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Bu çalışmada; Pseudomonas CFC Agar kullanılarak bozulmakta olan çiğ ve 

pastörize süt örneklerinden 85 izolat elde edilmiştir. Bütün izolatların lipolitik 

aktiviteleri Tribütirin Agar ve Rhodamin B Agar’da kalitatif olarak belirlenmiştir. 

İzolatlara Gram boyama yapılmış ve Gram negatif izolatlar seçilmiştir. Ayrıca 

izolatlara katalaz ve oksidaz testleri, Mac Conkey Agarda gelişme durumları ve O/F 

testleri yapılmıştır. Gram negatif, katalaz ve oksidaz pozitif, laktoz negatif ve 

oksidatif metabolizma gösteren izolatlar API 20NE identifikasyon testi aracılığı ile 

tür seviyesinde identifiye edilmiştir. Toplam 37 izolat karakterize edilmiş ve 36 

tanesi (97.30%) P. fluorescens, 1 (2.70%) P. putida olarak identifiye edilmiştir. 

Lipaz aktivitesi substrat olarak p-nitrofenil palmitatın kullanılmasıyla 

spektrofotometre ile kantitatif olarak ölçülmüştür. Suşların tamamı lipaz aktivitesi 

göstermiştir.  Bu suşların lipaz aktivitesinin 10.03 U/ml ve 22.16 U/ml aralığında 

olduğu bulunmuş ve en yüksek lipaz aktivitesinin P. fluorescens RB02–3 suşuna ait 

olduğu belirlenmiştir. P. fluorescens RB02–3’ün zamana bağlı enzim üretimi bazal 

mediumda gözlenmiş ve maksimum aktiviteyi 40 saat sonra geç logaritmik fazda 

üretmiştir ve durağan faza ulaşınca azalmıştır. P. fluorescens RB02–3 suşunun 

ekstraselüler lipazı amonyum sülfat çöktürmesi, diyaliz ve Sephadex G–100’ün 

kullanıldığı jel filtrasyon kolon kromatografisi kombinasyonu kullanılarak homojen 
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olarak saflaştırılmıştır. P. fluorescens RB02–3 suşundan ekstraselüler lipaz % 20.3 

verim ile 2.97 kat saflaştırılmıştır. Saf enzimin moleküler ağırlığı SDS-PAGE ile 

yaklaşık 57 kDa olarak belirlenmiştir.  

Ardından, bu enzim karakterize edilmiş ve maksimum aktiviteyi pH 7.0 ve  50 ºC 

‘de göstermiştir. Hekzan, etil asetat ve butanol gibi çeşitli organik solventlerin 

varlığında yüksek stabilite sergilemiş, izopropanol ve etanol lipaz aktivitesini 

arttırmıştır. Bu lipaz MnCl2, FeCl3, ZnCl2, CoCl2, CuCl2, NiCl2 ve EDTA varlığında 

biraz inhibe olmuştur fakat SDS ve Tween 80 aktiviteyi etkilememiştir. 
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ABSTRACT 

 

 
In this study; 85 isolates from spoilage raw milk and pasteurized milk samples 

were obtained by using Pseudomonas CFC Agar. The lipolytic activities of all the 

isolates were qualitatively determined in Tributyrin Agar and Rhodamine B Agar.  

These isolates were tested for Gram stain and selected Gram negative isolates. 

Additionally, catalase and oxidase tests, growth on Mac Conkey Agar and O/F tests 

were employed. Isolates determined as Gram-negative, catalase and oxidase positive, 

lactose negative and oxidative metabolism were identified at species level by means 

of API 20NE identification test. A total 37 isolates characterized and 36 (97.30%) of 

the isolates were identified as P. fluorescens, 1 (2.70%) was identified as P. putida. 

Lipase activity was quantitatively measured through a spectrophotometer using p-

nitrophenyl palmitate as substrate. All strains displayed lipase activity. This strains 

of lipase activity between 10.03 U/ml and 22.16 U/ml was found and P.  fluorescens 

RB02–3 was determined to give the highest lipase activity. Time course of enzyme 

production by P. fluorescens RB02–3 was obserwed in basal medium and maximum 

activity was produced in the late logarithmic phase after 40h and levels increased 

once the stationary phase was reached. The extracellular lipase of P. fluorescens 

RB02–3 strain was homogeneously purified using a combination of ammonium 

sulfate precipitation, dialyze and gel filtration column chromatography with 
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Sephadex G–100. An extracellular lipase from P. fluorescens RB02–3 strain was 

purified 2.97 fold with 20.3% recovery. The molecular mass of the purified enzyme 

was determined to be approximately 57 kDa by SDS-PAGE.  

After that, the enzyme was characterized and enzyme exhibited maximum 

activity at pH 7.0 and 50 ºC, respectively. The enzyme exhibited the highest stability 

in the presence of various organic solvents such as hexane, ethyl acetate and butanol, 

but isopropanol and ethanol enhanced lipase activity. The lipase was slightly 

inhibited in the presence of MnCl2, FeCl3, ZnCl2, CoCl2, CuCl2, NiCl2 and EDTA 

whereas SDS and Tween 80 had no effect on its activity.  
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1. GİRİŞ 

      Teknolojinin gelişmesine paralel olarak enzimlerin kullanım alanları ve 

biyoteknolojik uygulamaları artmaya başlamıştır. Dolayısıyla dünya genelindeki 

enzim üretimi son yıllarda hızla artış göstermiş ve enzim üretim sektörü gelişmeye 

açık büyük bir pazar haline gelmiştir (Pandey vd., 1999).  Endüstriyel enzimlerin, 

dünya piyasasındaki bütçesinin 2004 yılında 2 milyar dolar olduğu tahmin edilmekte 

ve % 3.3’lük yıllık ortalama artış oranı ile 2009’da 2.4 milyar dolar olması 

beklenmektedir (Rajan, 2004). Endüstriyel enzim pazarında büyük bir paya sahip 

olan hidrolitik enzimler içinde yer alan lipazlar, endüstriyel uygulamalarda yüksek 

oranda kullanılmaktadırlar (Jaeger vd., 1994, 1999; Pandey vd., 1999). Lipazların, 

karbohidrolazlar ve proteazlar kadar büyük bir piyasa payına sahip olmamasına 

rağmen bu grup 1995’te % 100’lük yükselme ile en büyük talep artışını göstermiştir. 

Bu hızlı büyümenin devam edeceği ve talebin 2015’te % 71’lik artış göstermesi 

beklenmektedir (Heler, 2006). 

      Lipazlar endüstriyel uygulamalarda; lipid içeren atık suların enzimatik 

degradasyonunda, organik sentezlerde, deterjan formülasyonlarında, tekstil 

sanayinde, biyosürfaktanların sentezinde, kağıt yapımında, farmasötiklerde, 

agrokimyasal (tarım kimyası) endüstride, pestisitlerde, gıda endüstrisinde, süt 

endüstrisinde, kozmetiklerde, oleokimyasal endüstride, deri endüstrisinde yaygın 

olarak kullanılmaktadırlar (Jaeger vd., 1994; Gunstone, 1999; Pandey vd., 1999; 

Sharma vd., 2001; Gupta vd., 2004).  

      Endüstriyel alanda kullanılan lipazlar, hayvanlarda, bitkilerde ve 

mikroorganizmalarda bulunmakla birlikte, mikrobiyal orijinli lipazlar, 

biyoteknolojik uygulamalar ve organik kimyada yüksek oranda kullanılmaktadırlar. 

Özellikle ekstraselüler mikrobiyal lipazlar ticari olarak çok önemli olup, bunların 

üretimi diğer kaynaklara göre çok daha kolaydır (Gupta vd., 2004).   

      Pseudomonas cinsi, lipazların da dahil olduğu çok sayıda ekstraselüler enzim 

üretmektedir (Stead, 1986). Birçok farklı bakteri tarafından üretilen bakteriyal 

lipazlar içerisinde Pseudomonas’ların ürettiği lipazların cazipliği, sahip oldukları 

enantiyospesifik biyokatalitik etkinliği, organik solvent toleransı, geniş sıcaklık ve 

pH aralığında aktif ve substrata spesifik olmaları nedeniyledir. Bu özellikleri 
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günümüzde ve gelecekte tercih edilecek biyokatalizörler olacaklarını göstermektedir 

(Gupta vd., 2004). Ayrıca Pseudomonas lipazları, diğer mikroorganizmalar 

tarafından üretilen lipazlar arasında yaygın olmayan, ısıya dirençli (termoresistant) 

ve alkali pH’da aktif olmaları gibi özel biyokimyasal karakterler göstermeleri 

sebebiyle özellikle deterjan uygulamalarında büyük önem taşımaktadırlar (Lin vd., 

1996; Kulkarni ve Gadre, 1999; Martinez ve Soberón-Chávez, 2001). Pseudomonas 

lipazlarına olan bu ilginin sebebi, çeşitli biyoteknolojik uygulamalarda potansiyel 

faydalarından yararlanmaktır.  

      Lipaz kaynağı olarak kullanılabilecek mikroorganizmaların izole edilebileceği 

değişik materyaller doğada mevcut olmakla birlikte, süt içerdiği laktoz, süt yağı, azot 

kaynağı, mineral maddeler ve yüsek su oranı nedeni ile birçok bakterinin 

gelişebilmesi için uygun bir besiyeri ortamı oluşturmaktadır (Jackson, 1990; 

Ünlütürk ve Turantaş, 1998). Bununla birlikte süt yağında 100.000’den fazla farklı 

triaçilgliserol bulunduğu için (Larsson, 1994)  süt ve süt yağı lipaz üretimini 

uyarmaktadır (Stead, 1986; Aires-Barros vd., 1994). Pseudomonas sp., işlem 

görmemiş ve pastörize sütlerde bozulma esnasında en yaygın bulunan 

organizmalardır (Sørhaug ve Stepaniak, 1997; Deeth vd., 2002; Mc Phee ve 

Griffiths, 2002). Bunlar soğutulmuş sütte hızlı gelişme yeteneklerinin yanında ısı 

stabil ekstarsellüler proteazlar, lipazlar ve fosfolipazlar üretirler ve bazı enzimler 

pastörizasyon ve hatta UHT (Ultra High Temperature) ısı işlemleriyle hayatta 

kalabilmektedirler (Braun vd., 1999).   

       Her geçen gün farklı endüstrilerde önemi artan lipazların ticari amaca yönelik 

kullanımı ise başlangıç aşamasındadır (Gupta vd., 2004). Bu nedenle yeni 

mikrobiyal kaynaklara ve enzim üretiminin geliştirilmesine ihtiyaç duyulmaktadır. 

Yararlanılan çeşitli bakteriyel lipazlar arasında Pseudomonas cinsinden elde edilen 

lipazlar yüksek enantioselektif özellikleri, geniş pH ve sıcaklık aralığında aktivite 

göstermeleri sebebiyle farmakologlar ve kimyacılar tarafından tercih edilen 

katalizörler olmuşlardır. Bu nedenle, yeni suşların izolasyonu, enzim üretiminin 

optimizasyonu, klonlama ve ekspresyon, mutasyonlarla enzim özelliklerinin 

geliştirilmesi gibi çok çeşitli ve yoğun çalışmalar Pseudomonas türleri üzerinde 

odaklanmıştır. Bu amaçla, bu çalışmada güçlü ve farklı özelliklere sahip lipaz 

üreticisi olabilecek Pseudomonas cinsine ait bakterilerin izole edilmeleri 
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amaçlanmıştır. Pseudomonas cinsi bozulmakta olan sütlerde dominant florayı 

oluşturduğu için yapılan çalışmada izolasyon kaynağı olarak süt seçilmiştir. Sütten 

izole edilen Pseudomonas’lardan en yüksek lipaz aktivitesi gösteren suş seçilip sahip 

olduğu lipazın çeşitli ayırma teknikleri kullanılarak saflaştırılması ve moleküler 

ağırlığının belirlenmesi, bu lipazın endüstride kullanılabilirliğinin belirlenmesi 

amacıyla da saflaştırılmış lipazın karakterize edilmesi amaçlanmıştır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

2.1. Lipazların Genel Özellikleri 

      Lipazlar, enzim sınıflandırmasında sırasıyla hidrolazlar (E.C.3), ester bağlarını 

parçalayanlar (E.C.3.1), karboksilik ester hidrolazlar (E.C.3.1.1) ve triaçilgliserol 

lipazlar (E.C.3.1.1.3) içinde yer almaktadırlar (Anonim, 1992). Lipazlar lipit-su ara 

yüzeyinde aktif olup (Sugihara vd., 1992; Lee ve Rhee, 1993; Telefoncu, 1993; 

Sharma vd., 2001; Chen vd., 2003; Sayari vd., 2005), suda çözünmeyen uzun zincirli 

trigliseritlere karşı maksimum aktive gösterirler (Arpigny ve Jaeger, 1999; Dröge, 

2004).  

      Bu enzimler suda çözünmeyen trigliseritleri di ve mono-açilgliseridlere, serbest 

yağ asitlerine ve gliserole hidrolizini katalizlerler (Şekil 2.1) (Jaeger vd., 1999; 

Cardenas vd., 2001; Kojima ve Shimizu, 2003; Angkawidjaja ve Kanaya, 2006).  

 

 
 

Şekil 2.1. Lipazların katalizlemesi sonucu triaçilgliserollerden gliserol ve yağ  
                 asitlerinin oluşumu (Jaeger ve Reetz, 1998)  
                                                                        
 

      Lipazlar, doğal olarak triaçilgliserollerin ester bağlarını parçalayan hidrolitik  

aktiviteye sahip olsalar da, suyun az bulunduğu ortamlarda ester sentezini de 

katalizleyebilirler (Balcão vd., 1996). Karışımdaki suyun miktarı, lipaz katalizleme 

reaksiyonunun yönünü tayin eder (Macrae ve Hammond, 1985; Sharma vd., 2001). 

Suyun çok az olması veya hiç bulunmaması halinde esterifikasyon ve 

transesterifikasyon reaksiyonları tercih edilmektedir (Jang vd., 1998; Jennings ve 

Akoh, 2000; Sellappan  ve Akoh, 2001; Adlercreutz vd., 2002). Suyun fazla olduğu 
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durumlarda ise sadece hidroliz reaksiyonu meydana gelmektedir (Klibanov, 1997). 

Lipazlar, hem sulu hem de susuz solvent sistemlerinde aktivite gösterdikleri için 

(Zaks ve Klibanov, 1985; Reetz ve Jaeger, 1998; Jaeger vd., 1999; Wang vd., 2001; 

Gupta vd., 2004; Nie vd., 2006), endüstride ve tıptaki uygulamalarda önemli bir yere 

sahiptirler (Andree vd., 1980; Bjokling vd., 1991).     

      Ester sentez reaksiyonları reaksiyonun tabiatına bağlı olarak esterifikasyon, 

transesterifikasyon ve interesterifikasyon olarak sınıflandırılabilir. Esterifikasyon 

reaksiyonu gliserol ve yağ asitlerinden gliserol esterlerin sentezine dahil olan 

reaksiyondur (Kulkarni, 2002).  Lipiterin transesterifikasyon reaksiyonu açil alıcının 

tipine bağlı olarak değişmektedir. Bir triglisetitten bir açil grubu gliserole 

aktarılıyorsa reaksiyona gliseroliz; bir alkolle aktarılıyorsa alkoliz adını almaktadır 

(Şekil 2.2) (Jaeger vd., 1994; Kulkarni, 2002). İnteresterifikasyonda ise, açil grup 

gliserid ve yağ asidi (asidoliz) ya da yağ asidi esterleri arasında değiştirilir (Şekil 2.3 

) (Kulkarni, 2002).  

 

 
 

Şekil 2.2. Lipazın katalizlediği transesterifikasyon reaksiyonu (Kulkarni, 2002) 
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Şekil 2.3. Lipazın katalizlediği interesterifikasyon reaksiyon (Kulkarni, 2002) 

 

      Lipazlar, genellikle hidroliz reaksiyonları ve sentez veya açil değişim 

reaksiyonları arasında farklı olabilen yüksek oranda kimyasal, bölgesel veya 

enantiyoselektif bütün reaksiyonları gerçekleştirirler (Gunstone, 1999).   

 

2.2. Lipaz Kaynakları 

      Lipazlar, hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunur (Borgstrom ve 

Brockmann, 1984; Telefoncu, 1986; Cortez vd., 1999; Carriere vd., 1991; Mukherjee 

ve Hills 1994; Winkler ve Gubernator 1994; Gao vd., 2000; Kojima ve Shimizu, 

2003). Bazı hayvansal lipazlar memeli pankreatik lipazları, memeli gastrik, 

pregastrik, ruminantların mide içi tarafından üretilen dilsel lipazları, balık ve 

omurgalıların sindirim lipazları, lipoprotein lipazları, doku lipazları ve süt 

lipazlarıdır. Bitkilerde lipazlar en çok yağlı tohumlarda ve daha az derecede tahıl 

tanelerinde bulunur (Mukherjee ve Hills, 1994). 

      Ökaryotlarda lipazlar; yağların sindirimi, absorbsiyon, yeniden oluşum ve 

lipoprotein metabolizmasının dahil olduğu lipit metabolizmasının farklı aşamaları 

için gereklidir. Bitkilerde lipazlar enerji rezerv dokularında bulunmaktadır (Balashev 

vd., 2001). 

Lipazlar doğada bol bulunmasına rağmen (Faber 1997; Schmid 1998;  Klibanov, 

1997, 2001) sadece mikrobiyal lipazlar ticari olarak önemlidir (Wiseman, 1995; 
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Saxena vd., 2003b). Bunun nedeni mikroorganizma kaynaklı enzimlerin bitkisel 

veya hayvansal kaynaklı enzimlere göre katalitik aktivitelerinin çok yüksek olması, 

yüksek verim imkânının olması, genetik manipülasyonlarının kolaylığı, mevsimsel 

dalgalanmanın olmamasından dolayı düzenli kaynağının olması ve pahalı olmayan 

ortamlarda mikroorganizmaların gelişiminin kolay olmasıdır (Wiseman 1995). 

Lipazların hayvansal ve bitkisel dokulardan elde edilmeleri güçtür. Çünkü bu tür 

dokularda, hücrenin ya da hücre duvarının parçalanması gereklidir ve bunun için 

ekstra hücre parçalayıcılara ihtiyaç vardır. Bu işlemler sırasında enzimin yapısına da 

zarar verilebilmektedir (Taipa vd., 1992). Mikroorganizmaların ekstraselüler lipaz 

üretebilme kabiliyetleri mikrobiyal lipazların elde edilmesini kolay (Rathi vd., 2001) 

ve ekonomik kılar (Sharma vd., 2001). Bunun yanı sıra, mikrobiyal lipazlar küçük 

hacimlerde çok büyük miktarlarda (Jaeger ve Eggert, 2002)  üretilebildiklerinden 

endüstriyel açıdan hayvansal ve bitkisel lipazlardan daha önemlidirler (Gill ve 

Parish, 1997). Mikrobiyal enzimler aynı zamanda bitkisel ve hayvansal enzimlerden 

daha stabildir ve bunların ürünleri daha kullanışlı ve güvenlidir (Wiseman, 1995).  

Lipaz üreten mikroorganizmalar; bakteri, maya ve küflerdir (Sharma vd., 2001). 

Bu mikroorganizmalar, değişik alanlardaki topraklar (Nishio vd., 1987; Palmeros 

vd., 1994; Lin vd., 1996; Sztajer vd., 1988; Dong vd., 1999; Gao vd., 2000; Haba 

vd., 2000; Jinwal vd., 2003), endüstriyel atıklar (Sztajer vd., 1988; Gombert vd., 

1999),  kompost yığınları (Gowland vd., 1987, Wang vd., 1995; Rathi vd., 2000; 

Tsai vd, 2007), kömür madenleri (Gowland vd, 1987; Wang vd., 1995), sıcak su 

kaynakları (Gowland vd., 1987; Wang vd., 1995; Lee vd., 1999; Castro-Ochoa vd., 

2005; Li ve Zhang, 2005), okyanuslar (Feller vd., 1990), yüksek tuzlu ya da şekerli 

çevreler (Elwan vd., 1985, Ghanem vd., 2000)   gibi farklı habitatlardan izole 

edilmişlerdir. 

 Mikrobiyal orjinli lipazlardan en çok bakteriyel ve fungal orjinli lipazlar, 

biyoteknolojik uygulamalarda ve organik kimyada en çok kullanılan enzim sınıfı 

olarak tanımlanmaktadır (Gupta, 2004).  Bakterilerde lipazın varlığı 1901’den önce 

Bacillus prodigiosus, Bacillus pyocyneus ve Bacillus fluorescens’de gözlenmiştir 

(Eijkman, 1901; Jaeger vd., 1994). Günümüzde ise Pseudomonas, Burkholderia, 

Bacillus, Alcaligenes, Staphylococcus, Aeromonas, Achromobacter, Acinetobacter, 

Chromobacterium, Lactobacillus, Corynebacterium, Microcccus, Propinobacteriın, 
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Streptococcus, Streptomyces cinslerinden elde edilen bakteriyal lipazlar, Candida ve 

Saccharomyces tarafından üretilen maya lipazları ve Rhizopus, Penicilium, 

Aspergillus, Geotricum, Mucor tarafından üretilen fungal lipazlar ve diğer suşlara 

dahil lipazlar (Godtfredsen, 1990; Hou, 1994; Jaeger vd., 1994; Miura ve Yamane, 

1997; Lotrakul ve Dharmsthiti, 1997; Jaeger  ve Reetz 1998; Chen vd., 1999; Gupta 

vd., 2007) ile ilgili çok sayıda çalışma olmasına rağmen çok az sayıda yabani veya 

rekombinant suş ticari olarak kullanılabilmektedir. Bakteriler arasında Pseudomonas 

türlerinin iyi miktarda lipaz ürettiği ile ilgili kayıtlar vardır (Bornscheuer vd., 1994). 

Ticari olarak üretilen maya kaynaklı lipazlar ise en çok Candida rugosa ve Candida 

antarctica türlerinden elde edilmektedirler (Jaeger ve Reetz, 1998).  

Arpigny ve Jaeger (1999), ilk defa bakteriyal lipolitik enzimleri aminoasit 

sekansı ve biyolojik özellikleri farkına göre sekiz familyada sınıflandırmıştır (Tablo 

2.1). Familya I en büyük gruptur ve altı subfamilyaya ayrılmıştır, bunlardan I-1, I-2 

ve I-3 Gram negatif bakteriyel gerçek lipazlardır (Jaeger ve Eggert, 2002). P. 

aeruginosa, P. fragi, P. fluorescens C9, P. wisconsinensis, Vibrio cholerae, 

Acinetobacter calcoaceticus ve Proteus vulgaris lipazları familya I.1; Pseudomonas 

luteola, Burkholderia glumae, B. cepacia ve Chromobacterium viscosum lipazları 

familya I.2; P. fluorescens ve Serratia marcescens lipazları familya I.3 içinde yer 

almaktadır (Arpigny ve Jaeger, 1999). Familya I-1 ve I-2 lipazları yüksek oranda 

benzer aminoasit sekansı (30–40 %)  gösterirken (Arpigny ve Jaeger, 1999), familya 

I-3 lipazı diğer I-1 ve I-2 lipaz familyalarıyla çok az aminoasit sekans benzerliği (< 

20 %)  göstermektedir (Arpigny ve Jaeger, 1999).  
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Tablo 2.1. Lipolitik enzim familyaları (Arpigny ve Jaeger, 1999) 

 
 

2.2.1. Pseudomonal lipazlar 

      Pseudomonas’lar Pseudomonadaceae familyası içerisinde yer alırlar (Sneath vd., 

1986). 0.5-1.0 µm çapında, 1.5-5.0 µm uzunluğunda düz veya hafif eğimli 

basillerdir. Gram negatiftirler. Hareketli olması bu cinsin karakteristik özelliğidir. 

Pseudomonas türlerinin en önemli özelliği çok farklı yapıdaki organik bileşikleri 

kullanabilecek metabolik mekanizmaya sahip olmalıdır (Holt vd., 1994). 

Pseudomonas cinsi bakterilerin çoğu doğada, toprak ve sularda yoğun olarak 

bulunurlar (Brooks, vd. 1998). Pseudomonas’ların çevrede geniş bir yayılım 

göstermeleri çok basit gelişim ihtiyaçlarına sahip olmalarından kaynaklanmaktadır 
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(Palleroni, 1984).Glikozu parçalayıp asit oluştururlar. Ancak laktoz ve sukroza etki 

etmezler.  İndol ve H2S negatiftirler.  Metil kırmızısı ve Voges proskauer testleri 

negatiftir.  Üreyi amonyak haline ya da amonyağı üreye çevirebilirler ve bunları azot 

kaynağı olarak kullanabilirler (Vasil, 1981; Palleroni, 1984). Hepsi olmamakla 

birlikte çoğu asidik ortamlarda gelişemezler. P. syringae ve P. viridiflava hariç 

oksidaz pozitiftirler (Holt vd., 1994). Katalaz pozitiftirler (Palleroni, 1984). Minimal 

besin ihtiyaçlarını  4 – 42 ºC  gibi  geniş  bir  sıcaklık  aralığında  tolere  edebilirler  

(Brooks vd., 1998).  Pseudomonas’ların çoğu türleri için, en iyi gelişme sıcaklığı 28 

°C’dir (Palleroni, 1984).  

Gram negatif bakteriler lipaz üretimi açısından ele alındığında Pseudomonas’lar 

bu grup içinde kuşkusuz ki en önemli cinslerden biridir. Bu cinse ait lipazların 

cazipliği, sahip oldukları enantiyospesifik biyokatalitik etkinliği ve organik solvent 

toleransı ve buna ilaveten alkali ve termostabil olması nedeniyledir (Singh ve 

Banerjee, 2007).  

Pseudomonas cinsi bakterilerin üretmiş olduğu lipazların çoğunluğu hücre 

dışıdır. Aminoasit sekans analizlerine göre yapılan değerlendirme sonucunda 

Pseudomonas lipazları moleküler ağırlıklarının (Mr) artışına göre üç gruba 

ayrılmıştır. Grup-I, P. aeruginosa, P. alcaligenes, P. fragi ve diğer Pseudomonas 

türlerini içeren moleküler ağırlığı en küçük lipazların bulunduğu birinci gruptur. 

Grup-I lipazları, yaklaşık 285 aminoasit içeren ve Mr değeri yaklaşık 30.000 dalton 

olan lipazları kapsamaktadır. Grup-II lipazları, P. cepacia ve P. glumae türlerini 

kapsamaktadır. Bu grup lipazlar, yaklaşık 320 aminoasit içeren ve Mr değeri yaklaşık 

33.000 dalton olanları içeren bir gruptur. Grup-III ise yaklaşık 475 aminoasitten 

oluşan ve Mr değeri yaklaşık olarak 50.000 dalton olan  ve P. fluorescens gibi 

bakterilere ait büyük moleküler ağırlığı olan lipazları içerir (Jaeger vd., 1994).  

 

2.2.2. Sütlerde Pseudomonal lipazlar  

Süt endüstrisinin temel hammaddesi olan çiğ süt, sağıldığı hayvandan başlamak 

üzere sağım, depolama ve süt işleme fabrikalarına taşınması sırasında mikrobiyal 

kontaminasyona maruz kalabilmektedir. Çiğ sütün mikrobiyolojik kalitesi işlenecek 

ürünün kalitesini de doğrudan etkilediğinden büyük önem taşımaktadır. 
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Mikroorganizma faaliyeti sonucu sütün renk, tat, koku, yapı ve kıvamında meydana 

gelen değişmeler ürünlere de doğal olarak yansımaktadır (Karakuş, 1993). Sütlerin 

depolama tanklarında uzun süre ve düşük ısılarda depolanması psikrotrofik bakteri 

sayısının hızla artmasına neden olmaktadır (Karakuş, 1993). Çünkü süt içerdiği 

laktoz, süt yağı, azot kaynağı, mineral maddeler ve yüsek su oranı ile birçok 

bakterinin gelişebilmesi için uygun bir besiyeri ortamı oluşturmaktadır (Jackson, 

1990; Ünlütürk ve Turantaş, 1998).  

Çok değişik cinslere ait, sütlerde bozulmaya sebebiyet veren bakteri sütten izole 

edilmiştir. Bunlar Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter, Alcaligenes, 

Achromobacter, Enterobacter, Flavobacterium, Klebsiella, Bacillus, Clostridium, 

Corynebacterium, Microbacterium, Micrococcus ve Escherichia, Citrobacter ve 

Klebsiella gibi koliformları kapsamaktadır (Shah, 1994; Stepaniak, 2000; Hayes ve 

Boor, 2001). Pseudomonas spp., işlem görmemiş ve pastörize sütlerde bozulma 

esnasında en yaygın bulunan organizmalardır (Sørhaug ve Stepaniak, 1997; Deeth 

vd., 2002; Mc Phee ve Griffiths, 2002). Bunlar taze sütteki toplam mikrofloranın % 

10’undan daha az bir kısmını oluşturmaktadırlar (Suhren, 1989). Fakat soğutmanın 

uzamasıyla,  Pseudomonas spp.  çiğ sütün hakim mikroflorasını oluşturmaktadır. Bu 

organizmalar çiğ sütteki diğer mikroflora ile karşılaştırıldığı zaman soğutma 

sıcaklıklarında çok kısa jenerasyon zamanına sahiptirler (Chandler ve McMeekin, 

1985; Suhren, 1989). Bunlar 4 °C’de işlem görmüş sıvı sütlerin raf ömrünü 

sınırlandırmaktadırlar (Cousins ve Bramley, 1981; Craven ve Macauley, 1992; 

Ternström vd., 1993).  

