmasina karsin piyasa
degerinin yliksek olmasi sebebiyle bu durum dizel yakit olarak kullanimini
zorlagtirmaktadir. Yagl tohumlara olan ilginin giderek arttifi giiniimiizde aspirde
ilerleyen donemlerde yakit malzemesi olarak kullanilmaya elverisli hale gelecegi
ongorilmektedir. Klinik ¢alismalarda da kendine yer bulan aspir serumlarda kolesterol

seviyelerini disiiriicii etkisinden Gtiirii, onemli bir yere sahip oldugu yapilan ¢alismalarda
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gozlemlenmistir. Kus besleyiciliginde yem olarak ve hayvan kiispesi olarak da diger yagh

tohumlara alternatif olarak kullanilmaktadir (Singh ve Nimbkar, 2016).

Aspir (Carthamus tinctorius L.), tek yillik ve otsu yapida yaglh degerli bir
bitkidir. Aspir bitkisi 80-100 cm arasinda uzayabilen, beyaz, sari, turuncu ve kirmizi
renklerde ¢igekleri (Gorsel 1.2) ve yogun olarak beyaz renkte tohumlar: olan (ender
durumlarda siyah) (Gorsel 1.1), ayn1 zamanda dallarin u¢ kisminda tohumlariyla kiigiik
tablalar olusturan bir bitkidir (Kobuk, Ekinci ve Erbas, 2019). Aspir tohumu, %27-%32
oraninda yag icerigi ve %55-%70 diizeyinde linoleik asit agisindan zengin olmasi

nedeniyle énemli alternatif yagl bitkilerdendir (Ergoniil ve Ozbek, 2020).

Aspir, degisen iklim kosullarina ayak uydurmasi tekli ve ¢oklu yaglar iiretmesi,
cesitli hastaliklara karsi direng saglamasi ve bunun gibi birgok 6zelligi aspiri dnemli
kilmaktadi (Ildiz ve Unakitan, 2022). Aspirin igerdigi flavonoid ve lignon biyoaktif
maddeleri osteoporoz ve diger kemik hastaliklarinin tedavisinde de kullanilmakta bunun
yan1 sira polifenoller agisindan zengin bir biyoaktif iirlinii olarak da kullanimi artmistir

(Yu, vd., 2013).

Diinyanin baglica yagh tohumlu bitkileri arasinda aspir, soya fasulyesi, pamuk
tohumu, kolza tohumu, ayg¢icegi, yer fisti§1 veya bezelye, susam tohumu, keten tohumu
(linolenik asit ad1 tiliretilmistir) ve hardal tohumu bulunur. Baslica yagli tohum bitkilerinin
yag ve protein icerikleri tablo 1.1°de gosterilmektedir. Hint fasulyesi, iiziim g¢ekirdegi,
tiitlin ¢ekirdegi, keten, misir yagi ve bamya gibi diger bir¢ok iirlin yagl tohum tiretimi

i¢in kullanilabilir (Mailer, 2004).



Tablo 1.1: Yagh Tohumlarin Yaklasik Yag Icerigi ve Secilen Yagh Tohum
Bitkilerinin Ana Kullanim Alanlar1 (Mailer, 2004).

Yagh tohum Yag (%) Protein(%o) Ana kullamim

Soya fasulyesi 20 46 Gida
Pamuk 16 37 Fiber
Yer fistig1 41 46 Gida
Kolza 41 34 Yag
Aycicegi 40 28 Yag
Susam 40-60 42 Gida
Keten tohumu 40 32-34 Yag
Aspir tohumu 34 23 Yag

Hardal tohumu 20-50 35 Baharat

Aspir’in  ¢igekli yapist  kimyasal igermeden boya malzemesi olarak
kullanilabilmesi biiyilk 6nem arz etmektedir (Nagaraj, Devi ve Srinivas, 2001).
Ulkemizde aspir ¢igekleri yemeklere renk vermesi agisindan Giineydogu Anadolu

Bolgesi’nde kullanilmaktadi (Ildiz ve Unakitan, 2022).

Gorsel 1.1: Aspir Tohumu
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Giinlimiiz teknolojisi siirdiirebilir enerji kaynaklarina olan ihtiyacit karsilamak
adma c¢alismalarimi siirdiirmektedir. Bu alandaki calismalar iilkemizde de 1972-1977
yillarinda artarak 1000 hektarlardan, 1980 hektarlara, 1976 yilinda ise en yliksek
seviyelere ulagmistir. Yakin tarihimizde ekim politikalari nedeni ile ekim alanlar1 azalsa
da artan enerji ihtiyacini karsilamak adina aspir gibi yaglh tohumlarin biyodizel {iretimine

biiylik katki saglayacag: diistiniilmektedir (Babaoglu, 2017).

Gorsel 1.2: Aspir Cigegi




IKiNCi BOLUM

ENZIMLER



2.1. ENZIMLER

Enzimler, kimyasal tepkimeleri yan iiriin olusturmadan hizlandiran, protein
yapili, canlt hiicrelerde bulunan biyolojik katalizorlerdir. Biyolojik tepkimeler sirasinda
enzimlerin yapisinda herhangi bir degisiklik olusmaz (Biilbiil, 2019). Enzimler, kii¢iik
yapili prekiirsorlerden daha biiyiik molekiillerin olustugu bir¢ok reaksiyon basamagini
katalize etmektedirler. Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarda reaksiyonlarin denge
halini ve sabitini degistirmezler yalnizca dengeye daha cabuk erigmesini saglarlar.
Enzimler substratlari hizlandirici etkiye sahiptir ve sulu ortamlarda uygun pH ve gerekli

sicakliklarda islev halindedirler (Keha ve Kiithvrevioglu, 2018; Palmer ve Bonner, 2011).

Hayati fonksiyonlarin devami kimyasal reaksiyonlarin viicutta gerceklesmesi ile
olmaktadir. Enzimler, yasamsal olaylarin devamliliginda tepkimelerde merkezi
gorevdedirler. Kararli haldeki hiicreleri olusturan molekiiller enzim olmadan
reaksiyonlarda yer alamazlar. Insan viicudunda 40.000 enzim oldugu bilinmektedir ve
buna bagli olarak yapilarinin karsilastiklar1 reaksiyonlardaki katalize ugrattiklar1 molekiil
yapilardan biiylik oldugu sonucuna erisilmektedir. Ayrica donilisiim saglayabilmeleri
enzimlerin kuaterner protein yapilarindan ileri gelmektedir. Enzim proteinlerinin primer,
sekonder, tersiyer ve kuarterner yapilari, katalitik aktiviteleri i¢in olduk¢a onemlidir.
Protein yapisindaki enzimlerin sentezi DNA tarafindan kontrol edilmekte ve hiicrelerdeki
biyokimyasal olaylar zinciri DNA tarafindan diizenlenmektedir (Keha ve Kiihvrevioglu,

2018).

Enzimler iizerinde giiniimiizde yapilan biyoteknolojik gelismeler gostermistir ki
birtakim kalitsal genetik hastaliklar dokulardaki enzimlerin ya hi¢ olmamasi ya da
birtakim eksikliklerden dolay1 enzim seviyesine bagli hastaliklarin olusmasinda kan
plazmasinda incelemeler yapilmasini kolaylastirici etkiye sahiptir. Enzimler hastaliklarin
teshisinde bir¢ok ilaca etki ederek iyilesme siirecine de katki saglamaktadirlar. Hayati

faaliyetler bu duruma bagli olarak aksamadan devam etmektedir (Nelson ve Cox, 2005).

Enzimler giinimiiz kosullarinda bir¢ok aragtirmacinin da dikkatini ¢ekerek
reaksiyonlar1 hizlandirict etkisiyle enzim saflastirmada enzimlerin ¢alisma kosullarina
yogunlasilmasini 6nemli hale getirmistir. Ayrica enzimlerin saflastirilabilir olmasi gesitli

kimyasal proseslerin de yerini almaya baglamasina 6n ayak olmustur (Fucifios, vd., 2005).
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2.2. ENZIM AKTIiVITESINE ETKi EDEN ETMENLER

Bir enzimin optimize olabilmesi ve yliksek diizeyde enzim aktivitesinin
olusmasi i¢in gerekli kosullarin saglanmasi gerekir. Bu, belirlenen uygun bir siirede
tiretilen substratin reaksiyon igerisinde dlciilmesiyle saglanir. Birim zamanda elde edilen
substrat mol sayisina enzim aktivitesi denir. Enzim aktivite birimi, EU ile ifade edilir
(Keha ve Kiihvrevioglu, 2018).

Enzim iinitesi EU hesaplama: Bir EU enzim, belirlenmis pH ve sicaklik
kosullar1 altinda saniyede 1 pmol substratin doniisiimiinii katalize eder. Spesifik aktivite
ise numunede bulunan proteinin miligrami1 basina enzim birimidir (Blanco ve Blanco,
2017). Substrat doygunlugunda enzim molekilii basina birim zamanda iriine
doniistiiriilen substrat molekiilleri molar aktivite ya da devir sayis1 olarak ifade edilir.
Enzimlerin protein konformasyon yapisi ne kadar saglam olur ise katalitik aktiviteleri de
buna uyum saglamaktadir. Bu enzimsel yap1 bozulur veya kiigiik pargaciklarina kadar
boliiniirse hem destekleyici yap1 hem de enzim yapitaslarinda aktiviteyi katalizleyen yapi
da yok olur. Bu nedenle protein enzimlerinin mono, di, tri ve tetra yapisi aktivitenin

katalizlenebilmesi i¢in 6nemlidir (Nelson ve Cox, 2005).
2.2.1. pH’ nin EtKisi

Enzimler kendilerine uygun bir optimum pH araliginda maksimum seviyeye
ulagsmaktadirlar. Hiicrelerde enzim aktivitesinin kontrolu saglanirken pH-aktivite iliskisi
g6z Oniline alinmaktadir. Bu 6zellikten dolay1 reaksiyonlardaki enzim aktivite kontrolu
saglanabilmekte ve hiicre i¢indeki karmasik yapilarin kontrolii saglanabilmektedir. Fakat
enzimi tanilamada pH-aktivite her zaman yeterli olmayabilir. Optimum pH’1 farkli olan
substratlar, farkli etkiler gosterebilmektedir. Bir proseste yiiksek aktiviteye sahip olan bir
enzim, farkli pH’daki bir proseste degisik etkilere neden olabilmektedir. Ornegin, pepsin
enzimi farkli pH’larda farkli sonuglar verebilmektedir. Bu da enzimlerin siirl bir pH
araliginda farkli substratlarda caligabildigini gostermektedir (Fadiloglu ve Erkmen,
2004).

Her enzim belirli bir optimum pH ile galisir ve bu her zaman hiicre i¢i pH ile
ayni olmayabilir. pH’nin artmas1 veya azalmasi hiicredeki amino asitlerin sinir belirleyici
olarak c¢aligmasinda rol oynamaktadir. Enzimler pH’daki degisikliklerden ¢ok ¢abuk

etkilenir, bu etkilenim hidrojen iyonu konsantrasyonunda degisikliklere yol agarak



11

hiicresel yapilar1 bir arada tutan yapilara zarar verebilmektedir. Bunun 6niine ge¢ebilmek
i¢cin tampon ¢ozeltiler tercih edilerek calisilan ortam pH’1 stabil tutulur (Fadiloglu ve
Erkmen, 2004; Tirancioglu, 2017).

