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ÖZET 

Streptomyces lienomycini 350-2'NİN LİPAZ ENZİMİNİN SAFLAŞTIRILMASI, 

KARAKTERİZASYONU ve BİYODİZEL ÜRETİMİNDE KULLANIMI 

 

Burak ŞEN 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Yrd. Doç. Dr. Nurdan SARAÇ 

İkinci (Ortak) Danışman: Prof.Dr. Aysel UĞUR  

Mayıs 2014, 101 sayfa 

 

Bu çalışmada; daha önce yapılan çalışmalarda yüksek lipaz aktivitesi gösterdiği 

belirlenen Streptomyces lienomycini 350-2 suşu tarafından üretilen ekstraselüler lipaz 

tanımlanmış ve karakterize edilmiştir.Bu suşun lipaz aktivitesi 11.782 U/ml olarak 

tespit edilmiştir.  

S.lienomycini 350-2’den elde edilen lipaz (LipS350-2), amonyum sülfat çöktürmesi, 

diyaliz ve jel filtrasyon kromatografisi ile kısmi olarak saflaştırılmıştır. Kısmi 

saflaştırma sonucu LipS350-2'nin spesifik aktivitesi 1466.8 (U/mg), saflaştırma 

verimi % 1.17 ve saflaştırma katsayısı 1.56 olarak hesaplanmıştır.Saf lipazın 

moleküler ağırlığı SDS-PAGE ile yaklaşık 52 kDa olarak tespit edilmiştir.  

LipS350-2'nin optimum sıcaklık ve pH’sı sırasıyla 40 °C ve pH 9.0 olarak 

belirlenmiştir. Lipaz pH 7.0-11.0 ve 4-40 °C aralığındaki sıcaklıklarda iyi bir 

stabilite göstermiştir. Çeşitli alkol konsantrasyonlarının ve inkübasyon sürelerinin 

lipaz aktivitesine ve stabilitesine olan etkileri de belirlenmiştir. Enzim atık yağlara ve 

p- nitrofenil palmitat'a (p-NPP) karşı yüksek spesifite göstermiştir. LipS350-2'nin 

depolanma stabilitesi incelenmiş ve enzimin 4 C’de 30. güne kadar depolanabildiği 

belirlenmiştir.  

LipS350-2'nin geniş pH ve sıcaklık aralıklarında yüksek stabilite göstermesi, 

alkollerin varlığında aktivitesini koruması bu enzimin biyodizel üretiminde 

kullanılabilir bir biyokatalizör olabileceğini göstermiştir. Lipazın biyodizel 

reaksiyonu gerçekleştirilmiş ve biyodizel üretimi kalitatif olarak TLC (ince tabaka 

kromatografisi) ile belirlenmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Streptomyces lienomycini, Lipaz, Kısmi saflaştırma, 

                                  Karakterizasyon, Biyodizel 



v 

 

ABSTRACT 

Streptomyces lienomycini 350-2 OF THE LİPASE ENZYME PURİFİCATİON, 

CHARACTERİZATİON AND USE OF BIODIESEL PRODUCTION 

 

Burak ŞEN 

 

Master of Science (M.Sc.)  

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Nurdan SARAÇ 

Co-supervisor: Prof. Dr. Aysel UĞUR 

May 2014, 101 pages 

 

In this study, the extracellular lipase produced by Streptomyces lienomycini 350-2, 

which showed high lipase activity in previous studies was identified and 

characterized. The lipase activity of this izolate was determined as 11.782 U/ml. 

The lipase produced by S.lienomycini 350-2 (LipS350-2) was partially purified by 

ammonium sulphate precipitation, dialysis and gel filtration chromatography. After 

the partial purification, thespecific activity of LipS350-2, purification yield and 

purification factor were calculated as 1466.8 (U/mg), 1.17% and 1.56, 

respectively.The molecular weight of the purified lipase was determined to be 

approximately 52 kDa by SDS-PAGE. 

The optimal temperature and pH for LipS350-2 determined as 40ºC and pH 9.0, 

respectively. The lipase exhibited good stability between pH 7.0 and 11.0 and was 

stable between temperatures 4 and 40ºC. The effects of concentrations and 

incubation period of various alcohols were also determined. The enzyme have high 

specifity toward waste oil and para- nitrophenyl palmitate (p-NPP). LipS350-2's 

storage stability was examined, and the enzyme can be stored at +4°C for 30 days. 

Since LipS350-2 displays high stability in a wide pH and temperature ranges, and 

maintains its activity in the presence of various alcohols, it can be effectively used as 

a biocatalyst in production of biodiesel. The biodiesel reaction of lipase was created 

and the biodiesel production was determined qualitative with TLC. 

 

Keywords: Streptomyces lienomycini, Lipase, Partial purification, Characterization, 

                   Biodiesel
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1. GİRİŞ 

1.1. Amaç ve Kapsam 

Petrol rezervlerinin azalması, klasik yakıtların oluşturduğu çevresel sorunlar, sera 

gazı emisyonlarındaki artış ve artan enerji ihtiyacı nedeniyle alternatif enerji kaynağı 

arayışları günümüzde önem kazanmaktadır. Alternatif enerji kaynaklarındaki ana 

hedef düşük maliyetli, sera gazı emisyonunda artışa neden olmayacak, ekolojik ve 

çevre dostu alternatiflerin değerlendirilebilmesidir. Bu alternatif kaynaklardan 

biyodizel son yıllarda büyük ilgi görmektedir. Çünkü yenilenebilir bir enerji kaynağı 

olan biyodizel hem enerji ihtiyacını önemli oranda karşılayabilecek hem de fosil 

yakıtların neden olduğu ekolojik sorunları büyük oranda azaltacak potansiyele 

sahiptir. 

Ülke ekonomisi için son derece önemli bir yere sahip olan ve enerji ihtiyacında yurt 

dışı bağımlılığı azaltacak olan biyodizel üretiminin arttırılması ve kimyasal 

transesterifikasyon ile biyodizel üretiminden kaynaklı çevresel sorunların önlenmesi 

büyük oranda enzimatik transesterifikasyonla mümkün olacaktır. Bu enzimatik 

transesterifikasyonda atık yağların kullanımı ile hem atık yağların neden olduğu 

çevresel sorunlar büyük oranda giderilecek hem de ülke ekonomisine önemli 

miktarda kazanç sağlanacaktır. 

Biyodizel üretiminde yenilebilir, yenilmeyen ve atık yağların hammadde olarak 

kullanımı söz konusudur. Türkiye'de kanola, ayçiçek, soya, aspir gibi yağlı tohum 

bitkilerinin enerji amaçlı tarımı mümkündür (Sarıyıldız, 2005). Ayrıca Türkiye'de her 

yıl 300 bin ton atık yağ oluşmaktadır ve büyük bir atık yağ potansiyeline sahip olan 

ülkemizde bu yağlar da biyodizel üretiminde değerlendirilebilir (Aybastıer, 2010).  

Bunun yanı sıra kullanılmamış yağlardan daha ucuz olan kullanılmış yağlar biyodizel 

maliyetini de önemli oranda azaltmaktadır (Fjerbaek vd., 2009).  
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Atık yağlar biyodizel üretiminde kullanıldığında yılda 480 milyon TL kazanç 

sağlanması mümkündür (Alptekin ve Çanakçı, 2006). Çevresel açıdan sorun 

oluşturan bu atık yağların biyodizel üretiminde etkili ve verimli bir şekilde kullanımı 

hem ekonomik hem de ekolojik açıdan önemli avantajlar sağlayacaktır.  

Biyodizel üretiminde kullanılacak lipazın, reaksiyon şartlarında stabil olması ve 

düşük maliyet ile elde edilebilmesi gerekmektedir. Transesterifikasyonda yaygın 

olarak kullanılan metanol ve etanol varlığında stabilitesini koruyabilen, termofilik 

reaksiyon koşullarında aktivite ve stabilite gösteren, geniş substrat spesifitesine 

sahip, depolanmaya elverişli, üretim maliyeti düşük bir lipazın kullanımı biyodizel 

endüstrisi için son derece önemli bir avantaj sağlayacaktır. 

Bu nedenle bu tez çalışmasında yüksek lipaz aktivitesi gösteren Streptomyces 

lienomycini 350-2 suşu tarafından üretilen lipazın kısmi olarak saflaştırılması ve 

biyodizel üretimi açısından gerekli parametrelerinin karakterizasyonu hedeflenmiştir. 

LipS350-2 geniş pH ve sıcaklık değerlerinde aktivite ve stabilite gösteren, alkollerin 

varlığında aktivitesini önemli oranda koruyan, özellikle atık yağlar üzerinde spesifik 

aktivite gösteren ve depolanmaya elverişli bir enzim olarak atık yağların enzimatik 

transesterifikasyonla biyodizele dönüştürülmesi açısından kullanılabilir bir enzimdir. 

Bu enzimin atık yağlardan biyodizel üretiminde kullanılması ile hem önemli bir 

çevresel kirletici olan atık yağlar etkili ve verimli bir şekilde kullanılabilecek hem de 

elde edilecek biyodizelin sanayide kullanımı ile ülke ekonomisine katkı 

sağlanacaktır.  

1.2. Enerji 

Enerji insan varlığı için en temel gereksinimlerden olup sosyal ve ekonomik 

kalkınma için önemli bir girdidir ve günlük yaşamın her anında ve yapılan her 

etkinlikte insanın en önemli gereksinimidir. Tarım, sanayi ve evsel faaliyetlerin 

genelleşmesi sonucunda enerji talebi özellikle gelişmekte olan ülkelerde önemli 

ölçüde artmış ve bu durum sera gazı emisyonu seviyesinde ve yakıt fiyatlarında hızlı 

bir artışa neden olarak yenilenebilir enerji kaynaklarından daha etkin yararlanma 
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çabalarının arkasındaki temel itici gücü oluşturmuştur (Refaat, 2008; Banos vd., 

2011). 

Enerji sağlamada fosil yakıtlar ve yenilenebilir kaynaklar olmak üzere başlıca iki 

kaynak vardır (Geller, 2002). Son iki yüzyıllık süreçte fosil kökenli yakıtlar, üretim 

teknolojilerinde meydana gelen gelişmelerle ve ucuz olmaları nedeniyle yaygın bir 

kullanım alanı bulmuş, bunun sonucunda da yenilenebilir teknolojiler karşısında 

üstün bir konuma gelmişlerdir. Dünya çapında tüketilen enerjinin % 86'sı ve ulaşım 

sektöründe gerekli enerjinin % 100'ü yenilenemeyen fosil yakıtlardan 

sağlanmaktadır. Dünya fosil yakıt rezervlerinin % 78'ini katı yakıt, % 12'sini petrol 

ve % 10'unu doğal gaz oluşturmaktadır. Amerika Birleşik Devletleri ve diğer 

sanayileşmiş ülkelerde enerjinin nerdeyse tamamı kömür, doğal gaz gibi fosil 

yakıtlardan elde edilmektedir (Geller, 2002). 

Ham petrol fiyatlarındaki hızlı artış, petrol ürünlerinin yüksek maliyeti, azalan fosil 

yakıtlar, enerji arzında (enerji ihtiyacının karşılanmasında) artan belirsizlik ve fosil 

yakıtların kullanımına bağlı olarak çevresel kaygılar nedeniyle alternatif, temiz ve 

yenilenebilir enerji kaynaklarının geliştirilmesi gerekmektedir (Crookes vd., 1997; 

Han vd., 2009;Chhetri vd., 2008; Atadashi vd., 2011). 

Petrol ve kömür egemenliğine dayanan enerji çağı, 1973 yılında ortaya çıkan petrol 

krizi sonucunda bir güvensizlik ortamı oluşturmuştur. Bu güvensizlik ortamı 

neticesinde tüm dünyada yeni ve yenilenebilir enerji kaynaklarına karşı yoğun bir ilgi 

ortaya çıkmıştır (Büyükmıhcı, 2003). 

Sürdürülebilir ekonomik büyüme için ekonomik sınırlar kapsamında uygun 

teknolojilerle yeni ve yenilenebilir enerji kaynaklarının kullanıma sunulması 

gerekmektedir (Yamık ve İçingür, 2008; Atadashi vd., 2011). Benzinle yer 

değiştirebilecek en önemli alternatif enerji kaynaklarından bazıları; su enerjisi, güneş 

enerjisi, rüzgar enerjisi, biyokütle enerjisi, hidrojen enerjisi ve hidrolik enerji, 

jeotermal enerji, dalga enerjisinden oluşan su gücü enerjileri ile füzyon enerjisi ve 

biyo-yakıtlar olarak sınıflandırılabilmektedir. (Crookes vd., 1997; Doğan, 2001, Phan 

ve Phan, 2008; Atadashi vd., 2011). Yenilebilir enerji kaynakları, miktarlarının sınırlı 

olmaması, çevreye daha az zarar vermeleri ve güvenli olmaları nedeniyle fosil 

yakıtlardan daha avantajlıdırlar (Mutlu, 2002). 
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Sürdürülebilir gelecek ve sağlıklı bir kalkınma için dünya çapında biyodizelin önemi 

alternatif yakıt olarak gün geçtikçe artmaktadır (Azcan, 2007). Petrol rezervlerindeki 

azalmanın kritik boyuta ulaşması, çalışmaları ister istemez yeni enerji kaynaklarına 

çevirmiştir. Bu çerçeve içerisinde alkil esterlere yani biyodizele olan ilgi de artmış ve 

bu konuda birçok yeni araştırma yapılmıştır.Biyodizelin petrol kökenli yakıtların 

yerine kullanılabilirliği, biyolojik yollarla biyodizel üretimi çalışmalarının artmasına 

neden olmuştur. (Shimada vd., 1999; Samukawa vd. 2000; Matsumoto vd. 2001; Ban 

vd. 2001). 

Alternatif enerji kaynaklarının üretimi ve kullanımının giderek yaygınlık kazanması, 

çevre bilincinin artması ve alternatif enerjiye yönelik verilen desteklerden dünya 

genelinde birçok ülke etkilenmiştir. Bu bağlamda dünyada giderek yaygınlaşan 

biyoyakıt enerjisinden ülkemiz de olumlu etkilenmiş ve biyoyakıtlarla ilgili 

çalışmalar başta biyodizel olmak üzere, 2000'li yılların başında hız kazanmıştır. 

Dünyada, biyodizelle ve diğer biyoyakıtlarla ilgili yapılan çalışmaların ülkemizi de 

etkilemesi sonucunda, üniversitelerde ve araştırma kurumlarında biyodizelle ilgili 

çalışmalar artmış ve artan enerji fiyatlarına bağlı olarak sıkıntı yaşanan ülkemizde 

biyodizel konusu hızlı bir gelişme seyrine girmiştir. Bu gelişmelere paralel olarak, 

2001 yılında Sanayi ve Ticaret Bakanlığı tarafından “Biyodizel Çalışma Grubu”'nun 

kurulması biyodizelle ilgili çalışmaların yasal sürecinin de başlamasıyla devam 

etmiştir (http://www.zmo.org.tr/resimler/ekler/cf0ed8641cfcbbf_ek.pdf). Biyodizel 

Türkiye'de mevcut olanaklarla uygulamaya alınabilecek en önemli alternatif yakıt 

seçeneklerinden biridir.  

1.3. Biyodizel 

Biyodizel, toksik olmayan, biyobozulur ve yenilenebilir bir enerji kaynağıdır. 

Yenilenebilir kaynaklardan elde edilen biyodizel biyolojik olarak parçalanabilmesi 

ve petrol dizelinden daha düşük emisyonlara sahip olması nedeniyle tercih 

edilmektedir (Hossain, 2009). Ayrıca, eksoz emisyonunun ve CO, CO2, SOx gibi 

sera etkisi yaratan gazların düşük oranda olması diğer avantajları arasındadır.  
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Biyodizelin, bitkisel veya hayvansal yağlardan elde edilen yağ asidi metil veya etil 

esterleri olarak tanımlanmakta, dizel motorlarında ve ısıtma sisteminde yakıt olarak 

kullanılmaktadır (Eggersdorfer vd., 1992; Chowdury ve Fouky, 1993; Fukuda vd., 

2001; Yang vd., 2009; Yoo vd., 2011). 