Yapılan pek çok çalışma Pseudomonas’ların çiğ ve pastörize sütlerde dominant 

florayı oluşturduğunu göstermektedir. Örneğin 4 ºC’de 1 hafta depolanan çiğ süt 

örneklerinden izole edilen psikrotrofların % 70-90’ının (Adam vd., 1975),  pastörize 

süt örneklerinden izole edilen psikrotrofik bakterilerin ise % 87’sinin (Craven ve 

Macauley, 1992) Pseudomonas olduğu kaydedilmiştir. Bunlar daha çok P. 

fluorescens, P. putida, P. fragi, P. putrefaciens ve daha az sıklıkta olmak üzere P. 

aeruginosa’dan oluşmaktadır (Gilmour ve Rowe, 1990).  

P. fluorescens’in ise süt ve süt ürünlerinde en çok karşılaşılan tür olduğu 

bildirilmektedir (Stevenson vd., 2003). Literatürde P. fluorescens’in çiğ süt 

örneklerinin % 84’ünde mevcut olduğu (Gennarl ve Dragotta, 1992) ve çiğ sütten 
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izole edilen tüm bakterilerin % 55.6’sından daha fazlasını oluşturduğu (Ternström 

vd., 1993) kaydedilmiştir. Başka bir çalışmada 6 ºC’de depolanan çiğ süt örneğinden 

izole edilen 9 izolatın 8’ inin P. fluorescens ve 1’inin de P. putida olduğu (Rowe vd., 

2003), yağsız süt, yarım yağlı süt ve yağlı süt örneklerinden izole edilen 37 

Pseudomonas’ın ise tamamının P. fluorescens olduğu kaydedilmiştir (Rajmohan vd., 

2002). Dogan ve Boor (2003) yaptıkları çalışmada çiğ sütler, işlenmiş sütler ve süt 

işleme fabrikası çevresinden izole edilen 338 Pseudomonas’ın % 51’ini P. 

fluorescens, % 14’ünü P. putida ve % 25’ini ya P. fluorescens ya da P. putida olarak 

identifiye etmişlerdir. Bir başka çalışmada ise 13 çiğ süt örneğinden izole edilen 68 

bakterinin ise 60’ı (% 88) psikrotrof olarak bulunmuştur. Yapılan identifikasyonda 

33 izolat (% 49.2) tanımlanmış ve bunlardan 27’si P. fluorescens 1’i de P. 

aeruginosa olarak identifiye edilmiştir (Alatossava ve Alatossava, 2006).  

Mikrobiyal kontaminasyona uğramamış temiz ve taze sütte 50–60 farklı enzim 

aktivitesi kaydedilmiş olup (Andrews, 1991; Muir, 1996) bunlardan sadece birkaç 

tanesinin süt ve süt ürünlerinin kalite ve yarılanma ömründe büyük bir etkiye sahip 

olduğu bildirilmiştir (Muir, 1996). Bunların en önemlilerinin ise proteaz ve lipaz 

olduğu rapor edilmiştir. Depo edilmiş sütler (çiğ ya da işlenmiş) mevcut enzimler 

dışında kontamine bakteri orjinli enzimler de içerebilmektedirler (Chen vd., 2003).  

Yapılan çalışmalar sütlerde psikrofil mikroorganizma sayısındaki artışla, 

mikroorganizmaların salgıladıkları enzimler arasında da paralellik olduğunu 

göstermektedir. Örneğin bir çalışmada sütteki psikrofil populasyon ml’de 105–106 

oranına ulaştığında lipaz ve proteaz enziminde artış olduğu kaydedilmiştir (Rowe ve 

Gilmour, 1985; Stead, 1986).  

      Süt, lipaz üretimi için iyi bir vasattır. Çünkü süt yağının yaklaşık % 98’i 

triaçilgliserollerden oluşmaktadır (Taylor ve MacGibbon, 2002) dolayısıyla süt ve 

sütte bulunan süt yağı lipaz üretimini uyarmaktadır (Stead, 1986; Aires-Barros 

vd.,1994). Lipazlar, ekşimeye neden olan serbest yağ asitlerinin oluşumuna yol 

açtıklarından gıdaların bozulmasına sebep olurlar. Özellikle et ve süt ürünleri, balık 

gibi sıkça tüketilen gıdalarda başlıca bozulma sebeplerinden birini 

oluşturmaktadırlar (Jos ve Veld, 1996; Kim vd., 2004). 

Pseudomonas’lar sütlerde lipolitik degredasyondan sorumlu temel bakterilerdir 

(Shah, 1994; Mc Phee ve Griffiths, 2002). Bunlar soğutulmuş sütte hızlı gelişme 
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yeteneklerinin yanında ısı stabil ekstarsellüler proteazlar, lipazlar ve fosfolipazlar 

üretebilmektedirler (Braun vd., 1999). Uygulanan ısı işlemleri bakterilerin vejetatif 

formlarını ortadan kaldırmakta ise de bunların enzimleri aktivitelerini koruyarak 

depolama sırasında ürünlerde istenmeyen tat ve aroma bozukluklarına neden 

olmaktadır (Karakuş, 1993). Örneğin çiğ sütten izole edilen psikrotrof Pseudomonas 

türlerinin ürettiği ham lipaz çiğ sütün 63 °C’de 30 dakika ısıl işleminden sonra % 55-

100 oranda aktivitede (Law vd., 1976) ve yağsız sütün 100 °C’de 30 saniye ısıl 

işleminden sonra % 75-100 oranında aktivitesini korumuştur (Fitz-Gerald vd., 1982).  

Sütte bulunan psikrofil bir bakteri olan P. fluorescens SIK W1’in, kısa ve orta 

zincirli triaçilgliserollere karşı yüksek bir lipolitik aktivite gösteren ısıya dayanıklı 

lipaz ürettiği tespit edilmiş ve bu lipazın sütün doğal bozulmasından sorumlu 

olabileceği rapor edilmiştir (Kim vd., 2005). Ayrıca sütten izole edilen P.  

fluorescens izolatlarının 7 ºC’de % 7’si, 22 ºC’de % 44’ü, 32 ºC’de % 7’sinin 

lipolitik aktivite gösterdiğini gözlenmiştir (Wang ve Jagarao, 2001). Yapılan başka 

bir çalışmada ise, çiğ ve işlenmiş süt ürünlerinden izole edilen 66 Pseudomonas’ın 

38’inin (% 58) lipaz aktivitesi gösterdiği (Wiedmann vd., 2000), çiğ sütler, işlenmiş 

sütler ve çevresel örneklerden izole edilen 338 Pseudomonas izolatının % 67’sinin 

lipaz aktivitesi gösterdiği gözlenmiştir (Dogan ve Boor, 2003).   

 

2.3. Lipaz Analiz Metotları  

Lipaz aktivitesinin belirlenebilmesi için çok sayıda metot mevcuttur. Lipazlar, 

trigliseritleri hidrolize ederek serbest yağ asitleri ve gliserolün meydana gelmesine 

neden olurlar. Bu nedenle, bu enzimler için analiz metotları genel olarak serbest yağ 

asitlerinin oluşumunun analiz edilmesi şeklinde gelişmiştir (Jensen vd., 1983).    

 

2.3.1. Kalitatif analiz 

Mikrobiyal kültürlerin salgılamış olduğu lipaz katı besiyeri ortamında 

belirlenebilmektedir (Kulkarni, 2002). Bu amaçla değişik substratların kullanıldığı 

kalitatif analizler yapılmaktadır. Yaygın olarak Tribütirin Agar besiyeri 

kullanılmaktadır. Bu besiyerinin substratı dört karbonlu sentetik bir trigliserit olan 

tribütirindir (Gao vd., 2000) ve bunun hidrolizi ile oluşan zon esteraz veya lipaz 
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aktivitesini vermektedir (Lee ve Rhee, 1993; Makhzoum vd., 1996; Kulkarni ve 

Gadre, 1999; Braun vd., 2001; Cardenas vd., 2001; Kanwar vd., 2002; Litthauer vd., 

2002; Meghwanshi vd., 2006; Ertuğrul vd., 2007; Kiran vd., 2007; Côté ve Shareck, 

2008). 

Tribütirin Agar besiyerinde kullanılan yönteme alternatif olarak kullanılan diğer 

yöntemlerde katı besiyerlerine nile blue sülfat (Lawrence vd., 1967; Converse vd., 

1981; Christen ve Marshall, 1984; Samad vd., 1989), victoria blue (Lawrence vd., 

1967; Converse vd., 1981; Christen ve Marshall, 1984; Gao vd., 2000; Dogan ve 

Boor, 2003; Alatossava ve Alatossava, 2006), metil red ve fenol red (Lawrence vd., 

1967; Converse vd., 1981; Christen ve Marshall, 1984; Samad vd., 1989) gibi 

indikatör boyalar eklenerek renkli zon oluşumunun gözlenmesi ile analiz 

gerçekleştirilmektedir (Gupta vd., 2003). Bu metotta indikatör boya içeren büyüme 

ortamına emülsiye yağlar eklenmektedir. Yağların hidrolizi mikrobiyal kolonilerin 

etrafında renkli oluşum ya da floresan hâleler veya zonlara neden olmaktadır 

(Kulkarni, 2002).  Bu testler katı besiyerlerinde lipolitik mikroorganizmaların 

gelişimlerini hızlı bir şekilde araştırmak için uygundur. Ancak bazı pozitif yanlış 

sonuçlar görülebilir. Bu durum, mikrobiyal lipazlar tarafından serbest bırakılan yağ 

asitlerinin asidik metabolit olmasından dolayı ortamın asidifikasyonundan 

kaynaklanmaktadır (Beisson vd., 2000; Gupta vd., 2003).  

Bu durumu engellemek için Kouker ve Jaeger (1987) floresan Rhodamin B 

boyasını kullanarak 350 nm dalga boyunda UV ışığı altında turuncu floresan olarak 

lipolizis zonlarını göstermişlerdir. Rhodamin, serbest yağ asitleriyle floresan bir 

kompleks oluşturur. Böylece lipaz üreten koloniler UV ışığı altında floresan hâleler 

gösterir (Kouker ve Jaeger, 1987; Lee ve Rhee, 1993; Winteler vd., 1996; Kumura 

vd., 1998; Haba vd., 2000; Hube vd., 2000; Kim vd., 2001; Martinez ve Soberón-

Chávez, 2001; Litthauer vd., 2002; Gupta vd., 2003; Kojima ve Shimizu, 2003).   

      Ayrıca zeytinyağı içeren besiyerlerinde (Hube vd., 2000; Martinez ve Soberón-

Chávez, 2001) ve Tween 80 içeren besiyerinde şeffaf zonun gözlenmesi (Smibert ve 

Krieg, 1994; Sierra, 1957; Emanuilova vd., 1993) ile de lipaz aktivitesinin 

belirlenmesi mümkündür. 
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2.3.2. Kantitatif analiz  

Serbest yağ asitlerinin oluşumunu araştırmak amacıyla kantitatif olarak 

titrimetrik (Makhzoum vd., 1996; Beisson vd., 2000; Deeth ve Touch,  2000; 

Litthauer vd., 2002; Ruiz vd., 2004; Kiran vd., 2007), spektrofotometrik  (Kurooka 

vd., 1977; Rollof vd., 1984; Stuer vd., 1986; Lee ve Rhee, 1993; Lin vd., 1996; 

Beisson vd., 2000; Litthauer vd., 2002; Kiran vd., 2007), kromatografik prosedürler 

(TLC/GC/HPLC) (Kashyap vd., 1980; Ruiz ve Roudriguez-Fernandez, 1982; 

Veerraghavan, 1990; Maurich vd., 1991)  ve immünolojik metotlar kullanılmaktadır 

(Jaeger vd., 1994; Beisson vd., 2000; Deeth ve Touch,  2000; Gupta vd., 2003; Ruiz 

vd., 2004).   

Triaçilgliseroller lipazların doğal substratlarıdır ve spektrofotometrik metotlarda 

bunlar substrat olarak kullanılmaktadır (Kulkarni, 2002). Bu ölçüm temel olarak p-

nitrofenol esterlerinin enzimatik hidrolizi sonucunda meydana gelen p-nitrofenol’ün 

410 nm’de kolorimetrik olarak tespit edilmesine dayanmaktadır (Winkler ve 

Stuckmann, 1979; Kademi vd., 2000; Barbaro vd., 2001; Gupta vd., 2002; Litthauer 

vd., 2002; Bendikienë vd., 2004; Kumar vd., 2005; Gilham ve Lehner, 2005). 

Bu substratlara p-nitrofenil bütirat (Lee ve Rhee, 1993; Lee vd., 1999; Cho vd., 

2000; Surinenaite vd., 2002; Lee vd., 2003; Wei vd., 2003; Bendikienë vd., 2004; 

Kim vd., 2005) ile birlikte,  p-nitrofenil kaproat (Chen vd., 2004), p-nitrofenil 

kaprilat (Makhzoum vd., 1996; Baral ve Fox, 1997; Gupta vd., 2002),  p-nitrofenil 

kaprat (Chen vd., 2004),  p-nitrofenil laurat (Lin vd., 1996; Sakiyama vd., 2001), p-

nitrofenil miristat (Chen vd., 2004),  p-nitrofenil palmitat (Stuer vd., 1986; Kordel 

vd., 1991; Abramic vd., 1999; Kulkarni ve Gadre, 1999; Gupta vd., 2002; Litthauer 

vd., 2002; Lopes vd., 2002; Jinwal vd., 2003; Kumar vd., 2005; Karadzic vd., 2006; 

Ertuğrul vd., 2007; Gupta vd., 2007),  p-nitrofenil stearat (Schuepp vd., 1997),  p-

nitrofenol valerat ve  p-nitrofenol asetat (Gupta vd., 2002) örnek olarak verilebilir.  

Ancak kısa zincirli esterler suda çözünür ve o nedenle bu hidroliz lipaz 

aktivitesinden ziyade esteraz aktivitesinin ölçülmesini sağlar. Asetat ve bütirat gibi 

kısa zincirli esterleri esteraz aktivitesini ölçerken, buna karşın laurat, palmitat veya 

oleat gibi daha uzun zincirler lipaz aktivitesini belirlemektedir (Gilham ve Lehner, 
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2005). Bu nedenle p-nitrofenil palmitat lipaz aktivitesinin ölçülmesi için yaygın 

olarak kullanılmaktadır. 

Asidik pH’da p-nitrofenol absorbansı yoğun olarak etkilendiği için bu estrelerin 

bu pH’ larda ölçümü sağlıklı yapılamamaktadır. Diğer taraftan kinetik ölçümler bazı 

lipazlar için uygun olmasa da, sadece nötral ya da alkalin pH’ larda 

yapılabilmektedir (Kademi vd., 2000). p-nitrofenol farklı pH değerlerinde farklı 

absorption katsayıları verdiği için farklı pH ortamlarında standartların kullanılması 

gerekmektedir (Gilham ve Lehner, 2005).  

Diğer kolorimetrik lipaz ölçümü naftil esterlerinin hidrolizine dayanmaktadır 

(Gilham ve Lehner, 2005). Renksiz β-naftil karpilat (oktanat) esterinin hidrolizi ile 

meydana gelen renkli β-naftol’un 560 nm’ de spektrofotometrik olarak ölçülmesiyle 

yapılmaktadır (Degrassi vd., 1999; Gandolfi vd., 2000). α-naftil asetat, naftil 

propiyonat ve naftil bütirat gibi α-naftil esterleri bu analizde substrat olarak 

kullanılmaktadır (Gupta vd., 2003).    

Renk üretiminin ölçülmesinden başka spektrofotometrik analizler yağ asitlerinin, 

kalsiyum veya bakırla çöktürülmesiyle yapılabilir. Substrat olarak Tween kullanılır 

ve absorbans artışı 500 nm’ de ölçülmektedir (Von Tigerstrom ve Stelmaschuk, 

1989). 

 Lipaz aktivitesinin kantitatif ölçümünde spektrofotometrik yöntemin dışında, 

lipaz aktivitesi sonucu ortamda oluşan yağ asitlerinin meydana getirdiği pH 

değişiminin ölçümüne dayalı zeytinyağı emülsiyon yöntemi (Gao vd., 2000; Kojima 

ve Shimizu, 2003), polivinil emülsiyon yöntemi (Omar vd., 1987; Kanwar ve 

Goswami, 2002; Kulkarni ve Gadre, 2002), pH-Stat yöntemi (Jaeger vd., 1994; 

Meyers vd., 1996; Beisson vd., 2000; Kambourova vd., 2003) gibi titrasyon 

yöntemleri de kullanılmaktadır. 

 

2.4. Optimizasyon Koşulları 

Çoğu bakteriyal lipazlar, ekstraselülerdir ve üremenin geç logaritmik fazında 

(Tan ve Gill, 1985) ve duraklama fazının başında üretilirler ( Fox ve Stepaniak, 

1983; Stuer vd., 1986; Sidhu vd., 1998; Matselis ve Roussis 1992; Makhzoum vd., 
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1995). Lipazların, üretim peryodu birkaç saatten birkaç güne kadar değişebilir 

(Gupta vd., 2002).  

Lipazların büyük ölçüdeki endüstriyel uygulamaları için büyük miktarlarda 

üretimleri gereklidir. Bu nedenle lipazın yüksek miktarda üretilebildiği koşulların 

belirlenmesi için optimizasyon çalışmaları yapılmaktadır (Kanwar vd., 2002; 

Litthauer vd., 2002; Surinenaite vd., 2002; Jinwal vd., 2003; Gupat vd., 2006; 

Karadzic vd., 2006; Chen vd., 2007). Karbon ve azot kaynakları, sıcaklık, pH, 

inorganik tuzların konsantrasyonu ve oksijen varlığı gibi faktörler lipaz seviyesini 

etkilemektedir (Lee ve Rhee, 1993; Ghosh vd., 1996; Sharma vd., 2001; Chen vd., 

2003).  

Lipazlar genellikle indüklenebilir enzimler oldukları için lipaz aktivitesinin 

meydana gelebilmesinde başlıca faktörün her zaman için karbon kaynağı olduğu 

bildirilmektedir (Lotti vd., 1998). Bunlar genellikle yağ ya da triaçilgliseroller, yağ 

asitleri, hidrolize olabilen esterler, tweenler, safra tuzları ve gliserol gibi 

indükleyiciler varlığında üretilmektedir (Ghosh vd., 1996; Dharmsthiti vd., 1998; 

Shirazi vd., 1998; Gao vd., 2000; Rathi vd., 2001). Örneğin en yüksek lipaz 

aktivitesini Candida sp. 99-125 mutantı susam yağı (Tan vd., 2003), B. cepacia  

hindistan cevizi, hardal yağı, keten tohumu yağı ve hurma yağı (Rathi vd., 2001) ve 

Pseudomonas sp. ise hardal yağı ve keten tohumu yağı (Rathi vd., 2000) 

kullanıldığında göstermiştir. 

Fakat lipaz üretimi şekerler, şeker alkoller, polisakkaritler, süt suyu, kazamino 

asitleri ve diğer kompleks kaynaklar gibi karbon kaynaklarından da önemli ölçüde 

etkilenmektedir (Gilbert vd., 1991a; Lotrakul ve Dharmsthiti 1997; Dharmsthiti ve 

Kuhasuntisuk 1998; Ghanem vd., 2000; Rashid vd., 2001). Bacillus sp’nin % 0.5 

pepton ve % 0.3 yeast ekstrakt bulunan bazal besiyerinde % 20 kesilmiş süt suyu + 

% 1 triolein içeren bazal ortamda en yüksek lipaz aktivitesi saptanmıştır (Ertuğrul 

vd., 2007). Oleik, lineik ve linoleik asitler gibi uzun zincirli yağ asitlerinin, P. 

mephitica gibi çeşitli bakterilerin lipaz üretimini desteklediği bilinmektedir (Ghosh 

vd., 1996).  Fakat P. aeruginosa EF2 (Gilbert vd., 1991a) ve Acinetobacter 

calcoaceticus (Mahler vd., 2000) lipazlarının oleik asit gibi uzun zincirli yağ 

asitlerinin varlığında baskılandığı kaydedilmiştir. Pseudomonas sp. G6 suşunun ise 

maksimum lipaz üretimini %1 (v/v) n-hekzadekanın tek karbon kaynağı olarak 
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kullanılmasıyla sağladığı (25 U/ml), ayrıca kültür ortamında % 0.05 (v/v) 

konsantrasyonda tribütirin kullanımının da lipaz üretimini 2.4 kat arttırdığı 

bildirilmiştir (Kanwar vd., 2002).  

Üretim ortamında bulunan nitrojen kaynağının türü de lipaz üretimini 

etkilemektedir (Ghosh vd., 1996). Genellikle çeşitli Bacillus spp. (Bacillus A30-1, B. 

alcalophilus, B. licheniformis H1) ve çeşitli pseudomonadlar (Pseudomonas sp., P. 

fragi, P. fluorescens BW 96CC) ve Staphylococcus haemolyticus’un lipaz üretimi 

için pepton ve yeast ekstrakt gibi nitrojen kaynakları kullanılmıştır (Wang vd., 1995; 

Khyami-Horani 1996; Pabai vd., 1996; Oh vd., 1999; Ghanem vd., 2000; Lanser vd., 

2002; Sharma vd., 2002b). Burkholderia multivorans’ın lipaz üretimini indükleyici 

olan zeytinyağı/oleik asit ve nitrojen kaynağı olarak eklenen yeast ekstraktın lipaz 

üretimini maksimum oranda etkilediği bildirilmektedir (Gupta vd., 2007). Mısır 

ıslatma sıvısı ve soya fasülyesi unu lipaz üretimini peptondan daha az derecede 

uyarmaktadır (Sztajer ve Maliszewska, 1989). Rhizopus oryzae’nin lipolitik 

suşundan izole edilen lipaz, nitrojen kaynağı olarak % 4 mısır ıslatma sıvısı ve % 1 

oranında pepton bulunan besiyeri bileşiminde yüksek ekstraselüler lipaz aktivitesi 

elde edildiği bildirilmektedir (Hiol vd., 2000). Amonyum klorid ve diamonyum 

hidrojen fosfat gibi inorganik nitrojen kaynaklarının bazı mikroorganizmaların lipaz 

üretimini etkilediği kaydedilmiştir (Gilbert vd., 1991a, 1991b; Bradoo vd., 1999; 

Dong vd., 1999; Rathi vd., 2001).  Üre ve amonyum sülfat lipaz sentezini inhibe 

ettiği bildirilmiştir (Sztajer ve Maliszewska, 1989). 

Kofaktörler genellikle lipaz aktivitesi için gerekli değildir fakat divalent 

katyonlar enzim üretimini stimüle etmekte ya da inhibe etmektedir. Fe3+, Co2+, Ni2+, 

Hg2+ ve Sn2+ gibi ağır metaller lipaz aktivitesini büyük ölçüde inhibe etmektedir. 

Fakat Zn2+  ve Mg2+ lipaz aktivitesi için önemsiz inhibitörlerdir (Patkar ve Björkling, 

1994). Ca2+ ve Mg2+ Burkholderia sp’nin lipaz üretimini stimüle ederken (Rathi vd., 

2001), B. multivorans’ta Ca2+ lipaz üretimine pozitif sinyal vermiş Mg2+ ise negatif 

sinyal vermiştir (Gupta vd., 2007). Kalsiyum klorid varlığında ise Bacillus sp. 

RSJ1’in lipaz üretimini stimüle olduğu bildirilmektedir. Fakat diğer metal iyonu 

tuzlarının çoğu lipaz üretimini inhibe etmiştir. (Sharma vd., 2002b). Fe’nin ise 

Pseudomonas sp. G6’nın lipaz üretiminde kritik rol oynadığı kaydedilmiştir (Kanwar 

vd., 2002).  
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Gelişim ortamındaki başlangıç pH’sı lipaz üretimi için önemlidir. Bakterilerin 

çoğunluğu Bacillus sp. (Sugihara vd., 1991), Acinetobacter sp. (Barbaro vd., 2001) 

ve Burkholderia sp.’de (Rathi vd., 2001) olduğu gibi en iyi üreme ve lipaz üretimi 

pH 7.0 civarındadır. Fakat maksimum aktivite bazı durumlarda pH 7.0’den daha 

yüksek olduğu koşullarda gözlenebildiği gibi (Nashif ve  Nelson 1953; Gilbert vd.,  

1991a; Wang vd., 1995; Khyami-Horani 1996; Dong vd., 1999; Sharma vd., 2002b; 

Kanwar vd., 2002; Kiran vd., 2007) pH  7.0’den daha küçük olduğu durumlarda da 

gözlenebilmektedir (Ertuğrul vd., 2007). 

Lipaz üretimi için optimum sıcaklık, mikroorganizmaların gelişim sıcaklıklarına 

benzerlik göstermektedir. Örneğin Bacillus sp. RSJ1 (Sharma vd., 2002b) ve B. 

cepacia’da (Rathi vd., 2001) olduğu gibi lipaz üretimi için en iyi sıcaklık 50°C’dir. 

Genel olarak lipazların 20-45 °C arasındaki sıcaklıklarda üretildiği görülmüştür 

(Kanwar vd., 2002; Ertuğrul vd., 2007; Kiran vd., 2007).   

Bakterilerin maksimum lipaz üretimi için en uygun inkübasyon süresi, 

inkübasyon peryodunun birkaç saatten birkaç güne kadar değiştirilmesi ile 

belirlenebilmektedir. A. calcoaceticus ve Bacillus sp. RSJ1 12 saatlik inkübe 

edildiğinde (Mahler vd., 2000; Sharma vd., 2002b)  ve B. thermocatenulatus 16 saat 

(Schmidt-Dannert vd., 1997) maksimum lipaz üretimi sağlanmıştır. Pseudomonas 

spp. ve P. fragi’nin 72 saat ve P. fluorescens BW 96CC’nin 96 saat 

inkübasyonundan sonra maksimum lipaz ürettiği tespit edilmiştir (Pabai vd., 1996; 

Dong vd., 1999).  

 

2.5. Protein Saflaştırma Metotları 

Enzimlerin ticari uygulamalarının çoğunda, enzimlerin homojen karışımlarına 

ihtiyaç yoktur. Fakat belli derecede saflaştırılması gerekir. Protein saflaştırma 

çalışmalarında asıl amaç, istenilen proteinin, diğer proteinlerden ve protein olmayan 

hücre bileşenlerinden ayrılmasıdır (Berg vd., 2002; Dennison, 2002). Enzimlerin 

saflaştırılması, 3 boyutlu yapılarının ve proteinlerin yapı-fonksiyon ilişkilerini 

anlamak için gereklidir (Taipa vd., 1992; Aires-Barros vd., 1994; Saxena vd., 

2003a). Bununla birlikte saflaştırılmış lipazlara, hassas kimyasalların, 
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farmasötiklerin ve kozmetiklerin biyokatalitik üretimini gerçekleştiren  enzim 

endüstrilerinde de ihtiyaç vardır (Saxena vd., 2003a). 

Endüstriyel amaçlar için saflaştırma yöntemleri, pahalı olmamalı, hızlı, yüksek 

verim ve geniş çapta üretime uygun olmalıdır. Lipazlar için çok çeşitli saflaştırma 

yöntemleri kullanılmaktadır (Taipa vd., 1992; Aires- Barros vd., 1994; Palekar vd., 

2000; Saxena vd., 2003a). Saflaştırma metotlerı genellikle çöktürme, hidrofobik 

interaksiyon kromatografisi, jel filtrasyon ve iyon değişim kromatografisi gibi 

spesifik olmayan tekniklere bağlıdır (Sharma vd., 2001)  ve lipazın moleküler 

ağırlığı SDS-PAGE (sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforez) ile 

belirlenmektedir (Lee ve Rhee, 1993; Kojima ve Shimizu, 2003). 

Çöktürme işlemlerinde, sülfat ve fosfat gibi anyonların potasyum, sodyum ya da 

amonyum gibi katyonlarla olan tuzları tercih edilmektedir. Bu tuzlar proteinle 

doğrudan etkileşime girmek yerine, kümelenmiş su moleküllerine bağlanarak, 

proteinlerin kolay bir şekilde çökelmesini sağlayacak niteliktedir. Diğer tuzlara göre 

daha saf olması, ucuz olarak elde edilmesi ve daha iyi bir çözünürlüğe sahip 

olmasından ötürü, amonyum sülfat en çok tercih edilen tuzdur. Amonyum sülfat 

tuzunun pH, çözünürlük, ısı, yoğunluk gibi etkenlerle uyumlu olması ve 

proteinlerinin yapılarının bozulmasına engel olarak proteinleri kararlı kılması, bu 

tuzun tercih edilmesindeki diğer nedenler arasında sayılabilir (Akbulut, 2006).  

Çöktürme işlemi için ayrıca organik çözücüler de kullanılmaktadır. Bu 

yöntemde hidrofobik bölgeler etrafındaki su, organik çözücü molekülleri ile yer 

değiştirir. Suda çözülebilen proteinlerin çözünme oranı azalır ve proteinler arası 

etkileşimin gerçekleşmesi sonucunda proteinler bir araya gelerek çökerler (Scopes, 

1994; Dennison, 2002).  

Çöktürme işlemi gerçekleştikten sonra ortamda kalan tuz, sonraki saflaştırma 

basamaklarında biyolojik aktiviteyi etkilemekte ve iyonik değişimlere neden 

olmaktadır. Bu nedenle protein çözeltisi içinde yer alan tuzun çöktürme işlemini 

takiben ortamdan uzaklaştırılması gerekmektedir. Bu amaçla diyaliz işlemi 

gerçekleştirilmektedir. Diyaliz işleminde, seçilmiş büyüklükte gözeneklere sahip 

selüloz membran gibi yarı geçirgen membranlar kullanılmaktadır. Diyaliz fazla 

tuzun protein materyalinden uzaklaştırılması için en sık kullanılan yöntemdir 

(Akbulut, 2006).   
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Bu aşamadan sonra gerçekleştirilen saflaştırma basamaklarındaki amaç; 

ilgilenilen poteinin diğer proteinlerden daha büyük oranda ayrılması, istenilen 

protein miktarında ve aktivitesinde azalma olmaksızın proteinin saflaştırılmasıdır. 