2.2.2. Sicaklik Etkisi

Enzimler, protein yapisinda olmalar1 nedeniyle sicaklik degisimlerinden farkli
oranlarda etkilenirler. Enzim hizinin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik, optimal
sicaklik olarak nitelendirilir. Enzimatik reaksiyonlarda daha uygun optimum sicaklik
enzimin iginde yer aldig1 ortam ya da onun biraz lizeri olan sicakliklardir. Enzim aktivitesi
belli bir sicakliga geldiginde enzim aktivitesi diismeye baslar. Yiiksek sicakliklarda
enzimin yapisit geri doniisiimsiiz olarak denatiire oldugunda enzim aktivitesinin kayip
olmasina sebep olur. Bu yiizden canli dokularda ¢alisan enzimler i¢in soguk (derin
dondurucu, buzdolabi gibi) ortamlar daha elverisli olmaktadir. Diisiik sicaklikta ise enzim
hareket yetenegini kaybettiginden islevsel hale gelmesi zaman alir bu durum, enzimin

aktivitesinin diigmesine neden olur (Tirancioglu, 2017).
2.2.3. Enzim Inhibisyonu

Enzimatik tepkimeleri yavaslatan ya da durduran etkiye sahip molekiillere enzim
inhibitorleri denir. Enzimlerin etkisini 6nleyen maddeler olarak da tanimlayabiliriz. Bir
inhibitor aktif boliimde yer alabilmek i¢in substratmis gibi davranarak aktif olan kisma
tutunup enzimin ¢alismasini zorlastirirlar. Enzim inhibitorleri hiicresel siirecler igerisinde
enzim aktivitesini etkileyici farmakolojik etkiye sahip ajanlardir. Hiicresel siireglerin
katalizlenmesinde etki gdsteren enzim inhibitorleri enzim aktivitesini diisiiren molekiiler

yapilardir (Nelson ve Cox, 2005).

Enzimatik inhibisyon geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz olmak iizere iki
asamadan olusmaktadir. Geri doniisiimlii enzimatik inhibisyonda substrat miktar1 veya
enzim konsantrasyonu arttirilarak inhibitor etkisiz hale getirilmektedir. Geri doniistimsiiz
inhibisyonlar, ayrilmas1 zor bir kompleks oldugundan aktif olan merkeze kovalent olarak
baglanarak enzimi inaktive ederler. Inaktivasyon sonrasi enzim aktivitesi tekrar geri elde

edilememektedir. Bir¢ok geri doniisiimsiiz inhibisyonda inhibitor enzimle kovalent bag

olusturur (Kurt, 2019).
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Tablo 2.1: Inhibitér Kovalent Bag Olusumu.

inhibitor Kovalent Bag Olusturan Yapilar
Siyaniir Gegis metalleri
p-Merkuribenzoat Siilfhidril
Diizopropilfluorofosfat Serin hidroksili, fyodoasetat

Siilfhidril, imidazol, karboksil, tiyoeter gibi yapilar inhibitor ile kovalent bag
olusturmaktadirlar. Bunlardan bazilari tablo 2.1°de gdsterilmektedir. Birgok enzim igin
doniisiimsiiz inhibitorler séz konusudur. Iyodasemitle sistein izi iceren yapisindan dolay1
dontisiimsiiz olarak gerceklesirler. Yine diizopropilfluorofosfatta serin izi igeren

yapisindan dolay1 doniisiimsiiz olarak gerceklesir (Altinisik, 2009).

Dontistimlii inhibitor tipinde enzim ve inhibitdriin etkilesmesi i¢in denge hali s6z
konusudur. Yarigmali, yarismasiz ve yari yarigsmali olarak ii¢ sekilde incelenirler.
Yarigmali inhibitorler, genel olarak substrat yapisina benzeyip ve enzimin etkin kismina
substrat molekiiliiyle rekabet ederek baglanirlar ve boylelikle enzimin substrata
baglanmasin1 engellemis olurlar. Herhangi bir iiriin olusmadigindan dolay1r enzim

aktivitesi de yavaslar (Kurt, 2019).

Zayif yapida olan yarismali inhibitorlerden substrat konsantrasyonu artirilirsa
inhibisyon etkisi kaldirilabilir. Fakat Vmax degeri sabit kalir. Enzim inhibitér (EI)
ayrismalar1 bir uyum i¢inde ¢aligmakta olup substrat yogunlugunun artmas: dengeyi
enzim-substrat (ES) yapisina dogru hareket ettirir. Vmax degeri artar. ES yapisinin oranini
diisiirerek azaltmaya calismak yarigmali inhibitdre Ozgiidiir. Yarigsmali inhibitér, ES
kompleksi miktarini oransal olarak diisirmesinden dolay: katalizin hiz1 azalir, bunun

sonucunda enzimin Kp degeri artis gostermis olur (Sekil 2.1.) (Altinisik, 2009).

Birtakim hastaliklarda, temel etken enzimin islevini kaybetmis olmasi olup;
enzimin ¢alisma kosullar1 bozuldugu zaman o kimyasal yap1 degisebilir, yapiy1 takip eden
farmakolojik degisimler bir hastaliga sifa kaynagi da olabilir. Buda her enzimin kendisine
6zgii oldugunu gostermektedir. Ornek olarak; yarismali inhibitdrler metanol kullanan
hastalarda alkol dehidrojenaz enziminin etkisiyle formaldehit yapisina doniisiir. Olusan
formaldehit yapis1 dokular: tahrip etme etkisiyle hassas organ olan gbzlerde ciddi hasar

olusturarak korliige sebebiyet vermektedir. Etanoliin substrat Onciiliigiinde alkol



13

parcalanmasi yapisinda tipki bir substratmig gibi davranmasi metanol ile yarismasindan
kaynaklanir. Etanoliin hastaya intravendz olarak inflizyonu tedavi i¢in s6z konusudur.
Formaldehitin olusumunu yeteri kadar yavaglatan intravendz olarak verilen etanol,

viicuttan fazla metanoliin zararsiz olarak idrar ile atilmasini saglar (Altinisik, 2009).

Enzim baglanacagi noktaya farkli bir yerden baglanip tersine donebilir.
Enzimdeki bu baglanma inhibitoriin substrata yonelmesini engellemezken, substratta
inhibitoriin baglanmasini engellemez. Yarigsmasiz inhibitoriin kimyasal yapisi substrattan
farklidir ve baglanma enzimin ayni bolgesine degildir. Yani inhibitor ve substrat enzimin
farkli yerlerine baglanir. Katalitik aktivitenin diigmesi yarigsmasiz bir inhibitoriin turnover
sayisini diislirerek olusturur. Burada inhibitdr ile substrat arasinda yarisma goriilmez
substrat konsantrasyonu artirilsa dahi etki degismez bu sekilde enzimdeki Vmax ifadesi

azalirken, Kn ifadesi ise degismez (Kurt, 2019).

Sekil 2.1: Yarismal1 Inhibitérler, Enzim-Substrat ve Enzim-Inhibitér Komplekslerinin
Denge Reaksiyonu. E: Enzim, I: Inhibitor, S: Substrat, ES: Enzim-substrat kompleksi, El:
Enzim-inhibitdr kompleksi, P: Uriin, k: Denge sabiti (Altinisik, 2009; Kurt, 2019).
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Sekil 2.2: Yarismasiz inhibisyondaki ES ve El Denge Reaksiyonlar1 (Altinisik, 2009).
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Enzimin El ve ESI kompleksleri olusturmasinda substrat ve enzimin farkli
bolgelere baglanmasindan ileri gelmektedir. Bununla beraber katalizlemede bir
yavaglama s6z konusu olur, bunun nedeni ise ESI’den I’'nin doniistimlii olarak

ayrigmasidir. Burada iiriin olusumu da gozlenebilir (Sekil 2.2) (Altinisik, 2009).

Sekil 2.3: Yar1 Yarigmali Enzim Inhibisyondaki Denge Reaksiyonlar1 (Altiigik, 2009).
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Yar1 yarigmali inhibisyonda ise enzimler burada sadece serbest enzime degil, bir
tek ES komplekslerine baglanabilir. Bu tip inhibisyonda ortamda inhibitdr varken substrat
konsantrasyonu arttirilirsa dogru orantili olarak inhibisyon da artar. Inhibit6r varliginda
ortamdan siirekli kompleks olan ES uzaklasir, boylece Km azalirken, es zamanda ortamda
ESI yapidan siirekli var olacagi igin Vi azalma egiliminde olur (Sekil 2.3) (Altinisik,

2009).
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2.3. ENZIMLERIN KULLANILDIGI ALANLAR

Katalitik aktiviteye sahip proteinlere sahip olan enzimlerin birgok alanda
kullanim1 mevcuttur. Spesifik yapilarindan dolay1r belirli reaktifleri tespit etmede
kullanimlar1 mevcuttur. Endiistriden tipa gida, deterjan gibi bir¢ok alanda uygun maliyeti
ve biyolojik olarak pargalanabilir olma 6zelliklerinden dolay1 ekolojik alternatifler haline
gelmistir. Biyoteknolojik gelismeler endiistrideki kimyasallar yerine biyolojik olarak
pargalanabilen enzimler tercih edilmektedir. Enzimler, nisasta islemede endiistriyel
asitlerin yerini alabilirler. Farkli alanlarda kullanilan bazi enzimler tablo 2.2°de
gosterilmektedir. Ayrica kumaslardaki oksitleyici ajanlarin da yerini alabilir, hayvan
yeminden sindirmeyi kolaylastiric1 etki saglayarak hayvansal atiklari azaltabilirler.
Deterjanlardaki kullanimi yilizey aktif maddelerin kullanimini azaltabilir. Enzim
kullanilan tiriinlerden elde edilen verimin yiiksek olmasi, enerji veriminin yiiksek olmasi,
enerji tiiketimini azaltmasi, maliyetleri azaltmakta buda yeni biyoteknolojik gelismelerde
enzimleri cazip hale getirmektedir (Kiran, Comlek¢ioglu ve Dostbil, 2006; Sagiroglu ve
Arabaci, 2005).

Tablo 2.2: Farkh Alanlarda Kullamlan Bazi Enzimler (Kiran, Comlekgioglu ve
Dostbil, 2006).

Enzimlerin Uygulama Alam Kullanilan Enzim

Gida Amilaz, proteaz, tripsin, seliilaz
Biyoyakit Seliilaz, ligninaz (biyokiitle igin)
Mutfak Papain

Siit ve siit tiriinleri Lipazlar, renin

Kagit endiistrisi Ksilanazlar, seliilaz, ligninaz
Nisasta Amilaz, glukoz izomeraz
Biyolojik deterjan Amilaz , proteazlar, lipaz
Kisisel bakim Proteaz

Biyolojik atiklarin ¢evreye verdigi zararlar1 en aza indirmeye ¢aligma islemlerinde

de enzimlerden yararlanilmaktadir. Enzimlerin yok edilmeden reaksiyonlar1 hizlandirma
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0zelligi endiistride de dikkat ¢ekmektedir. Enzimler, kazaini parcalayarak pihtilagsmay1
engellemektedir. Peynir mayasi enzimleri kullanilarak peynir yapiminda, meyvelerin
islenmesinde demleme, mayalama, pisirme ve margarin endiistrisinde, deterjan
sektoriinde proteaz kan lekelerindeki proteini pargalamak igin ayrica amilaz da
deterjanlarda nisasta ve ¢ikolata gibi maddelerin neden oldugu lekeleri ¢ikarmada,
sellillaz ise dokuma kumaslarin daha yumusak ve parlak goriinmesine, lipazin yaglari
parcalamak icin kullanimi mevcuttur. Ayrica genetik miihendisleri sicak yikamalarda
kullanabilecek termostabil proteinler yapmak i¢in enzimleri kullanirlar. Dericilikte
kullanilan lipaz enzimi, derinin hem yilizeyini hem de icteki olusabilecek yaglar
temizleyerek deriyi kullanima hazir hale getirmektedir (Kiran, Comlekg¢ioglu ve Dostbil,
2006).



UCUNCU BOLUM

LIiPAZLAR
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3.1. LIPAZLAR
3.1.1. Lipaz Enziminin Genel Ozellikleri

Lipazlar, triagilgliserollerin gliserol ve yag asitlerlerine hidrolizini katalize eden
bitkiler, mantarlar ve memeliler tarafindan tretilen enzimlerdir (Sekil 3.1). Lipazlarin
hidrolizi sonucunda, diagilgliserin, monoagilgliserin ve son olarak gliserin ve yag asitleri
olusturarak uzun zincirli agilgliserollerin sentez ve hidrolizini de katalize ederler ve
boylelikle enzim siniflandirilmasinda hidrolazlar ana sinifindaki esterazlar alt sinifinda
ele alinirlar. Enzimler kendilerine has 6zgiilliikleri ve katalitik aktiviteleri dolayisiyla
protein molekiiller olarak adlandirilirlar (Giindogdu ve Kuruiiziim-Uz, 2021; Nelson ve
Cox, 2005).

Lipazlar, genis pH (4-11) ve sicaklik (10 °C -96 °C) araliklarinda, stabil nitelikte
ve aktiftirler.Molekiil agirliklar1 94-840 kDa araliginda degismektedir (Gilindogdu ve
Kuruiiziim-Uz, 2021).