Biyodizel, petrol yakıtları ile benzer özelliklerde olması nedeniyle dizel motorlarda  

doğrudan kullanımı söz konusu olduğu gibi petrol yakıtları ile karıştırılarak da 

kullanılabilmektedir (Fukuda vd., 2001; Yang vd., 2009). 

Biyodizelin klasik fosil temelli dizele alternatif olmasının sebepleri; fosil yakıt 

kaynaklarındaki azalmaya bağlı olarak, enerjide dışa bağımlılığı azaltmak, taşıma 

sektöründe yenilenebilir biyoyakıtların kullanımı ile küresel ısınmanın azaltılmasına 

yardımcı olmak ve partiküllerin, kükürt, karbon monoksit ve hidrokarbonların 

emisyonunu azaltmaktır (Mittelbach vd., 1983; Sheehan vd., 1998; Meher vd., 2006; 

Demirbas, 2007). Biyodizel kükürt veya aromatik kimyasalları içermediği için klasik 

dizel motorlarında biyodizel kullanımı, yanmamış hidrokarbonlarda, karbon 

monoksitte ve partikül maddelerde önemli azalmalar sağlamaktadır. Bir Amerikan 

enerji departmanı tarafından yürütülen çalışmada, petrol dizeline kıyasla biyodizel 

üretiminin ve kullanımının CO2 emisyonunda % 78.5'luk bir azalma sağladığı 

görülmüştür. 

(http://www.biodiesel.org/pdf_files/fuelfactsheets/Benefits%20of%20Biodiesel.Pdf). 

Biyodizelin avantajlarından biri de yağlayıcı özelliğidir. Özellikle düşük sülfürlü 

dizel yakıtlarında azalan yağlayıcılığı biyodizel kullanarak arttırmak mümkündür 

(Boehman, 2005). Biyodizelin yağlayıcılığını etkileyen ana bileşikler yağ asidi metil 

esterleri ve monogliseritlerdir (Hu vd., 2005). Biyodizelin yapısında sülfür 

bulunmamaktadır. Yakıtların içinde bulunan sülfür yanma sonucu havadaki nem ile 

birleşerek asit yağmurlarına sebep olmaktadır. Biyodizelin içinde sülfür 

bulunmaması çevreci bir yakıt olduğunu göstermektedir. Ayrıca kozmetik ve ilaç 

sanayi gibi birçok alanda kullanılan gliserin, biyodizel üretilirken yan ürün olarak 

elde edilir (Boehman, 2005). 

Biyodizel doğada % 99.6 oranında biyolojik olarak parçalanabilmektedir. Biyodizeli 

oluşturan C16-C18 metil esterleri kolayca ve hızla parçalanarak bozunmaktadır.  
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Suya bırakıldığında 28 günde biyodizelin % 95'i bozulurken, dizel yakıtının sadece 

% 40'ı bozulabilmektedir (Karaosmanoğlu, 2002). 

Bitkisel yağların dizel motorlarda yakıt olarak kullanımı, Rudolph Diesel'in1900'lü 

yıllarda ürettiği ilk dizel motorlarda kullanımına dayanmaktadır (Prakash, 1998). 

Bitkisel yağların viskoziteleri, dizel yakıtlara göre 11-17 kat daha fazla olup, 

biyodizel üretimindeki temel hedef bu viskozite değerlerini aşağılara çekebilmektir 

(Demirbaş, 2005). 

Dünyada olduğu gibi ülkemizde de kara taşımacılığının önemli bölümünde ve deniz 

taşımacılığında dizel motorlu taşıtlar kullanılmaktadır. Ayrıca endüstride jeneratör 

yakıtı olarak da önemli miktarda dizel yakıt kullanılmaktadır. Petrol tüketimimizin 

ancak %15'i yerli üretimle sağlanabilmektedir. Petrol ürünleri tüketimi içinde ise, en 

büyük pay % 34 değeri ile dizel yakıta aittir. Biyodizel kullanımının artması ile 

petrol tüketiminde ve egzoz gazı kirliliğinde önemli miktarda azalma 

gerçekleşecektir (Aybastıer, 2010). Biyodizel formundaki yenilenebilir enerji çevre 

dostu etikleri nedeniyle dikkat çekmektedir. 

Biyodizel üretiminde başlıca kaygı ekonomik açıdan uygulanabilirliğidir. Hammadde 

(üretimi ve işlenmesi), katalizör, biyodizel üretimi (enerji, sarf malzeme, iş gücü), 

nakliye (hammadde ve son ürün), yerel ve ulusal vergiler biyodizel üretiminde 

maliyeti oluşturur. Günümüze kadar birçok biyodizel üretim tesisi başlıca hammadde 

olarak rafine bitkisel yağı kullanmış olup bu durum bütün proses maliyetinin 

neredeyse %80'ini oluşturmaktadır. Bu nedenle biyodizel fiyatını etkileyen en önemli 

değişkenin hammaddeler olduğu yadsınamaz. Bu sınırlamanın üstesinden gelebilmek 

için üreticiler atık yağ gibi düşük maliyetli hammadde üzerinde odaklanmışlardır 

(Lam vd., 2010a). 

Bitkisel ve hayvansal yağlar biyodizel üretiminde kullanılan yegane trigliserit 

kaynaklarıdır (Zawadzki vd., 2007). Bu yağların monoalkil esterleri olan biyodizel 

yenilebilir, yenilmeyen ve atık yağlardan sentezlenebilmektedir (Annapurna vd., 

2009). Günümüzdeki endüstriyel biyodizel üretimi palmiye yağı, kolza yağı, soya 

yağı, hint yağı ve Jatropha curcas gibi bitkisel yağlarla, gres ve hayvansal yağlar 

gibi çeşitli atık ürünlere dayanmaktadır. 
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Biyodizel üretiminde temel sorun maliyet olup bu maliyetin %84'ü hammaddeden 

kaynaklanmaktadır. Atık yağ biyodizel üretiminde ucuz hammadde olmasının yanı 

sıra çevre mevzuatlarına göre bertaraf edilme maliyetini ortadan kaldırmaktadır. Bu 

nedenle atık yağlar biyodizel üretiminde bitkisel yağa alternatif olmaktadır (Zheng 

vd., 2006;Bautista vd., 2009). 

Biyodizel üretiminde atık yağlar; yenebilen, yenemeyen ve hayvansal yağ gibi pahalı 

diğer hammaddelere oranla daha iyi seçim olup sonucunda daha düşük maliyetli 

biyodizel elde edilir. Kızartma yağları yiyecek veya yarı-mamul hazırlanması 

sırasında fazla miktarlarda üretilmekte olup hazır yemek zincirleri, büyük restoranlar, 

yemek hizmeti veren şirketler gibi endüstriyel ölçeklerde her yıl önemli miktarda 

oluşmaktadır. Son zamanlarda bu yağların çok küçük bir oranı sabun üretiminde 

kullanılmaktadır. Ancak kızartma yağından elde edilen sabun kalitesiz olduğu için 

kızartma yağının büyük bir kısmı çöpe gitmektedir. Böylece ekolojik ve ekonomik 

sorunlar oluşturmaktadır. Bu nedenle atık yağdan biyodizel eldesi etkili ve ekonomik 

bir yöntemdir (Charpe ve Rathod, 2011). 

1.4. Transesterifikasyon 

Ülke ekonomisi için son derece önemli bir yere sahip olan biyodizel üretimi için 

yağların transesterifikasyonunda kimyasal ve enzimatik katalizörler kullanılmaktadır. 

Kimyasal katalizör olarak genellikle alkali ve asit katalizörler tercih edilmektedir. 

Günümüzde endüstriyel olarak en sık kullanılan yöntem alkali transesterifikasyondur 

(Kaieda vd., 1999; Srivastata ve Prasad, 2000; Zhang vd., 2003; Meher vd., 2006). 

Biyodizel üretiminde kullanılan bu klasik metot homojen katalizör olarak NaOH ve 

KOH kullanımını içermektedir (Ma ve Hanna, 1999). Ancak biyodizel üretiminde 

alkali katalizörlerin kullanımında bazı kısıtlamalar söz konusudur (Jin ve Bierma, 

2010). Serbest yağ asidi içeriği ve nem, transesterifikasyon reaksiyonunu etkileyen 

en önemli parametrelerdendir. Serbest yağ asidi atık yağlarda genellikle % 2-7, 

hayvansal yağlarda ise % 5-30 oranında değişmektedir (Knothe vd., 2005).  



 

8 

 

Genellikle alkali katalizör varlığında gerçekleşen transesterifikasyon tepkimelerinde 

serbest yağ asidi içeriğinin % 1'den az olması, reaksiyona giren reaktantların ise 

susuz olması istenmektedir.  

Yağın asit içeriği ne kadar fazla olursa dönüşümü de o kadar az olmaktadır. Serbest 

yağ asidi (SYA) bazik katalizör ile reaksiyona girerek sabun oluşturmaktadır. 

Reaksiyonda kullanılan bazik katalizörün bir kısmı nötralize olduğu için reaksiyonun 

ilerlemesi yavaşlamaktadır (Abdullah vd., 2007; Yılmaz, 2008). 

Serbest yağ asidi içeriği fazla olan hammaddelerin alkali transesterifikasyonda 

kullanımı mümkün değildir (Canakci ve Van Gerpen, 2001) ve kullanılacak 

hammadde mutlaka sudan arındırılmış olmalıdır (Jin ve Bierma, 2010). Bu iki 

kısıtlama atık yağların, içeriğindeki serbest yağ asitlerinin ve suyun giderimi için ön 

muameleye tabi tutulmadan kullanılamayacağını göstermektedir (Jin ve Bierma, 

2010). Yüksek oranda su ve serbest yağ asidi içeriği olan ham materyallerde, serbest 

yağ asitlerinin esterifikasyonu için bir asidik katalizör ile ön muamele yapılması 

gerekmektedir (Freedman vd., 1984; Kaieda vd., 1999; Zhang vd., 2003). Sabun 

oluşumu istenmeyen yan reaksiyon olup katalizörün kısmen harcanarak biyodizel 

veriminin azalmasına, emülsiyon oluşumu nedeniyle ayırma ve saflaştırma 

basamaklarının zorlaşmasına neden olmaktadır. Sülfürik, hidroklorik veya sülfonik 

asit gibi asit katalizörlerin kullanımı yemeklik atık yağın metanolizi ile sabun 

oluşumunu önlemektedir. Bu ön muamele, reaksiyon esnasında sabun oluşumunu 

azaltmada, geniş ölçekteki uygulamalarda gliserol ile biyodizelin birbirinden 

ayrılmasında ve bununla birlikte katalizör ve alkali atıksuyun gideriminde gereklidir 

(Mittelbach, 1990; Meher vd., 2006). Ancak kullanılan asit katalizörler de çevresel 

açıdan önemli sorunlar oluşturmaktadır. 

Bir geleneksel biyodizel tesisindeki atıksu miktarı, her ton biyodizel için yaklaşık 

olarak 0.2 tondur (Suehara vd., 2005). Ortaya çıkan bu atıksuyun arıtımı ve suyun 

yeniden kullanımına olan nihai ihtiyaç, hem enerji tüketimi hem de çevresel açıdan 

güç problemlerdir. Bu nedenle atık yağların kimyasal katalizörlerle biyodizele 

dönüştürülmesi komplike ve pahalı bir yöntemdir (Fjerbaek vd., 2009). 
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Hem alkali hem de asit katalizörlü metotlarda, geri kazanılması gereken çok 

miktarda metanolün kullanılması, üründen giderilmesi gereken tuz ve ortamdan 

ayrılması zor olan düşük kalitedeki bir yan ürün olan gliserin oluşumu gibi durumlar 

nedeniyle kimyasal transesterifikasyon yerine son dönemlerde enzimatik 

transesterifikasyon tercih edilmektedir (Van Gerpen vd., 2004). 

Alkali katalizörlerin aksine, enzimler sabun oluşturmamakta, ileri yıkama 

basamaklarına ihtiyaç duyulmadan hem serbest yağ asitlerini hem de 

triaçilgliserolleri esterleştirebilmektedirler (Fjerbaek vd., 2009). Bu nedenle 

enzimatik metotlarla biyodizel üretimi çok geniş bir potansiyel olarak 

nitelendirilmekte ve günümüzde muazzam bir ilgi görmektedir (Wang vd., 2005).  

Enzimler; ham ve geri dönüşümlü materyalin kalitesindeki çeşitliliklere daha uyumlu 

olmaları, daha az enerji kullanımı gerektirmeleri, atıksu miktarının önemli ölçüde 

azalmasını sağlayan daha az sayıda basamak ile biyodizel oluşturabilmeleri, ürün 

ayrıştırılmasını arttırarak daha yüksek kalitede gliserol verimi sağlayabilmeleri 

nedeniyle, alkali veya asit katalizörlere kıyasla potansiyel olarak daha kullanışlıdırlar 

(Kaieda vd., 1999; Fukuda vd., 2001; Meher vd., 2006; Kumari vd., 2007). Enzimle 

gerçekleştirilen transesterifikasyonun diğer avantajları ise enzimin yeniden 

kullanılabilirliği ve diğer tekniklerden farklı olarak, operasyon sıcaklığının daha 

düşük (40 °C) olmasıdır (Meng vd., 2011). 

Enzim kullanımının olumsuzlukları ise; düşük reaksiyon oranı (Zhang vd., 2003), 

daha uzun reaksiyon süresi (Du vd., 2008; Cavalcanti-Oliveira vd., 2011), yüksek 

maliyet (Ma ve Hanna, 1999; Shimada vd., 1999; Fukuda vd., 2001; Jaeger ve 

Eggert, 2002; Meher vd., 2006; Du vd., 2008; Cavalcanti-Oliveira vd., 2011), lipazın 

kataliz aktivitesinin alkol ile inhibe olması (Meng vd., 2011) ve aktivite kaybıdır 

(Fjerbaek vd., 2009). Özellikle enzimlerin yüksek fiyatları sıklıkla 

transesterifikasyon reaksiyonlarında en büyük engel olarak ortaya çıkmaktadır (Modi 

vd., 2007). Örneğin; Novozyme 435 lipazının 1 kg'ının yaklaşık 1000 $ olması, lipaz 

katalizli dönüşümün ticarileşmesinin önünü kesmektedir. Bu nedenle geniş aktiviteye 

sahip stabil lipazların maliyet etkili endüstriyel üretimi birincil olarak önem arz 

etmektedir (Toscano vd., 2011). 
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Lipolitik enzimler açilgliserolleri hidrolizleyebilen karboksilesterazlar olarak 

tanımlanmaktadırlar (Jaeger vd., 1994; Jaeger vd., 1999; Beisson vd., 2000).Bu 

enzimler, uzun zincirli açilgliserolleri (≥10) hidrolize eden lipazları ve kısa zincirli  

açilgliserolleri (≤10) hidrolize eden esterazları içermektedir. Lipazlar kısa zincirli 

açilgliserolleri de hidrolize edebilmektedirler (Verger, 1997). 

Triaçilgliserollerden biyodizel üretiminde kullanılan lipazlar tri, di ve 

monogliseritleri yağ asidi alkil esterlerine dönüştürebilmelidir. Aynı zamanda serbest 

yağ asitlerinin esterifikasyonunu da katalizleyebilmelidir. Ayrıca yüksek yağ asidi 

alkil esteri verimine, düşük ürün inhibisyonuna, düşük reaksiyon süresine, enzimin 

yeniden kullanılabilme olanağına, sıcaklık ve alkol dayanıklılığına sahip olmalı ve 

enzim kolay olarak üretilebilmelidir (Fjerbaek vd., 2009). 

Lipaz katalizli transesterifikasyonda yan ürünlerden gliserin karmaşık bir ayırım 

süreci olmadan kolayca ayrılırken, atık yağların içerdiği serbest yağ asitleri alkil 

esterlere tamamen dönüşebilmektedir (Meher vd., 2006). 