Bu aşamada çeşitli kromatografik yöntemler kullanılmaktadır. Kromatografik 

yöntemler sayesinde proteinler büyüklüklerine, iyonik yüklerine veya özgül 

moleküllere olan ilgilerine göre birbirinden ayrılabilmektedirler. Kullanılacak 

kromatografik yöntem, çalışılan proteinin özelliklerine göre seçilmektedir (Scopes, 

1994; Berg vd., 2002; Dennison, 2002). 

P. mendocina PK-12CS lipazının saflaştırılması,  aseton çöktürmesi ve DE–52 

kromatografisi yöntemleri kullanılarak yapılmıştır. Yaklaşık 241 kat saflaştırılan 

lipazın moleküler ağırlığı 80 kDa olarak tespit edilmiştir (Jinwal vd., 2003). 

Pseudomonas fluorescens HU380 suşunun üretmiş olduğu ekstraselüler lipaz ise 0.5 

M amonyum sülfat çöktürmesi, DEAE-sepharose ve Superdex 200HR kolon 

kromatografi yöntemleri ile 24.3 kat saflaştırılmıştır. Protein bantları SDS-PAGE ile 

gözlenmiş ve enzimin moleküler ağırlığı 67 kDa olarak bulunmuştur (Kojima ve 

Shimizu, 2003). 

Bacillus cereus C71 suşunun ürettiği ekstraselüler lipaz, ardışık olarak amonyum 

sülfat çöktürmesi, Phenyl-Sepharoze kromatografisi, DEAE iyon değişim 

kromatografisi ve CIM quaternary (QA) amine kromatografisi ile saflaştırılmıştır. 

Saf enzimin moleküler ağırlığı SDS-PAGE ve kütle spektrofotometre ile yaklaşık 

olarak 42 kDa olarak belirlenmiştir (Chen vd., 2007).   

Organik solvent toleranslı Pseudomonas aeruginosa LST-03’ün salgıladığı 

organik solvent stabil lipazı, 2-propanolun varlığında iyon değişim kromatografisi ve 

hidrofobik interaksiyon kromatografisi ile saflaştırılmıştır. Lipazın moleküler ağırlığı 

SDS-PAGE ile 27.1 kDa ve jel filtrasyonu ile de 36 kDa olarak bulunmuştur (Ogino 

vd., 2000). Pseudomonas sp. S5 suşu tarafından üretilen, organik solvent toleranslı 

lipaz da affinite ve anyon değişim kromatografisi ile saflaştırılmıştır. 387 kat 

saflaştırılan lipazın moleküler ağırlığı 60 kDa olarak belirlenmiştir (Rahman vd., 

2005). 

Enzimlerin saflaştırılması, onların ilk aminoasit sekanslarının başarılı bir şekilde 

ortaya konmasına ve çoğunlukla da üç boyutlu yapılarının açıklanabilmesine izin 

vermektedir. Saflaştırılmış lipazların X-ışını kristalografisi ile ilgili çalışmalar, yapı-
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fonksiyon arasındaki ilişkilerinin anlaşılmasını sağlamakla birlikte hidroliz,  sentez 

ve ester gruplarının değişimi gibi lipaz aktivitesinin gerçekleştiği mekanizmaların 

kinetiğinin daha iyi anlaşılmasında rol oynar (Jaeger ve Reetz, 1998). Bununla 

birlikte saflaştırılmış lipazlara, hassas kimyasalların, farmasötiklerin ve 

kozmetiklerin biyokatalitik üretimini gerçekleştiren  enzim endüstrilerinde de ihtiyaç 

vardır (Saxena vd., 2003a). 

Yapılan X-ışınları çalışmalarında tüm lipazların α/ β hidrolaz katlanması 

familyasında yer aldığını göstermektedir (Ollis vd., 1992). Genel olarak α/β-hidrolaz 

katlanmaları sekiz telden ibarettir, çoğunlukla paralel β tabaka 6 α heliks tarafından 

kuşatılmıştır (Ser/Asp/Cys-His-Asp/Glu) (Brzozowski vd., 1991). 

Lipazlar her hangi bir kofaktöre ihtiyaç duymayan (Singh ve Banerjee, 2007) 

serin hidrolazlardır (Svendsen, 1994; Singh ve Banerjee, 2007) ve G-X1-S-X2-G 

sekansının enzimin katalitik kısımı olduğu düşünülmektedir. Burada G: glisin, S: 

serin, X1: histidin ve X2: glutamik veya aspartik asittir (Svendsen, 1994). İnsan 

pankreatik lipazı (HPL) (Winkler vd., 1990)  ve Rhizomucor miehei (RML) lipazının 

katalitik üçlüsü Ser- Asp- His’den ibarettir. Buna karşın Geotrichum candidum 

lipazının (GCL) katalitik üçlüsünün ise Ser- Glu- His’den ibaret olduğu 

bildirilmektedir (Hou, 2002). 

Lipazların aktif bölgeleri, diğer enzimlerde de olduğu gibi cep denilen (lid veya 

flap) yüzey katlanmalarının olduğu kısımlardan oluşmaktadır. Ortak yüzeye 

bağlanma sırasında bu katlanma hareket etmekte ve enzimin ‘kapalı’ bir formdan 

aktif bölgenin solvent içinde iş görebileceği ‘açık’ bir forma geçmesini 

sağlamaktadır. Aynı zamanda, ortak yüzeyde lipazın bağlanmasını kolaylaştırdığı 

düşünülen büyük bir hidrofobik yüzey oluşturduğu düşünülmektedir (Jaeger ve 

Reetz, 1998). HPL ve RML’da, aktif bölge kısa bir amfipatik heliks veya kapak 

tarafından sarılmıştır. Buna karşın GCL’nin aktif bölgesi hemen hemen paralel iki 

amfipatik heliks tarafından çevrilmiş olduğu bilinmektedir. Bu yapı substrat ile 

lipazın etkileşmesini önler, böylece hidrofobik tortular proteinin yüzeyi aracılığıyla 

protein ve substrat arasına temas eder (Jaeger vd., 1994).  

Enzimin konformasyonel değişikliği suda çözünemeyen substrat ile karşılaştığı 

zaman olmaktadır (Saxena vd., 2003b). Bir aktivasyon olduğu zaman enzimin kapağı 

kapalı formdan açık forma dönüşür ve böylece aktif bölge substratın etkileşebileceği 
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bir hale gelir (Jaeger ve Reetz, 1998). Bu olay yüzeyler arası aktivasyon olarak 

bilinmektedir (Verger, 1997). Fakat bu yüzeyler arası aktivasyon fenomeni tüm 

lipazlarda meydana gelmemektedir. Örneğin, Pseudomonas aeruginosa ve Candida 

antarctica B (Martinelle vd., 1995) lipazları bir kapağa sahip değildirler ve bundan 

dolayı yüzeyler arası aktivasyonları noksandır. Dolayısıyla, lipazları uzun zincirli 

triaçilgliseritlerin hidrolizini katalizleyebilen esterazlar olarak tanımlamak 

mümkündür (Foglia ve Villeneuve, 1997). 

  

2.6. Lipazlar İçin Karakterizasyon ve Stabilizasyon Çalışmaları 

Saflaştırılan lipazın karakterizasyonu ve stabilizasyonu aşamasında saflaştırılan 

enzimin pH ve sıcaklık kinetikleri, metal iyonlarının etkisi, spesifik inhibitörlerin 

etkisi, çeşitli deterjanların etkisi ve substrat spesifitesi belirlenmektedir.  

Enzimlerin teknolojik uygulamalarda kullanılabilmesi için çalışma koşullarında 

uzun süre stabil olmaları gerekmektedir. Operasyonel stabilitenin uzatılması 

süreçteki enzim yinelenmelerinin sayısını düşürecek, böylece oldukça pahalı olan 

enzim işlemlerinin maliyeti azalacaktır. Enzim inaktivasyonları, sıcaklık, ortam 

pH’sı, denatüre edici maddeler, oksijen ve proteazların mevcudiyeti gibi birçok 

faktörün etkisiyle gerçekleşmektedir. Bu nedenle inaktivasyona karşı enzimlerin 

stabilizasyonu endüstriyel uygulamaları için kaçınılmaz bir iştir (Erarslan, 2006).  

Genellikle enzimler, organik solventlerde stabil değildir ve denatüre olmaya 

eğilimlidirler (Schmidt ve  Verger, 1998; Sharma vd., 2001). Fakat lipazlar organik 

solventlerde bir stabilizer olmadan aktiftirler ve stabil kalırlar (Schmidt ve  Verger, 

1998; Schmidt-Dannert, 1999; Sharma vd., 2001; Gupta vd., 2004). Organik 

solventlerin varlığında iş gördüklerinde reaksiyonun yönünü değiştirebilmektedirler 

ya da farklı açilgliseroller, alkoller, esterler, glikozidler ve aminler ve hatta bazı 

bileşenlerin farklı kimyasal grupları arasındaki açil gruplarıyla yer 

değiştirebilmektedirler (Pandey vd., 1999; Schmidt-Dannert, 1999; Ferrer vd., 2000; 

Bornscheuer, 2002; Gupta vd., 2004). Çok sayıda organik solvent toleranslı 

mikroorganizma izole edilmiş olmasına rağmen Pseudomonas aeruginosa LST-

03’ün organik solvent stabil enzim üreten ilk organik solvent toleranslı 

mikroorganizma olduğu bildirilmektedir (Ogino vd., 1994). Pseudomonas 
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pseudomallei 12sm (Kanwar ve Goswami, 2002), P. mendocina (Jinwal vd., 2003), 

P. fluorescens (Makhzoum vd., 1996), Pseudomonas sp. S5 (Rahman vd., 2005), P. 

aeruginosa PseA (Gupta ve Khare, 2006), Bacillus GK-8 (Meghwanshi vd., 2006) 

lipazlarının organik solvent stabilitesi olduğu kaydedilmiştir. 

Kofaktörler lipaz aktivitesi için genellikle gerekli değildir fakat kalsiyum gibi 

divalent katyonlar enzim aktivitesini genellikle uyarmaktadır (Macrae ve Hammond 

1985; Godtfredsen 1990). B. subtilis 168 (Lesuisse vd., 1993), B. thermoleovorans 

ID-1 (Lee vd., 1999), Pseudomonas sp. S5 (Rahman vd., 2005), P. aeruginosa EF2 

(Gilbert vd., 1991b), P. fluorescens HU380 (Kojima ve Shimizu, 2003), P. 

fluorescens SIK WI (Kim vd., 2005), S. aureus 226 (Muraoka vd., 1982), S. hyicus 

(Van Oort vd., 1989), C. viscosum (Sugiura vd., 1974) ve Acinetobacter sp. RAG-1 

(Snellman vd., 2002) lipazlarının kalsiyum ile stimüle olduğu kaydedilmiştir. Buna 

karşılık P. aeruginosa 10145   lipazı kalsiyum varlığında inhibe edilmiştir 

(Finkelstein vd., 1970). 

Lipaz aktivitesi Co2+, Ni2+, Hg2+ ve Sn2+  gibi ağır metaller tarafından şiddetli bir 

şekilde inhibe edilmektedir ve Zn2+ ve Mg2+  tarafından ise önemsiz bir şekilde 

inhibe edilmektedir (Patkar ve Bjorkling 1994). P. fluorescens HU380 lipazı Co2+, 

Ni2+, Fe3+, Fe2+ (Kojima ve Shimizu, 2003), P.  aeruginosa lipaz Zn2+, Hg2+, Cu2+ 

(Karadzic vd., 2006), Bacillus cereus C71 Cu2+ ve Zn2+ (Chen vd., 2007) varlığında 

inhibe edilmiştir. 

Bakteriyel lipazların en iyi aktivite gösterdikleri pH genel olarak nötral 

(Dharmsthiti vd., 1998; Dharmsthiti ve Luchai 1999; Lee vd., 1999) ya da alkali 

(Schmidt-Dannert vd., 1994; Sidhu vd., 1998; Rathi vd., 2001; Kanwar ve Goswami 

2002; Sunna vd., 2002; Karadzic vd., 2006; Chen vd., 2007) olmakla birlikte nadir 

de olsa asidik ortamda iyi aktivite gösteren lipazlar da vardır (Andersson vd., 1979).  

Bakteriyel lipazlar genellikle 30-60 ºC aralığında sıcaklıklarda aktiftirler 

(Lesuisse vd., 1993; Wang vd., 1995; Dharmsthiti vd., 1998; Litthauer vd., 2002; 

Meghwanshi vd., 2006). Fakat bakteriyel lipazların hem düşük hemde yüksek 

aralıkta aktif olduğu ile ilgili kayıtlar bulunmaktadır (Dunhaupt vd., 1991; Brune ve 

Gotz 1992; Lin vd., 1996; Dharmsthiti ve Luchai 1999; Lee vd., 1999; Oh vd., 1999; 

Sunna vd., 2002). Birkaç Pseudomonas lipazının 100 ºC’de ya da hatta 150 ºC’nin 

üstünde birkaç saniye yarılanma ömrü ile stabil olduğu kaydedilmiştir (Andersson 
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vd., 1979; Swaisgood ve Bozoglu 1984; Rathi vd., 2001). Yüksek termotolerant 

lipaz 100 ºC’de 15-25 dakika yarılanma ömrü ile B. stearothermophilus’da 

kaydedilmiştir (Bradoo vd., 1999). Termofilik Bacillus sp. enzimi ise optimal 

aktiviteyi 60 °C’de (Nawani vd., 2006), Pseudomonas sp. 90ºC (Rathi vd., 2000) ve 

Pseudomonas aeruginosa 70 ºC’de göstermiştir (Karadzic vd., 2006). 

Lipazlar, hidroliz reaksiyonlarındaki spesifitelerine göre substrat-spesifik 

lipazlar,  bölgesel spesifik lipazlar, yağ asitleri spesifik lipazlar ve stereospesifik 

lipazlar olmak üzere dört gruba ayrılabilmektedirler.   

Substrat-spesifik lipazlar trigliseroler, digliseroller, monogliseroller ve 

fosfolipitler gibi belirli gliserol esterlerini daha iyi hidrolizleme kabiliyetlerine göre 

tanımlanırlar. Triaçilgliserol birçok hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal lipazlar için 

favori substratlardır (Hou, 2002). Burkholderia cepacia (Pencreac‘h vd., 1997), 

Mucor miehei, Geotrichum candidum (Jensen ve Hamosh, 1996),  Pseudomonas sp. 

ATCC (Kordel vd., 1991) ve diğer bazı lipazlar uzun zincirli doymamış 

triaçilgliserollere spesifik olabilmektedirler (Bendikienë vd., 2005). Buna karşın, 

Penicillium camembertii lipazı gibi bazı lipazların gliseritleri triaçilgliserol’den daha 

iyi hidrolize ettikleri rapor edilmiştir (Tornqvist ve Belfrage, 1976; Yamaguchi ve 

Mase, 1991).  

Yağ asidi spesifik lipazlar,  bazı yağ asitlerine spesifik olup bu yağ asitlerinin 

oluşturduğu ester bağlarını parçalarlar (Jaeger vd., 1994; Telefoncu, 1997). Bu tür 

lipazlar gliserol omurgası üzerindeki pozisyona bakmaksızın gliserit esterlerini 

asitlere hidrolize edebilirler (Hou, 2002). Özellikle Geotricum candidum fungal 

lipazı B açilgliserollerin C9 ve C10 arasındaki ikili ester bağı için spesifiktir. 

Achromobacterium lipolyticum yağ asidi spesifitesi gösteren bir lipaz üretmektedir 

(Davranov, 1994). Fakat Bacillus sp. (Wang vd.,1995), P. alcaligenes EF2 (Gilbert 

vd., 1991a, 1991b) ve P. alcaligenes 24 (Misset vd., 1994) lipazları uzun zincirli yağ 

asitleri içeren trigliseritlere spesifiktir (Gupta vd., 2004). Bacillus subtilis 168 

(Lesuisse vd., 1993), Bacillus sp. THL027 (Dharmsthiti ve Luchai 1999), P. 

aeruginosa 10145 (Finkelstein ve 1970), P. fluorescens (Sugiura vd., 1977), 

Pseudomonas sp. ATCC 21808 (Kordel vd., 1991), C. viscosum (Horiuti ve 

Imamura 1977) ve Aeromonas hydrophila (Angultra vd., 1993) lipazları küçük ya da 

orta zincirli yağ asitleri içeren substratlara, P. aeruginosa sana-i, orta zincirli yağ 
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asitlerini içeren triaçilgliserolleri tercih etmektedir (Karadzic vd., 2006). S. aureus 

226 (Muraoka vd., 1982), Bacillus sp. (Sugihara vd., 1991) lipazlarının ise 

doymamış yağ asitlerini tercih ettiği bildirilmektedir.   

Bölgesel spesifik lipazlarda ilk grup, spesifik olmayan gruptur. Bunlar 

trigliseritleri tamamen hidrolizleyip yağ asitleri ve gliserol oluşumunu katalizlerler 

(Şekil 2.4). Bu grup lipazlara Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus 

(Davranov 1994; Jaeger vd., 1994), Candida cylindracea, Chromobacterium 

viscoum, Pseudomonas spp. (Victor vd., 1997), Chromobacterium viscosum (Jaeger 

vd., 1994), Corynebacterium acnes (Hassing 1971)  lipazları örnek verilebilir. 1,3-

bölgesel spesifik lipazlar ise triaçilgliserol parçasının 1 ve 3 pozisyonunda hidroliz 

gerçekleştirirler (Jaeger vd., 1994; Telefoncu, 1997) ve 1,2-diaçilgliseroller, 2,3-

diaçilgliseroller, 2-monogliseroller ve serbest yağ asitleri oluştururlar (Şekil 2.4) 

(Macrae, 1983). Ancak bu ürünler kimyasal olarak kararsızdır ve açil göçüne maruz 

kalmaktadırlar. Bunun sonucunda 1,3-spesifik enzimlerin son ürünleri; 1,3-

diaçilgliseroller, 1-monoaçilgliserol ve serbest yağ asitleri olabilmektedir (Macrae, 

1983; Jaeger vd., 1994; Chen vd., 2003). Triaçilgliserollerin hidrolizi devam ettiği 

sürece 1,3-spesifik lipazlar, triaçilgliserollerin tamamen serbest yağ asitleri ve 

gliserole dönüşmesine sebep olurlar (Chen vd., 2003). Triaçilgliserol substratlarının 

lipolizi esnasında, 1,3-spesifik lipazlar, sn-1 ve sn-3 pozisyonlarını sn-2 

pozisyonundan daha öncelikli olarak hidrolizlerler (Semeriva vd., 1967). Bu tip 

lipazlara örnek olarak domuz pankreası, Aspergillus niger, A. oryzae, A. carneus, A. 

terreus, Rhizopus arrhzus, R. delemar, R. japonicus, Mucor miehei, Penicillium 

cyclopium, Fusarium heterosporum, Bacillus (GK-8, GK-31, GK-42) ve 

Pseudomonas GK-80 lipazları verilebilir (Okumura vd., 1976; Iwai vd., 1980; 

Aisaka ve  Terada, 1981; Sugihara vd., 1988; Joerger ve Haas 1993; Toida vd., 1998; 

Yadav vd., 1998; Saxena vd., 2005; Meghwanshi vd., 2006). 2-spesifik lipazlar 

sadece ikinci bağları (gliserolün C2 atomundaki ester bağları) hidrolize ederler ve 

serbest yağ asitleri ve 1,3 diaçilgliseroller meydana gelir (Gunstone, 1999). Gerçek 

sn-2-regioselektif lipazlar çok nadirdir. Bu kategoriye Geotricum candidum ( 

Sugihara vd., 1991), Candida antarctica A (Rogalska vd., 1993) ve Candida 

parapsilosis (Briand vd., 1994) lipazları örnek olarak verilebilir. 
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 Şekil 2.4. Bakteriyel lipazların bölgesel seçiciliği (Macrae, 1983) 
 

Stereospesifik lipazlar ise rasemik karışımlarda enantiyomerler arasında ayırma 

yeteneğine sahip lipazlardır. Lipazların stereoseçiciliği büyük ölçüde substratın 

yapısı, aktif bölgedeki interaksiyon ve reaksiyon koşullarına bağlıdır. Böyle 

enantiyomerikal olarak saf ya da zenginleştirilmiş organik bileşenler farmasötikal, 

agrikültürel, sentetik ve doğal ürünlerin kimyasında önem kazanmaktadır (Reetz, 

2001; Muralidhar vd., 2002; Gupta vd., 2004).  Örneğin Pseudomonas cepacia lipazı 

hidroliz, esterifikasyon ve transesterifikasyondaki ikincil alkollerin rasemik 

karışımlarının kinetik çözülmeleri için organik sentezde oldukça popülerdir 

(Petschen vd., 1996; Takagi vd., 1996; Schulz vd., 2000). Bu tip lipazlara P. 

aeruginosa (Sharma vd., 2003), P. aeruginosa MTCC 5113 (Singh ve Banerjee, 

2007), Bacillus cereus C71 (Chen vd., 2007), Burkholderia cepacia (Jaeger ve 

Eggert 2002) lipazları da örnek olarak verilebilir. 

 

2.7. Lipazların Endüstride Kullanımı 

Endüstriyel enzim pazarında büyük bir paya sahip olan hidrolitik enzimler içinde 

yer alan lipazlar, anahtar enzimler olarak ortaya çıkmakta ve endüstriyel 

uygulamalarda yüksek oranda kullanılmaktadırlar (Jaeger vd., 1994, 1999; Pandey 

vd., 1999). Endüstriyel anlamda lipazlara olan ilgi; organik solventlerde doğal ve 

yapay bileşiklerin kullanımıyla hidroliz, sentez ve açil değişimi yapabilmeleri ve 



 

 

28

bunun gibi farklı reaksiyonları katalizleyebilme özellikleri nedeniyle çok yönlü 

biyokatalist olmaları (Bornscheuer, 2002; Gupta vd., 2004), kimyasal seçicilik 

(kemoselektivite), bölgesel seçicilik (regiyoselektivite), izomer seçicilik 

(stereoselektivite=enantioselektivite) gibi özelliklere sahip olması (Gunstone, 1999; 

Villeneuve vd., 2000; Sharma vd., 2001; Jaeger ve Eggert, 2002; Snellman vd., 

2002),  organik solventlerde (Schmid ve Verger, 1998; Sharma vd., 2001; Hasan vd., 

2005 ) ve geniş pH ve sıcaklıklarda aktif ve stabil olmaları (Schmidt-Dannert, 1999; 

Gupta vd., 2004), yapı ve fonksiyonlarının iyi bilinmesi ve yeni kullanımlar için 

modifiye edilebilmeleri (Schmidt-Dannert, 1999; Jaeger ve Eggert, 2002), ılımlı 

koşullar altında iş gördüklerinden ve düşük enerji ve az ekipman gerektirdiklerinden 

kullanımlarında maliyetin düşük olması ve daha az kirliliğe yol açmaları (Gunstone, 

1999; Pandey vd., 1999; Jaeger ve Eggert, 2002), mikroorganizmalardan yüksek 

miktarda üretilebilmeleri, pek çok lipazın kristal yapısının aydınlatılmış olması ve 

son olarak lipazların genellikle kofaktöre ihtiyaç duymamalarından (Patkar ve 

Björkling, 1994; Rubin ve Dennis, 1997; Jaeger ve Eggert, 2002; Ghanem ve Aboul-

Enein, 2004; Gupta vd., 2004; Singh ve Banerjee, 2007) kaynaklanmaktadır. Bu 

özellikler, lipazları organik kimyada kullanılan en yaygın biyokatalistik grup 

yapmaktadır (Sugihara vd., 1992). 

Enzimlere ait endüstriyel uygulamaların çoğu sulu çözeltilerde 

gerçekleştirilmektedir (Telefoncu, 1986). Enzimolojinin gelişimiyle susuz 

ortamlardaki lipaz uygulama alanları da büyük ölçüde artmıştır. Geçtiğimiz yıllarda 

lipazlar organik sentez, yağ modifikasyonu ve rasemik kararlılığından dolayı yeni 

kullanım alanları bulmuştur. Organik ortamda lipazlar tarafından gerçekleştirilen, 

esterifikasyon (Chowdary vd, 2001; Hamsaveni vd, 2001; Kiyota vd, 2001; Krishna 

ve Karanth, 2001; Rao ve Divakar, 2001), transesterifikasyon (Ducret vd, 1998; 

Metin ve Akpınar, 2000) ve interesterifikasyonu (katı ve sıvı yağlardaki doğal yağ 

asit dağılımının değiştirilmesi) içine alan çeşitli reaksiyonlarla ürünlerdeki 

değişiklikler gözlenmiştir ve bunların yüksek oranlarda sentezlenmesi sağlanmıştır 

(Gao vd., 2000). 

Lipazlar, lipid içeren atık suların enzimatik degradasyonunda (Pandey vd., 1999; 

Masse vd., 2001; Suzuki vd., 2001), organik sentezlerde (Gitlesen vd., 1997;  Reetz 

ve Jaeger, 1998; Sharma vd., 2001; Gupta vd., 2004), deterjan formülasyonlarında 
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(Jaeger vd., 1994; Pandey vd., 1999; Saxena vd.,. 1999; Rohit vd., 2001; Sharma vd., 

2001; Kanwar vd., 2002; Dröge, 2004; Houde vd., 2004; Ateslier ve Metin, 2006; 

Bora ve Kalita, 2007), tekstil sanayinde (Jaeger vd., 1994; Sharma vd., 2001; 

Kanwar vd., 2002; Houde vd., 2004; Ateslier ve Metin, 2006; Bora ve Kalita, 2007), 

biyosürfaktanların sentezinde (Sharma vd., 2001; Kanwar vd., 2002; Ateslier ve 

Metin, 2006; Bora ve Kalita, 2007), kağıt yapımında (Jaeger vd., 1994; Jaeger ve 

Reetz, 1998; Pandey vd., 1999; Gutiérrez vd., 2001; Sharma vd., 2001; Houde vd., 

2004), farmasötiklerde (Jaeger vd., 1994; Jesus vd., 1995; Faber, 1997; Jaeger ve 

Reetz 1998; Reetz ve Jaeger, 1998; Gunstone, 1999; Rohit vd., 2001; Sharma vd., 

2001; Reetz, 2002; Yadav ve Trivedi, 2003; Gupta vd., 2004; Dröge, 2004; Houde 

vd., 2004; Gulati vd., 2005), agrokimyasal (tarım kimyası) endüstride (Kirchner  vd., 

1985; Gunstone, 1999; Pandey vd., 1999; Reetz, 2002; Dröge, 2004), pestisitlerde 

(Kirchner  vd., 1985; Pandey vd., 1999; Jaeger ve Eggert, 2002), gıda endüstrisinde 

(Jaeger vd., 1994; Gunstone 1999; Houde vd., 2004;  Pandey vd. 1999; Saxena vd. 

1999; Reetz, 2002; Gulati vd., 2005), süt endüstrisinde (Reetz ve Jaeger, 1998; 

Sharma vd., 2001; Kanwar vd., 2002; Gupta vd., 2004; Ateslier ve Metin, 2006; 

Bora ve Kalita, 2007; Gupta vd. 2007), kozmetiklerde (Jaeger vd., 1994; Rohit vd., 

2001; Sharma vd., 2001; Houde vd., 2004), oleokimyasal endüstride (Jesus vd., 

1995; Faber, 1997; Reetz ve Jaeger, 1998; Sharma vd., 2001; Yadav ve Trivedi, 

2003; Gupta vd., 2004), deri endüstrisinde (Jaeger vd., 1994; Gunstone, 1999; Houde 

vd., 2004; Gulati vd., 2005) yaygın olarak kullanılmaktadır. 

 

2.7.1. Lipazların gıda endüstrisinde kullanımı 

Lipazlar, gıda endüstrisinde diğer enzimlerle birlikte ekmek, peynir ve diğer 

gıdaların raf ömrünü ve bunların reolojikal özelliklerini iyileştirmek için ya da 

emulgatör veya aroma üretmek için in situ olarak kullanılır. Bunlar aynı zamanda tat 

üretimi ve besinsel değeri arttırmak ya da uygun parenteral beslenme için inter ya da 

transesterifikasyonla elde edilen açilgliserollerin kompozisyon ya da yapısının 

modifikasyonu için ex situ olarak da kullanılmaktadır (Gunstone, 1999).  

Lipazlar peynir olgunlaşmasında, fırıncılık ürünlerinde ve meşrubatlarda tat 

gelişiminde (Kazlauskas ve Bornscheuer, 1998), et ve balık ürünlerinden yağın 
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uzaklaştırılmasına yardımcı olarak kullanılmaktadır (Kazlauskas ve Bornscheuer, 

1998). Lipazlar süt yağının hidrolizi için mandıra endüstrisinde de kapsamlı olarak 

kullanılmaktadır. Mevcut uygulamalar peynirde tat zenginleştirme, peynir 

olgunlaşımını hızlandırma, peynirli ürünlerin üretimi ve tereyağı ve kremin 

lipolizisidir (http://www.au-kbc.org/frameresearch.html.). 