Sekil 3.1: Triagilgliserolden Lipaz Katalizliginde Gliserol ve Yag Asidi Olusumu
(Altinisik, 2009).

GRS, O

0 Lipaz g
OW + 3HO0 —— OH * 3HO)K/\/\/\
S S OH

Triagilgliserol Gliserol Yag asidi

Lipazlar, stereospesifik yapilart sonucunda bazi rasemik karigimlarda
enantiyomerleri ayirt edebilmektedirler. Lipazlar serin hidrolazlar olmasi sebebiyle
aktiviteleri ¢Oziiniir substrat igeren sulu ¢ozeltilerde ¢ok azdir. Esterazlar ise tam tersi
¢ozeltilerde Michaelis-menten kinetigini gostermektedir (Balashev, vd., 2001; Giindogdu

ve Kuruiizim-Uz, 2021).
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Lipazlar sulu ortamlarda tepkimeye girmesine karsin organik c¢oziiciilerde de
reaksiyona girmesi sebebiyle tercih edilen 6nemli biyokatalizorlerdir. Yiiksek sicaklik ve
pH da belirlenmis substrat araligimin disina ¢ikmasi gibi durumlara karsi direngli
ozelliklerini yitirmemesi lipazlarin 6nemini daha da arttirmaktadir (Giindogdu ve

Kuruiiziim-Uz, 2021).

Lipaz enzimi, 1856 yilinda Claude Bernard tarafindan kesfedilmistir. Lipaz
enzimini, ¢ozlinmemis halde bulunan yag pargaciklarini hidrolize eden ve bu yag
pargaciklarini ¢ézlinmiis yapiya doniistiiren pankreas 6zsuyundan elde etmistir (Hasan,

Shah ve Hameed, 2006).

1990 ve 1995 yillarinda lipazin ¢oziiniirlik degerleri lizerinde yapilan cesitli
arastirmalarda, substratlarda boyut ve siralama bakimindan farkliliklar olsa dahi
bir¢ogunun birbirine benzedigi goriilmiistiir. Yapilan farkli calismalar géstermistir ki
lipaz ii¢ boyutlu yapis1 sayesinde hidrojen baglari ile stabilize de olabilmektedir (Jaeger
ve Reetz, 1998).

3.2. LIPAZ KAYNAKLARI

Bitkisel kaynakli lipazlar enerji kaynagi olan dokularda bulunurlar. Bunlar yagh
tohumlar olabilmektedir. Karakteristik yapilari substrat miktarlarinin ¢oklugu enerji
sarfiyatinin azlig1 ve farmakolojik etkileri ve dkaryotik yapilar1 sebepli tercih edilen lipaz
gruplaridir. Bu sebepledir ki bitki lipazlart gida, deterjan, farmakoloji ve organik

sentezlerde kullanilan avantajli biyokatalizorlerdir (Seth, vd., 2014).

Lipazlarin bitkisel eldesi disinda hayvansal yapilardan ve mikroorganizmalardan
eldesi de miimkiin olmakla beraber lipazlar birgok mikroorganizmanin yapisinda olagan
kosullarda da bulunabilmektedir. Lipazlar hiicre i¢inde iiretime ¢ok elverisli degildir
bunun temel nedeni ise lipidlerin sulu ortamda ¢oziinmemesi ve hiicre igindeki kovalent

yapilarin1 hiicre disinda ¢oziinme geregi duymalaridir (Giindogdu ve Kuruiiziim-Uz,
2021).

Bitkisel kaynakli lipazlarin eldesi maliyetten dolay: tercih sebebi olmamaktadir.
Mikroorganizmal lipazlar ise c¢oziiciilerdeki kararli yapisi ve kofaktore ihtiyag
duymamalari, substrat yapilarindaki uyum ve enantiyo segicilikleri sebebiyle tercih

edilmektedirler (Sarag, vd., 2008).
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Bunun yani sira mikroorganizmalardan tiretilen birgok lipazin mantar ve bakteri

kokenli oldugu bilinmektedir (Giil, 2013; Jaeger ve Reetz, 1998).
Bunlardan bazilari;

= Mantar faaliyetli lipazlar: Thermomyces lanuginasus, Rhizomucor miehei,
Candida rugosa, Candida antarctica iken
= Bakteriyel lipazlar: Pseudomonas mendocina, Burkholderia cepacia,

Chromobacteriu viscosum ve Pseudomonas alcaligenes tir.

Lipazlar bakteriyel, mantar, bitki veya hayvan orjinlerine bagl olarak sicaklik,
dayanikliik ve pH’ ya bagimlilik, enantiyoselektivite, pozisyonal spesifiklik gibi

ozelliklerinin genis bir araligini igerirler (Saxena, vd., 2003).

Bakteri hayvan ve mantar kokenli lipazlar arastirildiginda amino asit sayilarinin
yaklasik 270 ile 641 arasinda yer aldig1 saptanmistir. Bir¢ogu hiicre dis1 ve glikoprotein
yapilar1 olan lipazlarin molekiil agirlig1 yaklasik 20 ve 60 kDa arasidir. Saflastirilmis
lipazlar ise %2-%15 miktarinda karbonhidrata sahiptir. o/p ortak hidroliz katlanmasina
sahip lipazlarin i¢ yapisinda 8 adet B ve bu yapiy1 olusturan 6 tane o-heliks halkasi
mevcuttur (Tirancioglu, 2017).

Lipazlarin aktif olan bolgelerinde ise glutamik asit, histidin ve serin
aminoasitlerinden olusmus bu yapiy1 kataliz eden ti¢lii yap1 bulunur. Bu yap1 bir hidrojen
bagi ile histidine baglanan glutamik asit ve serin aminoasitlerinin girisimiyle

olusmaktadir (Jaeger ve Reetz, 1998).

3.3. LiPAZ ENZiMi URETIMIi

Lipazlar iiretim asamasinda azot kaynaginin cinsi, biiylime 1s1s1 ve iyonlarin
varligindan etkilenmektedir. Bunun yan1 sira amonyum kloriir gibi yasamsal inorganik

azot yapisinin da baz1 mikroskobik canlilarla lipaz iiretmekte kullanildig: bilinmektedir
(Gupta, vd., 2009).

Bazi arastirmalarda gostermektedir ki musirdan elde edilen likor igecegi ve
soyadan {iretilen un gibi azot bulunduran yapilar lipaz eldesini artirirken, pepton gibi
yapilarda ise elde edilen verim azalmaktadir. Lipolitik aktivite yaklasik olarak 1120 (U/L)
zeytinyagindaki rahat dolasan yag asitlerinin titre igslemi ile belirlenmis ve buradan da iire

ile amonyum siilfat lipaz sentezini engellemistir (Sharma, Chisti ve Banerjee, 2001).
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Lipaz {iretiminde ¢esitli iyonlarinda etkisi mevcuttur. Uretilen ortama
magnezyum, demir, kalsiyum iyonlarinin eklenmesi lipaz aktivitesinde artisa neden
olmustur. Bunlarin igerisinde lipaz aktivitesine etkisi en ¢ok olan iyon Ca*? oldugu
bulunmustur. Ayrica yine bir¢ok alkali metal katyonlari lipaz aktivitesinin artigina sebep
olmustur. Baz1 agir metaller ve ylizey aktif maddelerinde lipaz aktivitesini diisiiriicii

etkide bulundugu gdzlemlenmistir (Oztiirk, 2002).

Lipazlar iiretildigi ortamlarin fiziksel kosullarindan da etkilenmektedirler. Bazi
bakterilerin uyumlu bir sekilde lipaz iiretebilmeleri icin havalandirma kosullarinin
iyilestirilmesi ve yaklasik pH’nin (7), baz1 kosullarda ise pH (>7) oldugu durumlarda en
yiiksek aktivite gdzlemlenmistir. Lipaz iiretimi i¢in lipaz elde edilecek bakteriler en 1yi
biiytime sicakligini (50°C) olarak bulunmustur. Lipazlar i¢in en ideal sicakligin ise 20°C-
50°C oldugu saptanmistir (Sharma, Chisti ve Banerjee, 2001).

Bitkisel ve hayvansal enzimlerin iiretimde tercih edilmesinin yani sira lipazlar
tiretimde daha ¢ok kullanilmaktadir. Bunun sebebi olarak da mikroorganizmalarin
organik c¢oziiclilerde aktifliklerini koruyarak kofaktore ihtiya¢ duymamasi, yan iiriin
olusturmamalari, katalitik aktivitelerinin yiiksek olusu ucuz ve daha stabil olmalari
yoniiyle tiretimde tercih edilmis bu yoniiyle sektore biiyiik bir kaynak sunmustur (Hasan,
Shah ve Hameed, 2009).

3.4. LIPAZ ENZIMi UYGULAMA ALANLARI

Lipazlar sulu ortamda hidroliz olayin1 gergeklestirdigi gibi susuz ya da mikro
sulu ortamlarda ters reaksiyonlar1 da katalize etmektedir. Enantiyoselektiftirler kemo-,
regio- ve endiistriyel kullanimi uygundur. Istenilen kosullar altinda da hareket yetenegine
sahip olan o6zgiilliikkleri ve spesifik yapilar1 kimyasal tepkimelerin yerine de kolayca

kullanilmalarini1 saglamaktadir (Seth, vd., 2014; Tirancioglu, 2017).

Lipazlar endiistride gida, siit, kisisel bakim, kagit iiretimi, deterjan endiistrisi,
oleokimya, biyosiirfaktanlarin iiretimi, beslenme, deri, kagit, cevre yonetimi, ¢ay isleme,
biyosensor, parflimeri gibi alanlarda kullanimi mevcuttur. Lipazlar, gelisen kosullarda
DNA rekombinasyonunda gen teknolojisi ve biyomiihendislikte 6nemli gelismelerde yer
almaktadir. Lipazlar ¢evre faaliyetlerinde de faal olarak kullanilan enzimlerdir. Atik
yaglarin temizlenmesi ve birtakim zirai faaliyetlerde de lipazdan aktif sekilde

yararlanilmaktadir (Glindogdu ve Kuruiiziim-Uz, 2021).
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3.4.1. Gida Endiistrisinde Lipazlar

Gelisen diinya kosullarinda kimyevi proseslerin yerini enzimler almakta ve
lipazin degisen kosullara uyumu sayesinde bir¢ok endiistri alaninda kullanimini
kolaylastirmistir. Peynir, ¢orba tereyagi ve soslarda kullanim1 giderek artmustir. Lipazlar
yiyeceklere daha ¢ok hacimli yap1 kazandirarak, fresh bir koku, daha leziz yiyecekler
daha kisa halkali yag asitleri alkol esteri eldesi ve lezzet ¢ogaltmak amaciyla yiyeceklere

takviye edilir (Giindogdu ve Kuruiiziim-Uz, 2021; Oztiirk, 2002).

Daha kiigiik yapili mikro canlilar, hayati maddelerin daha kisa 6miirlii olmasina
neden olabilmektedirler. Lipazlar bu konuda devreye girerek canliya hangi noktada zarar
geldigini kolaylikla ortaya ¢ikarilmasini saglar. Atik yapilar boylece canlidan
uzaklagtirilabilmistir. Gidalarin ana yapilarinin kaybolmasi ¢iiriimeye neden olan
psikotorof yapisinda daha islevsel oldugu arastirmalarda gozlemlenmistir (Pandey, vd.,
1999).

Tohum yaglari-kat1 yag, seker ilaveli gidalar, unlu mamiiller, hayvansal yaglar,
baklagiller gibi yasam evrelerimizde kullandigimiz pek cok iiriinde lipazdan eserler
gorebiliriz. Sicak igecekler igin iiretilen siitlii krema; pasta, borek ve sivi iceceklere lipaz

takviyesi ile aktiflestirilerek kremasyon sekliyle elde edilir (Seren, 2013).

Lipazlarin ¢ok farkli elde edilme yontemleri de mevcuttur. Firinlarda kullanilan
bu lipaz enzimi ekmeklerin i¢ hacmini arttirmak, ekmegin raf 6mriinii uzatmak ve olasi

bir esmerlesmenin 6niine gegmek i¢in kullanilir (Hasan, Shah ve Hameed, 2009).