Organik solvent toleranslı lipazlar biyoteknolojik uygulamalarda, özellikle 

biyopolimerik materyallerin ve biyodizelin üretiminde, saf kimyasalların sentezinde 

gerekmektedir (Sulong vd., 2006). Transesterifikasyon reaksiyonlarının genellikle 

organik solvent varlığında gerçekleşmesi istenmektedir. Çünkü organik solventler 

homojen reaksiyon karışımının sağlanabilmesinde, reaksiyon karışımının 

viskozitesinin azaltılarak difüzyon oranının arttırılmasında ve enzimin 

stabilizasyonunda yardımcı olabilmektedirler (Fjerbaek vd., 2009). Ancak son 

zamanlarda, organik solventlerin toksik ve yanıcı olmalarından dolayı solventsiz 

sistemlerdeki enzimatik alkoliz tercih edilmektedir (Pinyaphong vd., 2011). Çünkü 

solventli sistemlerde reaktör hacimleri daha büyük düzenlenmelidir ve solventin 

ortamdan uzaklaştırılması ekstra yatırım ve ücret gerektirmektedir (Fjerbaek vd., 

2009). Organik solvent varlığında gerçekleştirilen transesterifikasyon 

reaksiyonlarının bu olumsuzlukları nedeniyle son dönemlerde enzimatik 

transesterifikasyon uygulamalarında solventsiz sistemler tercih edilmektedir. 

Katalitik proses organik solvent içermediğinde, daha düşük maliyet, daha yüksek 

substrat konsantrasyonu ve daha büyük üretim hacmi kazanılabilmektedir (Meng vd., 

2011). 



 

11 

 

1.5. Lipazlar 

1.5.1. Genel Özellikleri 

Lipazlar (triaçil gliserol hidrolazlar EC 3.1.1.3.) trigliseritlerin gliserol ve yağ 

asitlerine hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Lipazlar, enzim sınıflandırmasında 

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; Reetz,2002). Lipazlar, ilk olarak 1834'te Eberle ve 

1856'da Bernard tarafından pankreastan tanımlanmıştır.  

Amilaz ve proteazla birlikte lipaz, bilinen ilk üç ana sindirim enzimini 

oluşturmaktadır (Hou, 2002). Serin hidrolazları sınıfı içinde yer alırlar ve bu nedenle 

hiçbir kofaktöre ihtiyaç duymazlar (Ghanem ve Aboul-Enein, 2004; Gupta vd., 2004, 

Singh ve Banerjee, 2007; Singh vd., 2008; Saxena vd., 2008). 

Lipazlar orta ve uzun zincirli trigliseritlerin yağ asitleri ve gliserole hidrolizini 

katalizlemekte ve bunlar esterazlardan, sulu solüsyonlardaki suda çözünmeyen 

lipidik substratlar tarafından oluşturulan ara yüzeydeki keskin aktivasyonları ile ayırt 

edilmektedirler (Jaeger ve Eggert, 2002). Lipazlar tarafından katalizlenen 

reaksiyonlar, enzim içeren sulu faz ile, reaksiyonun birinci basamağında enzimin 

penetre olduğu ara yüzeyde yer alan yağlı fazın oluşturduğu ara yüzeyde meydana 

gelmektedirler (Kazlauskas ve Bornscheuer, 1998; Jaeger ve Eggert, 2002; Gupta 

vd., 2004). 

Lipazlar, hem sulu hem de susuz solvent sistemlerinde aktivite göstermektedirler 

(Wang vd., 2001; Gupta vd., 2004; Nie vd., 2006) ve bu özelliklerinden dolayı 

endüstride ve tıpta önemli bir yere sahiptirler (Bjokling vd., 1991). Bu durum, her 

şeyden önce, onların geniş bir substrat spektrumunu kullanabilme, aşırı sıcaklıklara, 

pH ve organik çözücülere ve enantiyoselektiviteye karşı kararlılık gösterebilme 

yetenekleri sayesinde olmaktadır (Sharma vd., 2001). Suyun çok az olması veya hiç 

bulunmaması halinde esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonları tercih 

edilmektedir  
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(Jennings ve Akoh, 2000; Sellappan ve Akoh, 2001; Adlercreutz vd., 2002; Gupta 

vd., 2004). Suyun fazla olduğu durumlarda ise sadece hidroliz reaksiyonu 

gerçekleşmektedir (Klibanov, 1997). 

Lipazlar organik solvent varlığında doğal ve yapay bileşiklerin kullanımıyla hidroliz, 

sentez ve açil değişimi yapabilme ve bunun gibi farklı reaksiyonları katalizleyebilme 

özellikleri ile çok yönlü biyokatalizörlerdir (Bornscheuer, 2002; Gupta vd., 2004). 

Bu enzimlerkimyasal seçicilik (kemoselektivite), bölgesel seçicilik 

(regiyoselektivite), izomer seçicilik (stereoselektivite, enantiyoselektivite) 

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

2002) özelliklerine sahiptirler. Organik solventlerin varlığında (Hasan vd., 2005), 

geniş pH ve sıcaklıklarda aktif ve stabildirler (Gupta vd., 2004). Lipazlar ılımlı 

koşullar altında aktivite göstermekte, düşük enerji ve az ekipman gerektirmekte ve 

daha az kirliliğe yol açmaktadırlar (Gunstone, 1999; Pandey vd., 1999; Jaeger ve 

Eggert, 2002).  

Lipazların sahip oldukları bu özellikler, lipazları organik kimyada kullanılan en 

yaygın biyokatalizör grubu yapmaktadır (Sugihara vd., 1992). Geniş yelpazedeki 

önemlerinden dolayı lipaz üzerindeki çalışmalar yoğun olarak artmaktadır 

(Alberghina vd., 1991; Bornscheuer, 2000). 

1.5.2. Endüstriyel Lipazlar 

Endüstriyel enzim piyasasında büyük bir paya sahip olan hidrolitik enzimler 

içersinde yer alan lipazlar, anahtar enzimler olarak ortaya çıkmakta ve endüstriyel 

uygulamalarda yüksek oranda kullanılmaktadır (Jeager vd., 1994, 1999; Pandey vd., 

1999). Lipazlar, karbohidrolazlar ve proteazlar kadar büyük bir piyasa payına sahip 

olmamasına rağmen bu grup enzimlere talep artmaktadır. Bu hızlı büyümenin devam 

edeceği ve talebin 2015'te %71'lik artış göstereceği umulmaktadır (Heler, 2006). Son 

on yılda lipazlar, özellikle organik sentez alanında, proteazlar ve amilazlara oranla 

büyük bir önem kazanmıştır. 

 

 

http://www.foodnavigator-usa.com/news/ng.asp?id=70180-enzymes-lipases-proteases
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Ticari lipazların başlıca gereksinimi; bu enzimlerin reaksiyon dönüşüm oranını, 

substrat çözünürlüğünü arttıran ve mikroorganizmalarla kontamine olmasını 

engelleyen termal stabiliteleri ve yüksek sıcaklıklardaki performanslarıdır (Haki ve 

Rakshit, 2003).  

Genel olarak yüksek sıcaklıklar alkoliz veya transesterifikasyon oranını 

yükseltmektedir. Son zamanlarda, endüstride termostabil enzimlere karşı büyük bir 

gereksinim vardır ve çeşitli kaynaklardan çok sayıda termostabil lipaz saflaştırılmış 

ve yaygın olarak karakterize edilmiştir (Namboodiri ve Chattopadhaya, 2000; Li ve 

Zhang, 2005; Kanwar vd., 2006; Ebrahimpour vd., 2011; Abdel-Fattah vd., 2012; 

Masomian vd., 2013; Kumar vd., 2013). Ancak endüstriyel alanda kullanılabilirliği 

yüksek termostabil lipaz arayışları devam etmektedir. 

Dünya enzim piyasasında birçok firma lipaz üretimi yapmaktadır. 20'den fazla 

mikrobiyal lipaz ticari olarak büyük miktarlarda üretilmektedir (Shu vd., 

2010).Ticari uygulamalarda kullanılan en önemli lipazlar Achromobacter, 

Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Chromobacterium ve 

Pseudomonas cinslerinden elde edilmektedir. (Beisson vd., 2000). Ticari olarak 

üretilen maya kaynaklı lipazlar ise Candida rugosa ve Candida antarctica’dan elde 

edilmektedir (Jaeger ve Reetz, 1998).  

1994 yilinda Novo Nordisk firmasi tarafindan  üretilen ilk rekombinant lipaz 

Lipolase Aspergillus oryzae’den elde edilmiştir (Marul, 2007).Genencor firması 

tarafından üretilen Pseudomonas alcaligenes veP.mendocinalipazlarıdeterjan katkısı 

olarak kullanılmaktadır, Boehringer Mannheim, Novo Nordisk firmaları tarafından 

üretilen Candida antarctica ve Thermomyces lanuginosuslipazları deterjan katkısı ve 

organik sentezde kullanılmaktadır.Amano, Fluka, Boehringer Mannheim firmaları 

tarafından üretilenBurkholderia cepacialipazı organik sentezde kullanılmaktadır 

(Basım, 2009).Novozyme firması tarafından üretilen lipazlardan Novozyme 435, 

Novozyme 735 ve Novozyme CALB-L C. antarctica’dan elde edilmekte ve 

biyokatalizör olarak kullanılmaktadır 

(http://www.novozymes.com/en/MainStructure/Productfinder/ProductFinder.htm). 
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1.5.3. Lipazların kullanım alanları 

Lipazlar gıda endüstrisinde diğer enzimler ile birlikte ekmek, peynir ve diğer 

gıdaların raf ömrünü, reolojik özelliklerini veya aroma üretimini iyileştirmek için in 

situ olarak kullanılmaktadırlar.  

Bu enzimler tat üretimi ve besinsel değeri arttırmak için interesterifikasyon veya 

transesterifikasyonla elde edilen açilgliserollerin kompozisyon ve yapısının 

modifikasyonu için de kullanılmaktadırlar (Reetz, 2002). 

Lipolitik enzimlerin aktivitesi süt endüstrisinde önemlidir. Peynir yapımında 

kullanılan renninin kütlesinde, proteolitik enzimlerin yanında lipazlar da 

bulunmaktadır. Lipazlar modifiye edilmiş tereyağı ürünleri, margarinler, fırıncılık 

ürünleri ve bitkisel ürünlerde aroma geliştirici olarak kullanılmaktadırlar (Kıran vd., 

2006). Bunlarla birlikte bu enzimler modifiye tatlı yiyeceklerde tat ve aroma 

bileşenleri olarak kısa zincirli yağ asidi esterlerinin ve alkollerin sentezlenmesinde 

kullanılmaktadırlar (Macedo vd., 2003). Süt endüstrisinde süt yağının hidrolizinde, 

peynirlerde tat zenginleştirmede, peynir olgunlaşmasını hızlandırmada, peynirli 

ürünlerin üretiminde, tereyağı ve kremanın lipolizisinde de bu enzimlerden 

yararlanılmaktadır (Sharma vd., 2001; Bora ve Kalita, 2007). 

Lipazlar gıda üretiminden sonra en yaygın olarak kimya endüstrisinde, kimyasal 

olarak üretimi zor olan ürünlerde ya da klasik kimyasal prosesle işlenmesi zor, pahalı 

olan ürünlerin üretilmesinde sık olarak kullanılmaktadırlar.  

Bu enzimlerden Farmasötik ve agrokimyasal endüstride antibiyotiklerin, pestisitlerin 

vb.  sentezinde veya modifikasyonunda faydanılmaktadır (Gunstone, 1999; Pandey 

vd., 1999; Reetz, 2002). 

Lipazların substrata göre farklı etki göstermelerinden dolayı lipazlar organik kimya 

endüstrisinde katalizör olarak kullanılmakta ve büyük avantaj sağlamaktadırlar 

(Ghosh vd., 1996). 

Lipazlar proteazlar ile birlikte çamaşır deterjanlarının bileşiminde yağ lekelerinin 

uzaklaştırılması amacıyla da kullanılmaktadırlar (Jaeger vd., 1994; Pandey vd., 1999; 

Saxena vd., 1999; Rohit vd., 2001; Sharma vd., 2001; Rathi vd., 2001; Kanwar vd.,  
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2002; Sharma vd., 2002; Houde vd., 2004; Ateslier ve Metin, 2006; Bora ve Kalita, 

2007). Deterjan endüstrisinde lipazların diğer kullanım uygulamaları; bulaşıklarda 

beyazlatma (Nakamura ve Nasu, 1990), sıvı deri temizleyicileri (Kobayashi, 1989), 

kuru temizleme solventleri (Abo, 1990), tuvaletlerin ve çıkış borularının yüzeyindeki 

organik atıkların parçalanması (Moriguchi vd., 1990) dır.  

Aynı zamanda lipazlar sabunlar, şampuanlar gibi günlük ürünler için sürfaktanların 

sentezinde de kullanılmaktadırlar (Schmid ve Verger, 1998; Pandey vd., 1999).  

Kağıt yapımında üretilen kağıt hamurundan ziftin uzaklaştırılmasında, kağıdın geri 

dönüşümünde lipit lekelerinin uzaklaştırılmasında ve yapışkan maddelerin 

oluşumunu engellemek için de tericih edilmektedir (Jaeger ve Reetz, 1998; Pandey 

vd., 1999; Gutiérrez vd., 2001; Sharma vd., 2001). 

Deri endüstrisinde, derinin bünyesindeki yağın temizlenmesiyle tabakalama ve 

boyama işlemlerine hazır hale getirilmesi için yaygın olarak kullanılmaktadır. (Kıran 

vd., 2006). 

Kişisel bakım ürünlerinin üretiminde (Jaeger vd., 1994; Rohit vd., 2001; Sharma vd., 

2001; Houde vd., 2004), oleokimyasal endüstride katı ve sıvı yağların 

modifikasyonunda (Jesus vd., 1995; Faber, 1997; Reetz ve Jaeger, 1998; Sharma vd., 

2001; Yadav ve Trivedi, 2003; Gupta vd., 2004) yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Gıda ve yağ işlemeleri sırasında açığa çıkan atığın giderilmesinde, lipitlerle kirlenmiş 

suların ve çamurların arıtılmasında, yağla kontamine olmuş toprakların yağdan 

arıtılmasında, atık su uygulamalarında yüzeydeki oksijen geçişine imkan vermek 

için, atık suyun yüzeyinde bulunan yağ tabakasının sürekli olarak uzaklaştırılmasında 

lipazlar aktif olarak kullanılmaktadır (Pandey vd., 1999; Hou, 2002).  

Lipazlar, organik sentezlerde kimyasal olarak üretilmeyen ya da prosesle işlenmesi 

zor veya pahalı olan spesifik ürünlerin elde edilmesinde (Gitlesen vd., 1997; Reetz 

ve Jaeger, 1998; Sharma vd., 2001; Gupta vd., 2004) yaygın bir kullanıma 

sahiptirler. 

Lipazların doğal enantiyoselektivite ve regiyoselektivitesinden, kiral ilaçların 

çözümlenmesi, yağ modifikasyonu, bitkisel yağ yerine kullanılan maddelerin,  

 



 

16 

 

biyolojik yakıtların, kişisel bakım ürünlerinin ve aroma artırıcıların sentezi için 

yararlanılmaktadır. Bu nedenle lipazlar, günümüzde, organik kimyacıların, 

eczacıların, biyofizikçilerin, biyokimya ve proses mühendislerinin, 

biyoteknologların, mikrobiyolog ve biyokimyacıların enzim seçimidir (Saxena vd., 

2008). 

Literatürde ayçiçeğinden, soya yağından, karışık bitkisel yağlardan, gres ve 

donyağından ve çeşitli lokal yağlardan lipaz katalizli biyodizel üretimi çalışmaları 

mevcuttur. (Mittelbach, 1990; Kaieda vd., 1999; Watanabe vd., 2000; Nelson vd., 

1996; Abigor vd., 2000; Kamini ve Lefuji, 2001). 

Biyodizel üetiminde kullanılabilecek ideal bir lipaz bazı karakteristik özelliklere 

sahip olmalıdır. Tüm mono-, di-, tri açil gliseritler ile serbest yağ asitlerini yüksek 

verimle kullanabilmeli, ürün inhibisyonu bulunmamalı, düşük miktarlarda yüksek 

aktivite göstermeli, susuz ortamlarda aktif olmalı, düşük reaksiyon süresine sahip 

olmalı, düşük sıcaklıkta aktivite ve alkollerde stabilite göstermelidir (Bajaj vd., 2010, 

Yoo vd., 2011). 