 

2.7.2. Lipazların oleokimya endüstrisinde kullanımı 

Yağlar, gıdalarda oldukça önemlidir (Sharma vd., 2001). Gliserol iskeletindeki 

yağ asidinin pozisyonu, yağ asidinin zincir uzunluğu ve doymamış yağ oranı gibi 

faktörler trigliseritin fiziksel yapısını, besinsel değerini önemli oranda etkilemektedir 

(Jaeger ve Reetz, 1998; Sharma vd., 2001). Lipazlar, gliseritteki yağ asidi 

zincirlerinin konumunun değiştirilmesi ve bir veya daha fazla yağ asidinin yeni bir 

tane ile yer değiştirmesiyle lipitlerin özelliklerinin farklılaşmasına imkan sağlar. Bu 

yolla diğerlerine nazaran daha ucuz ve daha kaliteli yağlar elde edilebilmektedir 

(Coleman ve Macrae, 1980; Pabai vd., 1995a, b; Undurraga vd., 2001).  

Bu işleme kakao yağına denk yağların modifikasyonu çalışmaları örnek olarak 

verilebilir (Macrae, 1983; Bloomer vd., 1990; Graile vd., 1991; Gitlesen vd., 1995). 

Yüksek değerli bir yağ olan kakao yağı palmitik ve sterik asit içermektedir ve erime 

noktası yaklaşık 37 ºC’dir. Kakao yağı ağızda eriyince çikolata gibi ürünlerde 

istenen soğutucu duyusu çıkmaktadır (Coleman ve Macrae, 1980; Undurraga vd., 

2001). Palmiye yağındaki triaçilgliseroller ise palmitatçe zengindir ve erime noktası 

23 ºC’dir. Sonuç olarak oda sıcaklığında sıvıdır ve düşük değerli bir üründür. 

Palmiye yağının yeniden yapılandırılarak kakao yağı yerine kullanılması 

interesterifikasyonla yapılabilmektedir ve bu mevcut ticari bir uygulamadır 

(http://wwwbiol.paisley.ac.uk/Courses/Enzymes/glossary/Esterif.htm.). 

Bitkisel yağ modifikasyonuna dahil olan lipolitik enzimlerde diğer ilgi çekici şey 

yağların besinsel değerini iyileştirmenin amaçlanmasıdır (Lee ve Akoh, 1996; 

Fomuso ve Akoh, 1998; Mangos vd., 1999; Irimescua vd., 2001). Lipazlar aynı 

zamanda tat  ve güzel  koku bileşenleri olarak bilinen kısa zincirli yağ asidi 

esterlerinin ve alkollerin sentezi ile modifiye tatlı yiyeceklere eklemek için 

kullanılırlar (Macedo vd., 2003).     
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2.7.3. Lipazların organik sentezde kullanımı 

       Organik kimya endüstrisi gıda endüstrisinden sonra lipazların kullanıldığı en 

önemli uygulama alanıdır. Lipazlar, kimyasal olarak üretilemeyen yada klasik 

kimyasal prosesle işlenmesi zor ya da pahalı olan spesifik ürünlerin üretiminde 

kullanılmaktadır. Örneğin; farmasötik ve agrokimyasal  endüstride antibiyotikler, 

antienflamatuar bileşikler, pestisitlerin vb sentezi veya modifikasyonu, enantiosaf 

bileşiklerde veya rasemik karışımların ayırılmasında kullanılmaktadırlar (Gunstone, 

1999; Pandey vd., 1999; Berglund ve Hutt, 2000; Reetz, 2002). 

Organik sentezde katalizör olarak kullanılan lipazlar, substrata göre farklı etki 

göstermelerinden dolayı sentetik kimya için büyük avantaj sağlamaktadırlar (Ghosh 

vd., 1996). Lipazlar geniş bir çeşitlilik gösteren kemoselektif, regioselektif ve 

stereoselektif transformasyonları katalizlemede kullanılmaktadır (Rubin ve Dennis, 

1997; Kazlauskas ve Bornscheuer, 1998; Berglund ve Hutt, 2000). Organik kimyada 

katalizör olarak kullanılan lipazların büyük çoğunluğu mikrobiyal kaynaklıdır 

(Sharma vd., 2001).  

 

 2.7.4. Lipazların deterjan endüstrisinde kullanımı 

Enzimler çevresel deterjan ürünleri yükünü azaltabilirler, düşük yıkama 

sıcaklıklarında kullanılarak enerjiyi koruyabilirler, deterjanlarda daha az tercih 

edilen kimyasallar azaltılabilir, biyolojik olarak parçalanabilir, zararlı kalıntılar 

bırakmaz, kanalizasyon sularında negatif etkisi yoktur ve sucul yaşam için risk 

göstermezler (http://www.au-kbc.org/beta/bioproj2/uses.html). 

Yağları hidrolize edebilme kabiliyetlerinden dolayı lipazlar endüstriyel 

çamaşırhane ve evde kullanılan deterjanlarda büyük kullanım alanı bulmaktadırlar 

(Jaeger ve Reetz, 1998; Sharma vd., 2001). Dünya enzim pazarının en büyük payını 

deterjan endüstrisi oluşturmaktadır (Maurer, 2004). Deterjan enzimleri, toplam lipaz 

satışlarının yaklaşık % 32’ sini oluşturmaktadır. Deterjanlarda kullanılması için 

lipazın, termostabil ve makinede yıkanmada alkali ortamda aktif kalmaya 

gereksinimi vardır. Yaklaşık 1000 ton lipaz, her yıl yaklaşık olarak 13 milyon ton 

deterjan üretiminde kullanılmaktadır (Jaeger ve Reetz, 1998).   
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Lipazlar ılımlı yıkama koşulları altında uygun oldukları için doymuş ve 

doymamış yağ depozitlerinin uzaklaştırılması için oldukça caziptirler. Deterjanlara 

uygun olarak eklenen lipazlar, termostabil olmasının yanısıra alkalofilik de 

olabilmektedirler ve deterjan formulasyonlarının çeşitli bileşenlerinin varlığında 

fonksiyon yeteneği vardır (Jaeger vd., 1994).  

Yıkama genellikle alkali ortamda olduğu için böyle koşullar altında aktif olan 

lipazlar tercih edilmektedir. Örneğin A. oryzae lipazı gibi. Acinetobacter 

radioresistens tarafından üretilen lipaz pH 10’ da optimumdur ve pH 6-10 aralığında 

stabildir; böylece deterjan endüstrisi uygulamaları için büyük potansiyeli vardır 

(Chen vd., 1998). Pseudomonas lipazları da alkali ortamda aktivite gösterdikleri için 

yüksek oranda çalışılmıştır ve Pseudomonas stutzeri ATCC 19.154, P. fluorescens 

IAM 1057 (Ruchi vd., 2007) ve P. glumae  (Jaeger vd., 1994) suşları deterjan 

endüstrisinde büyük oranda kullanılmaktadır.  Bundan dolayı pek çok lipaz üreten 

organizma ve bunların imalat işlemleri deterjan lipazlarının hazırlanması için 

patentlenmiştir (Mukoyama ve Umehara 1989, Holmes ve Kornacki 1993; Ishida 

vd., 1995; Lawler ve Smith, 2000).   

1994’te Novo Nordisk ilk ticari lipazı dünyaya tanıtmıştır. Bu lipaz (Lipolase™) 

Thermomyces lanuginosus fungusu orjinlidir ve Aspergillus oryzae’ya eksprese 

edilmiştir (Jaeger ve Reetz, 1998). Deterjan sanayiinde Lipolase’dan sonra 1995’de 

iki bakteriyal lipaz  olan P. mendocina’dan Lumafast™ ve P. alcaligenes’den 

Lipomax™  ortaya konmuştur ve her ikisi de Genencor International tarafından 

üretilmektedir (Jaeger ve Reetz, 1998; Sharma vd., 2001).    

 

2.7.5. Lipazların atık arıtımı işlemlerine kullanılması 

Lipazlar yağ içeren atıkların degredasyonunun iyileştirilmesi için 

kullanılmaktadırlar (Masse vd., 2001). Atıksu uygulamalarında lipazlar, sulu 

çamurda ve havalandırmalı tank yüzeylerinde, yüzeydeki oksijen geçişine imkân 

sağlanması için yüzeyde biriken ince yağ bariyerinin uzaklaştırılmasında diğer 

aerobik atık prosesleri aktive etmek için kullanılmaktadır (Hou, 2002). Bunlar aynı 

zamanda biyofilm birikintisi, yağla kontamine olmuş topraklar ve zehirli gazların 

arıtımında da kullanılmaktadır (Pandey vd., 1999).  
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Yağ imalathaneleri (Vitolo vd., 1998) ve dondurma fabrikalarından yağca zengin 

atıksu kirleticilerinin degredasyonu için biyokatalistlerle birlikte mikroorganizma 

karışımları kullanılmaktadır (Vulfson vd., 1994). Wakelin ve Forster (1997) fast-

food restaurantlarından katı ve sıvı yağlar ile greslerin uzaklaştırılması için atığın 

mikroorganizmalar ile arıtımını araştırmışlardır. Bunlar saf olarak ve lipaz ve diğer 

enzimleri ürettiği bilinen mikroorganizma karışımlarını kültive etmişlerdir ve 

Acinetobacter sp’nin yağlı materyallerin % 60-65’ ini tipik olarak degrede edebilen 

en etkili saf kültür olduğunu bulmuşlardır (Kulkarni, 2002).   

 

2.7.6. Lipazların kağıt endüstrisinde kullanımı 

Zift veya ağacın hidrofobik bileşeni (başlıca trigliseritler ve mumlar), kağıt 

hamuru ve kağıt sektöründe bir çok problem yaratmaktadır. Lipazlar, kağıt 

yapımında üretilen kağıt hamurundan bu ziftin uzaklaştırılmasında kullanılır (Jaeger 

ve Reetz, 1998; Sharma vd., 2001). Bunlar aynı zamanda kağıdın geri dönüşümü 

sırasında lipit lekelerinin uzaklaştırılmasında ve yapışkan materyallerin 

oluşumundan kaçınmak için de kullanılmaktadır (Pandey vd., 1999; Gutiérrez vd., 

2001). 

 

2.7.7. Lipazların farmasötik endüstrisinde kullanımı 

Lipazlar agrokimyasallar, pestisitler ve farmasötiklerde kiral yapı bloklarının 

sentezinde ve rasemik karışımların çözümünde kullanılabilirler. Bunlar 

stereospesifik hidrolizlerde rasemik karışımların çözünürlüğü gibi suda çözünmeyen 

esterlerin hidrolizinde kullanılabilirmektedirler (Kirchner  vd., 1985). 

Enzimler genellikle organik solventlerde stabil değildirler ve denatüre olma 

eğilimindedirler.  Fakat lipazlar stabilizer olmaksızın organik solventlerde stabil 

kalabilmekte ve aktif olabilmektedirler. Organik solventlerdeki kataliz 

kabiliyetlerinden dolayı lipazlarla ilgili birçok yeni potansiyel biyoteknolojik 

uygulama tanımlanmaktadır. Bu uygulamalardan birisi kiral açıdan önemli ilaç ve 

ilaç ara ürünlerinin sentezidir (Schmidt ve Verger, 1998; Sharma vd., 2001). Kiralite 

bazı ilaçların etkinliğinde anahtar faktördür, bu ilaç ara bileşenlerinin tek 

enantiyomerlerinin üretimi için farmasötik endüstrisinde gittikçe önemli olmaktadır. 
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Kiral ara bileşenleri ve iyi kimyasalların farmasötikal ve agrokimyasal endüstrilerde 

toplu ilaç maddeleri ve agrikültürel ürünlerin hazırlanması için yüksek talebi vardır 

(Patel, 2003). 

Biyolojik aktivite kapsamında kiralitenin öneminin bilincinin artması naproxen 

(Xin vd., 2001) ve ibuprofen (Lee vd., 1995; Ducret vd., 1998; Xie vd., 1998; Chen 

ve Tsai, 2000) gibi kiral antiinflammatuar ilaçlar; antiotension-converting (ACE) 

enzim inhibitörleri gibi antihipertansif ajanlar (captopril, enalapril, ceranopril, 

zofenapril ve lisinopril) ve diltiazem (Singh ve Banerjee, 2007) gibi kalsiyum 

kanalını bloke eden ilaçlara dahil olan saf enantiyomerlerin endüstriyel sentezdeki 

uygulamaları artmaktadır. Lipazlar da bu ilaçların sentezinde kullanılmaktadır 

(Berglund ve Hutt, 2000). 

Metabolik etkilerinden dolayı PUFA’lar (Polyunsaturated Fatty Acids), 

eczacılıkta ve gıdalarda katkı maddesi olarak kullanımı artmaktadır (Gill ve 

Valivety, 1997a; Belarbi vd., 2000). Mikrobiyal lipazlar hayvansal ve bitkisel 

yağlardan, PUFA’ların elde edilmesinde kullanılmaktadır. Serbest PUFA’lar ve 

onların mono ve digliseritleri; kolesterol düşürücü, iltihap engelleyici ve kan 

pıhtılaşmasını engelleyici ilaçların üretilmesinde kullanılmaktadırlar (Gill ve 

Valivety, 1997b; Belarbi vd., 2000).  

Lipaz uygulamalarıyla elde edilen çeşitli pestisitler kullanıma girmiştir. 

Lipazların en önemli uygulaması, pestisitlerin organik sentezinde optik olarak aktif 

bileşiklerin üretimine yönelik kullanımlarıdır. Genellikle bu bileşikler karboksilik 

esterler ya da alkollerin rasemik karışımlarının çözeltileri üzerinden üretilirler. 

Stereospesifik sentez reaksiyonları da pestisitlerin elde edilmesinde kullanılmaktadır 

(Pandey vd., 1999; Jaeger ve Eggert, 2002).  

 

2.7.8.  Lipazların deri endüstrisinde kullanımı 

Deri endüstrisinde lipazlar, deri ile ciltteki artık yağların uzaklaştırılması 

işleminde kullanılmaktadır (Hou, 2002). Bu enzim, yanlızca derinin yüzeyindeki 

değil, içindeki yağları da temizleyerek, deriyi tabaklama ve boyama gibi işlemler 

için daha uygun hale getirir (Kıran vd., 2006). Şu anki genel uygulamalarda bu 

amaçla lipaz ve proteaz karışımları kullanılmaktadır (Hou, 2002). 
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Geleneksel metotlarda organik solvent ve surfaktanların kullanılması uçucu 

organik bileşen emisyonları gibi çevresel problemlere artış verebilmektedir. Hayvan 

postu ve derilerinden özellikle yağ miktarını azaltarak yağ ve gresleri 

uzaklaştırabilir. Bu amaçla hem alkalin stabil hem de asit aktif lipazlar deri ve 

postlardan yağların uzaklaştırılmasında kullanılmaktadır 

(http://www.biowise.org.uk/docs/2000/publications/leather.pdf#search=’lipases%20i

n%20leather%20industry ). 

 

2.7.9. Lipazların medikal sektörde kullanımı 

Lipazlar medikal sektörde marker enzimler ya da ilaç amaçlı olarak önemlidir. 

Bunlar tanı aracı olarak kullanılabilirler ve bunların varlığı yada seviyeleri kesin 

infeksiyon yada hastalığı gösterebilir (Hasan vd., 2005). 

Kan serumundaki lipaz seviyesi akut pankreatit ve pankreatik yaralar gibi 

durumlarda tanı aracı olarak kullanılabilmektedir. Kronik pankreatitler ve ekzokorin 

pankreatit yetersizliğinin varlığını belli eden tanılarda serum amilaz, pankreatik 

izoamilaz, lipaz, tripsinojen ve elastaz ölçülerek belirlenebilmektedir (Lott ve Lu, 

1991). 

Propionibacterium acnes (Higaki vd., 2003), Corynebacterium acnes ve 

Staphylococcus aureus (Simons vd., 1998) gibi patojen bakterilerin lipazının akne 

hastalarında deride kurdeşen etkisine sahip olduğu da bulunmuştur (Hasan vd., 

2005). Lipazlar sindirime yardımcı olarak kullanılabilmektedirler (Gerhartz, 1990).  

Bunlar aynı zamanda Tümör Nekrozis Faktörünün aktivatörüdür ve kötü huylu 

tümörlerin tedavisinde kullanılabilmektedirler (Kato vd., 1989). Lipazlar eskiden 

beri gastrointestinal rahatsızlık, hazımsızlık, sindirim alerjilerinin deri belirtilerinin 

tedavisinde kullanılmaktadır (Mauvernay  vd., 1970). Candida rugosa lipazı da 

serum kolesterol seviyesini düşürücü ilaç olarak lovastatin sentezinde 

kullanılmaktadır (Matsumae  vd., 1993). 

 

2.7.10. Lipazların biyopolimerlerin üretiminde kullanımı 

  Polisakkaritler, polifenoller ve poliesterler gibi biyopolimerler oldukça fazla 

çeşitlilik ve kompleks bir yapı gösterirler. Bununla beraber bu bileşikler, 
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yenilenebilir doğal kaynaklardan üretilmeleri ve biyodegredasyona uğramaları 

nedeniyle büyük bir öneme sahiptirler. Lipazlar, polimerik sentez için reaksiyon 

koşullarında sahip oldukları yüksek seçilik (stereoselektif, regioselektif ve 

kemoselektif) özellikleri gösterebilmeleri nedeniyle katalizör olarak 

kullanılmaktadırlar (Jaeger ve Eggert, 2002). 1-Bütil oleat, kışın kullanılan 

biyodizelin viskozitesini azaltmak için oleik asit ve butanolün direk 

esterifikasyonuyla üretilmiştir. Trimetilolpropan esterleri de makine yağları olarak 

benzer şekilde sentezlenmiştir. Lipazlar biyolojik olarak parçalanabilen polimerlerin 

enzim katalizli üretim olasılığının açık olduğu organik solvent sistemlerindeki 

transesterifikasyon reaksiyonları ve ester sentezlerini katalizleyebilirler. Aromatik 

poliesterler lipaz biyokatalistiyle sentezlenebilirler (Linko vd., 1998). 

Lipazlar ayrıca sert yüzeylerin temizlenmesinde, tek hücre proteini üretiminde, 

biyolojik olarak parçalanabilen plastiklerin, yağlama malzemelerinde ve 

kozmetiklerde biyosensör bileşeni olarak da kullanılmaktadırlar (Schmidt ve Verger, 

1998; Gombert vd., 1999; Schmidt-Dannert, 1999; Pandey vd., 1999; Reetz, 2002).  

Enzim ortamlı işlemler çevreyi minimal oranda etkilemektedir (Falch, 1991). 

Bazı geleneksel kimyasal sentezlerle karşılaştırıldığında enzimatik işlemler daha 

çevre dostudur. Enzimlerin ayırım yetenekleri (stereoseçicilik ve substrat seçiciliği) 

diğer katalistlerden daha büyüktür. Bu enzimler yüksek oranda saflıkta yüksek 

değerli ürünler üretmek için kullanılabilmektedirler. Enzimlerin katalitik etkisi 

(düşük aktivasyon enerjisi sonucunda)  yenilenemeyen kaynakların enerji 

gereksinimini azaltmaktadır (Victor vd., 1997).  
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal   

3.1.1. Çalışmada kullanılan besiyerleri 

Besiyerlerinin tamamı 121 ºC’de otoklavda15 dk sterilize edilmiştir. 

a) Nutrient Broth (NB) (Merck) 

Meat pepton                           5 g 

Meat ekstrakt                         3 g 

Distile su                               1000 ml 

                                    pH 7.0 

Bakterilerin aktifleştirilmesinde kullanılmıştır. 

 

b) Nutrient Agar (NA) (Merck) 

Meat pepton                           5 g 

Meat extract                           3 g 

Agar agar                               12 g 

Distile su                                1000 ml 

                                               pH 7.0 

Bakterilerin koloni morfolojilerinin tespiti ve muhafaza edilmesinde kullanılmıştır. 
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c) Pseudomonas CFC Agar (Oxoid) 

Jelatin pepton                         16 g 

Kazein hidrolizat                   10 g 

Potasyum sülfat                     10 g 

Magnezyum klorid                 1.4 g 

Agar                                       11 g 

Distile su                                1000 ml 

                                               pH 7.1                                                                                   

Pseudomonas izolasyonunda kullanılmıştır. 50 ºC’ye kadar soğutulan besiyerine 

Pseudomonas C-F-C Supplement (cephaloridin fucidin cetrimid) (SR103) ilave 

edilmiştir.  

 

d) Tribütirin Agar (TA) (Merck, 1.01958) 

Meat pepton                           2.5 g 

Kazein pepton                         2.5 g 

Yeast ekstrakt                         3 g 

Agar                                       12 g 

Tribütirin (Merck)                   10 ml 

Distile su                                1000 ml 

   pH 7.5  

İzolatların lipolitik aktivitelerinin kalitatif olarak gözlenmesinde kullanılmıştır.   
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e) Rhodamine B Agar (Haba vd., 2000; Litthauer vd., 2002) 

Nutrient broth (Difco)            8 g 

NaCl                                       4 g 

Agar                                       16 g  

Distile su                                1000 ml    

   pH 7.0  

İzolatların lipolitik aktivitelerinin doğrulanması amacıyla kullanılmıştır. pH 7’ye 

ayarlandıktan sonra besiyerine % 2.5 zeytinyağı eklenip 3 dakika sonikatör ile 

(KEMA KEUR PRO 200) emülsiye edilmiştir. 121 ºC’de 15 dk otoklavda sterilize 

edilip 50 ºC’ye kadar soğutulan besiyerine,  10 ml 0.2 µm por çaplı (Chromafil CA-

20/25 S) filtre ile steril edilmiş Rhodamine B (Merck, 1.07599) boyasından 

(1mg/ml) ilave edilmiştir.   

 

f) Mac Conkey Agar (Difco) 

 

Baktopepton                           17 g 

Bakto proteaz pepton              3 g 

Bakto laktoz                           10 g 

Bakto safra tuzları                  1.5 g 

Sodyum klorid                        5 g 

Bakto agar                              13.5 g 

Neutral red                              0.03 g 

Bakto kristal violat                 0.001 g  

                                                pH 7.1 

İzolatların laktozu fermente etme yeteneklerini saptamada kullanılmıştır. 
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g) Hugh/Leifson (Sigma H-8282) 

 

Peptic digest of animal tissue             2 g 

Sodyum klorid                                    5 g 

Dipotasyum fosfat                              0.3 g 

Glukoz                                                10 g 

Bromtimol mavisi                              0.05 g 

Agar                                                    2 g 

                                                            pH 7.1 

İzolatların karbonhidratları ayrıştırmada oksidatif veya fermentatif metabolik yolu 

kullanma durumlarını saptamada kullanılmıştır.  

 

h) Bazal Medium (Litthauer vd., 2002) 

 

Nutrient broth                         8 g 

Glukoz                                    1 g 

Tween 80                                25 ml 

Distile su                                1000 ml 

                                                pH 7.0 

Ekstraselüler lipaz üretimini kantitatif olarak belirlemek amacıyla izolatların 

geliştirilmesinde kullanılmıştır. 

  

3.1.2. Çalışmada kullanılan boya ve solusyonlar 

 

a) Kristal Viyole 

Kristal viyole                         2 g 

Etil alkol (% 95’lik)                20 ml 

Amonyum oksalat (% 1’lik)  80 ml 

Bir gece bekletilip süzülür. 
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b) Lugol 

İyot                                        1 g 

Potasyum iyodür                    2 g 

Distile su                                300 ml 

 

c) Safranin 

Safranin                                  0.25 g 

Etil alkol (% 95’lik)               10 ml 

Distile su                                100 ml 

Bir gece bekletilip süzülür. 

Kristal viyole, lugol ve safranin izolatların Gram reaksiyonlarının belirlenmesinde 

kullanılmıştır. 

 

d) Kovaks Ayıracı 

Tetrametil-para fenilendiamin dihidroklorid                  1 g 

Distile su                                                                         100 ml 

Sitokrom oksidaz testi için kullanılmıştır. 

 

e) Substrat Solusyonu (Winkler ve Stuckmann (1979)’ ın metodu modifiye 

edilmiştir) 

1. solusyon  

pNPP (Sigma)                        30 mg 

İzopropil alkol (Merck)          10 ml 

 

2. solusyon  

Arabic Gum (Merck)               0.1 g 

Triton X-100 /Merck)              2 ml 

Tris-HCl (50 mM, pH 8.0)      90 ml          

                                       

1. solusyon ile 2. solusyonun karıştırılarak iyice çalkalanır. 

İzolatların ekstraselüler lipaz aktivitelerinin kantitatif ölçümünde kullanılmıştır. 
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3.1.3. Çalışmada kullanılan tamponlar 

50mM Tris-HCl Tamponu  

Tris-HCl (Sıgma)                   4.4 g 

Trizma Base (Sıgma)             2.65 g 

Distile su                                1000 ml 

                                               pH 8.0 

İzolatların ekstraselüler lipaz aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesinde ve 

saflaştırılmış P. fluorescens RB02–3 lipazının karakterizasyonunda kullanılmıştır. 

 

50mM Tris-HCl Tamponu 

Tris-HCl (Sıgma)                    7.28 g                

Trizma Base (Sıgma)              0.47 g          

Distile su                                 1000 ml 

                                                 pH 7.0 

 

50mM Tris-HCl Tamponu  

Tris-HCl (Sıgma)                    0.76 g                                  

Trizma Base (Sıgma)              5.47 g             

Distile su                                 1000 ml 

                                                 pH 9.0 

 

50 mM Sitrat Fosfat Tamponu  

X= 0.2 M sitrik asit çözeltisi (19.21 g/l) 

Y= 0.2 M dibazik sodyum fosfat çözeltisi (35.61 g/l) 

 

pH: 3.0 (39.8 ml X + 10.2 ml Y) 

pH: 4.0 (30.7 ml X + 19.3 ml Y) 

pH: 5.0 (24.3 ml X + 25.7 ml Y) 

pH: 6.0 (17.9 ml X + 32.1 ml Y) 

X ve Y çözeltileri karıştırılarak son hacim distile su ile 200 ml’ye tamamlanır.  
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50 mM Glisin-NaOH Tamponu  

X= 0.2 M glisin çözeltisi (15.01 g/l) 

Y= 0.2 M NaOH (8 g/l) 

 

pH:10     (50 ml X + 32 ml Y) 

pH: 10.6 (50 ml X + 45.5 ml Y) 

X ve Y çözeltileri karıştırılarak son hacim distile su ile 400 ml’ye tamamlanır.  

 

P. fluorescens RB02–3 lipazının karakterizasyonunda kullanılmıştır  

 

3.1.4. İdentifikasyonda kullanılan test kitleri 

      İdentifikasyonda enterik olmayan Gram negatif basiller için spesifik olan API 

20NE (Biomerieux) test kiti kullanılmıştır. API 20NE sistemi Enterobacteriaceae 

familyası dışındaki Gram negatif bakteri cinslerinin (Pseudomonas, Acinetobacter, 

Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas vb) identifikasyonu için hazırlanmış, 

8 geleneksel ve 12 assimilasyon testini içermektedir.  API 20NE veri tabanı Brucella 

ve Francisella gibi gelişimleri için özel besiyerleri gerektiren cinsleri 

kapsamamaktadır. Böyle türlerin varlığı için ekstra deneyler ve doğrulama testleri 

yapılması gerekmektedir. 

      API 20NE stripleri kurutulmuş besiyeri ve substrat içeren 20 mikro tüpten 

oluşmaktadır. Saf bakteri kolonilerinden, steril tuzlu su süspansiyonları hazırlanarak 

bu mikro tüplere inoküle edilmiştir. İnkübasyon esnasında metabolizma 

kendiliğinden veya ayıraçlara bağlı olarak renk değişikliğine sebep olmaktadır. 

Asimilasyon testleri için ise AUX besiyeri ile karıştırılarak inoküle edilen bakteriler 

substratı kullanabilirlerse gelişebilmektedirler. 

 

 

 

 

 

 



 

 

44

API 20NE Test Kitini Oluşturan Öğeler: 

-38 API 20NE stripi 

-38 İnkübasyon kutusu 

-38 ampul API 20NE (AUX) besiyeri 

-38 adet sonuç tablosu 

-Mineral yağ 

-MacFarland standart sıvısı 

 

AUX Medium İçeriği: 

-Amonyum sülfat                   2 g 

-Agar                                      1.5 g 

-Mineral base                         82.8 mg 

-Aminoasit                             250 mg 

-Vitaminler vd                       35.9 mg 

-Fosfat buffer                         0.04 M 

-Distile su                              1000 ml 

                                               pH 7.1 

Stripler ve API 20NE (AUX) medium 2–8 ºC arasında buzdolabında muhafaza 

edilmiştir.  

Ayıraçlar ve İçerikleri 

James                                      J2183 bileşiği                         0.5 g 

(5 ml)                                      HCl (1N)                                100 ml 

 

NIT 1                                     Sülfanilik asit                          0.4 g 

(5 ml)                                     Asetik asit                               30 g 

                                               H2O                                        70 ml 

 

NIT 2                                     N,N-dimetil-1-naftilamin        0.6 g 

(5 ml)                                     Asetik asit                               30 g 

                                               H2O                                        70 ml 

 

Zn                                          Çinko tozu                               10 g 
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NIT 1 ve Zn ayıraçları oda sıcaklığında, James ve NIT 2 ayıraçları ise 2–8 ºC 

arasında karanlık bir ortamda buzdolabında muhafaza edilmiştir.  

 

3.2. Yöntem 

3.2.1.  Pseudomonas izolasyonu 

Bu çalışmada, 5 çiğ süt ve 11 UHT ile pastörize edilmiş süt örneği kullanılmıştır. 