Siitte bulunan yaglarin hidrolizinde de aktif bir sekilde gorev almaktadir. Farkli
ozellikler gosteren lipitlerde s6z konusudur. Buradaki lipazin performansi yag asitleri
gliseritte yer alirken bu rotasyon degistirilirse farkli yag asitlerinin bagka rotasyonlara
baglanmasi saglanir. Boylelikle lipid azaltilarak hem daha ucuz hem daha kaliteli yag
elde edilmis olmaktadir. Lipazlar fermante olabilen firiinler olan salam, Sosis gibi
gidalarin  olgunlagmasi asamalarinda kullanilmaktadirlar. Fermantasyon islemleri
esnasinda serbest kalan uzun zincirli yag asitlerindeki birtakim degisiklikler gozlenmis
bunlarin belirlenmesinde lipaz 6nemli bir etken olmustur. Ayrica rafinerizasyon
islemlerin de pirincin tadinin iyilestirilmesi, elma suyunun fermante islemleri, soya
stitiiniin iyilestirilmesi ve aromatik yapi kazanmalarinda kullanilmistir (Hasan, Shah ve

Hameed, 2006).
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3.4.2. Deterjan Endiistrisinde Lipazlar

Deterjan sektoriinde kullanilan lipazlar ¢evreci yapilariyla 6ne c¢ikmaktadir.
Kimyasal kullanimimin indirgenmesi canlilik ve dogal yasami olumlu yonde
etkilemektedir. Deterjanlarin diisiik 1silarda dahi aktifligini korumasi artan enerji
ihtiyacina kars1 ¢6ziim olmaktadir. Yag lekelerinin ana kaynagi olan trigiliseritlerin
sayica fazla olmasi substrata kars1 gostermis olduklar1 6zgiilliik, 30°C ve 60°C sicaklik
araliklarinda caligmalari, pH’in 10-11 oldugu araliklar almasi, enzim stabilliginin
degismeden 24 ‘te kalmasi gibi ¢esitli durumlardan otiirii lipaz enzimi deterjan
sektorliniin aranan enzimi olmustur. Cevreye zararli kalinti birakmazlar ve biyolojik

olarak ¢abuk parcalanabilmektedirler (Sharma, vd., 2002).

Ayrica lipaz enziminin yaglari hidroliz edebilme yetisi de bu enzimi sektdrde
onemli kilmaktadir. Deterjanlar igerigindeki lipaz enzimi formu sayesinde lekelere karsi
olagan bir temizleme saglamaktadir. 1998 yilina yakin Pseudomonas alcaligenes M—1
sayesinde ¢ikarilan alkalen adli lipaz varliginda yag igerigi olan Kirlerin ¢ok daha ¢abuk
bir sekilde ¢iktig1 gozlemlenmistir. Candida rugosa lipazi yaptigi ¢alismalar sonucu sabun
elde etmek amaciyla Japonya’da bulunan bilim insan1 Miyoshi Yushi ile kendi tiretim
atolyesinde kullandig1 kat1 yaglar hem de sivi yaglarin hidrolizinde lipaz1 kullanilmigtir

(Schmid ve Verger, 1998).

Lipazlarin deterjan formiilasyonundaki bozucu etkiye sahip olan yiizey aktif
maddelere kars1 dayanabilme sagladigi da gozlemlenmistir (Cardenas, vd., 2001; Yeoh,
Wong ve Lin, 1986; Wang, vd., 1995).

Lipazlar, deterjan sektoriiniin yani sira temizleyici oOzellikleri ile de tercih
edilmektedirler. Kuru temizleme, borularda tikanmis kalmis yag parcaciklarinin
temizlenme islemlerinde, kontak lenslerin temizlenmesinde, deri yiizeylerin
temizlenmesinde, yesil ve ¢evreci yapisiyla bu alanda da kendine yer bulunmaktadir.
lipaz enzimi, kumaslarin igerisindeki lifli yapidaki yaglari ¢ozerek daha yumusak bir
yapiya bozulmadan kalmasmi saglayarak kumaslara eski parlaklik yetenegini

kazandirmaktadir (Sagiroglu ve Arabaci, 2005).
3.4.3. Kagit Endiistrisinde Lipazlar

Lipaz enzimi kagit endiistrisinde beyazlatma islemlerinde kullanilmaktadir.

Kgidin beyaz rengini veren ise fungal lipazidir. Hidrofobik yiizeylerdeki trigliseritler ve
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balmumlar1 kagit hamurunun iiretim asamasinda ve kagit hamuru igerisinde yapiy1
bozmaktadir. Lipaz enzimi ise bu yapilardaki zift ve yagi uzaklastirmak igin
kullanilmaktadir. Japonya bu konuda yaptig1 calismada %90’a kadar hidrolizi saglamak
icin mantar lipazin1 kullanmistir (Jaeger ve Reetz, 1998).

3.4.4. Oleokimyasal Endiistride Lipazlar

Oleokimya endiistrisi ele alinirken lipazlarin kullanim alani 6ncelikle alkoliz ve
asidolizdir. Lipaz, 1sil kosullarin ve enerji kaybinin en aza indirgemesini saglamaktadir.

Bu agsamada lipaz enzimi 6nem arz etmektedir (Packter, 1994).
3.4.5. Biyodizel Uretiminde Lipazlar

Diinya genelinde artan niifusla beraber enerji ihtiyaci da giderek giin yiiziine
cikmaktadir. Bu baglamda aspir tohumu, kanola, soya gibi yagli tohumlar alternatif
yakitlar olarak iretilmeye c¢alisilmakta bununla ilgili c¢esitli kimyevi prosesler
izlenmektedir. Yine bitkisel kokenli yaglardan biyodizel ve alkolizasyon iiretimi de
mevcuttur. Endiistride artan maliyetler katalizor kullanimini da zorlastirmis bu baglamda
lipaz enziminin katalizor olarak kullanilmasi artan maliyetleri azaltict etkide

yapabilmektedir (Chen, vd., 2009).

Biyodizel iiretiminde yine fosil yakitlardan yararlanilsa da bu ¢ok ekonomik
olmayan bir yontemdir ve kolay degildir. Bu nedenle yenilenebilir ve ayrisabilir enerji
kaynagi olan biyodizel aspirden, soya fasulyesi, pamuk yagi ve hurma yagindan vb.
kaynaklardan elde edilebilmektedir. Bitkisel yaglar kullanilarak elde edilen biyodizel

transesterifikasyon enzimatik yontemi ile kolayca tiretilmektedir (Fidan ve Alkan, 2014).

Lipazlar baz1 biyodizel iiretim asamalarinda katalizor gorevi de gormektedirler.
Kullanilan  biyokatalitik yontemlerle beraber biyodizel {retimi saglanmaya
calisilmaktadir. Endiistriyel yontemlerde artan maliyetler sebebiyle katalizorlerde
pahalidir ve Rhizopus oryzae mikroorganizmasindan elde edilen lipaz alternatif bir

katalizor olarak biyodizel iiretiminde kullanilmistir (Iso, vd., 2001).
3.4.6. Organik Madde Sentezinde Lipazlar

Cesitli organik tepkimelerde hidrofilik ve lipofilik yiizeylerde ¢oziicli olarak
enzimler kullanilmaktadir. Boylelikle organik olan maddelerin sentezlenmesinde; lipaz

enzimi kullanilmaktadir. Tepkimelerin seyrini suyun durumu belirlemektedir. Burada
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lipaz enzimi de devreye girerek reaksiyonunun hangi yonde ilerlemesi gerektigini
belirleyici unsur olmaktadir. Bu tepkimelerde suyun varlig1 hidroliz tepkimesi olusturur,

su kullanilmaz ya da eser miktarda kullanilir ise esterefikasyon reaksiyonuna donisiir

(Hasan, Shah ve Hameed, 2006).
3.5. LIPAZ AKTIVITE TAYINIi

Lipazlarin serbest yag asitlerine ve glisorele doéniisiimiinde trigiliseridlerin
pargalanmasi durumu s6z konusudur. Lipaz ile ilgili ¢alismalar yapilirken ¢ok gesitli
yontemlere bagvurulmaktadir. Bunlarin bilinen yontemlerinden florimetri yiizey gerilim
yontemi, spektofotometrik ve titrimetrik yontemler ayrica sivi kromotografisi (HPLC)
metotlart kullanilmaktadir ve bu yontemlerle serbest yag asitlerinin tahmini kolayca
yapilabilmektedir. Bunlarin arasinda en ¢ok titrimetrik (titrasyona dayali) yontemler ve

spektrofotometrik yontemler islemlerde kullanilmaktadir (Tirancioglu, 2017).
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4.1. MATERYAL
4.1.1. Kullamilan Kimyevi Malzemeler

Kullanilan kimyevi maddeler arasinda; metanol, Tris, gum arabik,
sodyumdeoksikolat, tetrametiletilendiamin, glisin, sodyumhidrojenkarbonat, gliserol,
sodyumbhidrojenfosfat, Coomassie Brilliant Blue R250, sodyumdihidrojenfosfat, aseton,
Sephadex G-100, SDS (sodyumdodesilsiilfat), amonyum siilfat, asetik asit, sigma-

Aldrich, merck, metilenbisakrilamit, 2-Merkapto etanol, bromfenolblue yer alir.
Calismalarda kullanilan aspir tohumu ve zeytinyagi piyasadan temin edilmistir.
4.1.2. Kullamilan Alet ve Cihazlar

= Peristaltik Pompa: Ismatec Reglo Digital

» pH Metre: Mettler Toledo

= Analitik Terazi: SHIMADZU ATX220

= Spektorofotometre: Pharmaspec UV-1700 Shimadzu
= Vorteks: Heidolp reax Top

»  Sogutmali Santrifiij: Sigma K-30

= Su Banyosu: DAIHAN WB-11

» Elektroforez Tanki: HEALTEC MiniGES Elite300

» Elektroforez Gii¢ Kaynagi: HEALTEC Elite300

= Mikropipetler: Brand Transferpette S

= Saf Su Cihazi: Merck Millipore

= Qgiitiicii: SINBO Ev tipi

= Buzdolab1: Ev tipi

» Etiiv: BINDER ED56

» Termostat ve Hiz Ayarh Karistirici: MS-H380 Pro Magnetic Hotplate Stirre
» Buz Makinesi: Follett

4.1.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

* 0,1 M pH:7,0 fosfat tamponu i¢in; 5,4603 g sodyumdihidrojenfosfat tartildi. pH’1
1,0 M NaOH ile 7,0’a getirildi. Hacmi de 350 mL’ye tamamlandi.
* %10’luk gum arabic i¢in; 18 g gum arabic tartildi ve 180 ml suda ¢6ziilmesi

sagland1. Uzerine 21 mL zeytinyagi ve 15 g buz takviyesi yapildi.
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Sodyum deoksikolat i¢in; 0,8 g olarak alinan sodyumdeoksikolat tartildi ve 50 mL
saf suda karistirilarak ¢6ziilmesi saglandi.

0,05 M pH:7°de Tris tamponu i¢in; 0,606 g katt Tris tartildi. pH’1 1 M da HCI
kullanilarak hacmi 100 ml olacak sekilde pH 7’ ye sabitlendi.

0,05 M sodyumhidrojenfosfat tamponu ayarlamak igin; 15,601 g
sodyumbhidrojenfosfat tartildi ve 1,0 M NaOH ile hacmi 200 mL’ye getirmek i¢in
pH 7’ye ayarlandi.

1,0 M Tris-HCI pH:8,8 tamponu dengelemek igin; Tris 12,114 g tartild1 ve
yaklasik 60 ml’ de ¢6ziilme yapildiktan sonra pH:8,8’e 1,0 M HCl ile ayarlanip,
son hacimin 100 ml’ye kadar getirilmesi saglandi. Ayarlanan Tris-HCI tamponu
4°C’de kaldirilip saklandi.

%40 Akrilamid i¢in; 19,48 g kullanilan akrilamid, 0,52 g bis-akrilamid 50 mL son
hacimsel ¢ozildii.

%10 Amonyum persiilfat i¢in; 0,1 g alinan amonyum persiilfat 1 mL destile suda
¢ozildii.

%10 SDS i¢in; 4 g SDS 40 mL destile suda ¢oziildii.

Cozeltiyi yikama yapmak i¢in; %10 metanol, %7 asetik asit olacak sekilde
hazirlandi.