Enzimatik biyodizel üretimi, hücre içi veya hücre dışı lipaz kullanılarak 

gerçekleştirilebilmektedir. Hücre içi lipaz kullanılan reaksiyonlarda lipaz enzimi 

sentezi yapabilen mikroorganizmalar kullanılmaktadır. Hücre dışı lipaz kullanılan 

reaksiyonlarda doğrudan mikroorganizmalardan elde edilen lipaz enziminden 

faydanılmaktadır (Marchetti vd., 2007). 

Yapılan çalışmalarda biyodizel üretimi için kullanılacak lipazın saflaştırılması ve 

karakterizasyonu hedefdir. 

Bu konuda birçok çalışmanın olmasına rağmen yeni ve biyodizel üretimi için yüksek 

özelliklere sahip enzim arayışları devam etmektedir.  

Enzim arayışlarında mikroorganizmaların özellikle bakterilerin önemli bir 

potansiyeli bulunmaktadır. 

Antibiyotiklerin yanı sıra ürettikleri birçok sekonder metabolit ekonomik ve 

endüstriyel açıdan antibiyotikler kadar değerli olup biyoteknolojik alanda ve ilaç 

sanayiinde kullanılmaktadır (Peczynska-Czoch ve Mordarski, 1988). 
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1.5.4. Lipaz Analiz Yöntemleri 

Enzim aktivitesinin tayini aslında enzimatik reaksiyonun hızının tayinidir. Genellikle 

reaksiyon hızı için kullanılabilen yöntemler aktivite tayini için de kullanılabilir 

(Telefoncu, 1986; 1993).  

Aktivite tayininde ya kaybolan substrat miktarı veya meydana gelen ürün miktarı 

tayin edilerek enzimlerin aktiviteleri ölçülmektedir. 

Lipazlar, trigliseritleri hidrolize ederler ve serbest yağ asitleri ve gliserolün meydana 

gelmesine sebep olurlar. O nedenle, bu enzimler için analiz metotları genel olarak 

serbest yağ asitlerinin oluşumunun analiz edilmesi kriterleri etrafında gelişmiştir 

(Jensen vd., 1983). 

Serbest yağ asitlerinin oluşumunu araştırmak amacıyla kalitatif olarak jel difüzyon 

analizleri ve 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), 

floresans, 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; Gupta 

vd., 2003; Ruiz vd., 2004). 

1.5.4.1. Kalitatif analiz 

Lipaz üreten suşlar Tribütirin agarda klasik olarak incelenmektedir. Dört karbonlu 

(Lee vd., 2001) sentetik bir trigliserit olan (Gao vd., 2000) tribütirin'in hidrolizi ile 

oluşan zon ya esteraz ya da lipazı aktivitesini göstermektedir (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). Alternatif olarak katı besiyerlerine 

indikatör eklenerek renkli zon oluşumu gözlenmektedir (Gupta vd., 2003). Nile blue 

sülfat (Lawrence vd., 1967; Converse vd., 1981; Christen ve Marshall, 1984; Samad  



 

18 

 

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, fenol red (Lawrence vd., 1967; Converse vd., 1981; Christen ve 

Marshall, 1984; Samad vd., 1989) indikatör olarak kullanılarak analiz 

gerçekleştirilmiştir (Gupta vd., 2003).  

Bütün bunlara ek olarak floresan Rhodamine B boyasını kullanılarak 350 nm dalga 

boyunda UV ışığı altında turuncu floresan olarak lipolizis zonlarını gözlemlemek te 

mümkündür (Kouker ve Jaeger, 1987). Rhodamine, serbest yağ asitleriyle floresan 

bir kompleks oluşturur. Böylece lipaz üreten koloniler görünür UV ışığı altında 

floresan haleler oluşturur (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 (Hube vd., 2000; Martinez ve Soberón- Chávez, 

2001) ve Tween 80 içeren besiyerinde şeffaf zonun gözlenmesi (Sierra, 1957; 

Emanuilova vd., 1993; Smibert ve Krieg, 1994;) ile de lipaz aktivitesinin 

belirlenmesi mümkündür. 

1.5.4.2. Kantitatif analiz 

Titrimetrik analiz; hidrolaz sınıfı enzimlerin katalizledigi reaksiyonların büyük 

çoğunluğunda H
+
 açığa çıkmaktadır. Olusan H

+
 konsantrasyonu reaksiyon hızı ile 

orantılıdır (Telefoncu, 1986). Özellikle substratları suda iyi çözünmeyen 

hidrolazların (lipazlar gibi) aktivite tayinleri için titrasyon çok uygun bir yöntemdir 

(Telefoncu, 1986; Ghosh vd., 1996). Burada substrat olarak uluslararası kabul gören 

triolein veya buna ucuz bir alternatif olan zeytinyağı kullanılır (Jensen vd., 1983). 

Bundan başka tribütirin, triasetin (triasetilgliserol) ve tripropiyonin 

(tripropiyonilgliserol) de enzimatik aktivite tayininde substrat olarak 

kullanılabilmektedir (Lanz ve Williams, 1973; Staubmann vd., 1999). Bununla 

birlikte lipazlar, kısa zincirli triaçilgliserollerle karşılaştırıldığında, triolein gibi uzun 

zincirli triaçilgliserolleri daha yüksek oranda hidrolize etmektedir (Gupta vd., 2003). 
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Lipolitik reaksiyonda, asidin serbest bırakılması titrimetrik olarak analiz edilebilir. 

Nicel yöntemde reaksiyon yönünde pH ölçülür (Jaeger vd., 1994). Titrimetrik 

metotlar zamana bağlı olarak serbest yağ asitlerinin serbest bırakılmasıyla sodyum 

veya potasyum hidroksitin nötralizasyon oranını ölçmektedirler (Naka ve Nakamura, 

1992). 

Spektrofotometrik analiz; Lipaz aktivitesinin araştırılmasında genel olarak yağ asidi 

zinciri çeşitli uzunluğa sahip p-nitrofenil esterleri substrat olarak kullanılmakta 

(Huggins ve Lapides, 1947) ve meydana gelen p-nitrofenol 410 nm'de 

spektrofotometrik olarak ölçülmektedir (Winkler vd., 1979; Pencreac'h ve Baratti, 

1996;Gilham ve Lehner, 2005). Asetat ve bütirat gibi kısa zincirli esterler suda 

çözünmekte ve bu nedenle bu hidroliz lipaz aktivitesinden ziyade esteraz 

aktivitesinin ölçülmesini sağlamaktadır. Bununla birlikte laurat, palmitat veya oleat 

gibi uzun zincirliler lipaz aktivitesinin ölçülmesi için kullanılmaktadır (Gilham ve 

Lehner, 2005). Bu analiz için sınırlayıcı olan, p-nitrofenol'ün absorbansı asidik pH'da 

önemli ölçüde etkilendiği için, asidik pH'larda bu esterlerle ölçüm yapılamamasıdır 

(Kademi vd., 2000). Asidik ortamda lipolizisin ölçülmesi güçtür, çünkü düşük pH 

değerlerinde yağ asitleri tam olarak iyonize olamamakta ve bu durum yanlış 

ölçümlerle sonuçlanmaktadır (Gilham ve Lehner, 2005).  

Enzimatik aktivite sadece nötral veya alkali pH değerlerinde bu prosedürle tespit 

edilebilmektedir (Kademi vd., 2000; Gilham ve Lehner, 2005). Ancak yüksek pH ve 

sıcaklık değerlerinde de (Gutarra vd., 2009) p- nitrofenil esterleri stabil olmadığı için 

(Lin vd., 1996; Sharma vd., 2002; Salameh ve Wiegel, 2007) bu ekstrem koşullarda 

da p-nitrofenil esterlerinin kullanıldığı spektrofotometrik ölçüm ile sağlıklı sonuçlar 

alınamamaktadır (Lin vd., 1996; Lotrakul ve Dharmsthiti, 1997; Sharma vd., 2002; 

Salameh ve Wiegel, 2007). 

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). 
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Renk üretiminin ölçülmesinden baska spektrofotometrik analizler yağ asitlerinin, 

kalsiyum veya bakırla çöktürülmesiyle de yapılabilir. Substrat olarak Tween 

kullanılır. Absorbans artışı 500 nm'de ölçülür (Von Tigerstrom ve Stelmaschuk, 

1989). Bu türbidimetrik metot, basit bir yöntem olup Tween 20 ile yapılan titrimetrik 

analizden 36 kat (Bier, 1955; Stotz, 1955; Guilbault, 1976), p-nitrofenil palmitatla 

yapılan spektrofotometrik analizden (Winkler vd., 1979) en az dört kat daha hassastır 

(Gilham ve Lehner, 2005). 

Florimetrik analiz; Floresan bileşikler de lipaz analizi için kullanılmaktadırlar. Metot, 

lipaz aktivitesinden dolayı serbest bırakılan floresan yağ asitlerinin ölçümünü 

gerektirir. Triaçilgliserollerin alkil grubunun, pirenil gibi floresan grupla yer 

değiştirmesiyle analiz gerçekleşir. Floresan özellikte serbest pirenil grupları 

oluşturmaktadır. Triaçilgliseroller hidrolize olduktan sonra pirin grupları 400 nm'de 

yer değiştirir (Thuren vd., 1987; Negre-Salvayre vd., 1991). Floresan olmayan 4-

metilumbelliferil oleat, lipaz etkisinden sonra floresan 4-metilumbelliferon'u serbest 

bırakır (Jacks ve Kircher, 1967). Hızlı bir yöntem olmasına rağmen substratların 

pahalı olması kullanımını sınırlandırmaktadır (Gupta vd., 2003). 

Kromatografik prosedür; lipit substratında, enzim katalizinin hidrolizini takiben 

serbest bırakılan yağ asitlerinin direkt olarak tespit edilmesi için kesin bir metottur. 

Spesifik kolonlar vasıtasıyla ürün veya arta kalan substratın miktar tayini ve analizi 

yapılır. Rutin analizler için zaman alıcı olmasına rağmen substrat spesifikliğinin 

tayininde kullanımı tavsiye edilmektedir (Gupta vd., 2003).  

İmmünolojik metotlar ve ELISA; yüksek hassasiyet ve lipazların tespiti ve miktar 

analizleri için spesifik sistemlerdir. Bu immünolojik metotlar aktif veya aktif 

olmayan lipazların tespit edilmesinde kullanılırlar (Grenner vd., 1982; Dati ve 

Grenner, 1984). 

1.5.5. Lipaz kaynakları 

Lipaz enzimi bitkisel kaynaklardan, hayvansal dokulardan ve mikroorganizmalardan 

elde edilmektedir (Telefoncu, 1986; Cortez vd., 1999; Gao vd., 2000; Kojima ve  
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Shimizu, 2003; Sangeetha vd., 2011; Zheng vd., 2011). Bu enzim memelilerde ve 

mikroorganizmalarda iyi bir şekilde karakterize edilmiştir (Wooley ve Petersen, 

1994). Buna karşın bitkisel lipazlarla ilgili çok az şey bilinmektedir (Beisson vd., 

2000). Hayvansal lipazlar, doku ve vücut sıvılarının çoğunda; bitkisel lipazlar, 

bitkilerde katman doku, kabuk ve köklerde bulunurlar. Lipazlar, pek çok 

mikroorganizma türlerinin bünyelerinde doğal olarak bulunur. Hayvansal, bakteriyel 

ve fungal enzimlerin yaygın kullanımlarına karşın bitkisel enzimler ticari olarak 

kullanılmamaktadır (Savitha vd., 2007).  

Bitkisel lipazlar triaçilgliserolleri hayvansal ve mikrobiyal lipazlara kıyasla daha 

düşük oranlarda (genellikle < 0.5 µmol/mg/dk) hidrolizlemektedirler (Bhardwaj vd., 

2001). Lipazların hayvansal ve bitkisel dokulardan elde edilmeleri güçtür. Çünkü bu 

tür dokularda, hücrenin ya da hücre duvarının parçalanması zordur ve bunun için 

ekstra hücre parçalayıcılar gerekmektedir. Bu işlemler sırasında enzimin yapısı zarar 

görebilmektedir (Taipa vd., 1992). 

Mikrobiyal lipaz üreten mikroorganizmalar, endüstriyel atıklar, sebze yağı üreten 

fabrikalar, mandıralar, yağ ile kontamine olmuş topraklar başta olmakla birlikte 

değişik topraklarda (Gao vd., 2000; Haba vd., 2000; Jinwal vd., 2003; Soliman vd., 

2007; Mohan vd., 2008; Dandavate vd., 2009; Saraç, 2011; Zheng vd., 2011), 

endüstriyel atıklarda (Sztajer vd., 1988; Kim vd., 2004;), yağ içeren tohumlar 

(Sztajer vd., 1988; Kose vd., 2002), çürümüş gıdalar, kompost yığınları (Wang vd., 

1995; Sztajer vd., 1988; Tsai vd., 2007; Zheng vd., 2011), kömür madenleri 

(Gowland vd., 1987; Wang vd., 1995), gübre yığınları (Zheng vd., 2011) gibi 

ortamlardan izole edilebilmektedir. 

Lipazların doğada yaygın olarak bulunmalarına karşın (Schmid ve Veger, 1998; 

Klibanov, 2001, Guncheva ve Zhiryakova, 2011) sadece mikrobiyal lipazlar ticari 

olarak önemlidirler (Saxena vd., 2003b). Ticari olarak kullanılan mikrobiyal lipazlar 

bakterilerden ve mantarlardan elde edilmektedirler (Babu ve Rao, 2007; Sangeetha 

vd., 2011). Mikroorganizmalar, ekstraselüler lipaz üretebilmektedirler. Mikrobiyal 

lipazların elde edilmesi bu nedenle kolay (Rathi vd., 2001) ve ekonomik (Sharma 

vd., 2001) olmaktadır. Katalitik aktivitelerinin daha yüksek olması, yüksek verimle 

elde edilebilmeleri, istenmeyen yan ürünler oluşturmamaları, daha stabil ve ucuz  
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olmaları mikrobiyal lipazların daha çok tercih edilmesinin başlıca nedenleridir 

(Wiseman, 1987; Guncheva ve Zhiryakova, 2011). 

Ayrıca mikrobiyal lipazların küçük hacimlerde çok fazla miktarlarda üretilebilmeleri, 

ılımlı şartlar altında iş görmeleri, düşük enerji ve az ekipman gereksinimi sayesinde 

maliyetin düşük olması, daha az kirliliğe neden olması (Jeager ve Eggert, 2002), 

ayrıca lipazların çeşitli hidrolitik ve sentetik birçok reaksiyonu katalizleyebilmeleri 

(Sharma vd., 2001), mevsimsel dalgalanmasının olmaması ve ucuz ortamlarda kolay 

gelişebilmeleri (Wiseman, 1995; Guncheva ve Zhiryakova, 2011) endüstriyel 

anlamda mikrobiyal lipazları avantajlı hale getirmektedir (Gill ve Parish, 1997). 

Bu avantajlı özelliklerinden dolayı mikrobiyal lipazlarla ilgili birçok çalışma 

yapılmıştır ve üstün özelliklere sahip yeni lipaz arayışları devam etmektedir (Lopez 

vd., 2000; Jaeger ve Eggert, 2002; Kanwar ve Goswami, 2002; Litthauer vd., 2002; 

Sharma vd., 2002; Rahman vd., 2005; Karadzic vd., 2006; Ertuğrul vd., 2007; 

Heravivd., 2008; Mahanta vd., 2008; Mohan vd., 2008; Dandavate vd., 2009; Dutta 

ve Ray, 2009; Ahmed vd., 2010; Cadirci ve Yasa, 2010; Nguyen vd., 2010; Zheng 

vd., 2011, Guncheva ve Zhiryakova, 2011; Yoshida vd., 2011; Ce´sar, 2012; Zhao 

vd., 2013). 

Fungal lipazlarla ilgili çalışmalar 1950'lerin başında başlamış, Lawrence ve daha 

sonra Brockerhoff ve Jensen tarafından bu enzimler kapsamlı olarak incelenmiştir. 