Bu süt örnekleri 05.01.2007–27.03.2007 tarihleri arasında Muğla’dan toplanmış ve 

steril 200 ml’lik şişelere alınmıştır. Laboratuvara getirilen süt örnekleri +4 ºC’de 

buzdolabında, şişe ağızları kapalı olarak muhafaza edilmiştir. Pseudomonas 

izolasyonu için çiğ sütlerden  1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12 ve 14 pastörize sütlerden  1, 

2, 3, 4, 5, 8, 9, 14, 17, 19 ve 20 günlük örneklerden 10-1, …. ,10-19’luk dilüsyonlar 

hazırlanmış ve steril pipetler ile 0.1’er ml alınarak Pseudomonas CFC Agar 

Besiyerlerine inokülasyonlar yapılmıştır. Petriler 30 ºC’de 24 saat inkübe edilmiştir. 

10-1, 10-2 ve 10-3’lük dilüsyonlardan ekilen petrilerde çok yoğun üreme olduğu için 

bu dilüsyonlar izolasyon için kullanılamamıştır. Çiğ süt örneklerinden 14. günden 

sonra, UHT süt örneklerinde ise 20. günden sonra, kullanılan dilüsyonlardaki 

ekimlerde çok yoğun üreme olduğu için izolasyon gerçekleştirilememiştir. 

Pseudomonas CFC Agar Besiyerinden alınan tipik koloniler NA besiyerinde 

saflaştırılmış ve kolonilerin rengi, görünüşü, kıvamı vb gibi özellikleri incelenmiştir. 

Saf kültürler tüplere yatık olarak hazırlanan NA besiyerine ekilip +4 ºC’de 

buzdolabında muhafaza edilmiş ve kültürler 3 ayda bir yenilenmiştir. 

 

3.2.2. Muhtemel Pseudomonas izolatlarında lipolitik aktivitenin belirlenmesi 

Çalışmada yer alan her deney iki kez tekrar edilmiştir. 

Elde edilen 85 muhtemel Pseudomonas izolatının lipolitik aktivitelerinin 

kalitatif olarak belirlenmesi amacı ile Tribütirin Agar besiyerlerine çizgi ekimleri 

yapılmış ve plaklar 30 ºC’de 3-5 gün inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda 

etrafında şeffaf zon oluşan kolonilerin lipolitik aktivitesi pozitif olarak 

değerlendirilmiştir (Meghwanshi vd., 2006).  
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İzolatların lipolitik aktivitelerinin doğrulanması amacı ile de % 2.5 zeytinyağı 

ilave edilerek hazırlanan Rhodamine B Agar Besiyeri kullanılmıştır. Bu besiyerine 

izolatlar çizgi ekim yapıldıktan sonra plaklar 30 ºC’de 48 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda besiyerindeki kırmızı renkli koloniler tespit 

edilmiştir. Kolonilerin etrafında oluşan turuncu hâleler ve ışıma dereceleri de U.V. 

transilluminatörde (UVP, LMS-203 model)  365 nm’de gözlenmiştir (Haba vd., 

2000; Litthauer vd., 2002). 

 

3.2.3. Lipolitik aktivitesi olan muhtemel Pseudomonas’ların identifikasyonu 

Lipolitik aktiviteleri farklı iki yöntemle tespit edilen muhtemel Pseudomonas 

izolatlarının cins düzeyinde Gram boyanma özellikleri, katalaz ve oksidaz 

reaksiyonları, laktozu ve glukozu fermente etme yetenekleri incelenerek 

tanımlanmıştır (Cruickshank  vd.,1975; Collins vd., 1995).   

 

3.2.3.1. İzolatların Gram boyanma özelliklerinin belirlenmesi 

İzolatların saf kültürlerinden NA besiyerine çizgi ekimleri yapılarak 30 ºC’de 24 

saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda bu petrilerdeki kolonilerden örnekler 

alınarak Gram boyamaları yapılmış ve mikroskop altında incelenmiştir. 

 

3.2.3.2. Katalaz etkinliği 

      Kültürlerin Nutrient Agar besiyerindeki 24 saatlik kolonilerinden öze yardımı ile 

alınmış ve fizyolojik su ile lam üzerinde dağıtılmıştır. Bunun üzerine % 3’lük 

H2O2’den 2-3 damla damlatılmış ve gaz kabarcıklarının gözlenmesi pozitif sonuç 

olarak değerlendirilmiştir (Bradshaw, 1963).  

 

3.2.3.3. Sitokrom oksidaz testi 

Kültürlerin 24 saatlik kolonilerinden, % 1’lik Kovaks ayıracı emdirilmiş filtre 

kağıdına platin bir öze yardımı ile sürülmüştür. 10–60 sn içinde koyu mavi renk 

oluşumu pozitif sonuç olarak değerlendirilmiştir (Kovaks, 1956). 
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3.2.3.4. Laktozu fermente etme yetenekleri 

İzolatların laktozu fermente etme yetenekleri Mac Conkey Agar besiyeri 

kullanılarak belirlenmiştir. Kültürlerin Nutrient Agar’da geliştirilen kolonilerinden 

Mac Conkey Agar besiyerine ekimleri yapılmış ve 30 ºC’de 24 saat inkübe 

edilmiştir. Mac Conkey Agar besiyerine bulunan ve pH indikatörü olan neutral red 

laktozun kullanıldığını ya da kullanılmadığını göstermektedir. Laktoz negatif 

bakteriler, renksiz koloni verirken; laktoz pozitif bakteriler pH’nın düşmesi 

sonucunda asit oluştuğundan kırmızı koloni vermekte ve zon ile çevrilmektedir (Mac 

Faddin,1985). 24 saatlik inkübasyondan sonra bu besiyerinde renksiz koloni veren 

laktoz negatif izolatlar seçilmiştir.  

 

3.2.3.5. Oksidasyon/Fermentasyon testi 

Het tüpte 5 ml olacak şekilde hazırlanan Hugh ve Leifson besi yerinden her 

izolat için 2’şer tane kullanılmıştır. Steril iğne öze taze kültüre batırılıp her iki besi 

yerine dikine daldırılmak suretiyle inoküle edilmiştir. Bir tanesine anaerobik 

koşulları sağlamak için 1 cm kalınlıkta olacak tarzda sıvı steril parafin ilave 

edilmiştir. Tüplerin ağzı iyice kapatılıp 37 °C’de 1–15 gün kadar inkübasyonda 

tutulup her gün kontrol edilmiştir.   

Parafinsiz tüpte besiyerinin orijinal rengi olan mavi-yeşil sarıya dönerken üstü 

kapalı olan diğer tüpte ise herhangi bir değişikliğin gözlenmemesi durumu 

oksidasyon pozitif olarak değerlendirilmiştir (Collins vd., 1995). 

 

3.2.3.6. API 20NE identifikasyon testi 

İzolatların içinde Gram negatif basil, oksidaz pozitif, katalaz pozitif, laktoz 

negatif ve oksidatif özellik gösterenler (Palleroni, 1984) API 20NE stripleri 

(BioMerieux) kullanılarak tür düzeyinde identifiye edilmiştir. İdentifikasyon API 

veri tabanı kullanılarak yapılmıştır.  

Bu amaçla Nutrient Broth besiyerinden saf kültürler Nutrient Agar besiyerine 

ekilmiş ve 30 ºC’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Bu petrilerden steril bir 

plastik öze yardımı ile 1–4 koloni önceden kullanıma hazırlanmış 2 ml’lik % 0.85’lik 

steril serum fizyolojik tüplerine inoküle edilmiş ve steril mikropipetler kullanılarak 
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0.5 McFarland bulanıklığında homojen bir süspansiyon hazırlanmıştır. Bu 

süspansiyondan NO3 testinden PNPG testine kadar hava kabarcığı kalmayacak 

şekilde sadece tüp kısımlarına inokülasyonlar yapılmıştır. Daha sonra bu 

süspansiyondan 200 µl AUX Medium’a eklenerek mikropipet yardımı ile 

karıştırılmıştır. Bu karışım GLU testinden PAC testine kadar hem tüp hem de küpül 

kısımları dolacak şekilde inoküle edilmiştir.  Son olarak GLU, ADH ve URE testleri 

için anaerobik bir ortam sağlamak amacıyla mikrotüplerin küpül kısımları steril 

mineral yağ ile doldurulmuştur. 

Bir tabla ve bir kapaktan oluşan inkübasyon kaplarında nemli bir ortam 

sağlamak amacı ile 5 ml distile su petekli yapıdaki tablaya dağıtılmıştır. 

Mikrotüplerden oluşan stripler bu tablaya yerleştirilmiş ve kapakları kapatılmış ve 

30 ºC’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonunda gelişen reaksiyonlar Tablo 3.1’e göre okunmuştur. Buna 

göre GLU, ADH, URE, ESC, GEL ve PNPG test sonuçları kaydedilmiştir. NO3 testi 

için ise önce NIT 1 ve hemen ardından da NIT 2 ayıraçları damlatılarak 5 dk 

beklenmiş ve sonuç negatif ise 2-3 mg Zn tozu eklenerek 5 dk sonra tekrar sonuç 

alınmıştır. TRP testi için kuyucuğa 1 damla James ayıracı damlatılarak reaksiyon 

sonucu hemen kaydedilmiştir. Asimilasyon testlerinde ise küpül kısmında opak renk 

gözlenmesi bakteriyel gelişmenin pozitif olduğunu göstermektedir. 

İdentifikasyonda tür tespiti, elde edilen sonuçların analitik profil indeksi ile 

karşılaştırılmasıyla yapılmaktadır. Bu nedenle yapılan bu testlerin sonuçları sonuç 

çizelgesine kaydedilmiştir (Şekil 3.1). Sonuç çizelgesinde testler 3 testlik gruplar 

halinde ayrılmış ve gruptaki testler 1, 2 ve 4 sayılarını kodlayacak şekilde 

numaralandırılmıştır. Sonuç hanesindeki son test ise API 20NE identifikasyon 

testinde bulunmayan ve ayrı yapılan oksidaz testidir. Her grup içindeki sonuçlara 

bağlı olarak ortaya 7 haneli bir sayı ortaya çıkmaktadır. Yapılan bu testlerin 

sonucuna göre identifikasyon API veri tabanı kullanılarak yapılmıştır.  
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Şekil 3.1. API 20NE’ye ait boş sonuç çizelgesi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

50

Tablo 3.1. API 20NE striplerindeki reaksiyonlar ve sonuçları 
 
 
TESTLER AKTİF 

İÇERİKLER 

REAKSİYONLAR/ 

ENZİMLER 

SONUÇLAR 

NEGATİF POZİTİF Nitrattan nitrite indirgenme 

NIT1+NIT2/5dk 

Renksiz                  pembe- kırmızı 

NO3 Potasyum nitrat 

Nitrattan nitrojene indirgenme Zn/5 dk 

pembe                renksiz 

TRP L-triptofan İndol üretimi James/hemen 

             renksiz                          pembe 

          açık yeşil/sarı 

GLU D-glukoz Fermentasyon mavi yeşil sarı 

ADH L-arjinin Arjinin DiHidrolaz sarı turuncu/pembe/

kırmızı 

URE Üre Üreaz sarı turuncu/pembe/

kırmızı 

ESC Eskulin Hidroliz (β-glukosidaz) sarı gri/kahverengi/ 

siyah 

GEL Jelatin Hidroliz (proteaz) siyah pigment yaygın 

değil 

siyah pigment 

yaygın 

PNPG 4-nitrofenil-βD-

galaktopiranozid 

Β-galaktosidaz renksiz sarı 

GLU D-glukoz Asimilasyon şeffaf opak 

ARA L-arabinoz Asimilasyon şeffaf opak 

MNE D-mannoz Asimilasyon şeffaf opak 

MAN D-mannitol Asimilasyon şeffaf opak 

NAG N-asetil-

glukozamin 

Asimilasyon şeffaf opak 

MAL D-maltoz Asimilasyon şeffaf opak 

GNT Potasyum 

glukonat 

Asimilasyon şeffaf opak 

CAP Kaprik asit Asimilasyon şeffaf opak 

ADI Adipik asit Asimilasyon şeffaf opak 

MLT Malik asit Asimilasyon şeffaf opak 

CIT Trisodyum sitrat Asimilasyon şeffaf opak 

PAC Fenilasetik asit Asimilasyon şeffaf opak 

OX Oksidaz testi Sitokrom oksidaz renksiz menekşe moru 
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3.2.4. Kantitatif ekstraselüler lipaz aktivitesi tayini 

3.2.4.1. Lipaz üretimi için uygun besiyerinin seçimi 

Suşların ekstraselüler lipaz üretiminin en iyi olduğu besiyerinin seçilmesi amacı 

ile değişik besiyeri ortamları denenmiştir.  

 

g/L: Nutrient broth 8, pH 7.0 

 

g/L: Glukoz 2.0, pepton 0.5, yeast extract 5.0, Na2SO4 2.0, KH2PO4 1.0, K2HPO4 

3.0, MgSO4.7H2O 0.1, zeytinyağı 10.0 ml (v/v), pH 7.0 (Meghwanshi vd., 2006). 

 

g/L: Tripton 10.1, yeast extract 0.2, arabic gum 0.2, NaNO3 0.2, MgSO4 1.0, glukoz 

0.3, pH 6.5 (Ruchi vd., 2007). 

 

g/L: Nutrient broth 8, glukoz 1, pH 7.0 (Labuschagne vd., 1997). 

 

g/L: Nutrient broth 8, Tween 80 25, glukoz 1, pH 7.0 (Litthauer vd., 2002). 

 

g/L: Tripton 10, yeast extract 5, NaCl 10, Tween 80 0.5, pH 7.0 (Chen vd., 2007). 

 

g/L: Glukoz 20, yeast extract 10, pepton 10, CH3COONa.3H2O 10, MgSO4 0.3, 

MnSO4 0.1, KCl 0.5, CuSO4.5H2O 1.5 mg, zeytinyağı 20ml, pH 7.0 (Sarkar vd., 

1998). 

Çalışmada ise en iyi lipaz aktivitesinin gözlendiği Litthauer vd., (2002)’nin 

kullandığı besiyeri ortamı Bazal Medium olarak seçilmiştir.  

 

 3.2.4.2. Enzim üretimi   

İdentifiye edilen her suş, ön kültür çalışması için Nutrient Broth’da 

geliştirilmiştir. Kültürlerin gelişme durumu spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. 

660 nm’de 0.5 OD absorbans verecek şekilde 30 ºC’de Nutrient Broth’da geliştirilen 
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ön kültür 50 ml’lik erlenlerdeki 25 ml Bazal Medium’a % 2 oranında inoküle edilmiş 

ve 30 ºC’de 130 rpm’de orbital çalkalayıcıda 48 saat geliştirilmiştir.  

İnkübasyondan sonra kültürler 10 000 rpm’de 10 dk +4 ºC’de soğutmalı 

santrifüjde (Thermo-IEC) santrifüj edilerek hücreler uzaklaştırılmıştır. Süpernatant 

ekstraselüler enzim kaynağı olarak kullanılmış ve lipaz aktivitesi spektrofotometrik 

olarak belirlenmiştir. 

Lipaz aktivitesinin tayininde Winkler ve Stuckmann (1979)’ın tekniği 

kullanılmıştır. Fakat bu teknikle hazırlanan substrat solusyonu yeterince şeffaf 

olmadığı için lipaz aktivitesinin spektrofotometrik ölçümünde sonuç alınamamıştır.  

Bu nedenle bu teknik Gupta vd., (2002)’nın da belirttiği gibi p-NPP’ın enzimatik 

hidrolizinden dolayı açığa çıkan yağ asitlerinin dağılmasına neden olan  Triton X-

100’ün miktarı arttırılarak turbidite problemi ortadan kaldırılmıştır. Bu solusyon 2 

saat stabil kalabildiği için (Savitha vd., 2007) her kullanım öncesi taze olarak 

hazırlanmıştır. Substrat solusyonundan 9 ml alınarak 1 ml süpernatant ile 

karıştırılmış ve 30 ºC’de 30 dakika çalkalamalı inkübatörde inkübe edilmiştir.   

 

3.2.4.3. Ekstaraselüler lipaz aktivitesinin tespiti  

Suşların ekstraselüler lipaz aktiviteleri, p-nitrofenolpalmitat’ın (pNPP, Sigma 

N2752-1G) substrat olarak kullanıldığı, spektrofotometrik yöntemle 410 nm dalga 

boyunda ölçüm yapılarak belirlenmiştir. Bu ölçüm temel olarak p-nitrofenol 

esterlerinin enzimatik hidrolizi sonucunda meydana gelen p-nitrofenol’ün 410 nm’de 

kolorimetrik olarak tespit edilmesine dayanmaktadır (Winkler ve Stuckmann, 1979).  

Bir lipaz ünitesi (U), dakikada 1 µmol p-nitrofenol açığa çıkaran enzim miktarı 

olarak tanımlanmıştır. 

3.2.4.4. Kalibrasyon eğrisinin hazırlanması 

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde standart olarak p-nitrofenol kullanılmıştır. 

Standart eğriyi çizmek için derişimi bilinen (10 mM) p-nitrofenol’den seri standart 

çözeltiler hazırlanmıştır ve OD410 nm’deki absorbans değerlerine karşılık gelen 

regresyon grafiğinden elde edilen eğim değeri aşağıdaki formüle yerleştirilmiş ve bu 

formülden yararlanılarak enzim aktivitesi U/ml olarak hesaplanmıştır. 
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Aktivite (U/ml) =     ∆C x VT x SF 
                                T(dak) x VE 

∆C : Absorbans/eğim 

VE   : Enzim hacmi 

T(dak) : Zaman 

VT : Toplam reaksiyon hacmi 

SF: Seyreltme faktörü 

3.2.5. P. fluorescens RB02–3 suşunun hücre gelişimi ve lipaz üretimi  

En yüksek lipaz aktivitesi gösteren P. fluorescens RB02–3 suşu 660 nm’de 0.5 

OD absorbans verecek şekilde 30 ºC’de Nutrient Broth’da geliştirilmiştir. Bu 

kültürden 1000 ml’lik erlende 300 ml Bazal Medium bulunan besiyerine % 2 

oranında inoküle edilmiş ve 130 rpm’de 30 ºC’deki çalkalamalı inkübatörde inkübe 

edilmiştir. Kültürün hücre yoğunluğu ve ekstaraselüler lipaz aktivitesi 

spektrofotometrik olarak belirlenmiştir (Rajmohan vd., 2002). Buna göre 0. saatten 

başlayarak her 4 saatte bir 660 nm’de hücre yoğunluğu ölçülmüştür. Kültürün 

ekstraselüler lipaz aktivitesi ise p-NPP’ ın substrat olarak kullanılmasıyla 410 nm’de 

gözlenmiştir  

3.2.6. P. fluorescens RB02–3 suşunun protein konsantrasyonunun 

            belirlenmesi                                      

P. fluorescens RB02–3 suşunun protein miktarı standart olarak Bovine Serum 

Albumin kullanılarak Bradford Protein Tayin Yöntemine göre belirlenmiştir 

(Bradford, 1976). Bu yöntemde boya olarak proteinlerdeki pozitif yüklere bağlanan 

negatif yüklü Coomassie Brilliant Blue G–250 kullanılmıştır. 

Bu amaçla 100 mg Coomassie Brilliant Blue boyası, 50 ml % 95’lik etanolde 

çözülerek homojen mavi renkli bir çözelti elde edilmiştir. Bunun üzerine 100 ml 

fosforik asit (% 85)  yavaş yavaş eklenmiştir. Boya tamamen çözündükten sonra bu 

çözeltinin üzerine distile su yavaşça ilave edilerek toplam hacim 1 L’ye 
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tamamlanmış ve kullanmadan önce filtre kağıdı (Whatman #1) kullanılarak 

süzülmüştür (Bradford, 1976; Stoscheck, 1990).  

      Temiz bir tüpün içine protein örneğinden 100 µl alınıp üzerine 5 ml boya 

solüsyonundan ilave edilmiş ve karıştırılmıştır. 5 dk sonra, 595 nm’de 

spektrofotometrede absorbans değeri alınmıştır. Elde edilen absorbans değerlerinden 

Bovine Serum Albumin (BSA) kullanılarak hazırlanan standart eğriye göre total 

protein miktarları belirlenmiştir. 

 

3.2.7. BSA standart eğrinin hazırlanması 

Protein miktarının belirlenmesinde standart olarak Bovine Serum Albumin 

(BSA) kullanılmıştır. BSA’dan 10 mg/ml konsantrasyonda stok solusyon 

hazırlanmıştır. Pipet ile 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 µl BSA (10 mg/ml) test tüplerine 

alınmış ve her biri distile su ile 100 µl’ye tamamlanmıştır.  Bunların üzerine 5 ml 

boya solusyonu ilave edilmiş ve karıştırılmıştır. 5 dk sonra, 595 nm’de 

spektrofotometrede absorbans değerleri alınmıştır.   

 

3.2.8. Ekstraselüler lipaz enziminin saflaştırılması  

3.2.8.1. Amonyum sülfat [(NH4)2SO4] çöktürmesi 

Çalışmada, çöktürme için öncelikle bazal besiyerinden 1000 ml hazırlanmıştır. 

Bu besiyerine P. fluorescens RB02–3 suşunun NB’de geliştirilen 0.5 Mc Farland 

standartındaki ön kültüründen % 2 oranında inoküle edilmiştir. 130 rpm’deki 

çalkalamalı inkübatörde 30 ºC’de en iyi aktivitenin gözlendiği geç logaritmik faz 

olan 40. saate kadar geliştirilmiştir. Daha sonra 10 000 rpm’de 10 dakika   +4 ºC’de 

santrifüj edilmiş ve süpernatant alınmıştır. Optimum amonyum sülfat 

konsantrasyonunu tespit etmek amacı ile farklı oranlardaki amonyum sülfat ile 

çöktürme işlemleri yapılmıştır. Bu işlem için süpernatantın hacmi ölçülmüştür ve 

katı haldeki amonyum sülfat’tan çöktürme için gerekli olan miktar tartıldıktan sonra 

soğuk ortamda protein çözeltisine yavaş yavaş karıştırılarak ilave edilmiştir. Daha 

sonra karıştırma işlemine +4 ºC’de 1 saat daha devam edilmiştir.  

1 saat sonra çözelti 10 000 rpm’de 30 dakika +4 ºC’de santrifüj edilerek 

süpernatant uzaklaştırılmıştır. Pellet 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) tamponu içinde 
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çözülmüştür ve lipazın hangi % amonyum sülfat çöktürmesinde olduğunu anlamak 

üzere lipaz aktivite tayini yapılmıştır. En yüksek lipaz aktivitesi gösteren amonyum 

sülfat doygunluk derecesi optimum konsantrasyon olarak belirlenmiştir. 

 

2.3.8.2. Diyaliz   

 Diyaliz yönteminde kullanılacak olan diyaliz tüpünün (SERVA, MEMBRA-

CEL, MWCO 7.000) kullanıma hazır hale getirilmesi için tüp distile su içinde 70-80 

ºC’de tüpe zarar vermeyecek bir aparatla yavaşça karıştırılarak 2 saat ısıtılmıştır. 2 

saat sonra bu su dökülmüş ve işlem en az 3 kere tekrarlanmıştır. Tüp, işlemin 

yapılacağı güne kadar % 0.1 sodyum azid solüsyonunda +4 ºC’de muhafaza 

edilmiştir.   

Diyaliz tüpünden diyaliz edilecek olan enzim sıvısını alabilecek uzunlukta 

kesilmiş ve tüpün içi ve dışı distile su ile iyice yıkanmıştır. Tüpün bir ucu diyaliz 

klipsleri kullanılarak kapatılmıştır. Diyaliz edilecek örnek diyaliz tüpünün içine 

konulmuştur ve diyaliz tüpünün en üst kısmında diyaliz tüpünün şişme ihtimali 

düşünülerek boşluk bırakılmıştır. Tüpteki hava uzaklaştırılarak tüpün en üst kısmı 

diyaliz klipsi ile sıkıca tutturulmuştur. Tüm bu işlemler sırasında diyaliz tüpünün hiç 

kurumamasına dikkat edilmiştir.  

      Hazırlanan diyaliz tüpü 50 mM pH 8.0 Tris-HCl tamponu içine bırakılmış ve 

magnet çubuklar yardımıyla çok yavaş bir şekilde tamponun karıştırılması 

sağlanmıştır. Bu sistem +4 ºC’de gece boyunca (yaklaşık 16–18 saat) dengeye 

ulaşmaya bırakılmıştır.  

 

3.2.8.3. Jel filtrasyon kromatografisi 

Saflaştırmanın diğer bir basamağı olan jel filtrasyon kromatografisinde dolgu 

materyali olarak Sephadex G–100 (Sigma S6147) kullanılmıştır.  8 g Sephadex G–

100 tartılarak 300 ml distile suda çözülmüştür ve ışık almaması için şişenin etrafı 

aliminyum folyo ile sarılmıştır. Oda sıcaklığında Sephadex G–100’ ün şişmesi için 

3–5 gün beklenmiştir (Söylemez ve Fadıloğlu, 1996). Sephadex G–100 iyice 

şiştikten sonra 2,5 x 35 cm boyutlarında cam kolona doldurulup kolonda tam olarak 
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oturması ve hava kabarcığı oluşmaması için hafifçe kolona vurularak yerleşmesi 

sağlanmıştır.    

Kolon içindeki Sephadex G-100’ün kurumamasına dikkat edilerek 50 mM pH 

8.0 Tris-HCl tamponu ile bir gün boyunca yıkanmıştır.  Daha sonra 150 ml 

hacmindeki protein solüsyonu kolona yüklenmiş ve 50 mM pH 8.0 Tris-HCl 

tamponu ile yürütülmüştür. Fraksiyon toplayıcı (Isco, Foxy 200 model)  ile 

fraksiyonlar toplanmış ve bu fraksiyonlardaki lipaz aktivitesini belirlemek amacıyla 

spektrofotometrik olarak aktivite tayinleri yapılmıştır.   

      Fraksiyon toplama işlemi lipaz aktivitesi görülmez oluncaya kadar devam 

edilmiştir. Kolonun iyice temizlenmesi amacı ile de 50 mM pH 8.0 Tris-HCl 

tamponu ile yıkanmıştır. Daha sonra lipaz aktivitesi belirlenen fraksiyonlar 

birleştirilerek tekrar kolona yüklenmiş ve işlem tekrarlanmıştır. 

      Ekstraselüler lipazın saflaştırma basamaklarının her aşamasında lipaz aktivitesi 

ve protein miktarları hesaplanmış ve toplam hacim, toplam protein, toplam aktivite, 

spesifik aktivite, ürün verimi ve saflaştırma katsayısı aşağıdaki formüllere göre 

hesaplanmıştır.  

 

Protein (mg/ml) = Absorbans (595) / Eğim x Seyreltme Faktörü 

                                                     1000 

 

Toplam Protein (mg) = Protein x Toplam Hacim 

 

Toplam Aktivite (U) = Lipaz Aktivitesi x Toplam Hacim 

 

Spesifik Aktivite (U/mg) = Toplam Aktivite  

                                         Toplam Protein 

 

Ürün Verimi = O Basamakta Ölçülen Toplam Aktivite x 100 

                           İlk Basamakta Okunan Toplam Aktivite 

 

Saflaştırma Katsayısı = Ölçülen Spesifik Aktivite     

                                     İlk Okunan Spesifik Aktivite 
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3.2.9. Lipazın moleküler ağırlığının belirlenmesi (SDS-PAGE) 

Protein ve peptitleri moleküler ağırlıklarına göre ayırma ilkesine dayanan, 

sodyum dodesil sülfat/poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) enzim 

çalışmalarında en çok kullanılan elektroforetik yöntemdir (Copeland, 2000). 

Çalışmada saflaştırma basamaklarından geçirilen örneklerdeki proteinin izolasyonu 

Pot ve ark. metoduna göre elde edilmiş olup (Pot vd., 1994), proteinin moleküler 

ağırlığına göre ayırımı SDS-PAGE tekniği ile Laemmli’ye göre yapılmıştır 

(Laemmli, 1970).   

Bu teknikte kullanılan tamponlar ve hazırlanışları aşağıda verilmiştir: 

1. Resolving jel (Ayırıcı Jel) (% 10’luk) 

 

Acryl-Bisacryl (% 30)                                            11.56 ml 

Distile su                                                                 14.26 ml 

1.5M Tris.HCl. (pH : 8.6)                                        8.66 ml 

Amonyum persulfat (APS) % 10’luk                      173.4 µl 

TEMED                                                                    30 µl 

 

2. Stacking Jel (Yığma Jel) (% 4’lük) 

 

Acryl-Bisacryl (% 30)                                            1.64 ml 

Distile su                                                                 5.86 ml 

0.5M Tris.HCl. (pH : 6.8)                                       2.5 ml 

Amonyum persulfat (APS) % 10’luk                     60 µl 

TEMED                                                                  10 µl 

 

3. Running buffer (Yürütme Tamponu) 

 

Trizma-base                                                            1.21 g 

Glisin                                                                       5.76 g 

SDS                                                                         1.0 g 

Distile su                                                                 1000 ml 
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4. Sample Buffer (Örnek Tamponu) (pH : 6.8) 

 

Trizma-Base                                                         0.75 g  

2-merkapto etanol                                                 5 ml 

Gliserol                                                                 10 ml 

Brom fenol mavisi                                                1 mg 

Distile su                                                               100 ml 

 

5. Staining Solution (Boyama Solüsyonu) 

 

Coomassie Brilliant Blue R 250                            1.5 g 

İzopropil alkol                                                        250 ml 

Asetik asit                                                              100 ml 

Distile su                                                                650 ml 

 

 

6. Destaining Solution (Boya Çıkarıcı Solüsyon) 

 

İzopropil alkol                                                        250 ml 

Asetik asit                                                               100 ml 

Distile su                                                                 650 ml 

 

 

3.2 9.1. Örneklerin hazırlanışı 

      Protein örneklerinden 100 µl, 1.5 ml’lik konik uçlu ependorf tüplerine alınmıştır.  