NaOH ¢ozeltisi i¢in; 0,1 g NaOH tartildi ve hacmi 250 ml’ye tamamlandi.

1,0 M Tris-HCI pH 6,8 igin; Tris 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
getirildi. Ayarlanan Tris-HCI tamponu 4°C’de muhafaza edildi.

Folin Reaktifi hazirlamak icin; 0,5 mL folin reaktifi ile 0,6 mL saf su karistirildi.
6X Numune yiikleme ¢ozeltisi i¢in; %60 gliserol, 300 mM Tris-HCI pH 6,8, 12
mM EDTA, %12 SDS, 864 mM p-merkaptoetenol ve %0,05 bromofenol blue. 10
mL hazirlamak i¢in; 6 mL gliserol, 3 mL 1 M Tris-HCI pH:6,8, 0,035 g EDTA
1,2 g SDS, 60 mL p-merkaptoetenol, 0,05 g bromofenol blue birbirine

karistirilarak 6X numunesi hazirlandi.
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4.2. METOTLAR
4.2.1. Homojenat Hazirlanmasi

Aspir tohumundan lipaz enziminin karakterizasyonunun yapilabilmesi amaciyla
yagl bir tohum olan aspirden biinyesinde olan proteinlerin yag uzaklastirma islemi
gergeklestirildi. Yagsizlastirmanin ilk basamaklarinda aktiviteye en az zarar vermesi ve

yag1 uzaklastirmada aktif gérev alan bir ¢oziicii olmasi nedeniyle aseton kullanildi.
Aspir tohumlari yagsizlastirma islem basamaklari sirasiyla asagida verilmektedir.

[k 6nce 150 g aspir tohumu tartilarak dgiitiildii. Uzerine {i¢ kat1 olacak sekilde
450 mL aseton (+4 °C) eklenerek 40 dk manyetik karistiricida buz banyosunda
karistirildi. Iyice karistig1 gdzlenilen aspir tohumlari siizgeg kagidi yardimu ile siiziildii
(bu islem esnasinda arindirma islemi i¢in 100 mL ilave aseton eklenildi). Yagindan arinan
aspir homojenat1 alinarak desikatore konulup 1 gece (+4°C) var olan asetondan

ucurulmasi saglandi. Hassas terazide aspir tohumu homejenati 124,5 g olarak tartildu.

Asetonu uzaklastirma isleminin ardindan 0,1 M ve pH:7 olacak sekilde hazirlanan
homojenatin 6 kati kadar olacak sekilde 747 mL (750 mL olarak hazirlandi) fosfat
tamponu (NaH:PO..2H.0) iginde 24 saat olacak sekilde (+4°C) buzdolabinda manyetik
karistirict ile kanistirilarak  bekletildi. Bir gece bekletildikten sonra yagindan
uzaklastirilan aspir tohumu siizge¢ kagidindan gegirildi ve ¢oken kiitle atildi. Ardindan
kalan homojenat 20.000 rpm’de santrifiijlendi, dibe ¢oken posa kismu atilip, siipernatant

kismi amonyum siilfat ¢oktiirmesi i¢in buzluga kaldirildi.
4.2.2. Aktivite Tayini Yontemleri

Homojenatla amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildiktan sonra hazirlanan %10’luk
gum arabic’den 10 mL, sodyumdeoksikolat’dan 2mL ve tris 0,05M Tris (pH 7,0)
tamponundan 4 mL ilave edilerek birbirine karistirildi. Sicaklik 37 °C sabitlendi ve pH
7’ye ayarlandi. Uzerine 1 mL enzim ilave edilerek 5 dakika boyunca pH’nin diismesi
beklenildi. Siire gectikten sonra pH’nin yeniden 7 olmast i¢in 0,01 M NaOH ile titre
edildi. Ardindan harcanilan NaOH miktar1 kaydedildi. Harcanilan NaOH miktarina gore

aktivite hesaplamasi yapildi.
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Aktivite degerleri agsagida belirtildigi sekilde hesaplandi.

(Harcanan NaOH miktar1 x 0,01 M NaOH) /dk

Hacimsel Aktivite (U/mL) = Enzim cozeltisi hacmi

Hacimsel Aktivite (U/mL)

Spesifik Aktivite (U/mg) = Enzim ¢ozeltisindeki protein miktar1 (mg/mL)

4.2.3. Lowry Protein Tayini

Bitki orneklerinden elde edilen yapilarda protein tayini metodu olarak genellikle
Lowry metodu kullanilmaktadir. Bu yontem Folin Lowry yontemi olarak da
adlandirilmaktadir. Biiire reaktifinden yararlanilarak olusan bakir-protein bileseni,
fosfomolibdik ve fosfotungstik asit ile indirgendikten sonra ortamda degisim varlig1 koyu
mavi olacak sekilde renk olusumu goézlenir. Uygulanan bu metot 0,05- 0,5 mg/mL’ye
kadar duyarhdir fakat pH’ya bagimhidir (Lowry, vd., 1951).

Lowry islemine tabi tutmak i¢in Aspir tohumlarindan toplanan extrak belirli bir
stire vortekslendi. Karanlik bir ortama alinan ¢ozelti 20 dk inkiibasyona konuldu.
Ardindan igerisine ilave edilen folin ayraci tiipe konularak tekrar vorteks islemi uygulandi
ve 30 dk siireyle tekrar inkiibasyon yaptirildi. Absorbans degerleri 750 nm’de kor

numuneye (destile su) kars1 okundu.

Kor numune isleminde, lowry ¢ozeltisi ve destile su ¢dzeltisinden olusan
standartlar ve Ornek tekrar ayni islemlerden gecirildi. Absorbans degerleri

spektrofotometri cihazinda okunup konsantrasyon grafikleri olarak gosterildi.
4.2.4. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirme islemi i¢in ayrilan slipernatantin 300 mL kadar
kullanildi. %0-20, %20-40, %40-60, %60-80 ve son asamada %20-80 araliklarinda uygun
doyma noktasina erisim noktalar tespit edilmeye ¢alisildi. Ham ekstrakta buz banyosu
icerisinde katt amonyum siilfat az miktarda ve yavas yavas ilave edilip tuz yapinin tekrar
atilmasina kadar tamamen ¢oziinmesine dikkat edildi. Bu sekilde yaklasik 3 saat tuz

ilavesi yapildi. Her doygunluk ilavesinden sonra 20.000 rpm’de 4°C olacak sekilde 15
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dakika santrifiij edildi ve her aralik i¢in kullanilacak olan kati siilfat, tiim ¢oktiirme

basamaklarinda ayr1 ayr1 protein igerigine aktivite tayinleri islemleri yapildi.

[1,77 x V x (S2- S1)]
(3,54 — S2)

M[(NH4)2S04] =

M = Katt Amonyum siilfat miktar1 (g)

V = Cozeltinin hacmi (mL)

S1 = 1’in kesri seklinde olan mevcut amonyum siilfat doygunlugu
S2 =2’nin kesri olacak sekilde amonyum siilfat doygunlugu

Gerekli santrifiij islemlerinden sonra ¢ikarilan peletler 0,05 M pH:7 olan fosfat

tamponu eklenerek ¢oziildii ve ¢oziilen peletlerin hepsinde protein ve aktivite tayinlerine

bakildi. Gerekli aktivite %20-%80 araliginda saglandi.

pH:7,0 ve 0,05 M fosfat tamponunda ¢6ziilen peletlerin bir kismi protein tayini
icin bir kismi aktivite tayini i¢in buzlukta saklandi, geri kalan ise diyaliz isleminde

kullanildi.

Diyaliz islemi i¢in diyaliz torbasi hazirlanirken igerisine hava dolmayacak
sekilde kapatilmasi saglandi. Bu diyaliz torbas1 daha once hazirlanmis olan 0,05 M
pH:7,0 fosfat tamponuna daldirildi. Tampon ¢6zeltisine daldirilan diyaliz torbasi1 4°C’de
buzdolabina alind1 ve her 8 saatte bir tampon degistirilerek 24 saat icinde islemler
tamamlandi. Diyaliz iglemlerinden sonra yapilan aktivite ve protein tayinlerinde aktivite

gbzlenmedigi i¢in diyaliz islemi yapilmadan kolona aktarildu.
4.2.5. Sephadex® Jel Hazirlanmasi

2 g Sephadex® G-100 100 mL, 0,1 M pH:7,0 fosfat tamponu icerisine konularak
24 saat beklemenin ardindan ve kolona aktarimi yapildi. Kolon dengelenene kadar (jelin
catlamamasi icin dikkat edildi) tampon ¢ozeltisi ilavesiyle jelin yikamasi saglandi.
Kolonun dengeye gelip gelmedigini bilmek i¢in, kolona eklenen ve bu eklemeden sonra
alttan alinan tamponun pH’1 ve 280 nm’deki absorbans degerleri araliklarla olgiildii.
Homojenat dengelemesi kolona dikkatlice fosfat tamponu eklenerek franksiyonlar

halinde eluatlarin kolondan ticer mL’lik olacak sekilde tiiplere yerlestirilmesi saglandi.
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4.2.6. Saflastirilan Proteinlerin SDS-PAGE ile Karakterizasyonu

Saflagtirilan proteinlerin  SDS-PAGE ile Kkarakterizasyonu igin %12’lik
ayristirma jeli lizerine %3,75’lik yigma jeli ilave edildi. Belirlenen kuyuya numuneler
yiiklendikten sonra 100V da yaklasik 2 saat 10 dk olacak sekilde yiiriitiildii. Kuyulardan
bir tanesinin marker ile doldurulmasi saglandi. Vorteks ile sabit hizda karistirilarak

kuyularin boyanmasi yapildi.

Boyanma isleminden emin olunduktan sonra yikama islemine ge¢ildi. Boyama
i¢in; %0,1 Coomassie Brilliant Blue R250 ¢ozeltisi yapildi. Yikama igin; %10 metanol
ve %7’lik asetik asit iceren renksizlestirme ¢ozeltisi hazirlandi. Jel tamamen

temizleninceye kadar yikamalar tekrarlandi.
4.2.7. Optimum pH Cahsmalar:

Enzimin gerekli aktiviteyi verdigi pH degerlerini belirlemek amaci ile pH:4-13,2
araliginda aktivite dl¢timleri yapildi ve lipazin kararli aktiviteyi verdigi pH araliklar

bulundu.
4.2.8. Optimum Sicaklik Calismalari

Enzimin gerekli aktiviteyi verdigi sicaklik degerlerini bulabilmek amaciyla
10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C’lerde 6 farkli sicakliklarda ¢aligildi. Bu ¢alismalarin

sonunda en yiiksek hidrolitik aktiviteyi veren sicaklik belirlendi.
4.2.9. Stabil pH Calismalar:

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi stabil pH degerlerini belirlemek amaci
ile pH:11,6, 12, 12,4, 12,8 ve 13,2 arasindaki 0,1M sodyumhidrojenfosfat tamponu
hazirlandi. Bu tampon degerleri araliginda ¢alisilarak enzim aktivite 6l¢iimleri yapildi ve
aspir tohumu lipazinin stabil oldugu pH belirlendi. Stabil sicakliklarda tekrarlanan
amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonras1 %20-%80 aralig1 tekrar ¢oktiiriildii ve pH:12 olacak

sekilde calisildi.
4.2.10. Stabil Sicakhik Calismalar:

Enzimin gerekli olan aktiviteyi gosterdigi stabil sicaklik degerini belirlemek i¢in
20,30, 40, 50, 60, sicakliklarda 5 farkli deneme yapildi. Bu denemelerin sonunda gerekli
aktiviteye ulasabildigimiz stabil sicaklik bulunuldu.
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4.2.11. Depo Kararhhg Tayini

Jel filtrasyonu kromatografisinden sonra toplanilan enzimler belli bir siire
sogutucuda alindi. Alinan bu numunelerin beser giin araliklarda aktivite tayini yapildi.

Boylece enzimin aktivitesini korudugu giin orani belirlenmis oldu.
4.2.12. K Ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi

Km degeri, enzimin maksimum hizinin yarisina esit olan baslangi¢ hizina karsilik
gelen substrat konsantrasyonu olarak ifade edilir. Ortamda bulunan tiim enzim
taneciklerinin aktif kisimlarinin sadece yarisini dolduran substrat miktar1 olarak
adlandirilir. Degisik konsantrasyonlardaki substrat degerleri kullanmak, Km degerini net
olarak bulabilmek i¢in 6nem arz etmektedir (Altinisik, 2009).