Bundan sonra birçok araştırmacı termal stabilite, substrat özgüllüğü ve organik 

solventlerdeki aktivitelerinden dolayı lipaz kaynağı olarak fungusları göstermişlerdir 

(Ghosh vd., 1996). Ticari lipazların belli başlı üreticileri; Aspergillus niger, A. 

terreus, A. carneus, Candida cylindracea, Humicula lanuginosa, Mucor miehei, 

Rhizopus arrhizus, Rhizopus delemar, Rhizopus japonicus, Rhizopus niveus ve 

Rhizopus oryzae'dir (Ghosh vd., 1996). 

Lipazlar, bakteriler tarafından da üretilmektedir. 1901'de Bacillus 

prodigiosus,Bacillus pyocyaneus ve Bacillus fluorescens'de lipazların varlığı tespit 

edilmiştir. Lipaz üreten bakterilerden bazıları Serratia marcescens, Pseudomonas 

aeruginosa ve Pseudomonas fluorescensolarak bildirilmistir (Jaeger vd., 1994). 

Ayrıca, Streptomyces sp. (Sztajer vd., 1988; Sommer vd., 1997), Acinetobacter sp.  
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(Chen vd., 1999), Aeromonas sp. (Anguita vd., 1993; Lotrakul ve Dharmsthiti, 

1997), Staphylococcus sp. (Jürgens vd., 1981; Van Oort vd., 1989), Lactobacillus sp.  

(El-Sawah vd., 1995; Meyers vd., 1996), Micrococcus sp. (Hou, 1994), Burkholderia 

sp. (Yeo vd., 1998; El Khattabi vd., 2000) ve Chromobacterium sp. (Taipa vd., 1994) 

cinsleri de lipaz üretimi için kullanılmaktadır. 

1.6. Streptomyces 

Streptomistler aside dirençsiz, Gram pozitif Actinomycetes grubu organizmaları 

içermektedir (Lee vd., 2005). 

Streptomyces cinsi, filamentöz toprak bakterilerini barındırmakta olup; hayat 

döngüleri boyunca çeşitli morfolojik değişimlere uğrarlar. Streptomisetler hücre 

farklılaşmaları, sekonder metabolit oluşumu, sporulasyon ve programlanmamış hücre 

ölüm mekanizmasını içeren belirli bir hayat döngüsüne sahiptirler. Sıcaklık, pH, 

CO2, O2 ve nem gibi çevresel faktörler topraktaki Streptomyces'lerin hayat 

döngüsünü etkilemektedir (Vionis vd., 1998). Bu cinsteki bakteriler; batık (ince, 

dallanmış, çoğunlukla  renksiz ve  bölmesiz, organizmanın geliştiği ortama  gömülü; 

birincil, substrat ya da vejetatif  miselyum olarak da bilinen yapı) ve havasal (yün 

biçiminde, hafif dallanmış hiflerden meydana gelmiş, çoğunlukla oluşturulan 

pigmentlerden dolayı renkli, çok sayıda kıvrımlı spor zincirlerini barındıran, batık 

misellerden daha kalın) olmak üzere iki tip miselyum oluştururlar. Normalde spor 

formunda olmalarına rağmen, yeterli nem ve besini bulduklarında sporları 

çimlenerek batık miselyumu oluşturur. Bu morfolojik değişimlerle beraber 

pigmentler, antibiyotikler ve diğer sekonder metabolitlerin de üretimi başlar  

(Williams vd., 1989; Wendisch ve Kutzner, 1991). 

Streptomisetlerin oluşturdukları koloniler dairemsi, likensi veya derimsi şekillerde 

olabilmektedir. Koloniler başlangıçta düz, fakat daha sonra bu düz koloniler 

pamuksu, yünsü veya kadifemsi görünümlere dönüşmektedir (Korn-Wendisch ve 

Kutzner, 1992). 
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Streptomisetler çeşitli renklerde pigment üretebilmektedirler. Oluşturdukları 

pigmentler vejetatif ve havasal miselyumların rengini vermektedir.  

Bu pigmentlerin yanında ürettikleri çözünebilir pigmentler ortamın rengini 

değiştirmektedirler (Goodfellow ve Simpson, 1987).  

Çoğu streptomiset türü 25-35 °C arası sıcaklıklarda ve pH 6.5-8 aralığında optimum 

gelişme göstermektedirler. Buna karşılık 45-55 °C'de gelişebilen termofilik ve +4 

°C'de gelişebilen psikrofilik türlere de rastlanılmaktadır (Williams vd., 1989; Kim 

vd., 1998). Çoğu toprak streptomiseti nötral veya zayıf alkali koşullarda optimum 

gelişme gösterirken, asidik ya da alkali pH'da gelişen türlerde mevcuttur (Kim vd., 

1998; Basilio vd., 2003). Zorunlu asidofilikler ise sınırlı pH değerlerinde ve özellikle 

pH 4.5'da optimum gelişme göstermektedirler (Kim vd., 2004). 

Streptomisetler, enerji ve gelişim için tek karbon kaynağı olarak çeşitli organik 

bileşikleri kullanabilme yeteneğine sahiptirler. Organik bileşikleri hücre içi 

enzimlerini kullanarak ayrıştırır ve kullanırlar (Kim vd., 1998; Falconer, 1988). 

Streptomisetler doğada geniş bir yayılışa sahiptirler. Karasal ortamda yaygın olarak 

bulunanların yanında tatlı su ve deniz gigi sucul ekosistemlerde de yayılış 

gösterebilmektedirler (Goodfellow ve Simpson, 1987). 

Streptomisetler eşsiz bir metabolik çeşitliliğe sahiptirler ve yeni bileşenleri üretim 

potansiyeli yüksektir. Bu maddeler arasında başta antibiyotikler (streptomisin, 

kloramfenikol, klortetrasiklin, neomisin, oksitetrasiklin, eritromisin, tetrasiklin, 

novobiyosin, sikloserin, vankomisin, kanamisin) olmak üzere anti-tirozinaz, 

antioksidan, anti-tümör ajanlar, enzim inhibitörleri, glukoz izomerazlar, 

transglutaminazlar gibi endüstriyel açıdan önemli enzimler ve hemolitik bileşikler 

sayılabilir (Anzai vd., 2008). 

Günümüzde antibiyotik kullanımının artmasıyla orantılı olarak, antibiyotik üreten 

streptomisetler ile çok sayıda çalışma bulunmaktadır. Bu cinse ait üyelerin 

antibiyotik üretmeleri; organizmaların sporulasyon evresindeyken, ortamdaki besinin 

azalması durumunda, diğer mikroorganizmaların gelişimini engelleyip besin 

sınırlamasını ortadan kaldırmak istemelerinden kaynaklanmaktadır  
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(Madigan ve Martingo, 2009). Ürettikleri sekonder metabolitler, doğal ortamlarında 

hayatta kalmalarını sağlayan fonksiyonlarda önemli role sahiptir (Şahin, 2005). 

Bakteriyel lipaz arayışlarında, sahip oldukları geniş çeşitlilikte enzim üretimi ve 

zengin sekonder metabolitleri ile Streptomisetler önemli bir potansiyeldir. Bu grubun 

sekonder metabolit üretimleri detaylı olarak araştırılmış olmasına rağmen 

Streptomyces'lerle ilgili yapılmış lipaz çalışmaları ise son derece sınırlıdır ve yeni 

çalışmalara ihtiyaç vardır. 

Literatürdeki Streptomyces lipazları ile yapılmış çalışmalardan bazıları aşağıda 

verilmiştir.  

Mander vd'nin (2012) yaptığı çalışmada; organik solvent tolerantlı Streptomyces sp. 

CS133 lipazının organik ortamda bitkisel yağların enzimatik transesterifikasyonu 

araştırılmıştır. Streptomyces sp. CS133'ün lipazı saflaştırılmış, moleküler ağırlığı 

belirlenmiş ve karakterize edilmiştir.  

Aly vd'nin (2012) yaptığı çalışmada yağ ile kontamine edilmiş topraktan izole 

edilmiş ve genetik olarak geliştirilmiş Streptomyces LP10 lipazı saflaştırılmış ve 

moleküler ağırlığı belirlenmiştir. Large vd'nin (1999) yaptığı çalışmada Streptomyces 

lividans, Streptomyces clavuligerus, Streptomyces coelicolor ve Streptomyces 

rimosus lipazları araştırılmıştır. Sommer vd'nin (1997) yaptığı çalışmada 

Streptomyces cinnamomeus'un ekstraselüler lipazının genetik ve biyokimyasal 

karakterizasyonu yapılmıştır. Başka bir çalışmada Streptomyces rimosus 

ekstraselüler lipazının yapısal kütle spektrometresi ile disülfit köprüsü desen atama 

metotuyla karakterizasyonu yapılmıştır. Lipazın ayrıca moleküler ağırlığı da 

belirlenmiştir (Vujaklija vd., 2003). 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

2.1. Kantitatif lipaz aktivitesinin ölçülmesi 

Kantitatif lipaz aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlenmiştir. Bu amaçla, ISP2 

agar (Bkz. Ek-1) besiyerinde 30 ºC'de 7 gün geliştirilen kültürden, 250 ml'lik 

erlenlerdeki 100 ml ISP2 broth (Bkz. Ek-1) besiyerine inokülasyon yapılmış ve 30 

ºC'de 130 rpm'de 7 gün inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda izolat 

Whatman 42 filtre kağıdından süzülmüş ve elde edilen süpernatant lipaz aktivitesi 

ölçümünde kullanılmıştır. 

İzolatların kantitatif lipaz aktiviteleri, Kordel vd. (1991) tarafından modifiye edilen 

Winkler vd. (1979)'nin metodu kullanılarak spektrofotometrik olarak belirlenmiştir. 

Kordel tarafından modifiye edilen metoda göre hazırlanan substrat solüsyonu bulanık 

olduğu için spektrofotometrik ölçümde düzgün sonuçlar alınamamıştır. p-NPP'nin 

enzimatik hidrolizinden dolayı açığa çıkan yağ asitlerinin dağılmasına neden olan 

Triton X-100'ün miktarı arttırılarak bulanıklık sorunu ortadan kaldırılmıştır. (Gupta 

vd., 2002; Saraç, 2011). 

Kantitatif lipaz aktivitesinin ölçülmesinde kullanılan bu metot, p-NPP'nin enzimatik 

hidrolizi sonucunda meydana gelen p-nitrofenol'ün OD410 nm'de kolorimetrik olarak 

tespit edilmesine dayanmaktadır. Spektrofotometrik yöntemle lipaz aktivitesinin 

belirlenmesinde kullanılan substrat solüsyonunun hazırlanmasında A ve B 

solüsyonları olarak iki ayrı solüsyon (Bkz Ek-2) hazırlanmıştır. Bu iki solüsyon 

karıştırılarak substrat solüsyonu elde edilmiştir. Bu substrat solüsyonu maksimum 2 

saat stabil kalabilmektedir (Mahadik vd., 2002; Savitha vd., 2007). Bu nedenle 

substrat solüsyonu her kullanım öncesi taze olarak hazırlanmıştır. 
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Substrat solüsyonundan 9 ml alınarak 1 ml süpernatant ile karıştırılmış ve 

çalkalamalı inkübatörde 30 ºC'de 30 dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda 

OD410 nm'de absorbans değeri ölçülerek lipaz aktivitesi hesaplanmıştır. Kör olarak 

substrat solüsyonu kullanılmıştır. Bir lipaz ünitesi (U), dakikada 1 µmol p-nitrofenol 

açığa çıkaran enzim miktarı olarak tanımlanmıştır. 

2.1.1. p-nitrofenol standart eğrisinin hazırlanması 

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde standart olarak p-nitrofenol (Sigma, N7660) 

kullanılmıştır. Standart eğriyi çizmek için pH 8.0 tamponu kullanılarak derişimi 

bilinen (10 mM) p-nitrofenol'den seri standart çözeltiler hazırlanmış ve OD410 

nm'deki absorbans değerlerine karşılık gelen regresyon grafiğinden elde edilen eğim 

değeri aşağıdaki formüle yerleştirilerek enzim aktivitesi U/ml olarak hesaplanmıştır.  

  Aktivite (U/ml/dk) =  ∆C x VT x SF 

               T(dk) x VE 

      ∆C: Absorbans/eğim 

VE: Enzim hacmi 

T(dk): Zaman 

VT: Toplam reaksiyon hacmi 

SF: Seyreltme faktörü 

2.2. Streptomyces lienomycini 350-2 Suşu Tarafından Üretilen Lipazın (LipS350-

2) Kısmi Olarak Saflaştırılması 

Öncü çalışmalar sonucunda yüksek lipaz aktivitesi gösteren, Muğla Sıtkı Koçman 

Üniversitesi Kültür Koleksiyonu’na dahil S. lienomycini 350-2 suşu tarafından 

üretilen lipaz enzimi amonyum sülfat çöktürmesi, diyaliz, ultrafiltrasyon ve jel 

filtrasyon kromatografisi kullanılarak kısmi olarak saflaştırılmış ve her basamakta 

lipaz aktivitesi ölçülmüştür.  
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2.2.1. Amonyum Sülfat Çöktürmesi 

Saflaştırmanın ilk basamağı olarak amonyum sülfat çöktürmesi yapılmıştır. Suş ISP2 

broth besiyerine inoküle edilmiş, 30 °C'de 130 rpm'de 7. güne kadar inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon süresinin sonunda kültür Whatman 42 filtre kağıdından 

süzülmüş ve süpernatant kısmı saflaştırmada kullanılmıştır. 

Amonyum sülfat çöktürmesinde, lipazın maksimum olarak çökebildiği pH'yı tespit 

etmek amacıyla pH 4 ile 11 arasındaki değerlerde, % 70'lik amonyum sülfat 

konsantrasyonunda çöktürme işlemi yapılmış ve her pH değeri için spektrofotometrik 

yöntemle lipaz aktivitesi ölçülmüştür. 

Elde edilen aktivite değerlerine göre lipazın maksimum olarak çöktüğü pH değeri 

tespit edilmiştir. Maksimum lipaz aktivitesinin ölçüldüğü pH değerinde enzimin 

maksimum olarak çökebildiği amonyum sülfat konsantrasyonunu tespit etmek 

amacıyla % 40-90 arasındaki amonyum sülfat konsantrasyonlarında çöktürme işlemi 

yapılmış ve lipazın en iyi çökebildiği konsantrasyon belirlenmiştir. 

Çöktürme işlemi için süpernatanta katı haldeki amonyum sülfattan çöktürme için 

gerekli olan miktar soğuk ortamda yavaş yavaş karıştırılarak ilave edilmiştir. Daha 

sonra karıştırma işlemine çalkamalı inkübatörde +4°C de 130 rpm'de 1 saat devam 

edilmiştir.  

1 saatin sonunda protein çözeltisi 10 000 rpm'de +4 ºC'de 30 dakika santrifüj edilerek 

süpernatant uzaklaştırılmıştır.  Pellet uygun miktardaki 50 mM pH 8.0  Tris-HCl 

tampon içinde çözülmüştür.  

2.2.2. Diyaliz 

Diyaliz işleminde kullanılacak olan diyaliz membran kullanılmadan önce 10 mM pH 

7.5 EDTA içerisinde 30 dakika kaynatılmıştır. Daha sonra membran 1 mM pH 7.5 

EDTA içerisinde +4 ºC'de saklanmıştır. 

Diyaliz membran istenilen miktarda kesilmiş ve distile su ile iyice yıkanmıştır. 

Diyaliz membranın bir ucu diyaliz klipsi ile sıkıca tutturulmuştur.  
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Örnek diyaliz membranın içerisine aktarılmıştır. Diyaliz membranın diğer ucu, bir 

miktar boşluk ve hava bırakılarak diyaliz klipsi ile sıkıca tutturulmuştur. Hazırlanan 

diyaliz membranı 50 mM pH 9.0 Tris-HCl tamponu(Bkz. Ek-3) içinde, 80 rpm'de 

çalkalayıcı inkübatörde, +4 ºC'de gece boyunca (yaklaşık 16-18 saat) bırakılarak 

tuzun uzaklaştırılması sağlanmıştır.  

2.2.3. Ultrafiltrasyon 

Diyaliz sonucu elde edilen enzim solüsyonu 5 kDa'luk santrifügal filtre (Amicon 

Ultra-15 Centrifugal Filter Units, Millipore) ile 6000 RPM'de, +4 ºC'de 30 dk/15 ml 

santrifüjlenerek konsantre edilmiştir.  