Örneklerin üzerine 25 µl sample buffer (örnek tamponu) eklenmiş ve vorteksle 

süspansiyonun iyice karışması sağlanmıştır. Örneklerin üzerine 0.1 ml % 20 SDS 

ilave edilmiştir. Elde edilen süspansiyonlar 95-100 ºC sıcaklıktaki kaynar suda 10 

dakika bekletilmiştir.   

      Elde edilen protein örnekleri  % 10’luk SDS-PAGE’ de koşturulmuştur.  

Yükleme haricinde geri kalan örnekler de  - 20 ºC’ de saklanmıştır. Protein örnekleri 



 

 

59

ile birlikte her jelde 116.0, 66.2, 45.0, 35.0, 25.0, 18.4, 14.4 kDa moleküler 

ağırlığına sahip 7 saf protein bandı içeren protein moleküler ağırlık markerı (MBI 

Fermentas, SM 0431) yüklenmiş ve elde edilmiş olan protein örnekleri ile birlikte 

yürütülmüştür. 

 

3.2.9.2. SDS-PAGE uygulaması 

Aparatın camları (0.75mm x 16cm x 21cm) alkolle iyice temizlenip 

kurulandıktan sonra spacer yerleştirilmiştir. İşlem sonunda spacer, 2 cam arasında 

kalmış ve arada boşluk oluşması sağlanmıştır. Aparat hazırlandıktan sonra önceden 

hazırlanmış olan % 10’luk ayırıcı jel (resolving jel) iki cam arasına dökülmüştür. 

Burada jelin hava ile temasını kesmek için üzeri tamamen saf su ile doldurulmuştur. 

Jelin polimerize olması için yaklaşık 30 dakika beklenmiştir. Resolving jel 

polimerize olduktan sonra üzerindeki saf su boşaltılmış ve bunun yerine % 4’lük 

yığma jel (Stacking jel) ilave edilmiştir. Bu işlemden sonra yığma jel içerisine 

plastik tarak yerleştirilerek örneklerin yükleneceği çukurluklar hazırlanmıştır.  

Jel polimerize olduktan sonra tarak çıkarılmış ve çukurlukların içi yürütme 

tamponu ile yıkanmıştır. Elektroforez tankının içi de yürütme tamponu ile 

doldurulmuş ve hazırlanan protein örnekleri jel çukurluklarına yüklenmiştir. Tüm bu 

işlemler esnasında jelin içinde ve arasında hava kabarcıklarının olmamasına dikkat 

edilmiştir.  

Yüklenmiş örnekler 100 Volt, 25 miliamperde elektroforeze tabi tutulmuştur. 

Daha sonra izleme boyasına bakılarak jelin altında 1.5 cm mesafe kalınca 

elektroforez durdurulmuştur. Elektroforezden sonra jel camların arasından dikkatlice 

çıkarılarak boyama solüsyonunda bir gece bekletilmiştir. Ertesi gün boya çıkarıcı 

solüsyona alınarak devamlı yıkanmış ve bu solusyonda bir gece bekletilmiştir.  Bu 

işlemlerle jelin boyasının çıkarılarak protein bantlarının görünür hâle gelmesi 

sağlanmıştır. Protein bantları tamamen görünür hâle gelince white light 

transilluminator (UVP Model TW–26) cihazı kullanılarak jelin fotoğrafı çekilmiş ve 

oluşan bantlar marker bantları ile karşılaştırılmıştır.  
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3.2.10. P. fluorescens RB–02–3 suşu lipazının karakterizasyonu  

Saflatırılmış P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enziminin sahip olduğu 

özellikler belirlenerek karakterize edilmiştir. Bu enzimin en iyi aktivite gösterdiği 

pH ve sıcaklık değeri belirlenmiştir. Bu amaçla, bu enzimin en iyi aktivite gösterdiği 

pH ve sıcaklık değeri belirlenerek, farklı organik çözücüler, ağır metaller ve çeşitli 

ajanların varlığında aktivite profilininin belirlenmesi amacıyla aktivite testleri 

yapılmıştır. 

 

3.2.10.1. Optimum pH’nın belirlenmesi 

P. fluorescens RB02–3 suşu lipazının en yüksek aktivite gösterdiği pH’yı 

belirlemek üzere yapılan çalışmada, pH’ları 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 ve 

10.6 olan 50 mM’lık farklı tamponlar kullanılmıştır. pH 3.0–6.0 aralığında sitrat 

fosfat tamponu, pH 7.0-9.0 aralığında Tris-HCl tamponu, pH 10.0-10.6 aralığında da 

glisin-NaOH tamponu kullanılmıştır. Çalışmada farklı pH değerlerindeki tamponlar 

kullanılarak substrat çözeltileri hazırlanmıştır. Substrat solusyonundan 9 ml alınarak 

1 ml enzim ile karıştırılmış ve 30 ºC’de 30 dakika çalkalamalı inkübatörde inkübe 

edilerek spektrofotometrik olarak lipaz aktiviteleri belirlenmştir. Belirlenen pH, bu 

aşamadan sonra yapılan tüm aktivite testlerinde kullanılmıştır. 

 

3.2.10.2. Optimum sıcaklığın belirlenmesi 

P. fluorescens RB02–3 suşu lipazının en yüksek aktivite gösterdiği reaksiyon 

sıcaklığını belirlemek amacıyla; 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 ºC sıcaklıklarda 

lipaz aktiviteleri belirlenmiştir. Çalışmada lipazın en iyi aktivite gösterdiği pH’sı 7.0 

olan Tris-HCl tamponu kullanılarak hazırlanan substrat solusyonu kullanılmıştır. 

Lipazın en iyi aktivite gösterdiği sıcaklık, bundan sonra yapılan tüm aktivite 

testlerinde kullanılmıştır. 
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3.2.10.3. Organik çözücülerin P. fluorescens RB02–3 suşu lipazı üzerine  

                etkileri  

Aynı suşa ait lipaz enziminin aktivitesi üzerine organik çözücülerden hekzan, 

etil asetat, izopropanol, etanol ve butanolün etkisi araştırılmıştır. 3 ml enzim 1 ml 

organik çözücü ile karıştırılmış ve 30 ºC sıcaklıktaki çalkalayıcı da 1 ve 2 saat ön 

inkübasyona tabi tutulmuştur. Kontrol olarak aynı deneysel koşullar altında organik 

solvet içermeyen enzim tampon (3:1) karışımı kullanılmıştır. Ön inkübasyon 

sonucunda 1. ve 2. saatlerde 1 ml enzim alınmış ve pH’sı 7.0 olan Tris-HCl tamponu 

kullanılarak hazırlanan substrat solusyonundan 9 ml alınarak karıştırılmıştır. 50 ºC 

sıcaklıkta 30 dk 130 rpm’deki çalkalamalı inkübatörde inkübe edilmiş ve 

spektrofotometrik olarak lipaz aktivitesi belirlenmiştir. 

 

3.2.10.4. Ağır metallerin P. fluorescens RB02–3 lipazı üzerine etkisi  

Ağır metal iyonlarının enzim aktivitesi üzerine etkisinin belirlenmesi amacı ile 

MnCl2, FeCl3, CdCl2, ZnCl2, CoCl2, CuCl2 ve NiCl2 kullanılmıştır. Kontrol olarak 

aynı deneysel koşullar altında ağır metal içermeyen örnekler kullanılmıştır. Son 

derişimi 1 mM olacak şekilde metal iyonu ile enzim karıştırılmış ve 30 dk oda 

sıcaklığında ön inkübasyona tabi tutulmuştur. Ön inkübasyon sonunda pH’sı 7.0 olan 

Tris-HCl tamponu kullanılarak, 50 ºC sıcaklıkta lipaz aktivitesi belirlenmiştir.   

 

3.2.10.5. Çeşitli ajanların P. fluorescens RB02–3 lipazı üzerine etkisi 

P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enziminin aktivitesi üzerine çeşitli 

ajanların etkisinin araştırılması amacı ile son derişimi 5 mM olacak şekilde, sırasıyla 

SDS, Tween 80 ve EDTA ile enzim karıştırılmış ve 30 ºC sıcaklıkta 30 dk ön 

inkübasyona tabi tutulmuştur. Kontrol olarak aynı deneysel koşullar altında herhangi 

bir ajan içermeyen örnekler kullanılmıştır. Ön inkübasyon sonunda pH’sı 7.0 olan 

Tris-HCl tamponu kullanılarak, 50 ºC sıcaklıkta lipaz aktivitesi belirlenmiştir. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI  

4.1. Pseudomonas İzolasyonu   

Araştırmada 05.01.2007–27.03.2007 tarihleri arasında Muğla’dan toplanan 5 çiğ 

süt ve 11 UHT ile pastörize edilmiş süt örneklerinden hazırlanan seri dilüsyonlardan 

Pseudomonas’lar için seçici bir besiyeri olan Pseudomonas CFC Agar besiyerine 

inokülasyonlar yapılmıştır. 30 ºC’de 24 saatlik inkübasyondan sonra koloni 

morfolojileri değerlendirilerek 85 izolat elde edilmiştir. Bu izolatlar çiğ sütlerden 3, 

4, 5, 6, 7, 8, 10, 12 ve 14 pastörize sütlerden 4, 5, 8, 9, 14, 17, 19 ve 20 günlük 

örneklerden elde edilmiştir. 85 izolatın 50’si çiğ süt örneklerinden, 35 tanesi de UHT 

süt örneklerinden izole edilmiştir. İzolatlar NA besiyerine alınarak koloni 

morfolojileri incelenmiştir.. 

 

4.2. Muhtemel Pseudomonas İzolatlarında Lipolitik Aktivitenin Belirlenmesi 

Elde edilen muhtemel Pseudomonas izolatlarının lipolitik aktiviteleri kalitatif 

olarak Tribütrin Agar besiyerlerinde 30 ºC’de 3-5 gün inkübe edilerek belirlenmiştir. 

İnkübasyon sonunda tüm izolatlara ait kolonilerinin etrafında şeffaf zon oluştuğu 

gözlenmiş ve lipolitik aktiviteleri pozitif olarak değerlendirilmiştir. Şekil 4.1’de 

RB02–3 izolatının Tribütirin Agar besiyerinde lipolitik aktivitesinden dolayı 

oluşturduğu zon görülmektedir.   
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Şekil 4.1. RB02–3 izolatının Tribütirin Agar besiyerinde görünümü 

 

 

Aynı izolatların ekstraselüler lipolitik aktiviteleri Rhodamine B Agar besiyeri 

kullanılarak tekrar test edilmiştir. Bu amaçla izolatların Rhodamin B Agar 

besiyerinde 30 ºC’de 24 saat’lik inkübasyonları sonunda, tüm izolatların farklı 

tonlarda pembe renkli koloni oluşturdukları ve 365 nm’deki UV ışığı altında da 

farklı derecelerde ışıma yaptıkları gözlenmiştir. İzolat RB02-3’ün Rhodamin B Agar 

besiyerinde oluşturduğu pembe renkli kolonilerin Şekil 4.2’ de görünür ışıktaki, 

Şekil 4.3’te UV ışığı altındaki görünümleri verilmiştir.  
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Şekil 4.2. İzolat RB02-3’ün Rhodamin B Agar besiyerinde görünür ışıkta    
                oluşturduğu pembe renkli koloniler 
 
 

              
 

Şekil 4.3. İzolat RB02-3’ün Rhodamin B Agar besiyerinde oluşturduğu pembe  
                renkli kolonilerin UV ışığı altındaki görünümü 
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4.3. Lipolitik Aktivitesi Olan İzolatların Tanımlanması 

Lipolitik aktiviteleri farklı iki yöntemle tespit edilen muhtemel Pseudomonas 

izolatlarının öncelikle Gram boyanma özellikleri, katalaz ve oksidaz reaksiyonları, 

Mac Conkey Agar besiyerindeki gelişme durumları ve glukozu fermente yetenekleri 

incelenmiştir. 

Pseudomonas CFC Agar besiyerinden izole edilen 85 izolatın Gram boyamaları 

yapılmış ve mikroskop altında incelenmiştir. Yapılan Gram boyama sonucunda 2 

izolatın Gram pozitif kok, 83 izolatın da Gram negatif basil olduğu bulunmuştur ve 

çalışmanın bundan sonraki aşamalarına 83 Gram negatif izolat ile devam edilmiştir. 

83 Gram negatif izolata yapılan katalaz ve oksidaz testi sonucunda 82 izolatın 

katalaz (+) özellik, 50 izolatın da oksidaz (+) özellik gösterdiği gözlenmiştir. Şekil 

4.4’de izolat RB02-3’ün katalaz ve oksidaz testi sonucunda verdiği pozitif reaksiyon 

görülmektedir. 

 

 

                 
 

Şekil 4.4. İzolat RB02-3’ün katalaz ve oksidaz testleri sonucunda verdiği pozitif  
                 reaksiyon a) katalaz b) oksidaz 
 
 

83 Gram negatif izolatın laktozu fermente yeteneklerini saptamak amacıyla, 

kültürler Mac Conkey Agar besiyerine inoküle edilmiştir. 30 ºC’de 24 saatlik 

inkübasyon sonunda 68 izolatın Mac Conkey Agar’da renksiz koloni oluşturduğu 
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(laktoz negatif) gözlenmiştir. Şekil 4.5’de izolat RB02-3’ün Mac Conkey Agar 

besiyerinde oluşturduğu renksiz kolonilerin görünümü verilmiştir. 

 

 

 
 

Şekil 4.5. İzolat RB02-3’ün Mac Conkey Agar besiyerindeki görünümü 
 

 

Tüm bu testler sonucunda 83 Gram negatif izolat içinden katalaz (+), oksidaz (+) 

ve laktoz (-) 45 izolat olduğu saptanmıştır. Bu 45 izolatın glukozu fermente etme 

yeteneklerini saptamak amacı ile O/F testi yapılmış ve 37 izolatın oksidatif özellik 

gösterdiği gözlenmiştir. Şekil 4.6’da izolat RB02-3’ün O/F testi sonucunda oksidatif 

özellik göstermesi nedeni ile açık tüpün orijinal rengi olan mavi-yeşil’in sarıya 

dönerken kapalı tüpte herhangi bir değişiklik olmadığı görülmektedir. 
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Şekil 4.6. İzolat RB02-3’ün O/F testi sonucu görünümü 

 

 

4.4. İzolatların Tür Düzeyinde Tespiti  

Gram negatif basil, katalaz (+), oksidaz (+), laktoz (-) ve O/F testi sonucunda 

oksidatif özellik gösteren 37 muhtemel Pseudomonas izolatının tür düzeyinde tespiti 

amacı ile API 20NE identifikasyon test kitleri kullanılmıştır. Şekil 4.7’de RB02–3 

kodlu izolatın API 20NE stripindeki reaksiyonları görülmektedir.  

 

 
 
Şekil 4.7.  İzolat RB02-3’ün API 20NE stripindeki reaksiyonları 
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37 izolata yapılan API 20NE identifikasyon testi sonucunda tüm suşların 

Pseudomonas cinsine ait olduğu doğrulanmıştır. Bu suşların 36 tanesi (% 97.3) P. 

fluorescens, 1 (% 2.7)’de P. putida olarak identifiye edilmiştir. Tablo 4.1’de 

izolatların API 20NE identifikasyon testi sonuçları verilmiştir.  

Bu 37 suşun 4 (% 10.81)’ünün UHT, 33 (% 89.19)’unun da çiğ süt kökenli 

olduğu görülmüştür.  Elde edilen bu sonuçlara göre Pseudomonas izolasyonu yapılan 

süt örnekleri ve izolasyonların kaç günlük süt örneklerinden elde edildiği Tablo 

4.2’de verilmiştir. 
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Tablo 4.1. İzolatların API 20NE identifikasyon testi sonuçları 
 
 

İzolat No İdentifikasyon Sonucu İdentifikasyon (%) 
RB01–1 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB01–2 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB02–3 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB02–4 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB02–5 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB02–6 Pseudomonas fluorescens % 99.8 
RB02–7 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB02–8 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB02–9 Pseudomonas fluorescens % 99.9 

  RB02–11 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
  RB02–13 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
  RB02–14 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
   RB02–15 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
   RB02–16 Pseudomonas fluorescens % 99.9 

RB07–4 Pseudomonas putida % 99.7 
   RB07–13 Pseudomonas fluorescens % 99.9 

RB08–1 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB08–2 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB16–1 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB16–3 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB16–6 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB16–7 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB16–8 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
RB16–9 Pseudomonas fluorescens % 99.9 

  RB16–10 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
  RB16–11 Pseudomonas fluorescens % 82.3 
  RB16–13 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
   RB16–14 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
   RB16–15 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
   RB16–19 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
  RB16–20 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
  RB16–22 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
  RB16–23 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
  RB16–24 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
  RB16–27 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
  RB16–28 Pseudomonas fluorescens % 99.9 
 RB16–29 Pseudomonas fluorescens % 82.3 
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Tablo 4.2. Pseudomonas izolasyonu yapılan süt örnekleri 
 
 

Suş Süt Örneği 
Pseudomonas fluorescens RB01–1 8 günlük UHT süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB01–2 8 günlük UHT süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB02–3 7 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB02–4 7 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB02–5 3 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB02–6 3 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB02–7 3 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB02–8 3 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB02–9 3 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB02–11 4 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB02–13 4 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB02–14 4 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB02–15 4 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB02–16 4 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas putida         RB07-4 17 günlük UHT süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB07–13 17 günlük UHT süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB08–1 5 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB08–2 5 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–1 3 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–3 3 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–6 4 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–7 4 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–8 4 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–9 4 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–10 3 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–11 3 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–13 3 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–14 5 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–15 5 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–19 6 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–20 4 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–22 5 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–23 5 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–24 7 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–27 7 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–28 5 günlük çiğ süt örneği 
Pseudomonas fluorescens RB16–29 8 günlük çiğ süt örneği 
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4.5. Kantitatif Ekstraselüler Lipaz Aktivitesi Tayini  

4.5.1. Lipaz üretimi için uygun besiyerinin seçimi 

İdentifikasyonu tamamlanan ve Pseudomonas olduğu kesinleşen 37 suş 

ekstraselüler lipaz üretimi için NB’da geliştirilmiştir. Besiyeri içeriğinde yer alan 

karbon ve azot kaynakları, inorganik tuzların konsantrasyonu gibi faktörlerin 

ekstraselüler lipaz üretimini etkilediği bilinmektedir. Bu nedenle suşların lipaz 

üretimlerinin belirleneceği besiyerinin seçilmesi amacı ile NB dahil 7 farklı besiyeri 

ortamı denenmiş ve bu besiyerlerinde suşların lipaz aktiviteleri ölçülmüştür. En iyi 

aktivite Litthauer vd., (2002)’nin Pseudomonas luteola’nın enzim üretimi için 

kullandığı besiyerinde görülmüş ve bu besiyeri Bazal Medium olarak seçilmiştir. 

 

4.5.2. Ekstraselüler lipaz aktivitesinin tespiti  

Suşların ekstraselüler lipaz aktiviteleri, p-nitrofenolpalmitat’ın substrat olarak 

kullanıldığı, spektrofotometrik yöntemle 410 nm dalga boyunda ölçüm yapılarak 

belirlenmiştir.  

Derişimi bilinen pNPP’ın substrat olarak kullanılmasıyla yapılan 

spektrofotometrik ölçüm sonuçlarına göre elde edilen absorbans değerleri 

kullanılarak hazırlanan standart eğriye göre lipaz aktiviteleri belirlenmiştir.  Şekil 

4.8’de pNPP’ın substrat olarak kullanıldığı lipaz aktivitesi standart grafiği 

görülmektedir. 
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Şekil 4.8.  pNPP’ın substrat olarak kullanıldığı lipaz aktivitesi standart grafiği 

 

 

Ekstraselüler lipaz aktivitesinin kantitatif tayini için yapılan spektrofotometrik 

ölçüm sonucunda suşların farklı oranlarda lipaz aktivitesi gösterdiği gözlenmiştir. 

Suşların ekstraselüler lipaz aktiviteleri Tablo 4.3’de gösterilmiştir. 
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Tablo 4.3. Suşların ekstraselüler lipaz aktiviteleri 
 
 

Suş Enzim Aktivitesi (U/ml) 
Pseudomonas fluorescens RB01–1 18.73 
Pseudomonas fluorescens RB01–2 14.00 
Pseudomonas fluorescens RB02–3 22.16 
Pseudomonas fluorescens RB02–4 15.00 
Pseudomonas fluorescens RB02–5 20.00 
Pseudomonas fluorescens RB02–6 13.73 
Pseudomonas fluorescens RB02–7 21.22 
Pseudomonas fluorescens RB02–8 13.70 
Pseudomonas fluorescens RB02–9 18.70 
Pseudomonas fluorescens RB02–11 13.50 
Pseudomonas fluorescens RB02–13 20.56 
Pseudomonas fluorescens RB02–14 19.00 
Pseudomonas fluorescens RB02–15 17.06 
Pseudomonas fluorescens RB02–16 21.50 
Pseudomonas putida         RB07-4 19.63 
Pseudomonas fluorescens RB07–13 19.03 
Pseudomonas fluorescens RB08–1 21.90 
Pseudomonas fluorescens B08–2 21.84 
Pseudomonas fluorescens RB16–1 18.27 
Pseudomonas fluorescens RB16–3 18.30 
Pseudomonas fluorescens RB16–6 18.80 
Pseudomonas fluorescens RB16–7 13.33 
Pseudomonas fluorescens RB16–8 19.70 
Pseudomonas fluorescens RB16–9 19.83 
Pseudomonas fluorescens RB16–10 18.00 
Pseudomonas fluorescens RB16–11 17.03 
Pseudomonas fluorescens RB16–13 19.20 
Pseudomonas fluorescens RB16–14 20.30 
Pseudomonas fluorescens RB16–15 20.60 
Pseudomonas fluorescens RB16–19 18.90 
Pseudomonas fluorescens RB16–20 21.20 
Pseudomonas fluorescens RB16–22 17.60 
Pseudomonas fluorescens RB16–23 18.60 
Pseudomonas fluorescens RB16–24 11.60 
Pseudomonas fluorescens RB16–27 17.00 
Pseudomonas fluorescens RB16–28 19.30 
Pseudomonas fluorescens RB16–29 10.03 
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4.6. P. fluorescens RB02–3 Suşunun Hücre Gelişimi ve Lipaz Üretimi  

En yüksek lipaz aktivitesi gösteren P. fluorescens RB02–3 suşunun Bazal 

Medim’da saatlere göre gelişimi ve ekstraselüler lipaz üretimi spektrofotometrik 

yöntemle belirlenmiştir. Suşun hücre yoğunluğu 660 nm’de, lipaz üretimi ise p-

NPP’ın substrat olarak kullanılmasıyla 410 nm’de tespit edilmiştir. Pseudomonas 

fluorescens RB02–3 suşunun Bazal Medium’daki hücre yoğunluğu ve ekstraselüler 

lipaz aktivitesi Şekil 4.9’da gösterilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre en yüksek lipaz 

üretimi 40. saatte geç logaritmik fazda gözlenmiştir. 40. saatten sonra ise lipaz 

aktivitesi azalmaya başlamıştır.  
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Şekil 4.9. Pseudomonas fluorescens RB02–3 suşunun Bazal Medium’daki hücre  
                  yoğunluğu (♦) ve ekstraselüler lipaz aktivitesi (■) 
 
 

4.7. Ekstraselüler Lipaz Enziminin Saflaştırılması 

P. fluorescens RB02–3 suşunun 40 saatlik sıvı kültürü 10 000 rpm’de 10 dakika 

+4 ºC’de santrifüjlenmiş ve süpernatant enzim solusyonu olarak kullanılmıştır. Bu 

şekilde elde edilen ekstraselüler lipaz enziminin saflaştırılması amacı ile yapılan 

amonyum sülfat çöktürmesinde en iyi çökmenin sağlandığı izoelektrik noktası olan 

pH 4’e ayarlanmıştır. Optimum amonyum sülfat konsantrasyonu tespiti için farklı 
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oranlardaki amonyum sülfatta çöktürme işlemleri yapılmış ve en iyi aktivite % 70 

konsantrasyondaki amonyum sülfat çöktürmesinde görülmüştür.  

Enzim solusyonuna % 70 konsantrasyonda çöktürme oranına göre amonyum 

sülfat ilave edilerek yavaşça karıştırılmıştır. Karıştırmaya +4 ºC’de 1 saat daha 

devam edilmiştir ve elde edilen ham enzim ile amonyum sülfat karışımı 10 000 

rpm’de 30 dakika +4 ºC’de santrifüjlenmiştir. Santrifüj sonrasında amonyum sülfat 

ile çöktürülen proteinlerin oluşturduğu pellet 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tamponu 

kullanılarak çözülmüştür.  Ortamdaki amonyum sülfat fazlasını gidermek amacı ile, 

50 mM pH 8.0 Tris-HCl tamponu ile +4 ºC’de gece boyunca diyaliz yapılmıştır.   

Diyaliz işleminden sonra enzim soluyonu, jel filtrasyon kromatografisi 

kullanılarak moleküler ağırlıklarına göre ayrıştırılmıştır. Bu amaçla yapılan birinci 

kolon kromatografisinde 3.7 ml hacminde fraksiyonlar toplanmış ve fraksiyonlarda 

spektroftometrik olarak enzim analizleri yapılmıştır. En yüksek lipaz aktivitesi 

gözlenen 5-45. fraksiyonlar bir araya getirilmiş ve temiz kolona tekrar yüklenmiştir. 

Bu şekilde yapılan ikinci kolonda da 2.5’er ml’lik fraksiyonlar toplanmış ve 

fraksiyonlardaki lipaz aktivitesine bakılıp en iyi aktivitenin gözlendiği 15-60. 

fraksiyonlar bir araya getirilmiştir. Şekil 4.10’da birinci kolondan toplanan 

fraksiyonlarda gözlenen enzim aktiviteleri, Şekil 4.11’de ise ikinci kolondan çıkan 

fraksiyonlardaki enzim aktiviteleri gösterilmiştir. 
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Şekil 4.10. Birinci kolon kromatografisi sonucu elde edilen fraksiyonlarındaki  
                   ekstraselüler lipaz aktiviteleri 
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II. Kolon Kromatografisi
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Şekil 4.11. İkinci kolon kromatografisi fraksiyonlarındaki ekstraselüler lipaz  
                   aktiviteleri  
 
 
 

Ekstraselüler lipazın saflaştırma basamaklarının hepsinde ayrı ayrı lipaz 

aktivitesi ve protein miktarları hesaplanmış ve toplam hacim, toplam protein, toplam 

aktivite, spesifik aktivite, ürün verimi ve saflaştırma katsayısı belirlenmiştir. P. 

fluorescens RB02–3 suşu lipazının saflaştırma basamaklarındaki protein ve 

ekstraselüler lipaz enzim aktivitesi ve miktarları Tablo 4.4’de verilmiştir. Total 

protein miktarları, Bradford protein tayin yöntemine göre spektrofotometrik olarak 

elde edilen absorbans değerlerinden BSA kullanılarak hazırlanan standart eğriye göre 

hesaplanmıştır. Şekil 4.12’de Bovine Serum Albumin kullanılarak hazırlanan 

standart eğri görülmektedir. 
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Tablo 4.4. P. fluorescens RB02–3 suşuna ait saflaştırma basamaklarındaki protein  
                 ve ekstraselüler lipaz enzim aktivitesi ve miktarları 
 
 

 Hacim 
(ml) 

Toplam 
Protein 
(mg) 

Toplam 
Aktivite   
(U) 

Spesifik 
Aktivite 
(U/mg) 

Verim 
(%) 

Saflaştırma 
Katsayısı 

Ham enzim 
(süpernatant) 
 

 
900 

 
387 

 
20097 

 
51.93 

 
100 

 
1 

%70 
Amonyum 
sülfat 
çök.+Diyaliz 

 
150 

 
37.5 

 
4324.5 

 
115.3 

 
21.5 

 
2.19 

Sephadex G-
100 kolon 
kromatografis
i 

 
114  

 
26.45 

 
4085 
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20.3 
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Şekil 4.12. Bovine Serum Albumin kullanılarak hazırlanan standart eğri. 
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4.8. Lipazın moleküler ağırlığının belirlenmesi (SDS-PAGE) 

P. fluorescens RB02–3 suşunun üretmiş olduğu ekstraselüler lipazın 

saflaştırılmasının ardından elde edilen protein örneği SDS-PAGE’de yürütülmüş ve 

protein bantları görüntülenmiştir. Saflaştırılan lipazın moleküler ağırlığının yaklaşık 

57 kDa olduğu belirlenmiştir.  Şekil 4.13’de II. kolon kromatografisi sonucu elde 

edilen lipazın SDS-PAGE’deki protein profili görülmektedir.   