Enzim saflastirma c¢alismalarinda ve farkli dokulardaki enzim aktivitelerinin
saptanmasinda Km Ve Vmax arasindaki esitlik daha kolay sonuglar verir. Boylece enzimin

substratina ilgisini belirlemede de kullanilmis olur.

= K, bir enzime ve o enzimin substratina 6zgiildiir.

* Enzimin substratina karsi ilgisini agiklayan kavramdir.

* Kmn=mol/L olarak ifade edilir.

= Sicaklik, substratin yapisina bagli olaraktan Kpn degeri degisiklikler
gosterebilmektedir (Akbulut, 2014).

Enzim kaynag1 olarak kullanilan eluatin Km ve Vmax Kinetik sabitlerini bulmak

i¢in sabit hacmine karsilik, substrat olarak kullanilan trioleini farkli derisimlerde (10, 20,

50, 100, 200 ,500 mM) kullanarak aktivite tayini yapildi.
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5.1. SONUC

Yapilan aktivite calismalari degerlendirilmis tablolar ve grafikler halinde

gosterilmistir.
5.1.1. Aspir Tohumu Lipazimin Hidrolitik Aktivitesinin Tayini

Enzimin su bazli aktivitesini tayin etmek i¢in, lipazin hidrolize ettigi yag
asitlerinin, NaOH ile titrasyonunu temel alan titrasyon bir yontemi ile aktivite tayini

yapild.

Tablo 5.1: Saflastirma Basamaklar:

Saflagtirma Aktivite Spesifik aktivite
basamagi (EU/mL) (EU/mg.protein)
Homojenat 2,12 0,043
Jel 91 0,364
Fraksiyon

Tablo 5.1°de elde ettigimiz verilerden saflastirma isleminde yiiksek hidrolitik
spesifik aktiviteyi jel fraksiyonu gostermistir. Ham ekstrakt ¢ozeltisi yaklasik 9 kat (8,47)

artmistir.
5.1.2. Aspir Tohumundan Saflasan Lipaz Enziminin Saflastirma Basamaklari

Saflastirilmas1 yapilan homojenat pelletlerin  enzimsel aktivite degerleri

bulunmustur. Tablo 5.2°de gdsterilmektedir.

Tablo 5.2: Aspir Tohumundan Saflasan Lipaz Degerleri

Aktivite  Toplam Protein Toplam  Toplam  Spesifik  Saflastirma
(EU/mL) Hacim  (mg/mL) Protein  Aktivite  Aktivite katsayis1

ISLEM (mL) (mg) (EU)  (EUimg
Protein)
Homojenat 2,12 150 49 7350 318 0,043 1
Sephadex 9.1 3 25 75 273 0,364 8,47

G-100
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5.1.3. Aspir Tohumundan Saflastirilan Lipazin Optimum pH’nin Belirlenmesi

Enzimin gerekli yiiksek aktiviteyi gosterdigi pH degerlerini tespit edebilmek
amaciyla pH: 4- 4,4- 4,8- 5,2 ve 5,6’da 0,1 M asetik asit tamponlari, pH: 6,4- 6,8 -7,2-7,6
ve 8,0’de 0,1M sodyumdihidrojen fosfat tamponlari, 8,4, 8,8’de ve 9,2 tris tamponlart,
pH 9,6-10,0-10,4-10,8 ve 11,2’de 0,1 M sodyumbihidrojenkarbonat tamponlar1 pH ve
11,6-12,0- 12,4-12,8,13,2 0,1 M sodyumbhidrojenfosfat tampon ¢ozeltileri hazirlandi.

Optimum pH degerleri ¢alisilirken jel kolonundan elde edilen 13-14-15-16 nolu
enzimlerin olusturdugu tiiplerden havuz olusturuldu ve yapilan saflagtirma islemleri igin
havuzundan enzim kullanildi. Absorbans degerleri ¢ok ¢ok yakin oldugundan dolay1 bir
sakinca goriilmedi. Ayrica asetik tampon ¢ozeltilerinde aktivite gozlenmedi (pH: 4- 4,4-

4, -5,2- 5,6). Saflasan lipaz enziminin optimum pH degerleri Tablo 5.3’de verilmektedir.

Bu tamponlardan yararlanilarak aspir tohumunun, daha 6nce lipazin su bazl
aktivite tayinlerine bakildi ve enzimin gerekli degeri pH’taki karsiligi 10,4 olarak

belirlendi.

Tablo 5.3: Saflasan Lipaz Enziminin Optimum pH Degerleri

pH Aktivite(EU/ mL) pH Aktivite(EU/mL)
4,0 - 9,2 563
4.4 - 9,6 290
4,8 - 10,0 380
5,2 - 10,4 1160
5,6 - 10,8 83
6,4 13 11,2 64
6,8 20 11,6 300
7,2 44 12,0 389
7,6 52 12,4 448
8,0 82 12,8 310
8,4 172 13,2 250

8,8 202 13,6 180




Sekil 5.1: Aspirden Saflastirilan Lipaza Karsi Optimum pH’1
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5.1.4. Aspir Tohumundan Saflastirilan Lipazin Optimum Sicakhiginin Belirlenmesi

10°C-60°C’de pH:12,0 karsiliginda 1M NaOH ile aspir tohumu lipazinin su bazli

aktivitesi olgtildi tespit edilen aktivitenin gerekli sicakligi 60°C olarak tespit edildi.

Tablo 5.4: Saflastirilan Lipazin Optimum Sicaklik Degerleri.

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
1 10 12
2 20 29
3 30 32
4 40 35
5 50 26
6 60 40
7 65 32
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Sekil 5.2: Aspir Tohumu Lipazi1 Uzerine Sicaklik Goriintiisii.

Sicakhik-Aktivite Grafigi
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5.1.5. Aspir Tohumu Lipazinin Depo Kararhihginin Belirlenmesi

Aspir tohumunun yapilan pH ve stabilisyon islemlerinin ardindan sicaklik
degeri 60°C ve bikorbonat tamponundan ¢ikan optimum pH degerinin 10,4’te olustugu
belirlendi. 5 giin olacak sekilde zeytinyagi substrati esliginde aspir toyumu lipazinin depo
kararlilig1 ve aktivite degerleri 6l¢iildii. Aspir tohumundaki aktivite kaybinin %70 oldugu

belirlendi.

Tablo 5.5: Aspir Tohumu Lipazinin Depo Kararhhgi Degerleri

Giin Aktivite (EU/mL)
1 200
2 164
3 110
4 85

5 60




Sekil 5.3: Aspir Tohumu Lipazinin Depo Kararlilig:

250

200

150

100

Aktivite (EU/mL)

50

Depo kararhhg:

Giin

—@— Depo kararlilig

5.1.6. Aspir Tohumu Lipazinin Stabil pH Aktivitesinin Belirlenmesi
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ile

sodyumbhidrojenfosfat tamponu 11,6, 12, 12,4, 12,8, 13,2 ve pH’larda ve 0,1 M NaOH ile

hazirlandi.

Tablo 5.6: Aspir Tohumundan Saflastirilan Lipazin Stabil pH Degerleri

Aktivite (EU/mL)

Giin/pH 11,6 12 12,4 12,8 13,2
1 28 60 100 145 180
2 15 42 82 120 162
3 13 36 75 102 150
4 10 32 58 95 140
5 8 27 42 60 100




Sekil 5.4: Aspir Tohumu Lipazinin Stabil pH Aktivitesi

Aktivite(EU/mL)
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Aspir tohumundan elde edilen lipaz enzimin maksimum aktivite gdsterdigi stabil

sicaklig1 belirlemek i¢in sicakliklarda 5 farkli deneme yapildi. Bu denemelerin sonunda

en yiiksek hidrolitik aktiviteyi gdsteren stabil sicaklik 50°C olarak gozlemlendi.

Tablo 5.7: Aspir Tohumundan Saflastirilan Lipazin Stabil Sicakhik Aktivite

Degerleri.
Aktivite (EU/mL)
Giin/Si1caklik(°C) 20 30 40 50 60
1 135 300 500 650 580
2 132 270 380 540 470
3 90 180 365 530 385
4 79 140 305 500 375
5 48 110 150 350 275
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Sekil 5.5: Aspir Tohumu Lipazinin Stabil Sicaklik Aktivite Grafigi
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5.1.8. Lipaz Enziminin Km Ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

Saflastirma islemlerimiz gergeklestirilirken Km ve Vmax degerlerini trioleinin

araciligi ile 10, 20, 50, 100 ve 500 Mm’lik derisimlerde aktivite tayinine bakildu.

Tablo 5.8: Aspir Tohumundan Saflastirillan Lipazin Farkh Substrat Derisimindeki

Enzim- Aktivite Derisimi

[S] \Y 1/[S] (x107) 1/V (x107)
(mM) (U/dk.mg Enzim) 1/ (U /dk.mg Enzim) 1/ (U/dk.mg Enzim)
0 0 -0,06 0
10 1,6 0,1 0,63
20 2,45 0,05 0,41
50 3,6 0,02 0,28
100 45 0,01 0,22
200 4.8 0,005 0,21

500 5,55 0,002 0,18
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Sekil 5.6: Aspir Tohumundan Elde Edilen Lipazin Lineweaver-Burk Grafigi

Lineweaver-Burk Grafigi
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5.1.9. SDS-PAGE ile Lipaz Enziminin Karakterizasyonu

Lipaz enziminin karakterizasyonunda %3,75’lik yigma jeli %12’lik ayrigma
jelinin iizerine ilave edildi. Ardindan numuneler kuyulara yiiklendi ve 100V da yaklasik
2 saat 15 dk kadar yiriitiildii. Boyama i¢in; %0,1 Coomassie Brilliant Blue R250
kullanildi. Yikama islemini yapmak i¢in %7’lik asetik asit ve %10’luk metanol kullanildh.

Bantlarin belirginlestigi gézlendi ve ardindan fotograf olarak kayda alindi.

Gorsel 5.7: Aspir Tohumu Lipazinin SDS-PAGE ile Karakterizasyonu.
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5.2. TARTISMA

Yenilenen ve siirekli kendini giincelleyen giiniimiiz kosullarinda enzimlere olan
ihtiyac giderek artmaktadir. Teknoloji ve sanayini gelisme gosterdigi giiniimiizde yagh
tohumlara olan ilginin de giderek artmasina neden olmaktadir. Spesifik 6zellikte olmalari
ve belirli kinetige sahip olmalar1 bitki, hayvan ve ¢esitli mikroorganizmalardan elde
ediliyor olmalar1 da enzimleri bu konuda ¢alisma alan1 haline getirmistir (S6kmen, Sar1
ve Azap, 2018). Yapmis oldugumuz g¢alismada aspir tohumundan, lipaz enziminin
saflastirma ve karakterizasyon islemi yapilmistir. Bu ¢aligsma lipaz enziminin zayiflamada
bire bir etkisi olmasi gozetilerek yapilmis ayrica benzer bir c¢aligmanin olmamasi

dolayistyla, literatiire katki saglamak amaglanmastir.

Yagl bitki tohumlarindaki yag yapisindan proteinlerin ayirt edilmesi temeline
dayanan Park ve arkadaslarinin 2000 yilinda uygulamis oldugu ay ¢ekirdegi tohumundan
lipaz saflastirma calisma teknigine benzer sekilde, sunulan ¢alismamizda aspir

tohumundan lipaz saflastirma ve karakterizasyonu uygulandi.

Yapilan ¢aligsmalarda ¢oziicii olarak aseton, kloroform, hekzan ve izopropanol
gibi ¢oziiciiler kullanilabilecegi bildirilmistir (Park, vd., 2000). Sunulan ¢alismada aseton
¢oOziiciisiiyle islem yapildi. Aspir tohumlar1 6nce minimalist yapida olmasi i¢in 6giitiildii
ve proteinler yaglardan armndirilarak aseton ¢oziiciide igleme tabi tutuldu. Hird ve
arkadaglarmin 2000 yilinda findik ve yer fistig1 saflastirmasi ¢alismasi ile Park ve
arkadaslarinin aycicegi lizerine yaptigr proteinlerin yagsizlastirilmasi islemleri baz
alinarak sunulan caligmada aspir tohumlarindan lipaz saflastiriimasi hedeflenmistir. Bu
saflagtirmada amonyum siilfat ¢oktiirmesi, dializ ve jel filtrasyonu agamalarindan

yararlanilarak saflik durumu degerlendirilmistir.