2.2.4. Jel Filtrasyon Kromatografisi 

Ultrafiltrasyon sonucu elde edilen protein çözeltisi, jel filtrasyon kromatografisi ile 

kısmi olarak saflaştırılmıştır. 

Jel filtrasyon kromatografisinde Sephacryl S-100 HR (GE Healthcare, 17-0612-10) 

kolonu kullanılmıştır. Kolon protein purifikasyon sisteminde (Acta Prime Plus), 50 

mM pH 8.0 Tris-HCl tamponu (Bkz. Ek-3) ile bir gün boyunca yıkanmıştır. Daha 

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

tamponu ile yürütülmüştür. 4'er ml hacimde fraksiyonlar toplanmış ve bu 

fraksiyonlardaki lipaz aktivitesi spektrofotometrik metot ile belirlenmiştir.   

Yüksek lipaz aktivitesi görülen fraksiyonlar birleştirilmiş ve % 16'lık SDS-PAGE'de 

yürütülmüştür. Ayrıca proteinin moleküler ağırlığı belirlenmiştir. 

2.3. Protein Miktarının Kantitatif Olarak Belirlenmesi 

Çeşitli saflaştırma basamaklarında elde edilen fraksiyonlardaki protein miktarı, 

Bradford Protein Tayin Yöntemi'ne göre belirlenmiştir (Bradford, 1976). 
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Temiz bir tüpün içine protein örneğinden 50 μl alınıp üzerine 750 μl saf su ilave 

edilmiştir. Bunun üzerine 200 μl Bradford reaktifi (Sigma, B6916) ilave edilmiş ve 

karıştırılmıştır. 5 dakikalık reaksiyondan sonra, mikro küvetler kullanılarak, 595 nm' 

de absorbans değeri alınmıştır. Elde edilen absorbans değerlerinden, BSA (Bovine 

Serum Albumin) kullanılarak hazırlanan standart eğriye göre total protein miktarları 

belirlenmiştir.  

2.3.1. BSA standart eğrisinin hazırlanması 

Protein miktarının belirlenmesinde standart olarak bovin serum albumin (BSA) 

kullanılmıştır. BSA (Appli Chem, A1391)'dan 0.2 mg/ml konsantrasyonda stok 

solüsyon hazırlanmıştır. Pipet ile 5, 10, 20, 30, 40 ve 50 μl BSA (0.2 mg/ml) test 

tüplerine alınmış ve her biri distile su ile 800 μl'ye tamamlanmıştır. Bunların üzerine 

200 μl Bradford reaktifi ilave edilmiş ve karıştırılmıştır. 5 dk sonra, 595 nm'de 

spektrofotometrede absorbans değerleri alınmıştır. Elde edilen absorbans değerleri 

grafiğe aktarılarak BSA standart eğrisi elde edilmiş ve bu grafiğin eğim değeri 

protein miktarının hesaplanmasında kullanılmıştır. 

2.4. Protein ve enzim ile ilgili hesaplamalar 

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 
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Ürün Verimi = O Basamakta Ölçülen Toplam Aktivite x 100 

                         İlk Basamakta Okunan Toplam Aktivite 

Saflaştırma Katsayısı = Ölçülen Spesifik Aktivite     

       İlk Okunan Spesifik Aktivite 

2.5. Saflaştılan enzimin moleküler ağırlığının belirlenmesi 

Proteinleri moleküler ağırlıklarına göre ayırma ilkesine dayanan SDS-PAGE enzim 

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

Çalışmada proteinin moleküler ağırlığına göre ayırımı SDS-PAGE tekniği ile 

Laemmli (1970)'ye göre yapılmıştır. 

Protein örneklerinden 1.5 ml'lik ependorf tüplerine 50 µl alınmıştır. Örneklerin 

üzerine 30 μl örnek tamponu (Bkz. Ek-D)  eklenmiş ve iyice karışması sağlanmıştır. 

Elde edilen süspansiyonlar  95-100 ºC sıcaklıktaki kaynar suda 3 dakika 

bekletilmiştir. 

Aparatın camları (0.75mm x 16cm x 21cm) alkolle iyice temizlenip kurulandıktan 

sonra aralarına plastik ayırıcı yerleştirilmiştir. İşlem sonunda plastik ayırıcı, 2 cam 

arasında kalmış ve arada boşluk oluşması sağlanmıştır. Aparat hazırlandıktan sonra 

önceden hazırlanmış olan % 16'lık ayırıcı jel (Bkz. Ek-D) 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. Ayırıcı 

jel polimerize olduktan sonra üzerindeki saf su boşaltılmış ve bunun yerine % 4'lük 

yığma jel ilave edilmiştir. Bu işlemden sonra yığma jel içerisine plastik tarak 

yerleştirilerek örneklerin (Bkz. Ek-D) yükleneceği kuyucuklar hazırlanmıştır. Tüm 

bu işlemler esnasında jelin içinde ve arasında hava kabarcıklarının olmamasına 

dikkat edilmiştir.  

Jel polimerize olduktan sonra tarak çıkarılmış ve çukurlukların içi yürütme tamponu 

(Bkz. Ek-D) ile yıkanmıştır. Elektroforez tankının içi de yürütme tamponu ile 

doldurulmuştur. 
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Hazırlanan jeldeki kuyucuklardan birine moleküler ağırlığı bilinen markır (MBI 

Fermentas, SM0431), diğer kuyucuklara da elde edilen protein örnekleri 

yüklenmiştir. 

Yüklenmiş örnekler 200 Volt, 80 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 (Bkz. Ek-D) 1-2 saat bekletilmiştir.  

Boyama işleminden sonra boya çıkarıcı solüsyona alınarak birkaç sefer yıkanmış ve 

bu solüsyonda bir gece bekletilmiştir. Bu işlemlerle protein bantlarının boyanması ve 

görünür hale gelmesi sağlanmıştır. Protein bantları tamamen görünür hale gelince 

jeldeki protein bantları görüntülenmiş ve oluşan bantlar 116.0, 66.0, 45.0, 35.0, 25.0, 

18.4, 14.4 kDa'lık markır (MBI, Fermentas, SM0431) bantları ile karşılaştırılarak 

proteinin moleküler ağırlığı belirlenmiştir. 

2.6. Saflaştırılan Enzimin Karakterizasyonu 

Saflaştırılan lipaz enzimi çeşitli özellikleri ile karakterize edilmiştir. Bu amaçla, elde 

edilen lipazın optimum pH ve sıcaklık değerleri belirlenmiş, enzim aktivitesi 

üzerinde sıcaklığın, pH'nın, çeşitli alkollerin etkisi, enzimin substrat spesifitesi ve 

depolanma stabilitesi belirlenmiştir. 

Karakterizasyon aşamasındaki tüm lipaz aktivite ölçümleri p-NPP'nin substrat olarak 

kullanıldığı spektrofotometrik metot ile 410 nm'de yapılmıştır (Winkler vd., 1979; 

Kordel vd., 1991; Gupta vd., 2002). 

2.6.1. Optimum pH'nın belirlenmesi 

Optimum pH'nın belirlenmesinde spektrofotometrik ve titrimetrik metot 

kullanılmıştır. 
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2.6.1.1. Spektrofotometrik metot ile optimum pH'nın belirlenmesi 

Lipazın en yüksek aktivite gösterdiği pH'yı belirlemek amacıyla yapılan çalışmada, 

pH'ları 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 ve 10.6 olan 50 mM'lık farklı tamponlar (Bkz. Ek-

3) kullanılarak substrat solüsyonları hazırlanmıştır. pH 5.0–6.0 aralığında sitrat-fosfat 

tamponu, pH 7.0-9.0 aralığında Tris-HCl tamponu, pH 10.0-10.6 aralığında da glisin-

NaOH tamponu kullanılmıştır. 

Farklı pH değerlerindeki substrat solüsyonundan 9 ml alınarak 1 ml enzim ile 

karıştırılmış ve 30 ºC'de 30 dakika, 130 rpm'de inkübe edilmiş ve lipaz aktiviteleri 

spektrofotometrik yöntemle belirlenmiştir.  

2.6.1.2. Titrimetrik metot ile optimum pH'nın belirlenmesi 

Optimum pH'nın belirlenmesinde zeytinyağı emülsiyon yöntemi kullanılmış ve açığa 

çıkan yağ asitleri titrimetrik metot ile belirlenmiştir. Bu amaçla pH'ları 5.0, 6.0, 7.0, 

8.0, 9.0 ve 10.0 olan 50 mM'lık farklı tamponlar (Bkz. Ek-3)hazırlanmıştır.. pH 5.0-

6.0 aralığında sitrat-fosfat tamponu, pH 7.0-9.0 aralığında Tris-HCl tamponu, pH 

10.0 için de glisin-NaOH tamponu kullanılmıştır. Tampona % 10 oranında 

zeytinyağı ve emülsifiyer olarak % 5 oranında Triton X-100 ilave edilerek homojen 

bir şekilde karıştırılmıştır. Kör olarak enzim içermeyen substrat solüsyonu 

kullanılmıştır. Elde edilen substrat solüsyonundan 10 ml alınmış ve içerisine 1 ml 

enzim ilave edilerek 30 ºC sıcaklıkta, 130 rpm'de 30 dk inkübe edilmiştir. 

İnkübasyonun sonunda reaksiyon etanol + aseton karışımı ile durdurulmuş ve ortama 

2-3 damla fenol ftalein (% 1'lik) ilave edilmiştir. Ortamda açığa çıkan yağ asitleri 

0.05 M NaOH titre edilerek belirlenmiştir. Enzim aktivitesi aşağıdaki formüle göre 

hesaplanmıştır. 

U/ ml enzim= (NaOH)(NaOH'ın Molaritesi)(1000)(T)(df) 

         (VE) 

NaOH: Örnek için harcanan NaOH (ml)- Kör için harcanan NaOH (ml) 

1000: Mililitreyi mikrolitreye dönüştürmek için  
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T: 2 (30 dk'lık reaksiyon süresini 1 saate dönüştürmek için) (Ünite tanımlaması) 

df: Dilüsyon faktörü 

VE: Kullanılan enzim hacmi (ml) 

Lipazın en iyi aktivite gösterdiği pH değeri, bu aşamadan sonra yapılan tüm aktivite 

testlerinde optimum pH olarak kullanılmıştır. 

2.6.2. Optimum sıcaklığın belirlenmesi 

Lipazın en yüksek aktivite gösterdiği reaksiyon sıcaklığını belirlemek amacıyla;  4, 

10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 ºC sıcaklıklarda lipaz aktiviteleri ölçülmüştür. Aktivite 

ölçümünde lipazın en iyi aktivite gösterdiği pH tamponu ile hazırlanan substrat 

solüsyonu kullanılmıştır. 

Lipazın en iyi aktivite gösterdiği sıcaklık değeri bundan sonraki tüm aktivite 

testlerinde optimum sıcaklık olarak kullanılmıştır. 

2.6.3. pH stabilitesinin belirlenmesi 

pH stabilitesinin belirlenmesi için lipaz, pH'ları 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 ve 11.0 

olan 50 mM'lık farklı tamponlar (Bkz. Ek-3) ile 1: 1 oranında karıştırılarak 30 ºC 

sıcaklıkta, 130 rpm'de 1 ve 2 saat ön inkübasyona tabi tutulmuştur. pH 5.0-6.0 

aralığında sitrat-fosfat tamponu, pH 7.0-9.0 aralığında Tris-HCl tamponu, pH 10.0-

11.0 aralığında da glisin-NaOH tamponu kullanılmıştır. Kontrol olarak aynı deneysel 

koşullar altında tampon içermeyen örnekler kullanılmıştır. 1 ve 2 saatlik ön 

inkübasyonun sonunda spektrofotometrik metot ile lipaz aktivitesi ölçülmüş ve 

lipazın hangi pH'da ne oranda stabil kalabildiği belirlenmiştir. Kontrolden elde edilen 

değerler % 100 kabul edilip diğer değerler kontrole göre kıyaslanarak kalan aktivite 

değerleri hesaplanmıştır. 
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2.6.4. Sıcaklık stabilitesinin belirlenmesi 

Sıcaklığın lipaz stabilitesine olan etkisinin belirlenmesinde lipaz 4, 10, 20, 30, 40, 

50, 60 ve 70 ºC sıcaklıklarda 1 ve 2 saat ön inkübasyona tabi tutulmuştur. Kontrol 

olarak aynı deneysel koşullar altında ön inkübasyon yapılmayan enzim solüsyonu 

kullanılmıştır. 1 ve 2 saatlik ön inkübasyonun sonunda spektrofotometrik metot ile 

lipaz aktivitesi ölçülmüş ve lipazın hangi sıcaklıkta ne kadar oranda stabil kalabildiği 

belirlenmiştir. Kontrolden elde edilen değerler % 100 kabul edilip diğerleri kontrole 

göre kıyaslanarak kalan aktivite değerleri hesaplanmıştır. 

2.6.5. Çeşitli alkollerin lipaz aktivitesine olan etkisinin belirlenmesi 

Çeşitli alkollerin (metanol, etanol ve izopropanol) lipaz aktivitesine olan etkisinin 

belirlenmesinde enzim alkoller ile 1:1 oranında karıştırılarak 30 ºC sıcaklıkta, 130 

rpm'de 1 ve 24 saat ön inkübasyona tabi tutulmuştur. Kontrol olarak aynı deneysel 

koşullar altında herhangi bir alkol ile ön inkübasyona tabi tutulmayan enzim 

kullanılmıştır. Ön inkübasyon sonunda lipaz aktivitesi p-NPP' nin substrat olarak 

kullanıldığı spektrofotometrik yöntem ile belirlenmiştir. Kontrolden elde edilen 

değerler % 100 kabul edilip diğerleri kontrole göre kıyaslanarak kalan aktivite 

değerleri hesaplanmıştır. 

2.6.6. Alkollerin çeşitli konsantrasyonlarının lipaz aktivitesine olan etkisinin 

belirlenmesi 

Alkollerin çeşitli konsantrasyonlarının lipaz aktivitesine olan etkisinin 

belirlenmesinde enzim % 2.5, 5, 10, 15, 25, 50' lik konsantrasyonlarda alkol ile 

karıştırılmış ve 30 ºC sıcaklıkta 130 rpm' de 1 saat ön inkübasyona tabi tutulmuştur. 

Kontrol olarak alkol ile ön inkübasyona tabi tutulmayan enzim solüsyonu 

kullanılmıştır. Ön inkübasyon sonunda lipaz aktivitesi p-NPP'nin substrat olarak 

kullanıldığı spektrofotometrik yöntem ile belirlenmiştir. Kontrolden elde edilen 

değerler % 100 kabul edilip diğerleri kontrole göre kıyaslanarak kalan aktivite 

değerleri hesaplanmıştır. 
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2.6.7. Alkollerin çeşitli ön inkübasyon sürelerinde lipaz aktivitesine olan 

etkisinin belirlenmesi 

Lipaz, % 50'lik konsantrasyonda alkoller ile karıştırılmış ve 30 ºC sıcaklıkta 130 rpm' 

de 1, 12, 24, 36, 48, 60 saat ön inkübasyona tabi tutulmuştur. Kontrol olarak alkol ile 

ön inkübasyona tabi tutulmayan enzim solüsyonu kullanılmıştır. Ön inkübasyon 

sonunda lipaz aktivitesi p-NPP'nin substrat olarak kullanıldığı spektrofotometrik 

yöntem ile belirlenmiştir. Kontrolden elde edilen değerler % 100 kabul edilip 

diğerleri kontrole göre kıyaslanarak kalan aktivite değerleri hesaplanmıştır. 

2.6.8. Lipazın substrat spesifitesinin belirlenmesi 

Lipazın substrat spesifitesinin belirlenmesinde çeşitli yağ asidi zincir uzunluklarına 

sahip doğal (zeytinyağı, ayçiçeği yağı ve atık yağ) ve sentetik substratlar  

(p-NPP, p- nitrofenil bütirat (p-NPB) ve p- nitrofenil oleat (p-NPO)) kullanılmıştır. 