 

                                   
 

Şekil 4.13. P. fluorescens RB02–3 suşu ekstraselüler lipazının II. kolon  
                  kromatografisi sonucu SDS-PAGE’deki protein profili 
 
 
4.9. P. fluorescens RB02–3 Suşuna Ait Lipazın Karakterizasyonu  

4.9.1. Optimum pH’nın belirlenmesi  

Saflaştırılmış P. fluorescens RB02–3 lipazının optimum pH değerinin 

belirlenmesi amacı ile farklı pH’larda hazırlanan tamponlar ile aktivite çalışmaları 

yapılmıştır. Reaksiyon ortamının sahip olduğu pH’nın P. fluorescens RB02–3 suşuna 
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ait lipaz aktivitesine etkisi 3-10.6 aralığında Tablo 4.5’te  verilmiştir. Ancak lipazlar 

tarafından serbest bırakılan p-nitrofenolün asidik bir metabolit olmasından dolayı 

absorbans yoğun olarak etkilenmektedir ve bu esterlerin asidik pH’larda ölçümü 

doğru sonuçlar vermektedir. Bu nedenle asidik pH’lardaki lipaz aktivite değerleri 

dikkate alınmamıştır. pH 6-10.6 aralığında ölçülen lipaz aktivite değerleri Şekil 

4.14’de verilmiştir. Bulgularda da net olarak görüleceği üzere pH 7.0 en yüksek lipaz 

aktivitesinin görüldüğü noktadır. pH 7.0’deki lipaz aktivite değeri % 100 kabul 

edilmiştir ve diğer pH değerlerindeki aktiviteler buna oranlanmıştır. Enzimin pH 

6.0–9.0 aralığında da aktif olduğu gözlenmiştir. 

 

Tablo 4.5. P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enziminin farklı pH  
                 değerlerinde enzim aktivitesi  
 

pH Enzim Aktivitesi (U/ml) Kalan Aktivite (%) 
3  57.83 - 
4                             31.5 - 
5  29.16 - 
6 20.5 74.5 
7 27.5 100 
8   24.16 87.8 
9 10.5 38.2 
10 - 0 

10.6 - 0 
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Şekil 4.14. P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enziminin farklı pH  
                  değerlerinde enzim aktivitesi 
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4.9.2. Optimum sıcaklığın belirlenmesi 

P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipazın optimum sıcaklık değerinin 

belirlenmesi amacı ile farklı sıcaklıklarda enzim aktivitesi belirlenmiş ve lipazın 

optimum reaksiyon sıcaklığı 50 ºC olarak tespit edilmiştir. Bu sıcaklıkta enzim 

aktivitesi 41.33 U/ml olarak belirlenmiştir. Enzimin 10–80 ºC aralığında aktif olduğu 

gözlenmiştir. Sıcaklığın P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enziminin 

aktivitesine etkisi Tablo 4.6’da verilmiştir. 50 ºC’deki aktivite değeri % 100 kabul 

edilmiştir ve diğer sıcaklık değerlerindeki aktiviteler buna oranlanarak Tablo 4.6 ve 

Şekil 4.15’de verilmiştir. Bu basamaktan sonra yapılan bütün karakterizasyon 

çalışmaları 50 ºC sıcaklıkta gerçekleştirilmiştir. 

 

Tablo 4.6. P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enziminin farklı sıcaklık  
                  değerlerindeki enzim aktivitesi 
 

Sıcaklık (ºC) Enzim Aktivitesi (U/ml) Kalan Aktivite (%) 
10 31.83 77 
20 31.83 77 
30 31.83 77 
40 33.66 81.44 
50 41.33 100 
60 35.5 85.9 
70 34.33 83 
80 26 63 
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Şekil 4.15. P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enziminin farklı sıcaklık  
                  değerlerindeki enzim aktivitesi 
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4.9.3. Organik çözücülerin P. fluorescens RB02–3 suşu lipazı üzerine etkisi 

P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enzimi üzerine hekzan, etil asetat, 

izopropanol, etanol ve butanolün etkisi araştırılmıştır. Bu amaçla 3 ml enzim 1 ml 

organik solvent ile karıştırılmış ve 30 ºC sıcaklıktaki çalkalayıcı da 1 ve 2 saat ön 

inkübasyona tabi tutulmuştur. Kontrol olarak aynı deneysel koşullar altında organik 

solvet içermeyen enzim tampon (3:1) karışımı kullanılmıştır.  İnkübasyon sonunda 

enzim aktiviteleri U/ml olarak belirlenmiş ve çıkan değerlerden kontrol % 100 kabul 

edilip diğerleri kontrole göre kıyaslanmıştır. P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz 

enzimi üzerine çeşitli organik solventlerin etkisi Tablo 4.7 ve Şekil 4.16’da 

verilmiştir. 

 

 

Tablo 4.7. P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enzimi üzerine farklı organik  
                 solventlerin etkisi 
 
 

Kalan Aktivite (%)              
Solvent 1 saat 2 saat 

Kontrol 100 100 
Hekzan 155 98 
Etil asetat 107 65 
İzopropanol 165 137 
Etanol 112 108 
Butanol 68 76 
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Şekil 4.16. P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enzimi üzerine farklı organik  
                   solventlerin etkisi 
 

 

4.9.4. Ağır metallerin P. fluorescens RB02–3 suşu lipazı üzerine etkisi 

P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipazın enzimatik aktivitesi üzerine metal 

iyonlarının etkisinin belirlenmesi amacı ile MnCl2, FeCl3, CdCl2, ZnCl2, CoCl2, 

CuCl2 ve NiCl2 kullanılmıştır. P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipazın belirtilen 

metal tuzları ile son konsantrasyon 1 mM olacak şekilde karıştırılmasının ardından 

elde edilen veriler, metal iyonu içermeyen kontrole göre değerlendirilmiştir. Kontrol 

% 100 kabul edilip diğer sonuçlar buna kıyaslanmıştır. Şekil 4.17’de metal 

iyonlarının P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enzimi üzerine etkisi 

gösterilmiştir.  
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Şekil 4.17. Ağır metallerin P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enzimi üzerine  
                   etkisi 
 
 
4.9.5. Çeşitli ajanların P. fluorescens RB02–3 lipazı üzerine etkisi 

SDS, Tween 80 ve EDTA’nın P. fluorescens RB02–3 suşunu lipazı üzerine 

etkisi incelenmiştir. Çalışmada son derişimi 5 mM olacak şekilde, sırasıyla SDS, 

Tween 80 ve EDTA ile enzim karıştırılmış ve 30 ºC sıcaklıkta 30 dk ön inkübasyona 

tabi tutulmuştur. Kontrol olarak aynı deneysel koşullar altında herhangi bir ajan 

içermeyen örnekler kullanılmıştır. Kontrol % 100 kabul edilip diğer değerler buna 

kıyaslanmıştır. Şekil 4.18’de çeşitli ajanların P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz 

enzimi üzerine etkisi gösterilmiştir. 
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Şekil 4.18. Çeşitli ajanların P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enzimi üzerine  
                   etkisi 
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4. TARTIŞMA ve SONUÇLAR 

Yapılan çalışmada Pseudomonas izolasyonu amacı ile çiğ ve UHT ile pastörize 

edilmiş olmak üzere toplam 16 süt örneğinden, Pseudomonas CFC Agar besiyeri 

kullanılarak 85 izolat elde edilmiştir. Bu izolatların kalitatif lipolitik aktiviteleri 

Tribütirin Agar ve Rhodamin B Agar besiyerinde belirlenmiştir. Yapılan 

identifikasyon sonucunda; 37 izolatın Pseudomonas olduğu, bunlardan birinin (% 

2.7) P. putida, 36’sının (% 97.3) da P. fluorescens olduğu belirlenmiştir. Suşların 

ürettiği ekstraselüler lipaz enziminin miktarı p-NPP’ın substrat olarak kullanılması 

ile spektrofotometrik olarak tespit edilmiştir. En yüksek lipaz aktivitesi gösteren 

suşun P. fluorescens RB02–3 olduğu saptandıktan sonra bu suşa ait lipaz 

saflaştırılarak moleküler ağırlığı belirlenmiş ve karakterize edilmiştir.  

Pseudomonas spp.’nin işlem görmemiş ve pastörize sütlerde bozulma esnasında 

en yaygın bulunan organizma olduğu bilinmektedir (Sørhaug ve Stepaniak, 1997; 

Deeth vd., 2002; Mc Phee ve Griffiths, 2002). Bu bilgiden hareketle bu çalışmada, 

izolasyon amacı ile çiğ ve UHT ile pastörize edilmiş sütler bozulma görülünceye 

kadar +4 ºC’de buzdolabında muhafaza edilmiştir. Değişik amaçlarla birçok 

çalışmada, Pseudomonas izolasyonu için çiğ ve pastörize sütler kullanılmıştır 

(Wiedmann vd., 2000; Dogan ve Boor, 2003).  

 Çalışmada izolasyon için seçici bir besiyeri olan Pseudomonas CFC Agar 

kullanılmıştır. Bu besiyeri içinde cetrimide, fucidin ve cephalosporin bulunmaktadır. 

Bu 3 farklı antibiyotik Gram pozitif ve diğer Gram negatif rekabetçi florayı 

baskılamaktadır. Araştırmacılar da CFC ortamının çeşitli tipteki gıdalardan 

Pseudomonas sp. sayımında kullanılabileceğini bildirmişlerdir (Jeppesen, 1995). Bu 

besiyeri Pseudomonas’ların gelişimini etkilememekle beraber, Gram pozitif ve diğer 

Gram negatif bakterilerin ise gelişimini baskılamaktadır (Jeppesen, 1995). 

Kristiansen (1983) çiğ sütlerde yaptığı çalışmada Pseudomonas CN (Cetrimid, 

nalidiksik asit) ve Pseudomonas CFC besiyerini kullanmıştır. Pseudomonas CN ve 

Pseudomonas CFC besiyerinde P. aeruginosa, P. putida, P. fluorescens, P. 

cepecia’nın üreme gösterdiği saptanmıştır (Kristiansen, 1983). Baird vd. (1987) 

yaptıkları çalışma sonucunda ise, özellikle mikroorganizma sayısının düşük olduğu 

durumlarda Pseudomonas sp. için hiçbir besiyerinin yeterince selektif olmadığını 
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bildirmişlerdir. Bununla birlikte CFC besiyerinin gıdalardan Pseudomonas sp. 

izolasyonunda kullanılabileceğini bildirmişlerdir.  

 Çalışmada inokülasyonların yapıldığı plaklar 30 ºC’de 24 saat inkübe edilmiştir. 

Çiğ süt örneklerinden 14. günden sonra, UHT süt örneklerinde ise 20. günden 

sonraki zaman dilimlerinde gerçekleştirilen inokülasyonların yapıldığı plaklarda çok 

yoğun üreme olduğu için izolasyon gerçekleştirilememiştir. Stead (1986)’nın yaptığı 

çalışmada, 7 ºC’de depolanan sütlerde bakteri sayısının zamanla arttığı bildirmiştir. 

Çalışmada, başlangıçta sütün ml’sinde 104 olan psikrofil bakteri sayısının giderek 

arttığı ve 3. günde ml’de 106 olduğunu saptamıştır. Rajmohan vd. (2002)’de 

yaptıkları çalışmada 4 ºC’de depolanan yağlı süt örneğinden 4–37. yarım yağlı süt 

örneğinden 33–47. ve yağsız süt örneğinden de 4–37. günlerde Pseudomonas CFC 

agar besiyerine inokülasyonlar yapmışlar ve Pseudomonas izolasyonu 

gerçekleştirmişlerdir. 

Bu çalışmada 50’si çiğ süt örneklerinden, 35 tanesi de UHT süt örneklerinden 

olmak üzere 85 izolat elde edilmiştir. Bu izolatlar çiğ sütlerden 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12 

ve 14 günlük örneklerden, pastörize sütlerden ise 4, 5, 8, 9, 14, 17, 19 ve 20 günlük 

örneklerden 10-4…..10-9 dilüsyonlardan elde edilmiştir. Elde edilen izolatlar NA 

besiyerine alınmış ve koloni morfolojileri incelenmiştir. 

Mikrobiyal kültürlerin salgılamış olduğu ekstraselüler lipaz katı besiyeri 

ortamında belirlenebilmektedir (Kulkarni, 2002). Bu amaçla elde edilen 85 

muhtemel Pseudomonas izolatlarının lipolitik aktivitelerinin kalitatif olarak 

belirlenmesi amacı ile Tribütirin Agar besiyeri kullanılmıştır. Bu besiyeri karbon 

kaynağı olarak dört karbonlu sentetik bir trigliserit olan tribütirin içermektedir (Gao 

vd., 2000). İzolatlar % 1 oranında tribütirin içeren Tribütirin Agar besiyerine inoküle 

edilmiş ve kolonilarin etrafında açık zon oluşumu incelenmiştir (Şekil 4.1). Çalışma 

sonucunda tüm izolatların zon oluşturduğu görülmüştür. 

Ancak yapılan bazı çalışmalarda tribütirinin,  lipaz aktivitesine özgül bir substrat 

olmadığı ve esteraz aktivitesi sonucunda da hidrolize edilebildiği belirtilmiştir 

(Brockerhoft ve Jensen, 1974; Lee ve Rhee, 1993; Kim vd., 2001; Lopes vd., 2002). 

Yapılan bazı çalışmalarda  esteraz aktivitesinin tahmin edilmesi için tribütirin 

kullanılırken (Kaiser vd., 2006), bir çok çalışmada tribütirin lipaz aktivitesinin 
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belirlenmesi için kullanılmıştır (Jarvis ve Thiele, 1997; Lee vd., 1999; Ben-Gigirey 

vd., 2000; Braun vd., 2001b; Meghwanshi vd., 2006; Kiran vd., 2007). 

Bu nedenle muhtemel 85 Pseudomonas izolatının ekstraselüler lipolitik 

aktiviteleri Rhodamin B agar besiyeri kullanılarak tekrar test edilmiştir. Bu metotta 

indikatör boya içeren büyüme ortamına emülsiye yağlar eklenmektedir (Kulkarni, 

2002). Rhodamin, serbest yağ asitleriyle floresan bir kompleks oluşturmakta böylece 

lipaz üreten koloniler UV ışığı altında floresan hâleler oluşturmaktadır (Kouker ve 

Jaeger, 1987). Çalışmada tüm izolatların farklı tonlarda pembe koloni oluşturduğu 

(Şekil 4.2) ve UV ışığı altında farklı oranlarda floresan hâleler meydana getirdikleri 

(Şekil 4.3) gözlenmiştir. Rhodamin B Agar besiyerinde substrat olarak zeytinyağı 

bulunduğu ve zeytinyağındaki oleik asitin 18 C’lu olması nedeni ile Rhodamin lipaz 

aktivitesini vermektedir. Rhodamin B Agar metodu, tribütirinin lipazlara spesifik bir 

substrat olmamasından dolayı lipaz üretiminin araştırılmasında geniş çapta 

kullanılmaktadır (Winteler, 1996; Kumura vd., 1998; Hube vd., 2000; Kim vd., 

2001; Martinez ve Soberón-Chávez, 2001; Castro-Ochoa vd., 2005; Meghwanshi 

vd., 2006). 

Lipolitik aktiviteleri farklı iki yöntemle tespit edilen muhtemel Pseudomonas 

izolatlarının yapılan Gram boyamaları sonucunda 83’ünün Gram negatif basil 2’sinin 

de Gram pozitif kok olduğu tespit edilmiştir. Benzer bir çalışmada ise 81 çiğ ve 

pastörize süt örneği, 5 ºC’de ve 7 ºC’de 2-4 gün depolanmıştır. 5 ºC’de depolanan çiğ 

süt örneklerinin ml’sinde Gram negatif bakterilerin oranı % 80, 7 ºC’de ise bu oran 

% 65 olarak bulunmuştur. 5 ºC’de depolanan pastörize sütlerde ise Gram negatif 

bakteri oranı % 65 iken 7 ºC’de bu oran % 52 olarak bulunmuştur (Ternström vd., 

1993).  

83 Gram negatif izolata yapılan katalaz ve oksidaz testi sonucunda 82 izolatın 

katalaz (+) özellik, 50 izolatın da oksidaz (+) özellik gösterdiği gözlenmiştir (Şekil 

4.4). Mac Conkey Agar besiyerinde bulunan kristal viyole ve safra tuzları Gram 

pozitif organizmaların gelişimini inhibe etmektedir. pH indikatörü olan neutral red, 

laktozun kullanıldığını ya da kullanılmadığını göstermektedir. Laktoz negatif 

bakteriler, renksiz koloni verirken, laktoz pozitif bakteriler pH’nın düşmesi 

sonucunda asit oluştuğundan kırmızı koloni vermekte ve zon ile çevrilmektedir (Mac 
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Faddin, 1985). 83 izolatın Mac Conkey Agar besiyerine yapılan inokülasyonları 

sonucunda 68 izolatın renksiz koloni oluşturduğu görülmüştür (Şekil 4.5).   

Tüm bu testler sonucunda 83 Gram negatif izolat içinden katalaz (+), oksidaz (+) 

ve laktoz (-) 45 izolat olduğu saptanmıştır. Bu 45 izolatın glukozu fermente 

yeteneklerini saptamak amacı ile yapılan O/F testi sonucunda da 37 izolatın oksidatif 

özellik gösterdiği gözlenmiştir (Şekil 4.6).  

Fischer (1987) çiğ süt örneklerinde yaptığı çalışmasında Pseudomonas 

izolasyonu amacı ile katalaz, oksidaz ve O/F testini uygularken, Litthauer vd. (2002) 

ise bu testlere ek olarak Mac Conkey Agar besiyerindeki gelişimi de incelemiştir. 

37 izolata yapılan API 20NE identifikasyon testi sonucunda (Şekil 4.7) tüm 

izolatların Pseudomonas cinsine ait olduğu belirlenmiştir (Tablo 4.1). Bu suşların 4 

(% 10.81) tanesi UHT, 33 (% 89.19) tanesi de çiğ süt örneklerinden izole edilmiştir 

(Tablo 4.2).  

Yapılan bir çalışmada 6 çiğ süt örneğinden 348 izolat elde edilmiştir. Yapılan 

API 20NE identifikasyon testine göre izolatların çoğunluğu Pseudomonas olarak 

identifiye edilmiştir (Alatossava ve Alatossava, 2006). Benzer bir çalışmada +4 

ºC’de 1 hafta depolanan çiğ süt örneklerinden izole edilen psikrotrofların % 70-

90’ının (Adam vd., 1975),  pastörize süt örneklerinden izole edilen psikrotrofik 

bakterilerin ise % 87’sinin (Craven ve Macauley, 1992) Pseudomonas olduğu 

kaydedilmiştir. 

Bu çalışmada, 37 Pseudomonas’ın 36 (% 97.30) tanesi P. fluorescens, 1’i (% 

2.70) de P. putida olarak identifiye edilmiştir. P. fluorescens’in süt ve süt 

ürünlerinde en çok karşılaşılan tür olduğu bildirilmiştir (Stevenson vd., 2003). 

Yapılan bir çalışmada, P. fluorescens’in çiğ süt örneklerinin % 84’ünde mevcut 

olduğu (Gennarl ve Dragotta, 1992) ve çiğ sütten izole edilen tüm bakterilerin % 

55.6’sından daha fazlasını oluşturduğu (Ternström vd., 1993) kaydedilmiştir. 

Yapılan başka bir çalışmada, 6 ºC’de depolanan çiğ süt örneğinden izole edilen 9 

izolatın 8’inin P. fluorescens ve 1’inin de P. putida olduğu (Rowe vd., 2003), yağsız 

süt, yarım yağlı süt ve yağlı süt örneklerinden izole edilen 37 Pseudomonas’ın ise 

tamamının P. fluorescens olduğu kaydedilmiştir (Rajmohan vd., 2002). Dogan ve 

Boor (2003)’un yaptığı benzer bir çalışmada ise 338 Pseudomonas’ın % 51’i P. 

fluorescens, % 14’ü P. putida ve ve % 25’i ya P. fluorescens ya da P. putida olarak 
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identifiye edilmiştir. Bu çalışmada daha önceki yapılan çalışmalarda da belirtildiği 

gibi sütlerde P. fluorescens’in dominant organizma olduğu görülmüştür. 

Daha önceki çalışmalar Pseudomonas gibi Gram negatif psikrotrof bakterilerin 

ticari amaç ile yapılan pastörizasyonla canlı kalamadıklarını göstermiştir (Cousin, 

1982). Diğer taraftan taze pastörize sütlerde Gram negatif bakterilerin varlığı 

genellikle pastörizasyon sonrası kontaminasyonu göstermektedir (Cousin, 1982). 

Fakat bazı durumlarda başlangıç bakteriyel populasyon oldukça fazla ise ısıya 

duyarlı Pseudomonas gibi bakteriler ticari amaç ile yapılan pastörizasyonda 

kullanılan ısı işlemleri ile canlı kalabilmektedirler (Griffiths vd., 1984). 

Çalışmada bir sonraki adım, izole ve identifiye edilen suşların ekstraselüler lipaz 

aktivitelerinin belirleneceği besiyeri seçimi olmuştur. Zira karbon ve azot kaynakları, 

sıcaklık, pH, inorganik tuzların konsantrasyonu ve oksijen varlığı gibi faktörlerin 

lipaz seviyesini etkilediği bilinmektedir. Bu nedenle besiyeri ortamına bakterinin 

ekstraselüler lipaz aktivitesini teşvik edecek çeşitli ajanlar eklenmiş ve lipaz 

aktiviteleri spektrofotometrik olarak ölçülmüştür.  Yapılan aktivite ölçümleri 

sonucunda Litthauer vd., (2002)’nin Pseudomonas luteola’nın enzim üretimi için 

kullandığı besiyerinde aktivitenin diğer besiyerlerine göre daha yüksek olduğu 

görülmüş ve bu besiyeri Bazal Mediım olarak belirlenmiştir. Bu besiyerinde 

ekstraselüler lipaz aktivitesini indükleyici olarak Tween 80 bulunmaktadır 

(Labuschagne vd., 1997).  

Lipaz üretimi aynı zamanda şekerler, şeker alkoller, polisakkaritler, süt suyu, 

kazamino asitleri ve diğer kompleks kaynaklar gibi diğer karbon kaynaklarından da 

önemli ölçüde etkilenmektedir (Gilbert vd., 1991a; Lotrakul ve Dharmsthiti 1997; 

Dharmsthiti ve Kuhasuntisuk 1998; Ghanem vd., 2000; Rashid vd., 2001). Bu 

nedenle bu çalışmada kullanılan besiyerinde glukoz bulunmaktadır. Benzer şekilde 

yapılan bir çalışmada, çiğ deve sütünden izole edilerek P. fluorescens RM4 olarak 

tanımlanan suşun kültür besiyerine 4 g/L glukoz eklenmesinin lipaz üretimini teşvik 

ettiği belirtilmiştir (Al-Saleh ve Zahran, 1999).   

Kültürün çalkalanması ile lipaz aktivitesi (Brune ve Gotz 1992; Aires-Barros 

vd., 1994; Jaeger vd., 1994; Kim vd., 1996) ve gelişim oranının arttığı (Birkeland 

vd., 1985) bilinmektedir. Bu nedenle bu çalışmada sıvı kültür 130 rpm’de 

çalkalamalı inkübatörde geliştirilmiştir.   Birkeland vd. (1985) kültürün çalkalanması 
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ile P. fluorscens suşunun gelişim oranının arttığını bildirirken, Al-Saleh ve Zahran 

(1999) 100 rpm’de P. fluorescens RM4 kültürünün çalkalanması ile lipaz 

aktivitesinin artırdığını belirtmiştir. 

Lipaz aktivitesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi için spektrofotometrik, 

titrimetrik, kromatografik, immünolojik vb gibi farklı yöntemler bulunmaktadır. 

Fakat hızlı ve basit olduğu için spektrofotometrik ölçüm en çok tercih edilen 

yöntemdir. Lipaz aktivitesinin spektrofotometrik ölçümünde, farklı zincir 

uzunluğuna sahip p-nitrofenil esterleri kullanılabilmektedir. Asetat ya da bütirat gibi 

kısa zincirli esterlerin esteraz aktivitesinin ölçümünde kullanılırken laurat, palmitat 

ya da oleat gibi uzun zincirli esterlerin lipaz aktivitesinin araştırılması amacı ile 

kullanıldığı bildirilmektedir (Gilham ve Lehner, 2005). 

Lipazlar uzun zincirli triaçilgliserollere spesifik olduğu için bu çalışmada lipaz 

aktivitesinin kantitatif ölçümünde 16 C’lu sentetik bir substrat olan p-nitrofenil 

palmitat kullanılmıştır. Spektrofotometrik lipaz ölçüm metodları hızlı ve basit olduğu 

gibi ya doğal substratlar ya da sentetik substratlarla kullanılabilmektedir (Jaeger vd., 

1994). Bu nedenle ekstraselüler lipaz aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesi için 

spektrofotometrik yöntem kullanılmış ve 410 nm’de absorbans alınmıştır.  

Bu çalışmada, substrat solusyonu Winkler ve Stuckmann (1979)’ın tekniğine 

göre hazırlanmıştır. Bu solusyonda arabıc gum p-NPP’ın emülsiye olması için 

eklenmiştir. Çünkü lipazlar yağ su arayüzeyinde iş görmektedirler. Lipazların doğal 

substratları olan triaçilgliseroller suda çözünemezler. Bu nedenle reaksiyon 

yüzeyinin arttırılması için bunları emülsiye etmek gerekmektedir (Kulkarni, 2002). 

Goodman ve Durgan (1969) yaptıkları çalışmada zeytinyağının arabic gum ile sonike 

edilmesiyle ölçümün hassasiyetinin arttığını belirtmişlerdir. 

 Substrat solusyonunda şeffaf bir solusyon elde edebilmek için de Triton X–100 

eklenmiştir. Triton X-100’ün eklenmesi ile turbidite problemi ortadan 

kaldırılabilmektedir. Triton X–100 bir sürfaktandır ve p-NPP’ın enzimatik 

hidrolizinden dolayı açığa çıkan yağ asitlerinin dağılmasına neden olmaktadır. 

Sonuçta da solusyon şeffaf bir hal almaktadır (Gupta vd., 2002). 

Fakat Winkler ve Stuckmann’ın metoduna göre hazırlanan substrat solusyonu 

yeterince şeffaf bir hal almamıştır. Bu nedenle bulanıklık spektrofotometrik ölçümde 

yanlış sonuçlara neden olmuştur. Türbidite sorununu ortadan kaldırmak amacı ile 
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Gupta vd. (2002)’nin bir çalışmalarında belirttikleri gibi substrat solusyonundaki 

Triton X–100 miktarının hacmi, 2.5 reksiyon hacmi için 50 µl’den az olmayacak 

şekilde arttırılarak şeffaf bir solusyon elde edilmiştir. Çalışmada, bir müddet sonra 

substrat solusyonunun renginde sararma meydana gelmektedir. Bazı çalışmalarda bu 

solusyonun 2 saat stabil kalabildiği bildirilmektedir (Mahadik vd., 2002; Savitha vd., 

2007). Bu nedenle substrat solusyonu her kullanım öncesi taze hazırlanmıştır. 

Ekstraselüler lipaz aktivitesinin kantitatif tayini için yapılan spektrofotometrik 

ölçüm sonucunda suşların farklı oranlarda lipaz aktivitesi gösterdiği gözlenmiştir.  

Tüm suşların lipaz aktiviteleri 10.03 U/ml ile 22.16 U/ml arasında olduğu tespit 

edilmiştir (Tablo 4.3). Bu suşların içinde en yüksek lipaz aktivitesinin Pseudomonas 

fluorescens RB02-3’e ait olduğu görülmüştür. Çalışmada en yüksek lipaz aktivitesi 

gösteren P. fluorescens RB02–3 suşu 7 günlük çiğ sütten, en küçük aktivite gösteren 

P. fluorescens RB16–29 suşu ise 8 günlük çiğ sütten izole edilmiştir. Tek P. putida 

RB07–4 suşu ise 17 günlük UHT ile pastörüze edilmiş sütten izole edilmiş ve enzim 

aktivitesi 19.63 U/ml olarak belirlenmiştir.  

Benzer bir çalışmada çiğ süt, pastörize süt ve süt işletmeleri çevrelerinden alınan 

örneklerden izole edilen 338 Pseudomonas izolatının % 67’sinin lipaz aktivitesi 

gösterdiği bildirilmiştir. Çalışmada P. fluorescens olarak identifiye edilen izolatların 

% 69’unun lipolitik, proteolitik ve lekitinaz aktivitelerinin tamamı pozitif iken, P. 

putida suşlarının % 87.5’inin bütün enzim aktiviteleri negatif olarak bulunmuştur 

(Dogan ve Boor, 2003). Başka bir çalışmada ise  66 Pseudomonas izolatının 33 (% 

58)’i lipaz aktivitesi göstermiştir (Wiedmann vd., 2000). 

Matselis ve Roussis (1998)’un yaptıkları çalışmada çiğ sütten izole edilen P. 

fluorescens MR1’in skim milk kültürlerinde 25 ºC’de 800 U/ml, 5 ºC’de ise 700 

U/ml lipaz aktivitesi gösterdiği bildirilmiştir.   Pseudomonas ve Bacillus’lar ile 

yapılan bir çalışmada en yüksek lipaz aktivitesi Pseudomonas GK-80 suşunda 30 

U/ml olarak bulunurken, en düşük aktivite ise Pseudomonas GK-117 suşunda 0.95 

U/ml olarak bulunmuştur (Meghwanshi vd., 2006).  

P. fluorescens NS2W 10 U ml (Kulkarni ve Gadre, 2002), Pseudomonas sp. 

MSI057 750 U/ml (Kiran vd., 2007), Pseudomonas sp. G6 suşu ise tek karbon 

kaynağı olarak n-hekzadekan bulunan kültür ortamında maksimum oranda 25 U/ml 

lipaz ürettiği bildirilirken (Kanwar vd., 2002), P. mendocina PK-12CS 20 saatlik 
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fermentasyon peryodu sonucunda 3510 U/ml (Jinwal vd., 2003), Pseudomonas sp. 