Lipaz enziminin bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan saflastirilmasi ve saf
olarak eldesi amacinda her saflastirmada pH ve sicaklik miktarlarinin degistigi
bildirilmektedir (Hasan, Shah ve Hameed, 2006). Aktivite ¢alismalarinda enzim {izerine
pH‘1n etkisi arastirilmistir. pH iizerine s6z konusu bir¢ok ¢alisma vardir. Bugday tohumu
pH:8,0 (Kapranchikov, Zherebtsov ve Popova, 2004) pamuk tohumu 10,8 (Akbulut,
2014) kolza tohumu pH:9,0 (Hoppe ve Theimer, 1996) piring kepeginden optimum

pH:11,0 (Bhardwaj, Raju ve Rajasekharan, 2001) olarak bulunmustur. Bunlarin yani1 sira
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mikroskobik canlarda da pH arastirmalar1 yapilmig Penicillium Aurantiogriseum ile de

optimum pH:8,0 olarak bulunmustur.

Islemler basamaginda tepkimelerin etkinligini gdstermesi i¢in farkli substratlar
kullanilmaktadir. Probhu ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, piring kepegi i¢in triibini
substrat olarak kullanmistir (Bhardwaj, Raju ve Rajasekharan, 2001). Yapilan baska bir
lipaz eldesi dencyinde ise Pabcci ve arkadaslari; E.characias bitkisinin substrat
konsantrasyonunda aycicek yagi, tribiitirin, triasetin, trikaprilin ve keten tohumu
kullanmislar ve en uygun substrat olarak trikoprilin olarak bulmuslardir. Jinwal ve
arkadaglar1 ise PK-12CS i¢in zeytinyagi, triolein, tribiitirin, triol amitin soya yagi,
kokonat yagi, hardal yagi, kullanilmis ve en yiiksek aktiviteyi badem yaginda bulmustur
(Baskurt, 2005; Jinwal, vd., 2003; Tirancioglu, 2017). Aspir tohumu kullanarak yapmis
oldugumuz c¢aligmada ise substrat olarak zeytin yagi ve triolein kullanildi. Yapilan

degerlendirmede en yiiksek aktivite zeytin yaginda belirlendi.

Tohumlarin saflastirilma iglemlerine gore farkli caligmalar yapilmistir. Demirkan
2008 yilinda yapmis ceviz tohumunu kullanarak yapmis oldugu calismada sirayla
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, dializ, sephadex G-100 jel filtrasyonu kromatografisi
islemleri uygulanarak lipaz enzimini 29 kat saflagtirmistir. Palm meyvesi amonyum siilfat
¢oktiirmesi, siilfopropil-sepharose kromatografisi ve sephadex G-75 jel filtrasyonu
kromatografisi asamalarindan gegirilerek 1250 kat lipaz enzimi saflagtirmasi yapilmistir.
Farkli bir ¢alismada, elde ettikleri protein yapiya, dnce amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilmis ve Pamuk tohumundan saflasan bu deger 35 kat olurken, %80 amonyum siilfat
¢oktiirmesi California-Laurel (Umbellularia california) tohumlarindan yapilmustir.

Saflagan enzimin safligini 8-20 kat araliginda oldugu tespit edilmistir (Saxena, vd., 2003).

Yaghh tohumlar bitki igerikleriyle, lipaz enzim aktiviteleri incelendiginde
sicakliginda aktivite degisimlerinde ve enzimin dayamkliligi {zerinde etkileri
gozlemlenmistir. Lipaz enziminin optimum sicaklik degerlerinin 30°C-60°C ve stabil
sicakliklarmin da degisik araliklarda oldugu bildirilmektedir (Chen, Danial ve Coolbear,
2003). Aspir tohumu ile yapilan ¢alismada lipaz enziminin optimum sicaklik degeri 60°C
olarak bulundu. Gozlemlenen degerlere gore 60°C a kadar artan sicaklik bu degerden

sonra azalmaya baslamistir. Diger yapilan calismalarda lipazin bitkilerden eldesi
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sirasindaki sicaklik degismeleri pamuk tohumu 50°C (Akbulut, 2014), hardal tohumu
optimum sicaklig1 ise 60, palm yag1 30°C, oldugu bildirilmistir (Tirancioglu, 2017).

Tohumun dayaniklilik diizeyini tespit ederken depo kararliligt da
degerlendirilmelidir. Pamuk tohumu lipazi +4 °C’de saklandiginda aktivite kayb1 %75
diizeyinde oldugu belirtilmistir (Akbulut, 2014).

Saflastirma islemlerinden gecirilen aspir tohumu lipazinin, enzim aktivitesi,
optimum pH’1 ve sicaklik, stabil sicaklik ve pH, depo kararliligi, Km ve Vmax degerleri,
SDS-PAGE yontemi, protein degerleri tespit edilmistir.

Sunulan ¢alismada aspir tohumunun saflagtirilmasinda amonyum siilfat, diyaliz
ve jel filtrasyonu islemleri kullanilmistir. %20-%80 amonyum siilfat doygunlugu aspir
tohumu i¢in en yiiksek su bazli aktivite degeri tespit edilmistir. Amonyum siilfat
¢oktiirmesi sonucu biriktirilen siipernetantlar fosfat tamponuna kars1 diyaliz edilmis, var
olan tuz yapisi diyaliz yontemi ile giderilmeye calisilmistir (burada aktivitenin diistiigii
gbzlemlenmistir). Aspir tohumundan lipaz1 saflastirmak i¢in uygun yontemlerle jel
kromatografisi (Sephedex G-100) islemleri yapilmistir. %20-80 araliginda amonyum

stilfat ¢oktiirmesi sonrasinda aspir tohumunun 8,47 kat saflastig1 gézlemlenmistir.

Sunulan ¢alismada Aspir tohumunda da pH’mn 6nemli bir unsur oldugu
gozlemlenmistir. Aspir tohumundan lipaz eldesinde optimum pH:10,4 olarak tespit
edilmistir (Tablo 5.3).

(Tablo 5.3.)

pH Aktivite(EU/ mL) pH Aktivite(EU/mL)
4,0 - 9,2 563
4.4 - 9,6 290
4,8 - 10,0 380
5,2 - 10,4 1160
5,6 - 10,8 83
6,4 13 11,2 64
6,8 20 11,6 300
7,2 44 12,0 389
7,6 52 12,4 448
8,0 82 12,8 310
8,4 172 13,2 250

8,8 202 13,6 180
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Yapmis oldugumuz ¢alismada aspir tohumunun 20-60°C gibi yiiksek sicakliklarda

aktivitesini ve karaliligini korudugu gézlemlenmistir.

Stabil sicakliginin belirlenmesine iliskin Antep fisti§1 tohumu iizerine yapilan
caligmada 6 giin boyunca aktivite tayini yapilmis ve bunun sonucunda 6 farkli caligmada
yiiksek hidrolitik aktiviteyi veren stabil sicaklik 30°C olarak saptanmustir (Mercan Ulkii,
2018). Stabil sicaklik caligmalarimizda 5 giin siireyle vardigimiz 5 farkli deger
gostermistir ki aspir tohumu en yiiksek aktiviteyi 1. glinde 50°C’de vermistir. Aspir

tohumu en yiiksek stabil aktiviteyi ise pH: 13,2 de verdigi bulunmustur.

(Tablo 5.7.)
Aktivite(EU/mL)
Giin/Sicaklik(°C) 20 30 40 50 60
1 135 300 500 650 580
2 132 270 380 540 470
3 90 180 365 530 385
4 79 140 305 500 375
5 48 110 150 350 275

Caligmamizda 60 °C’de ve pH:10,4 kosullarinda 5 giin boyunca yapilan
gozlemlemelerde aspir tohumundan elde edilen lipaz enziminin kararliligi 1. giin en

yiiksek seviyede olurken daha sonra azalma egilimindedir ve kayip olarak %70 degeri

bulunmustur.
(Tablo 5.5.)
Giin Aktivite (EU/mL)
1 200
2 164
3 110
4 85
5 60

Saflagtirilan aspir tohumu lipazinin elde edilmesiyle kinetik 6zellikleri belirlendi. Ky ve

Vmax €nZimin substrata olan ilgisini gosteren spesifik parametrelerdir. Km, Vmax’1n
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yarisina Karsilik gelen substrat konsantrasyonudur; kiiglik bir deger almasi enzimin

substrata olan ilgisinin fazla oldugunu gostermektedir.

Cizilen Lineweaver-Burk grafiginde triolein i¢in Kn degeri 25,49 mM ve Vmax
ise 5,6 U/dk.mg.enzim olarak bulunmustur. Yapilan diger calismalarda ise; pamuk
lipazinin triolein kullanilarak elde edilen Kin:17,5178 mM, Vmax: 9,5192 U/dk.mg.enzim
(Akbulut, 2014), antep fistig1 lipazinin triolein kullanilmasiyla Ky :10, 948 mM ve
Vmax.7, 3223U/dk. mg enzim (Mercan Ulkii, 2018), ceviz tohumu lipazmin triolein
kullanilmasiyla Km :48 mM ve Vmax:0,0023 U/dk. mg enzim (Demirkan, 2008) olarak

hesaplanmastir.

Sonu¢ olarak, karakterizasyon islemi olarak elektroforez sonuglari aspir
tohumundan saflastirilan lipazin degerlendirilmesi sonucunda istenilen veriler elde
edilerek saflastirilan lipazin aktivite dl¢climlerinden sonra 8,47 kat saflastirildig tespit
edilmistir. Bulgular 1s1¢inda, Aspir tohumu enerji ihtiyacinin arttigt giiniimiiz
kosullarinda her ortamda yetisebilme 06zelligi sayesinde enerji ve verim agisindan
biyodizel olarak kullanima ¢ok uygun avantajli bir yagh tohum oldugu sdylenebilir.
Kosullar iyilestirildigi takdirde bu alanda dénemli islevlere sahip olacaktir. Icerigindeki
lineloik asit miktarmin ¢ok yiiksek degerlerde olusu aspir tohumundan saflastirilan
lipazin gida, sanayi, kozmetik gibi alanlarda kullanilmasimni kolaylastiracaktir. Lipaz
enziminin saflastirma ve karakterizasyon islemleri gozetilerek zayiflama iizerinde de

etkin olan lipaz enziminin bu sekilde literatiire kazandirilmas1 amaglanmaktadir.



48
KAYNAKCA

Akbulut, N. (2014). Pamuk Tohumundan (Gossypium hirsutum L.) Lipaz Enziminin
Saflastirilmast ve Karakterizasyonu (Yayimlanmamis Yiksek Lisans Tezi).

Dumlupinar Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisi, Kiitahya.

Altimsik, M. (2009). Enzimler. Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi,

https://www.mustafaaltinisik.org.uk/sunularim.asp.

Babaoglu, M. (2017). Diinya’da ve Tiirkiye’de aspir bitkisinin tarihi, kullanim alanlar1 ve
onemi. Tarim Giindem Dergisi, 6(36), 98-102.

Balashev, K., vd. (2001). Novel methods for studying lipids and lipases and their mutual
interaction at interfaces. Part I. Atomic force microscopy. Biochemie, 83(5),
387-397.

Baskurt, L. (2005). Badem (Amygdalus communis L.) Proteinlerinden Lipaz Izolasyonu
ve Ozelliklerinin Belirlenmesi (Yaymlanmamis Yiiksek Lisans Tezi). Trakya

Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Edirne.

Bhardwaj, K., Raju, A. ve Rajasekharan, R. (2001). Identification, purification and
characterization of a thermally stable from lipase from rice bran. A new member
of the (phospho) lipase family. Plant Physiology, 127, 1728-1738.

Blanco, A., & Blanco, G. (2017). Enzymes. Medical Biochemistry, 153-175.
Biilbiil, M. (2019). Biyokimya. Kiitahya: Giilmat.

Cardenas, J., vd. (2001). Screening and catalytic activity in organic synthesis of novel
fungal and yeast lipases. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 14, 111-
123.