Lipazın çeşitli p-nitrofenil esterlerine karşı spesifitesinin belirlenmesinde 

spektrofotometrik, doğal substratlara karşı spesifitesinin belirlenmesinde ise 

titrimetrik metot kullanılmıştır. En yüksek lipaz aktivitesi görülen doğal ve sentetik 

substratlraın aktivitesi % 100 olarak kabul edilmiş ve diğer aktiviteler bu değerle 

kıyaslanarak kalan aktivite değerleri hesaplanmıştır. 

2.6.9. Lipazın depolanma stabilitesinin belirlenmesi 

Lipazın depolanma stabilitesinin belirlenmesinde lipaz +4 ºC'de 30.güne kadar 

saklanmıştır. 5'er gün aralıklarla lipaz aktivitesi belirlenmiştir. Başlangıçtaki lipaz 

aktivitesi % 100 olarak kabul edilmiş ve diğer günlerdeki aktiviteler 

başlangıçtakiaktivite ile kıyaslanarak kalan aktivite değerleri hesaplanmıştır. 
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2.7. Lipazın Biyodizel Üretim Kapasitesinin ve Endüstriyel Uygulanabilirliğinin 

Belirlenmesi 

Lipazın transesterifikasyon kapasitesi kalitatif olarak belirlenerek biyodizel 

üretiminde kullanılabilirliği araştırılmıştır. Biyodizel üretim reaksiyonu Yang vd. 

(2009)'un metodunun modifikasyonu ile gerçekleştirilmiştir (Ayaz, 2011; Yoo vd., 

2011). Reaksiyon sonucu elde edilen üründeki mono, di ve trigliserit, serbest yağ 

asidi ve yağ asidi alkil ester içeriği kalitatif olarak TLC ile belirlenmiştir.  

Biyodizel reaksiyonu, metanol ve etanol varlığında ayrı ayrı gerçekleştirilmiştir. 7.89 

ml ticari zeytinyağı ile 0.99 ml alkol ve katalizör olarak da 2.6 ml lipazın kapaklı 

cam tüpte karıştırılmasıyla başlatılmış ve 40 ºC sıcaklıkta 200 rpm' de 48 saat 

inkübasyona tabi tutulmuştur. Pozitif kontrol olarak biyodizel üretiminde endüstriyel 

olarak kullanılan Novozym 435 (Candida antarctica lipaz B) kullanılmıştır.   

Biyodizel reaksiyonu ayrıca ayçiçek yağı ve atık yağ kullanılarak da tekrarlanmıştır.  

2.7.1. Reaksiyon ürünlerinin ince tabaka kromatografisi (TLC) ile analizi 

Biyodizel üretiminin sonunda reaksiyon karışımından 200 µl örnek alınarak, 1 ml 

hekzan ile 2 dk ekstrakte edilmiş ve 10000 rpm' de 15 dk santrifüjlenmiştir. 

Santrifüjleme işlemini takiben üst fazdan 10 µl alınarak ince tabakaya yüklenmiştir. 

Standart olarak metil oleat (% 99) kullanılmıştır. 

İnce tabaka kromatografisinde hareketli faz olarak hekzan/etil asetat/asetik asit 

(90:10:1) kullanılmıştır. Örnekler ince tabakada yürütüldükten sonra tabaka açık 

havada kurutulmuş ve iyot buharında belirgin hale getirilerek gözlenmiştir. 
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3. BULGULAR VE İRDELEME 

3.1. LipS350-2'nin Kısmi Olarak Saflaştırılması 

S. lienomycini 350-2 suşu ISP2 broth besiyerine inoküle edilmiş, 30 °C' de 130 

rpm'de 7. güne kadar inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresinin sonunda Whatman 42 

filtre kağıdından süzülmüş ve süpernatant kısmi saflaştırmada kullanılmıştır. 

Elde edilen süpernatanta, pH 8.0'de ve % 90 amonyum sülfat konsantrasyonunda 

çöktürme işlemi uygulanmıştır. Çöktürme işleminden sonra protein çözeltisi 

santrüfüjlenerek süpernatant uzaklaştırılmıştır. Pellet 50 mM pH 9.0 Tris-HCl 

tamponu ile çözülerek diyaliz membranına aktarılmıştır. Hazırlanan diyaliz 

membranı (3 nm por çaplı) 50 mM pH 9.0 Tris-HCl tamponu içinde, +4 °C'de gece 

boyunca (yaklaşık 16-18 saat) bırakılarak tuzun uzaklaştırılması sağlanmıştır.  

Diyaliz sonrasında elde edilen enzim solüsyonu ultrafiltrasyon ile yoğunlaştırılmıştır. 

Konsantre edilen enzim solüsyonu Sephacryl S-100 HR jel filtrasyon kolonuna 

yüklenmiştir. Jel filtrasyon kromatografisinde elde edilen fraksiyonların UV 280 

nm'deki absorbans değerleri Şekil 3.1.'de verilmiştir. 

 

Şekil 3.1. Jel filtrasyon kromatografisinde elde edilen fraksiyonların UV 280 nm'deki absorbans 

değerleri (Mavi: Protein, Kırmızı: İletkenlik) 
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Elde edilen fraksiyonlarda lipaz aktiviteleri ölçülerek en yüksek lipaz aktivitesi 

görülen 24- 27 arası fraksiyonlar birleştirilmiştir. 

Çeşitli saflaştırma basamaklarında elde edilen fraksiyonlardaki toplam protein 

miktarları, Bradford protein tayin yöntemine göre, spektrofotometrik olarak elde 

edilen absorbans değerlerinden, BSA kullanılarak hazırlanan standart eğriye göre 

hesaplanmıştır. Şekil 3.2.'de BSA kullanılarak hazırlanan standart eğri verilmiştir. 

 

Şekil 3.2.  BSA standart eğrisi  

LipS350-2'nin her bir saflaştırma basamağındaki lipaz aktivitesi ve protein miktarları 

hesaplanmış ve toplam hacim, toplam protein, toplam aktivite, spesifik aktivite, ürün 

verimi ve saflaştırma katsayısı belirlenmiştir (Çizelge 3.1.). Buna göre lipazın jel 

filtrasyon kromatografisi sonrası spesifik aktivitesi 1466.8 U/mg, saflaştırma verimi 

% 1.170 ve saflaştırma katsayısı 1.56 olarak hesaplanmıştır. 
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Çizelge 3.1. LipS350-2'nin saflaştırma basamaklarındaki toplam protein, toplam 

aktivite, spesifik aktivite, verim ve saflaştırma katsayısı  

Saflaştırma 

Basamağı 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Toplam 

Aktivite (U) 

Spesifik  

Aktivite 

(U/mg) 

Verim 

(%) 

Saflaştırma 

Katsayısı 

Ham enzim 

(süpernatant) 

 

1000 

 

12.53 

 

11782 

 

940.303 

 

100 

 

1 

Amonyum 

sülfat çök.+ 

Diyaliz 

 

55.56 

 

6.314 

 

7785.96 

 

1233.06 

 

66.08 

 

1.308 

Sephacryl S-

100 HR jel 

filtrasyon 

kromatografisi 

 

22.22 

 

0.094 

 

137.88 

 

1466.8 

 

1.170 

 

1.56 

 

 

LipS350-2'nin kısmi saflaştırma sonucunda spesifik aktivite yükselmiş ancak 

verimde önemli bir düşüş meydana gelmiştir. Bunun jel filtrasyon kromatogrofisinde 

tampona ilave edilen NaCl'nin enzim üzerinde meydana getirdiği inhibisyondan 

kaynaklı olduğu düşünülebilir. 

Enzimlerle ilgili birçok ticari uygulama her zaman enzimin homojen preparasyonuna 

gerek duymamaktadır (Saxena vd., 2003; Gupta vd., 2004) fakat homojen 

preparasyon etkili ve başarılı bir kullanıma olanak vermektedir (Saxena vd., 2003). 

Saf kimyasal, farmasötik ve kozmetik gibi endüstrilerdeki final uygulamalarda 

enzimin belli bir düzeyde saflaştırılması gereklidir (Gupta vd., 2004). Ancak atık 

suların arıtılması ve biyodizel üretimi gibi endüstriyel uygulamalarda kısmi olarak 

saflaştırılmış veya ham enzim preparatlarının kullanılması mümkün olabilmektedir. 

Ham enzimin kullanımı ile saflaştırmadan kaynaklanan maliyet artışı önemli oranda 

giderilebilmektedir. 

Literatürde lipazlarla ilgili çok sayıda saflaştırma çalışması mevcuttur. P. tolaasii 

lipazının saflaştırılmasında, Sephadex G-150 jel filtrasyon kromatografisi sonrası 

enzimin spesifik aktivitesi 200 U/mg, verim % 9 ve saflaştırma katsayısı 1000 olarak 

belirlenmiştir (Baral ve Fox, 1997). Bacillus sp. RSJ-1 lipazının saflaştırılmasında jel  
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filtrasyon sonunda enzimin spesifik aktivitesi 428.08 U/mg, verim % 19.7 ve 

saflaştırma katsayısı 201.45 olarak tespit edilmiştir (Sharma vd., 2002). Streptomyces 

rimosus GDS(L) ile yapılan bir çalışmada saflaştırmanın son basamağı olan FPLC 

(Fast protein liquid chromatography) Mono-Q kolonunun kullanıldığı kolon 

kromatografisi ile lipaz saflaştırılmış ve spesifik aktivitesi 436.2 U/mg, verim % 68.4 

ve saflaştırma katsayısı 3.6 olarak belirlenmiştir (Vujaklija, 2003). Pseudomonas 

aeruginosa lipazının saflaştırmasında Sephacryl S-200 jel filtrasyon sonrası enzimin 

spesifik aktivitesi 19.285 U/mg, verim % 2.1 ve saflaştırma katsayısı 21.5 olarak 

hesaplanmıştır (Singh ve Banerjee, 2007). P. fluorescens JCM5963'den elde edilen 

organik solvent toleranslı lipazın saflaştırılmasında Sephacryl S-200 jel filtrasyon 

kromatografisi sonucu enzimin spesifik aktivitesi 442.1 U/mg, verim % 53.5 ve 

saflaştırma katsayısı 13.5 olarak bulunmuştur (Zhang vd., 2009).S. aureus'dan elde 

edilen lipaz ile yapılan bir saflaştırma çalışmasında enzimin spesifik aktivitesi 4200 

U/mg, verim % 23 ve saflaştırma katsayısı 420 olarak belirlenmiştir (Horchani vd., 

2009). P. fluorescens JCM5963'den elde edilen organik solvent toleranslı lipazın 

saflaştırılmasında jel filtrasyon kromatografisi kullanılmış ve enzimin spesifik 

aktivitesi 442.1 U/mg, verim % 53.5 ve saflaştırma katsayısı 13.5 olarak tespit 

edilmiştir (Zhang vd., 2009). Staphylococcus xylosus'dan elde edilen termotolerant 

wt-SXL2 ve r-SXL2 adlı lipazların saflaştırılmasında, wt-SXL2 adlı lipaz Mono-Q 

kolonu kullanılarak saflaştırılmış ve enzimin spesifik aktivitesi 6300 (U/mg) ve 

saflaştırma katsayısı 32.5 olarak bulunmuştur. r-SXL2 adlı lipazın saflaştırılmasında 

ise Ni–NTA afinite kromatografisi kullanılmış ve bunun sonucunda enzimin spesifik 

aktivitesi 4100 (U/mg) ve saflaştırma katsayısı 3.41 olarak tespit edilmiştir (Bouaziz 

vd., 2011). 

3.2. Moleküler ağırlığının belirlenmesi 

SDS-PAGE jeldeki kuyucuklara moleküler ağırlığı bilinen marker ve elde edilen 

protein örnekleri yüklenmiştir. Yüklenmiş örnekler 200 Volt, 80 miliamperde 

elektroforeze tabi tutulmuştur. Daha sonrasında boyama ve yıkama işlemleri  
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yapılmış ve protein bantları tamamen görünür hale gelince oluşan bantlar markır 

bantları ile karşılaştırılarak lipazın moleküler ağırlığı yaklaşık olarak 52 kDa olarak 

belirlenmiştir (Şekil 3.3.). 

 

Şekil 3.3. SDS-PAGE'de elde edilen protein bantları, a) Protein markırı b) Süpernatant, c) 

Ultrafiltrasyon d) Jel filtrasyon kromatografisi 

Yapılan çalışmalarda mikrobiyal lipazların moleküler ağırlıklarının çok çeşitli 

olduğu görülmektedir. Bakteriyel lipazlarla ilgili bugüne kadar yapılan çalışmalarda 

tespit edilen en küçük moleküler ağırlığa sahip B. thermoleovorans CCR11 lipazın 

11 kDa ağırlığından (Castro-Ochoa vd., 2005), bilinen en büyük P. tolaasii'den izole 

edilmiş lipazın molekül ağırlığı 670 kDa'a (Baral ve Fox, 1997) kadar 

değişebilmektedir. 

Bunun dışında moleküler ağırlığı 30-45 kDa arasında olan çok sayıda lipaz izole 

edilmiştir (Lee ve Rhee, 1993; Lin vd., 1996; Sharma vd., 2002; Snellman vd., 2002; 

Wang vd., 2009; Demir ve Tükel, 2010; Ayaz, 2011; Show vd., 2012; Yao vd., 

2013). Moleküler ağırlığı 50 kDa'dan büyük olan lipazlar da mevcuttur (Dharmsthiti 

ve Luchai, 1999; Kanwar ve Goswami, 2002; Rahman vd., 2005; Karadzic vd., 2006; 

Kandasamy vd., 2010; Saraç, 2011). 
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Yapılan çalışmalara bakıldığında Streptomiset lipazlarının moleküler ağırlıkları14.3 

ile 75 kDa arasında değişiklik göstermektedirler (Abramic vd., 1999; Lescic vd., 

2001; Vujaklija vd., 2002; Vujaklija vd., 2003;Cote ve Shareck, 2008; Ayaz, 2011;  

Mander vd 2011; Park vd., 2011; Fodil vd., 2011;Aly vd., 2012;Jiang vd., 2012; 

Fodil vd., 2012;Rahulan vd., 2012;Sugimori vd., 2012; Mander vd., 2012; Yang vd., 

2012; Mander vd., 2013; Hlimaa vd., 2013; Chi vd., 2013; Ayala vd., 2013; Vennila 

ve Krishnaveni, 2013). 

3.3. LipS350-2'nin Karakterizasyonu 

Enzimin sahip olduğu çeşitli özellikler belirlenerek karakterize edilmiştir. Biyodizel 

üretimi için kullanılabilecek ideal bir lipazın geniş pH ve sıcaklık aralıklarında aktif 

ve stabil olmalı, geniş substrat spesifitesine sahip olmalı ve alkollerin varlığında 

stabil kalabilmelidir. Ayrıca verimli olarak kullanılabilmesi için depolanabilir bir 

enzim olmalıdır.  

Bu nedenle LipS350-2'nin optimum pH ve sıcaklık değerleri belirlendikten sonra, pH 

ve sıcaklık stabiliteleri, çeşitli alkollerin farklı konsantrasyon ve inkübasyon 

sürelerinde enzim aktivitesi üzerindeki etkileri belirlenmiştir. Ayrıca enzimin 

substrat spesifitesi ve depolanma stabilitesi de tespit edilmiştir. 

3.3.1. Optimum pH 

LipS350-2'nin değişik pH değerlerindeki aktivitesi spektrofotometrik ve titrimetrik 

olarak belirlenmiştir. Spektrofotometrik yöntem ile ölçülen enzim aktiviteleri Çizelge 

3.2.'de ve titrimetrik olarak ölçülen aktivite değerleri Çizelge 3.3.'de verilmiştir. 