3AT’de 2748 U/L, P. aeruginosa ATCC 111’de 1703.8 U/L (Haba vd., 2000), 

Pseudomonas sp.’de ise triolein karbon kaynağı olarak kullanıldığı zaman 7.4 U ml 

lipaz üretimi gözlenmiştir (Kulkarni ve Gadre, 1999).  

İnkübasyon peryodu birkaç saatten birkaç güne kadar değiştirildiğinde, 

bakterilerin maksimum lipaz üretimi için en uygun olduğu inkübasyon süresi 

belirlenebilmektedir. Bu nedenle en yüksek lipaz aktivitesi gösteren P. fluorescens 

RB02–3 suşunun Bazal Medium’da gelişimi ve ekstraselüler lipaz üretimi saatlere 

göre spektrofotometrik olarak incelenmiştir. En yüksek lipaz üretimi 40. saatte geç 

logaritmik fazda gözlenmiş ve 22.33 U/ml olduğu belirlenmiştir. 40. saatten sonra ise 

lipaz aktivitesi azalmaya başlamıştır (Şekil 4.9).   

Yapılan pek çok çalışmada çoğu bakteriyel lipazın üremenin geç logaritmik 

fazında ve duraklama fazının başında üretildiği bildirilmiştir (Fox ve Stepaniak, 

1983; Stuer vd., 1986; Jaeger vd., 1994; Pabai vd., 1996; Matselis ve Roussis, 1998; 

Sidhu vd., 1998; Al-Saleh ve Zahran, 1999; Dong vd., 1999). Pseudomonas sp. 

KLB1 suşu maksimum aktiviteyi 72 saat sonra logaritmik fazın sonunda 72.1 U/ml 

(Bhumibhamon vd. 2002), P. aeruginosa LST-03 suşu ise 35 saat sonra duraklama 

fazında 96 U/ml değerinde lipaz aktivitesi göstermiştir (Ito vd., 2001). P. aeruginosa 

PseA ile yapılan çalışmada da 24. saatte lipaz üretiminin başladığı ve 48 saat sonra 

geç logaritmik fazda maksimuma ulaştığı bildirilmiştir (Ruchi vd., 2007).  

Yapılan bazı çalışmalarda psikrotrofik bakterilerin genellikle aynı eş zamanlı 

olarak hem lipaz hem de proteaz üretebildikleri ve üretilen bu proteazın da ham 

enzim solusyonundaki lipazı inaktive edebildiği bildirilmiştir (Christen ve Marshall, 

1980). Yapılan bu çalışmada 40. saatten sonra lipaz aktivitesinin düşmesinin enzim 

solusyonundaki proteazdan kaynaklanabileceği düşünülmüştür. 

Benzer bir çalışmada Pseudomonas sp. no. 33 suşunun üretmiş olduğu lipazın 

proteaz tarafından kısmi olarak inaktive edildiği bildirilmiştir (Kumura vd., 1991). 

Kojima ve Shimizu (2003) ise P. fluorescens HU380 suşunun hücre gelişimi ve 

ekstraselüler lipaz aktivitesini incelemişlerdir. Çalışmada 20 saatlik kültivasyonda 

maksimum lipaz aktivitesi 16 saat sonra gözlenmiş ve bu saatten sonra lipaz 

aktivitesinin giderek azaldığını belirtilmiştir. 
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Ekstraselüler lipazın saflaştırılmasında ilk adım santrifüj ya da filtrasyon ile 

hücrelerin uzaklaştırılmasıdır. Bu nedenle saflaştırmanın ilk basamağında santrifüj 

yapılarak P. fluorescens RB02–3 suşuna ait hücreler uzaklaştırılmıştır. Bu işlemden 

sonra proteinlerin çöktürülmesi amacı ile amonyum sülfat çöktürmesi yapılmış ve en 

iyi çöktürme oranının pH 4’te % 70 amonyum sülfat doygunluk derecesinde olduğu 

saptanmıştır.  

Çöktürme işlemlerinde en çok tercih edilen yöntem tuz çöktürmesi olup, 

amonyum sülfat ucuz ve iyi çözünür olduğu için en çok kullanılan tuzdur. 

Çöktürmede kullanılan amonyum sülfat oranı ve amonyum sülfat ile 

gerçekleştirilecek çöktürmenin kaç basamakta yapılacağı, saflaştırılması istenen 

proteinin yüzeyinde konumlanan ve hidrofobik yan zincirler taşıyan aminoasitlerin 

miktarına, çözeltinin pH’sına ve sıcaklığa bağlı olarak farklılıklar göstermektedir 

(Scopes, 1994). 

Literatürde amonyum sülfatın değişik derişimlerinin kullanıldığı çeşitli örnekler 

bulunmaktadır. P. aeruginosa LST–03 suşu lipazı % 45, Pseudomonas sp. AG-8 

(Ogino vd., 2000) ve Pseudomonas sp. G6 (Kanwar vd., 2002) suşu lipazları % 60 ve 

P. aeruginosa san-ai suşu lipazı (Karadzic vd., 2006) da % 80 amonyum sülfat ile 

çöktürülmüştür.   

Çalışmada ortamdaki amonyum sülfat fazlasını gidermek amacı ile de diyaliz 

işlemi gerçekleştirilmiş ve ardından Sephadex G–100 kolon kromatografi yöntemi 

kullanılarak enzim saflaştırılmıştır. Çalışmada kullanılan Sephadex G–100, 

polimerleştikten sonra 5 kDa ve üzeri proteinleri ayrıştırabilecek yapıda por 

çaplarına sahip bir dolgu materyalidir. Çalışmada ardışık iki kolon kromatografisi 

yapılmıştır. Yapılan birinci kolonda yüksek lipaz aktivitesi gözlenen 5–45. 

fraksiyonlar (Şekil 4.10), ikinci kolonda ise 15–60. fraksiyonlar (Şekil 4.11) 

toplanarak çalışılmıştır. Ekstraselüler lipazın saflaştırma basamaklarının her 

aşamasında lipaz aktivitesi ve protein miktarları hesaplanmış ve toplam hacim, 

toplam protein, toplam aktivite, spesifik aktivite, ürün verimi ve saflaştırma katsayısı 

belirlenmiştir (Tablo 4.4). 

Yapılan amonyum sülfat çöktürmesinde % 21.5 verim ile 2.19 kat saflaştırılmış 

ve spesifik aktivite 115.3 U/mg olarak belirlenmiştir. Ardından yapılan 2 jel 

filtrasyon kromatografisi sonucunda ekstraselüler lipaz % 20.3 verim ile 2.97 kat 
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saflaştırılmış ve spesifik aktivite 154.4 U/mg olarak belirlenmiştir. Saflaştırılan 

lipazın moleküler ağırlığı da SDS-PAGE ile yaklaşık 57 kDa olarak belirlenmiştir 

(Şekil 4.13). 

Yapılan benzer bir çalışmada, P. aeruginosa san-ai suşunun ekstraselüler 

lipazının saflaştırılması için amonyum sülfat çöktürmesi kullanılmış ve ardından 

diyaliz edilmiştir. Elde edilen enzim solusyonu Butyl Toyopearl kolonu ardından da 

Toyopearl HW–55 kolon kromatografi yöntemleri ile lipaz % 16 verim ile 12.5 kat 

saflaştırılmıştır. Saf lipazın moleküler ağırlığı 54 kDa olarak tespit edilmiştir 

(Karadzic vd., 2006). Ogino vd. (2000) LST–03 organik solvent tolerantlı lipazı % 

12.6 verim ile 34.7 kat saflaştırılmıştır. Saf lipazın moleküler ağırlığı 27.1 kDa 

olarak belirlenmiştir. P. fluorescens HU380 lipazı % 14 verim ile 24.3 kat 

saflaştırılmış ve spesifik aktivitesi 9854 U/mg olarak belirlenmiştir. Saflaştırılan 

lipazın moleküler ağırlığı 67 kDa olarak belirlenmiştir (Kojima ve Shimizu, 2003). 

Kanwar vd. (2002) ise yaptıkları çalışmada Pseudomonas sp. G6 suşu lipazını 

amonyum sülfat çöktürmesi ve Silicone 21 Defoamer kullanarak  % 83’lük verim ile 

1.45 kat saflaştırmışlar ve spesifik aktiviteyi 20.1 U/mg olarak belirlemişlerdir. 

Yapılan bir çalışmada B. thermoleovorans CCR11 suşuna ait lipazın moleküler 

ağırlığı 11 kDa olarak belirlenmiştir. Çalışmada, bu lipazın bilinen en küçük 

moleküler ağırlığa sahip lipaz olduğu belirtilmiştir (Castro-Ochoa vd., 2005).  

Stepaniak ve Fox (1983), P. fluorescens AFT36 suşu ekstraselüler lipazının 

amonyum sülfat çöktürmesi ile kısmi olarak inaktive olduğunu kaydetmiştir. Bu 

nedenle bu çalışmada bu saflaştırma basamağı kullanılmamıştır. Sütlerden izole 

edilen P. fluorescens ile yapılan bir çalışmada ise ekstraselüler lipazı saflaştırma 

girişimleri başarısız olmuştur (Rajmohan vd., 2002).  

Çöktürme işlemi için organik çözücüler de kullanılabilmektedir. Yapılan bir 

çalışmada, P. aeruginosa MTCC5113 suşunun üretmiş olduğu lipazın çöktürülmesi 

amacı ile farklı çöktürme ajanları (aseton, etanol, poli etilen glikol ve amonyum 

sülfat) kullanılmıştır. Poli etilen glikol ve etanol ile yapılan çöktürmede lipaz 

aktivitesi ihmal edilebilecek kadar küçük çıkmıştır. Fakat aseton ve amonyum 

sülfattaki aktivite ise fark edilir derecede olduğu bildirilmiştir. Maksimum lipaz 

aktivitesi ise 1:2 (süpernatant:aseton) oranında aseton ile çöktürüldüğü zaman 

gözlenmiştir. Aseton ile enzim verimi % 42 olarak bulunmuştur. Aseton 
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çöktürmesinden sonra Q-sepharose kolon kromatografisi yapılmış ve % 4 enzim 

verimi ile 30 kat saflaştırılmıştır. En son ise Sephacryl-S200 kolon kromatografisi 

yapılmış ve % 2’lik verim ile enzim 21 kat saflaştırılmıştır. Saf lipazın moleküler 

ağırlığı SDS-PAGE’de 59.4 kDa olarak belirlenmiştir (Singh ve Banerjee, 2007). 

Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111’den elde edilen lipazın saflaştırılması 

amacı ile aseton çöktürmesi, 2 kez Sephadex G–100, Fractogel phenyl 650M kolon 

kromatografi yöntemleri kullanılmıştır. Çalışma sonucunda P. pseudoalcaligenes F–

111 lipazı, % 15 verimle 144 kat saflaştırılmıştır. Son saflaştırma basamağında ise 

spesifik aktivite 5.920 U/mg olarak belirlenmiştir (Lin vd., 1996). Pseudomonas 

mendocina PK-12CS lipazı aseton çöktürmesi ve iyon değişim kromatografisi 

kullanılarak % 14.8 verim ile 240 kat saflaştırılmıştır (Jinwal vd., 2003).  

Pseudomonas sp. S5 lipazı Con A-Sepharose ve DEAE-Sephacel kolon 

kromatografisi ile % 52 verim ile 387.5 kat saflaştırılmış ve spesifik aktivitesi 1240 

U/mg olarak belirlenmiştir. Saf lipazın moleküler ağırlığı da 60 kDa olarak tespit 

edilmiştir (Rahman vd., 2005). Solvent dirençli Pseudomonas putida 3K’ya ait 

ekstraselüler lipaz iyon değişim ve jel filtrasyon kromatografileri kullanılarak % 5.3 

verim ile 21 kat saflaştırılmıştır. Saflaştırılan enzimin moleküler ağırlığı SDS-PAGE 

ile 45 kDa olarak belirlenmiştir (Lee ve Rhee, 1993). 

Çeşitli yöntemlerle saflaştırılan lipazın karakterize edilmesi, lipazın endüstriyel 

kullanım alanının belirlenmesi açısından son derece gereklidir. Deterjan 

endüstrisinde kullanılmak üzere alkali pH’larda çalışabilen lipazların yanı sıra, farklı 

endüstriyel kullanım alanlarında yüksek sıcaklıklarda ve çeşitli organik çözücüler 

varlığında aktivite gösterebilen lipazlara gereksinim artmıştır. Bu nedenle son 

yıllarda araştırmalar, yüksek sıcaklığa ve pH’ya dayanıklı lipazların yanı sıra organik 

çözücüler varlığında aktivite gösterebilen lipazların elde edilmesine yönelmiştir 

(Dharmsthiti ve Luchai, 1999; Hun vd., 2003). Tüm bu nedenlerden dolayı elde 

edilen lipazın karakterizasyonu yapılmalıdır. Bu amaçla çalışmada, saflaştırılan 

enzim sıcaklık, pH, metal iyonları, organik solventler ve çeşitli ajanların etkisi 

açısından karakterize edilmiştir.   

P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipazın en iyi aktivite gösterdiği pH’nın 

belirlenmesi amacı ile yapılan çalışmada, şuşun en iyi aktiviteyi pH 7.0’de gösterdiği 

tespit edilmiştir (Şekil 4.14). Fakat pH 3.0, 4.0 ve 5.0’de de enzim aktivitesinin 
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yüksek olduğu gözlenmiştir (Tablo 4.5). Çünkü lipazlar tarafından serbest bırakılan 

p-nitrofenolün asidik bir metabolit olmasından dolayı absorbans yoğun olarak 

etkilendiği için bu estrelerin asidik pH’larda ölçümü doğru sonuçlar vermemektedir 

(Kademi vd., 2000). Bu nedenle 3.0, 4.0 ve 5.0 pH’lardaki sonuçlar dikkate 

alınmamıştır. Daha sonraki karakterizasyon çalışmalarında aktivitenin % 100 kabul 

edildiği pH 7.0 kullanılmıştır.   

Benzer şekilde yapılan birçok çalışmada Pseudomonas lipazlarının optimum 

pH’sının nötral ya da alkali olduğu kaydedilmiştir. Bunlara P. tolaasii (Baral ve Fox 

1997),  Pseudomonas sp. MSI057 (Kiran vd., 2007), P. mendocina PK-12CS (Jinwal 

vd., 2003), P. aeruginosa PseA (Ruchi vd., 2007), P. putida 3SK (Lee ve Rhee, 

1993), P. fluorescens HU380 (Kojima ve Shimizu 2003), P.aeruginosa MTCC 5113 

(Singh ve Banerjee 2007), P. fluorescens NS2W (Kulkarni ve Gadre 2002) lipazları 

örnek olarak verilebilir. Ancak pH 4.8 gibi asidik pH’da optimum aktivite gösteren 

P. fluorescens SIK W1 lipazı (Andersson vd., 1979) gibi istisnalar da mevcuttur. 

Enzimin en iyi aktivite gösterdiği sıcaklığın belirlenmesi amacı ile yapılan 

çalışmada elde edilen bulgulara göre 50 ºC sıcaklıkta optimum aktivite gösterdiği 

gözlenmiştir (Tablo 4.6) (Şekil 4.15). Aynı zamanda 70–80 ºC gibi yüksek ısılarda 

da aktivite göstermesi enzimin yüksek bir ısıl kararlılığa sahip olduğunu 

göstermektedir. Reaksiyon hızının artması, ortam viskozitesinin düşük olması, 

substrat çözünürlüğünün yüksek olması ve mikrobiyal kontaminasyonların 

minimuma inmesi gibi özelliklerinden dolayı yüksek sıcaklıklarda yürütülen enzim 

katalizli işlemler ilgi görmektedir ve bu sıcaklıklarda aktivitesini koruyabilen enzim 

arayışları devam etmektedir. Bu çalışmada P. fluorescens RB02–3 suşu lipaz 

aktivitesinin sıcaklık ile artış göstermesinin bu enzimin endüstriyel ihtiyaçlara 

katkıda bulunabilecek bir potansiyel olabileceğini ortaya koymaktadır. 

Benzer şekilde Pseudomonas GK–80 suşuna ait lipaz optimum aktiviteyi 50 ºC 

sıcaklıkta göstermiştir (Meghwanshi vd., 2006). P. aeruginosa EF2 (Gilbert vd., 

1991), P. fluorescens NS2W  (Kulkarni ve Gadre 2002) lipazları en yüksek aktiviteyi 

55 ºC’de gösterirken, Pseudomonas sp. (Yamamoto ve Fujiwara, 1988), 

Pseudomonas sp. KWI-56 (Iizumi vd., 1990), P. aeruginosa MTCC 5113 (Singh ve 

Banerjee 2007) lipazları da optimum aktiviteyi 60-80 ºC aralığında göstermiştir.  

Pseudomonas sp. (Gao vd., 2000), P. fluorescens HU380  (Kojima ve Shimizu 2003) 
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lipazları 45 ºC, P. tolaasii (Baral ve Fox, 1997)  P. mendocina PK-12CS  (Jinwal 

vd., 2003 ), P. putida 3SK  (Lee ve Rhee, 1993), P. aeruginosa LST-03   (Ogino vd., 

2000) lipazları da 37 ºC de maksimum aktivite göstermiştir. 

Lipaz substratları genellikle suda çözünmeyen ya da kısmen çözülebilen 

bileşiklerdir. Bazı reaksiyonlar için organik çözücülerden veya sulu organik 

çözücülerden yararlanılmaktadır. Bununla birlikte organik çözücülerin, enzimler ve 

mikroorganizmalar üzerinde zararlı etkilerinin de olduğu bilinmektedir. Organik 

çözücü varlığında birçok organizma işlevini kaybeder ve büyümesi durur. Enzimler 

genel olarak organik çözücü varlığında denatüre olarak aktivitelerini 

kaybettiklerinden organik çözücülere tolerans gösteren enzimler endüstride oldukça 

geniş bir uygulama alanı bulabilmektedir (Hun vd., 2003).  

Bu çalışmada, çeşitli organik çözücülerin P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz 

enzimi üzerine etkisi incelenmiştir. % 25 etanol varlığında, 1 saatlik ön inkübasyon 

sonunda kalan enzim aktivitesi % 112 iken, 2 saatlik ön inkübasyon sonunda bu oran 

% 108 olmuştur. İzopropanol varlığında ise 1 saatlik ön inkübasyon sonunda kalan 

enzim aktivitesi % 165 iken, 2 saatlik ön inkübasyon sonunda % 137 olarak 

belirlenmiştir. Hekzan ve etil asetatta ise 1 saatlik ön inkübasyon sonunda enzim 

aktivitesi artarken 2 saatlik ön inkübasyon sonunda bir miktar inhibe olmuştur. 

Butanolde ise her iki inkübasyonda da enzim kısmen inhibe olmuştur (Tablo 4.7).   

Elde edilen bu sonuçlara göre 1 saatlik ön inkübasyon sonucunda butanol 

varlığında enzim aktivitesi azalırken, etil asetatta dikkate alınmayacak kadar az bir 

artma gözlenmiştir. En iyi aktivite ise izopropanolda gözlenmiştir. 2 saatlik ön 

inkübasyon sonunda ise tüm solventlerde enzim aktivitesi azalırken butanolde çok az 

miktarda artma gözlenmiştir (Şekil 4.16). 

Literatürde B. thermoleovorans CCR11 lipazının etanolde 1 satlik ön inkübasyon 

sonunda kalan aktivitesi % 98.6 iken bu oranın 2 saatlik ön inkübasyon sonunda % 

71.8’e düştüğü bildirilmiştir (Castro-Ochoa vd., 2005). Pseudomonas sp. AG–8 

lipazı aktivitesinin ise % 20 etanol varlığında 2.9 kat arttığı rapor edilmiştir (Sharma 

vd., 2001).  P. aeruginosa KKA-5 lipazında % 50 etanol varlığında aktivite kaybı 

saptanmamıştır (Sharon vd., 1998). Rhizopus oryzae lipazının % 30 etanol varlığında 

kalan aktivitesi % 33 olarak belirlenmiştir (Hiol vd., 2000). Aspergillus carneus 

lipazı ile yapılan diğer bir çalışmada ise 30 dk sonunda etanol varlığında aktivite 
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yaklaşık % 50’ye düşmüş ve 24 saat boyunca aynı oranda korunmuştur (Saxena vd., 

2003b).  

B. thermoleovorans CCR11 lipazının izopropanolde 1 saatlik ön inkübasyon 

sonunda kalan aktivitesi % 101.3, 2 saatlik ön inkübasyon sonunda ise % 82.8 

olduğu bildirilmiştir (Castro-Ochoa vd., 2005). P. aeruginosa PseA lipazı  

izopropanol ve butanolde inhibe olurken hekzanda aktive olmuştur (Ruchi vd., 

2007). P. aeruginosa LST-03 lipazının butanol varlığında kalan aktivitesinin % 

20’den düşük olduğu belirlenmiştir (Ogino vd., 2000). Pseudomonas GK–80 

lipazının aktivitesi ise butanolde değişmezken hekzanda inhibe olmuş, Bacillus GK–

8 lipazı da butanolde %120 oranında aktivite gösterirken hekzanda inhibe olduğu 

kaydedilmiştir (Meghwanshi vd. 2006).  

Pseudomonas sp. suşu S5 lipazı (Rahman vd., 2005), P. aeruginosa LST-03 

lipazı (Ogino vd., 2000) ve P. cepacia lipazının (Sugihara vd., 1992) hekzanda güçlü 

bir şekilde inhibe olurken, P. mendocina PK-12CS lipazında ise önemli bir değişiklik 

olmamıştır (Jinwal vd., 2003). B. stearothermophilus MC 7 lipazı butanol, etanol ve 

izopropanol varlığında inhibe olmuştur (Kambourova vd., 2003). % 30 izopropanol 

varlığında 21 saat sonunda B. thermocatenulatus lipazının ise biraz inhibe olduğu 

bildirilmiştir (Rua vd., 1997). 

Metal iyonlarının, genellikle enzimin spesifik bölgelerdeki negatif yüklü 

aminoasit birimlerine bağlanarak enzimin aktif ve kararlı yapısını korumasında etkili 

bir rol oynadığı bilinmektedir (Şişik, 2003). Aktivite üzerine etkisi incelenen metal 

iyonlarından Mn2+, Fe3+, Zn2+, Co2+, Ni2+, Cu2+ varlığında enzim kısmen inhibe 

olurken Cd2+’da önemli bir değişiklik gözlenmemiştir. Bir araştırmacı tarafından 

Fe2+, Zn2+ ve özellikle Cu2+’nun dilüe solusyonlarının bile lipaza yüksek oranda 

toksik olduğu (Wills, 1960), pek çok araştırmacı tarafından da Zn2+ ve Cu2+ gibi 

metal iyonlarının Pseudomonas lipazlarına inhibitör etkiye sahip olduğu 

kaydedilmiştir (Yamamato ve Fujiwara 1988, Iizumi vd., 1990, Kumura vd., 1993, 

Chartrain vd., 1993).  Bu çalışmada ise P. fluorescens RB02–3 suşundan izole edilen 

lipaz bu metallere karşı aktivitesini yüksek oranda korumuştur (Şekil 4.17). 

Benzer çalışmalarda P. mendocina PK-12CS  lipazı Mn2+ ve Zn2+ (Jinwal vd., 

2003) ve Pseudomonas lipazı Co2+, Ni2+, Fe2+ (Gao vd., 2000) tarafından zayıf bir 

şekilde inhibe edilmiştir.  P. fluorescens HU380 lipazı Co2+, Ni2+,Cu+2 Fe3+, Fe2+, 
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Zn2+ (Kojima ve Shimizu, 2003), P.  aeruginosa (Karadzic vd., 2006),  ve Bacillus 

cereus C71 lipazı (Chen vd., 2007) Zn2+ ve Cu2+ tarafından, P.aeruginosa MTCC 

5113 lipazı Ni2+, Cu+2, Mn+2, Fe2+ ve Zn2+ (Singh ve Banerjee 2007),  Pseudomonas 

sp. S5 suşu lipazı   Fe3+, Zn2+ ve Cu2+ (Rahman vd., 2005), Pseudomonas sp. AG-8 

lipazı  Fe3+, Zn2+ (Sharma vd., 2001),  P. putida 3SK  lipazı Co+2 (Lee ve Rhee, 

1993), Pseudomonas lipazı da Cu2+  (Gao vd., 2000)  varlığında güçlü bir şekilde 

inhibe edilmiştir. 

P. pseudoalcaligenes F-111 suşuna ait lipaz aktivitesinde (Lin vd., 1996) 1 mM 

Cd2 +, Co2+, Cu2+, Zn2+  ve Mn2+ varlığında önemli bir değişiklik gözlenmemiştir. P. 

aeruginosa KKA-5 lipazı ise Mn2 +, Cd2 + ve Cu2 + tarafından kısmi olarak inaktive 

edilmiştir (Sharon vd., 1998).   P. fluorescens HU380 (Kojima ve Shimizu 2003) ve 

P. fluorescens NS2W (Kulkarni 2002) lipazları ise Mn2+ tarafından aktive edilirken, 

Pseudomonas sp. MSI057  lipazı  Zn2+ ve Co2+ (Kiran vd., 2007) ve B. coagulans 

BTS-3 lipazı da Fe+3 ve Mg+2 (Kumar vd., 2005) tarafından aktive edilmiştir. 

P. fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enzimi aktivitesi üzerine SDS, Tween 80 

ve EDTA’nın etkisi araştırılmış ve enzimin EDTA varlığında % 25 oranında inhibe 

olurken, Tween 80 varlığında % 2 oranında bir artış gözlenmiştir. SDS varlığında ise 

enzim aktivitesinde bir değişiklik gözlenmemiştir (Şekil 4.18). 

Mevcut çalışmalarda EDTA’nın bazı lipazların aktivitesini inhibe ettiği 

kaydedilmiştir (van Oort vd., 1989; Baral ve Fox 1997; Sharon vd., 1998; Kulkarni 

2002; Snellman vd., 2002; Jinwal vd., 2003; Kojima ve Shimizu, 2003; Castro-

Ochoa vd., 2005). 1 mM EDTA Bacillus sp. RSJ-1 lipazının aktivitesi üzerinde etkili 

olmamıştır (Sharma vd., 2002a). Aynı sonuçlar Pseudomonas sp. S5 (Rahman vd., 

2005), P. pseudoalcaligenes F-111 (Lin vd., 1996), Penicillum roqueforti IAM7268 

(Mase vd., 1995) lipazlarında da gözlenmiştir. P. aeruginosa MTCC 5113 (Singh ve 

Banerjee 2007) ve P. aeruginosa san-ai suşlarına ait lipaz enzimleri de (Karadzic 

vd., 2006) EDTA’nın varlığında aktive olmuştur.  

P. aeruginosa MTCC 5113 (Singh ve Banerjee 2007), P. aeruginosa san-ai suşu 

(Karadzic vd., 2006), Pseudomonas sp. MSI057 (Kiran vd., 2007), B. cereus C71 

(Chen vd., 2007) lipazları Tween 80 tarafından aktive olmuştur. P. mendocina PK-

12CS lipazında (Jinwal vd., 2003) herhangi bir değişiklik olmazken P. aeruginosa 

PseA (Ruchi vd., 2007), B. thermoleovorans CCR11 (Castro-Ochoa vd., 2005), 
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Pseudomonas sp. (Gao vd., 2000) ve  Burkholderia cepacia (Rathi vd., 2001) 

lipazları  Tween 80 varlığında inhibe olmuştur. 

Güçlü iyonik deterjanlardan birisi olan SDS’in B. thermoleovorans CCR11 

(Castro-Ochoa vd., 2005), Pseudomonas sp. (Gao vd., 2000), Aspergillus carneus 

(Saxena vd., 2003b), P. mendocina PK-12CS  (Jinwal vd., 2003), P. aeruginosa 

PseA (Ruchi vd., 2007), B. cereus C71 (Chen vd., 2007) ve P. aeruginosa san-ai 

suşu (Karadzic vd., 2006) lipazlarını kuvvetli bir şekilde inhibe ederken, 

Pseudomonas sp. MSI057 lipazının ise SDS’de aktivitesi artmıştır (Kiran vd., 2007). 

Enzimlerin endüstride en çok kullanıldıkları alanlardan birisi hiç kuşkusuz ki 

organik sentezlerdir. Sentez reaksiyonları genellikle yüksek sıcaklıklarda ve organik 

çözücü bulunan ortamlarda gerçekleştirilmektedir. Bu nedenle, bu amaca hizmet 

etmek için kullanılacak bir enzim yüksek sıcaklıklarda ve organik çözücü 

ortamlarında kararlı olması ve bu şartlarda katalitik fonksiyonunu yüksek oranda 

gerçekleştirmesi gerekmektedir.  Lipazlar da sentetik kimya, ilaç, gıda ve deterjan 

sanayi gibi alanlarda çok kullanılan enzimlerdir. Bu açıdan ele alındığında P. 

fluorescens RB02–3 suşuna ait lipaz enziminin yüksek ısıl kararlılığına sahip olması 

nedeni ile organik sentezlerde ve yukarıda belirtilen sanayi kollarında kullanılması 

uygun olabileceği sonucuna varılabilir. Ancak bunun için enzimin daha yüksek 

oranda saflaştırılıp daha ileri derecede de karakterize edilmesi yanında organik 

çözücü ortamlarındaki kararlılığı ve kimyasal sentez reaksiyonlarında 

kullanılabilirliliği ayrıntılı bir şekilde ele alınmalıdır. Aynı zamanda P. fluorescens 

RB02–3 suşu lipazının metal iyonları ve çeşitli ajanlara karşı davranışı, bu enzimin 

farklı sanayi kollarında, farklı reaksiyonların katalizinde kullanımına olanak 

sağlayabilecek türden olabileceğini göstermektedir.  
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