Chen, L., Danial, R. M. ve Coolbear, T. (2003). Detection and Impact of Protease Lipase
Activities in Milk Powders. International Dairy Journal, 13(4), 255— 275.

Chen, Y., vd. (2009). Synthesis of biodisel from waste cooking oil using immobilized

lipase in fixed bed reactor. Energy Conversion and Management, 50, 668-673.

Demirkan, B. (2008). Ceviz (Juglans regia L.) Tohumu Lipazimin Saflastirilmast ve
Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi (Yayinlanmamis Yiiksek Lisans Tezi).

Trakya Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Edirne.



49

Ergéniil, P. G., & Ozbek, Z. A. (2020). Cold pressed safflower (Carthamus tinctorius L.)
seed oil. In M. F. Ramadan (Eds.), Cold Pressed Oils: Green Technology,
Bioactive Compounds, Functionality, and Applications (pp. 323-333). Elsevier

Inc.

Fadiloglu, S., & Erkmen, O. (2004). Gida Sanayinde Enzimlerin Onemi. Gida, 29(5),
393-400.

Fidan, M. S. & Alkan, E. (2014). Bitkisel Hammaddelerden Elde Edilen Biyodizelin
Alternatif Enerji Kaynag1 Olarak Kullanilmasi. GUFBED/GUSTLJ, 4(2), 144-
160.

Fucifios, P., vd. (2005). Identification of extracellular lipases/esterases produced by
Thermus thermophilus HB27: Partial purification and preliminary biochemical
characterisation. Journal of Biotechnology, 117(3), 233-241.

Gupta, P., vd. (2009). Characterization of cross-linked immobilized lipase from
thermophilic mould Thermomyces lanuginosa using glutaraldehyde.
Bioresource Technology, 100, 4074-4076.

Giindogdu, S., & Kuruiiziim-Uz, A. (2021). Bitkisel Lipaz Kaynaklar1 ve Kullanim
Alanlar1. Hacettepe University Journal of the Faculty of Pharmacy, 41(1), 35-
44.

Hird, H., vd. (2000). Idetification of peanut and hazelnut allergens by native two-

dimensional gel electrophoresis. Electrophoresis, 21, 2678-2683.

Hoppe, A., & Theimer, R. R. (1996). Titrimetric test for lipase activity using stabilized
triolein emulsion. Phytochemistry, 42(4), 973-978.

Hasan, F., Shah, A. A. ve Hameed, A. (2006). Industrial applications of microbial lipases.
Enzyme and Microbial Technology, 39, 235-251.

Hasan, F., Shah, A. A. ve Hameed, A. (2009). Methods for detection and characterization

of lipases: A comprehensive review. Biotechnology Advances, 27, 782—798.

Ildiz, H., Unakitan, G. (2022). Aspir Uretiminin Ekonomik Analizi. Social Sciences
Research Journal, 11(4), 567-573.



50

Iso, M., vd. (2001). Production of biodiesel fuel from triglycerides and alcohol using

immobilized lipase. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 16, 53-58.

Jaeger, K. E.,, & Reetz, M. T. (1998). Microbial lipases form versatile tools for
biotechnology. Trends in Biotechnology, 16, 396-403.

Johnson, R. C., Bergman, J. W. ve Flynn, C. R. (1999). Oil and Meal Characteristics of
Core and Non-core Safflower Accessions from the USDA Collection. Genetic

Resources and Crop Evolution, 46, 611-618.

Jinwal, U. K., vd. (2003). Purification and Characterization of an Alkaline Lipase from a
Newly Isolate Pseudomonas mendocina PK-12CS and Chemoselective
Hydrolysis of Fatty Acid Ester. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 11, 1041-
1046.

Giil, U. D. (2013). Fungal Lipazlar ve Endiistride Kullanim Alanlar1. Afyon Kocatepe
Universitesi Fen ve Miihendislik Bilimleri Dergisi; 13, 1-8.

Giindogdu, S., & Kuruiiziim-Uz, A. (2021). Bitkisel Lipaz Kaynaklar1 ve Kullanim
Alanlar1. Hacettepe University Journal of the Faculty of Pharmacy, 41(1):35-
44,

Kapranchikov, V. S., Zherebtsov, N. A. ve Popova, T. N. (2004). Purification and
characterization of lipase from wheat (Triticum aestium L.) germ. Applied
Biochemistry and Microbiology, 40(1), 84-88.

Keha, E., & Kiifrevioglu, O. 1. (2018). Biyokimya. Erzurum: Aktif.

Kiran, O. E., Comlek¢ioglu, U. ve Dostbil, N. (2006). Bazi Mikrobiyal Enzimler ve
Endiistrideki Kullanim Alanlar1. Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Fen

ve Miihendislik Dergisi, 9, 1.

Kobuk, M., Ekinci K. ve Erbas S. (2019). Aspir (Carthamus tinctorius L.) Genotiplerinin
Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi. Kahramanmaras Siitcii Imam

Universitesi Tarim ve Doga Dergisi, 22(1), 89-96.

Kog, H., & Altinel, A. (1997). Aspir’de (Carthamus tinctorius L.) Farkli Ekim Siklig1 ve
Azot Dozlarmin Verim ve Verim Ogelerine Etkisi [SozIii Bildiri]. Tiirkiye 1L

Tarla Bitkileri Kongresi: 251-255, Samsun.



o1

Kurt, O. (2019). Bazi Kumarinlerin Salgi Fosfolipaz A2 (Splaz) ve Siklooksijenaz-2 (COX-
2) Enzimleri Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi (Yaymlanmamis Yiiksek Lisans

Tezi). Istanbul Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul.

Lowry, O. H. vd. (1951). Protein Measurement With The Folin-Phenol Reagent. Journal
of Biological Chemistry, 193, 265- 275.

Mailer, R. J. (2004). Oilseeds, Overview. In C. Wrigley (Eds.), Encyclopedia of Grain
Science (pp. 380-386). Elsevier Ltd.

Mercan Ulkii, D. (2018). Antep Fistigi Bitkisinden (Pistacia vera L.) Lipaz Enzimi
Saflastiriimast ve Kinetik Ozelliklerinin Incelenmesi (Yaymlanmamis Yiiksek

Lisans Tezi). Dumlupmar Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kiitahya.

Nagaraj, G., Devi, G. N. ve Srinivas C.V.S. (2001). Safflower petals and their chemical
composition. Proceeding V. International Safflower Conference [So6zli Bildiri],
USA, s.123-127.

Nelson, D. L., & Cox, M. M. (2005). Lehninger principles of biochemistry (4th ed.). W.

H. Freeman and Company, New York.

Oztiirk B. (2002). Lipaz Enzimi: Yapisal Ozellikleri ve Uygulama Alanlar. Gida
Miihendisligi Dergisi. 12, 20-23.
Palmer, T., & Bonner, P. L. (2011). An Introduction to Enzymes. Enzymes, 2, 13.

Pandey, A., vd. (1999). The Realm of Microbial Lipases in Biotechnology. Biotechnology
and Applied Biochemistry, 29, 119-131.

Park, H., vd. (2000). Purification and caracterization of aspartic proteinase from

sunflower seeds. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 64(5), 931-939.

Park, H., vd. (2005). Effects of methanol on the catalytic properties of porcine pancreatic

lipase. Journal of Microbiology and Biotechnology, 15(2): 296-301.

Popov, A. M., & Kang, D. (2011). Analgesic and Other Medicinal Properties of Safflower
(Carthamus tinctorius L.) Seeds. Nuts and Seeds in Health and Disease
Prevention, 995-1002.



52

Sagiroglu, A., & Arabaci, N. (2005). Sunflower Seed Lipase: Extraction, Purification,
and Characterization. Preparative Biochemistry and Biotechnology, 35(1), 37-
51.

Sarag, N., vd. (2008). Toprak ve Siit Kokenli Gram Pozitif Bakterilerde Lipaz Uretimi.
Biyoloji Bilimleri Arastirma Dergisi, 1(2), 23-28.

Saxena, R. K., vd. (2003). Purification strategies for microbial lipases. Journal of
Microbiological Methods, 52, 1-18.

Schmid, R., D., & Verger, R. (1998). Lipases: Interfacial enzymes with attractive
applications. Angewandte Chemie International Edition, 37, 1608-1633.

Seren, S. (2013). Acinetobacter psychrotolerans Suslarindan Izole Edilen Lipazin
Karakterizasyonlart  (Yaymlanmamis  Yiiksek Lisans Tezi). Giresun

Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Giresun.

Seth, S., vd. (2014). An insight into plant lipase research — challenges encountered.

Protein Expression and Purification, 95,13-21.

Sharma, R., Chisti, Y. ve Banerjee, U. C. (2001). Production, purification,
characterization, and applications of lipases. Biotechnology Advances, 19(8),
627-662.

Sharma, R., vd. (2002). Purification and characterisation of a thermostable alkaline lipase
from a new thermophilic Bacillus sp. RSJ-1. Process Biochemistry, 37, 1075-
1084.

Singh, V., & Nimbkar, N. (2016). Safflower. In S. K. Gupta (Eds.) Breeding Oilseed
Crops for Sustainable Production: Opportunities and Constraints (pp. 149-167).

Elsevier Inc.

Sokmen, B. B., Sar1, B. ve Azap, T. (2018). Papatyadan (Matricaria chamomilla L.) Lipaz
Enziminin Saflastirilmas1 ve Cesitli Tasityicilara Immobilize Edilmesi,

Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi, 8(1), 131-143.

Sumathy. R, Vijayalakshmi. M., ve Deecaraman. M. (2012). Studies on Lipase

production from fungal strains by different inducers at varied concentrations - A



53

comparative study. International Journal Of Environmental Sciences, 3(3),
1072-1078.

Siiliis, S. (2019). Borik Asit Uygulanan Bazi Aspir (Carthamus tinctorius L.) Cesitlerinin
Antioksidan Enzim Aktivitelerinde Meydana Gelen Degisikliklerin Ekofizyolojik
Parametreler,  Fizyolojik ve  Molekiiler ~ Yontemlerle  Belirlenmesi
(Yayinlanmamis Yiiksek Lisans Tezi). Bilecik Seyh Edebali Universitesi, Fen

Bilimleri Enstitiisii, Bilecik.

Tirancioglu, M. (2017). Siyah Hardal (Brassica nigra L.) Tohumu Lipazinin
Saflastirilmas: ve Karakterizasyon Ozelliklerinin Belirlenmesi (Yayinlanmamus
Yiiksek Lisans Tezi). Dumlupinar Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,

Kiitahya.

Packter, N. (1994). Lipases — their structure, biochemistry and application. Biochemical
Education, 22(4), 216.

Wang, Y., vd. (1995). Thermostable alkaline lipase from a newly isolated thermophilic
Bacillusstrain, A30-1 (ATCC  53841). Journal of Fermentation and
Bioengineering, 79, 433-438.

Yeoh, H. H., Wong, F. M. ve Lin, G. (1986). Screening for fungal lipases using
chromogenic lipid substrates. Mycologia, 78, 298-300.

Yu, S. Y., vd. (2013). Phenolic Composition, Antioxidant Activity and AntiAdipogenic
Effect of Hot Water Extract from Safflower (Carthamus tinctorius L.) Seed.
Nutrients, 5(12), 4894-4907.



DIiZIN
-A-
Aspir 4,5, 6, 7,10, 11, 12
Aspir tohumu 10, 11, 12, 15, 19, 29, 33, 37, 38, 39

-B-
Bitkisel Lipaz 1, 19, 21, 24, 25

-C-
Carthamus tinctorius L. 1, 4, 5, 52, 54, 55, 57

-E-
Enzim 9, 10, 11, 12
Enzim Substrati 58
Enzim Inhibitori 11, 12, 13, 14

-H-
Hayvansal Lipaz 15, 19, 21, 22
Homojenat 29, 32, 36, 37

-L-
Lineweaver-Burk grafigi 43, 50

-M-
Michaelis-Menten Grafigi 18, 44, 50
Mikrobiyal Lipaz 1, 54

-p-
pH 9, 10, 27, 28, 29, 38, 41, 49

-S-
SDS-PAGE x 5, 6, 9, 12, 32, 44, 45, 46
Substrat 6, 9, 10, 11, 12, 13, 18, 20, 33, 43

54