Ölçümler sonucunda enzimin optimum pH değeri 9.0 olarak belirlenmiştir. pH 

9.0'daki aktivite değeri % 100 kabul edilmiş ve diğer pH değerlerindeki aktiviteler 

buna oranlanarak kalan aktivite değerleri hesaplanmıştır (Şekil 3.4. ve Şekil 3.5.). 
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Çizelge 3.2. LipS350-2'nin çeşitli  pH değerlerinde spektrofotometrik olarak 

belirlenen aktivitesi  

pH Enzim Aktivitesi (U/ml) 

5.0 0.218 

6.0 1.084 

7.0 1.824 

8.0 6.65 

9.0 7.578 

10.0 0.025 

 

Çizelge 3.3. LipS350-2'nin çeşitli  pH değerlerinde titrasyon ile belirlenen 

aktivitesi  

pH Enzim Aktivitesi (U/ml) 

5.0 53 

6.0 18 

7.0 26.7 

8.0 42 

9.0 95 

10.0 15 

11.0 8 
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Şekil 3.4. LipS350-2'nin çeşitli pH değerlerinde spektrofotometrik olarak belirlenen kalan 

aktivite değerleri 

 

Şekil 3.5. LipS350-2'nin çeşitli pH değerlerinde titrasyon ile belirlenen kalan aktivite değerleri  

p-nitrofenol asidik pH'lardan önemli ölçüde etkilendiği için asidik pH'larda bu 

esterlerle ölçüm yapılamamaktadır (Kademi vd., 2000). Düşük pH değerlerinde yağ 

asitleri tam olarak iyonize olamamakta ve bu durum yanlış ölçümlerle 

sonuçlanmaktadır (Gilham ve Lehner, 2005). 

Bu nedenle spektrofotometrik ölçümler sadece nötral veya alkali pH değerlerinde 

yapılabilmektedir ki bu değerler bazı lipazlar için optimum değildirler (Gilham ve 

Lehner, 2005).  
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Ancak yüksek pH ve sıcaklık değerlerinde de (Gutarra vd., 2009) p- nitrofenil 

esterleri stabil olmadığı için (Lin vd., 1996; Sharmavd., 2002; Salameh ve Wiegel, 

2007; Gutarra vd., 2009) bu ekstrem koşullarda da p-nitrofenil esterlerinin 

kullanıldığı spektrofotometrik ölçüm ile sağlıklı sonuçlar alınamamaktadır (Lin vd., 

1996; Lotrakul ve Dharmsthiti, 1997; Gao vd., 2000; Sharma vd., 2002; Kambourova 

vd., 2003; Salameh ve Wiegel, 2007; Horchani vd., 2009; Sabri vd., 2009). 

Bu nedenle spektrofotometrik yönteme alternatif olarak düşük ve alkali pH 

değerlerinde lipaz aktivitesi zeytinyağı emülsiyon (Gao vd., 2000; Kojima ve 

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

2002), pH-Stat (Jaeger vd., 1994; Meyers vd., 1996; Beisson vd., 2000; Kambourova 

vd., 2003) ve titrimetrik metot (Iizumi vd., 1990; Sugihara vd., 1991; Makhzoum vd., 

1996; Lotrakul ve Dharmsthiti, 1997; Lescic vd., 2001; Rathi vd., 2001; Litthauer 

vd., 2002; Dutta ve Ray, 2009; Horchani vd., 2009; Kandasamy vd., 2010; 

Vishnupriya vd., 2010; Bayramoğlu vd., 2011) kullanılarak belirlenebilmektedir. 

Yapılan ölçümlere göre LipS350-2'nin en iyi aktivite gösterdiği pH değeri hem 

spektrofotometrik hem de titrimetrik metotta 9.0 olarak tespit edilmiştir.  

Bakteriyel lipazların en iyi aktivite gösterdikleri pH değerleri, nötral (Dharmsthiti ve 

Luchai, 1999; Lee vd., 2009; Sugimori vd., 2012; Sugimori vd., 2013) veya alkali 

pH'lar (Kanwar ve Goswami, 2002; Dutta ve Ray,2009; Yoo vd., 2011; Ayaz, 2011; 

Saraç, 2011) olmakla beraber asidik pH'larda maksimum aktivite gösteren çeşitli 

lipazlar da mevcuttur (Kandasamy vd., 2010; Ramani vd., 2010).  

Yapılan çalışmalara bakıldığında Streptomiset lipazlarınınen iyi aktiviteyi pH 7-9 

arasında gösterdiği görülmektedir (Mander vd 2011; Park vd., 2011; Fodil vd., 

2011;Jiang vd., 2012; Fodil vd., 2012; Rahulan vd., 2012; Sugimori vd., 2012; 

Mander vd., 2012; Yang vd., 2012; Mander vd., 2013; Hlimaa vd., 2013; Chi vd., 

2013; Ayala vd., 2013; Vennila ve Krishnaveni, 2013). 

Spektrofotometik metot ve titrimetrik metot ile belirlenen optimum pH değeri olan 

9.0 enzimin diğer karakterizasyon ve stabilizasyon parametrelerinde optimum pH 

değeri olarak kullanılmıştır.  
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3.3.2. Optimum sıcaklık 

LipS350-2'nin değişik sıcaklık değerlerindeki aktivitesi spektrofotometrik olarak 

ölçülmüş ve LipS350-2'nin en iyi aktivite gösterdiği sıcaklık değeri 40 ºC olarak 

tespit edilmiştir (Çizelge 3.4.). 40 ºC'deki aktivite değeri % 100 kabul edilmiş ve 

diğer sıcaklık değerlerindeki aktiviteler buna oranlanarak kalan aktivite değerleri 

hesaplanmıştır (Şekil 3.6.). 

Çizelge 3.4. LipS350-2'nin çeşitli  sıcaklık değerlerindeki aktivitesi  

Sıcaklık (ºC) Enzim Aktivitesi (U/ml) 

4 3.680 

10 4.633 

20 7.006 

30 7.578 

40 11.782 

50 7.197 

60 2.066 

70 1.859 

 

 

Şekil 3.6. LipS350-2'nin çeşitli sıcaklık değerlerinde belirlenen kalan aktivite değerleri 
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Bakteriyel lipazların optimum sıcaklıkları genellikle 30-60°C aralığındadır (Kanwar 

vd., 2002; Litthauer vd., 2002; Castro-Ochoa vd., 2005; Dandavate vd., 2009; Wang 

vd., 2009; Zhang vd., 2009; Ramani vd., 2010; Kandasamy vd., 2010; Ayaz, 

2011;Sharma vd., 2011; Saraç, 2011; Wang vd., 2011;Cao vd., 2012; Wang vd., 

2012;Abdulla ve  Ravindra, 2013; Bose ve Keharia., 2013; Joshi ve Khare, 2013). 

Fakat bu sıcaklık değerlerin altında (Cai vd., 2009; Sharma vd., 2011) veya üstünde 

(Castro-Ochoa vd., 2005; Horchani vd., 2009; Wang vd., 2009; Sharma vd., 2011; 

Kumara vd., 2012; Stergiou vd., 2013) optimum sıcaklığı olan bakteriyel lipazlar da 

mevcuttur. 

Streptomisetlerle yapılan çalışmalara bakıldığında bu cinse ait lipazlarının en iyi 

aktiviteyi 30-55 °C arasında gösterdiği görülmektedir ( Mander vd 2011; Park vd., 

2011; Fodil vd., 2011;Fodil vd., 2012; Jiang vd., 2012;Mander vd., 2012; Rahulan 

vd., 2012; Sugimori vd., 2012; Yang vd., 2012; Ayala vd., 2013; Chi vd., 2013; 

Hlimaa vd., 2013; Mander vd., 2013; Vennila ve Krishnaveni, 2013). 

Yapılan çalışmalar göz önüne alındığı zaman streptomisetlerden elde edilen 

lipazların optimum pH'larının pH 6.0-10.0 arasında, sıcaklıklarının ise çok geniş 

aralıkta 20-60°C olduğu görülmüştür. Çalışmada elde edilen lipazın optimum 

değerleri de bu aralıklarda bulunmuştur. 

Belirlenen optimum sıcaklık değeri olan 40 ºC, enzimin diğer karakterizasyon ve 

stabilizasyon parametrelerinde optimum sıcaklık değeri olarak kullanılmıştır.  

3.3.3. pH stabilitesi 

Saflaştırılan enzimin stabil kalabildiği pH değerleri belirlenmiştir. LipS350-2'nin pH 

stabilitesinin belirlenmesinde enzim çeşitli pH'larda 1 ve 2 saat ön inkübasyona tabi 

tutulmuştur. Enzim aktivitesi optimum şartlar olarak belirlenen pH 9.0'da 40 ºC'de 

spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. Kontrolden elde edilen değerler % 100 kabul 

edilip diğer değerler kontrole göre kıyaslanarak kalan aktivite değerleri 

hesaplanmıştır (Şekil 3.7.). 
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Şekil 3.7. LipS350-2'nin çeşitli pH değerlerinde 1 ve 2 saat sonundaki kalan aktivite değerleri  

LipS350-2'nin nötral ve alkalin pH değerlerinde stabil olduğu saptanmıştır. Enzimin 

1. ve 2. saatin sonunda aktivitesini büyük oranda koruduğu görülmüştür. Maksimum 

stabilite pH 7.0-11.0 aralığında belirlenmiştir.  

Bakteriyel lipazlar pH 4.0-11.0'in üzerindeki geniş pH değerlerinde stabiliteye 

sahiptirler (Kojima vd., 1994; Wang vd., 1995; Khyami-Horani, 1996; Dong vd., 

1999; Sharma vd., 2011). pH 6.0-10.0 (Lin vd., 1996;Fodil vd., 2012;Rahulan vd., 

2012; Bose ve Keharia., 2013), pH 4.0-11.5 (Karadzic vd., 2006; Kumara vd., 2012; 

Yoo vd., 2012) ve pH 4.0-10.0 aralığında (Lee ve Rhee, 1993; Mander vd 2013) 

stabil kalabilen lipazlar mevcuttur. 

3.3.4. Sıcaklık stabilitesi 

LipS350-2'nin stabil kalabildiği sıcaklık değerleri belirlenmiştir. Sıcaklık 

stabilitesinin belirlenmesi amacıyla LipS350-2'nin çeşitli sıcaklıklarda 1 ve 2 saat ön 

inkübasyona tabi tutulmuş ve lipaz aktivitesi ölçülmüştür. Enzim aktivitesi pH 9.0'da 

40 ºC'de spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. Kontrolden elde edilen değerler % 

100 kabul edilip diğerleri kontrole göre kıyaslanarak kalan aktivite değerleri 

hesaplanmıştır (Şekil 3.8.). 
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Şekil 3.8. LipS350-2'nin  çeşitli sıcaklık değerlerinde 1 ve 2 saat sonundaki kalan aktivite 

değerleri  

Enzimin 1. ve 2. saat sonunda 4-40 °C aralığında aktivitesinin %100'den fazlasını 

koruduğu tespit edilmiştir. Enzim aktivitesinin 50 °C'de kısmen, 60-70°C'de ise 

enzimin tamamen inhibe olduğu belirlenmiştir. 

LipS350-2'nin düşük sıcaklıklardaki endüstriyel proseslerde etkin bir şekilde 

kullanılabilecek özelliklere sahip olmasının yanında nisbeten termofilik koşullarda 

da kullanıma uygundur. Ancak bu enzim yüksek termofilik koşullarda kullanıma 

uygun özellikte değildir. 

Streptomiset lipazlarının sıcaklık stabilitelerine bakıldığında,20-60 °C'de (Ayaz, 

2011; Mander vd 2011; Park vd., 2011; Jiang vd., 2012; Rahulan vd., 2012; Sugimori 

vd., 2012; Mander vd., 2012; Yang vd., 2012; Mander vd., 2013; Hlimaa vd., 

2013;Chi vd., 2013; Ayala vd., 2013; Vennila ve Krishnaveni, 2013) ve 60-80°C'de 

(Niladevi vd 2008; Fodil vd., 2011; Fodil vd., 2012) stabil lipazlar bulunmaktadır. 

3.3.5. Çeşitli alkollerin LipS350-2'nin aktivitesine olan etkisinin belirlenmesi 

Çeşitli alkollerin (etanol, metanol ve izopropanol) enzim aktivitesi üzerindeki etkileri 

belirlenmiştir. Enzim aktivitesi pH 9.0'da 40 ºC'de spektrofotometrik olarak 

ölçülmüştür. Kontrolden elde edilen değerler % 100 olarak kabul edilip diğerleri  
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kontrole göre kıyaslanarak kalan aktivite değerleri hesaplanmıştır (Şekil 3.9.). 

 

Şekil 3.9. LipS350-2'nin çeşitli alkollerin varlığında kalan aktivite değerleri  

Elde edilen sonuçlarda LipS350-2'nin aktivitesinin, 1. ve 24. saatte etanol varlığında 

metanol ve izopropanole göre daha stabil kaldığı belirlenmiştir. 

3.3.6. Alkollerin çeşitli konsantrasyonlarının lipaz aktivitesine olan etkisinin 

belirlenmesi 

Alkollerin çeşitli konsantrasyonlarının LipS350-2'nin aktivitesine olan etkisinin 

belirlenmesi amacıyla enzim % 2.5, 5, 10, 15, 25, 50'lik konsantrasyonlarda alkol ile 

karıştırılıp 30 ºC sıcaklıkta 130 rpm'de 1 saat ön inkübasyona tabi tutulmuştur. 

Enzim aktivitesi pH 9.0'da 40 ºC'de spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. 

Kontrolden elde edilen değerler % 100 kabul edilip diğerleri kontrole göre 

kıyaslanarak kalan aktivite değerleri hesaplanmıştır (Şekil 3.10.). 
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Şekil 3.10. LipS350-2'nin alkollerin çeşitli konsantrasyonlarında kalan aktivite değerleri 

Yapılan çalışma sonucu LipS350-2'nin aktivitesinin alkol konsantrasyonunun artışı 

ile azaldığı görülmüştür. Tüm alkoller için en iyi aktivite % 15' lik konsantrasyonda 

belirlenmiştir. % 10, %5, %2.5'luk konsantrasyonlarda enzim aktivitelerinin büyük 

oranda stabil kaldığı gözlenmiştir. 

3.3.7. Alkollerin çeşitli ön inkübasyon sürelerinde lipaz aktivitesine olan 

etkisinin belirlenmesi 

LipS350-2, % 50'lik konsantrasyonlarda alkoller ile karıştırılarak 30 ºC sıcaklıkta 

130 rpm'de 1, 12, 24, 36, 48, 60 saat ön inkübasyona tabi tutulmuştur. Enzim 

aktivitesi pH 9.0'da 40 ºC'de spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. Kontrolden elde 

edilen değerler % 100 kabul edilip diğerleri kontrole göre kıyaslanarak kalan aktivite 

değerleri hesaplanmıştır (Şekil 3.11.). 

 

1
0

0
 

1
0

0
 

1
0

0
 

1
0

0
 

1
0

0
 

1
0

0
 

3
6

,2
1

 

6
9

,5
4

 8
4

,4
8

 

7
1

,6
2

 

7
8

,1
7

 

7
6

,4
2

 

5
0

 

8
2

,7
6

 

9
1

,9
5

 

7
5

,5
5

 

7
7

,2
9

 

8
2

,5
3

 

6
9

,5
4

 

6
6

,0
9

 

8
6

,2
1

 

7
4

,6
7

 

7
1

,1
8

 8
3

,8
4

 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

110 

50 25 15 10 5 2,5 

K
a
la

n
 a

k
ti

v
it

e 
(%

) 

Konsantrasyon (%) 

Kontrol 

Etanol 

Metanol 

İzopropanol 



 

53 

 

 

Şekil 3.11. LipS350-2'nin alkollerin çeşitli ön inkübasyon sürelerinde kalan aktivite değerleri 

LipS350-2'nin alkollerle ön inkübasyonları sonucunda etanol varlığındaki kalan 

aktivitesinin 60. saate kadar genel olarak stabil kaldığı, diğer alkollerin varlığında 

aktivitenin zamana bağlı olarak azaldığı belirlenmiştir. 

Yapılan çalışmalarda bazı lipazlar üzerinde izopropanolün (Castro-Ochoa vd., 2005; 

Gaur vd., 2008; Zhang vd., 2009; Karadzic vd., 2006; Ruchi vd., 2008; Wang vd., 

2009; Cadirci ve Yasa, 2010) metanolün (Castro-Ochoa vd., 2005; Gaur vd., 2008; 

Zhang vd., 2009; Karadzic vd., 2006; Cadirci ve Yasa, 2010) ve etanolün (Lescic 

vd., 2001; Castro-Ochoa vd., 2005; Karadzic vd., 2006; Gaur vd., 2008) önemli 

ölçüde inhibisyon oluşturduğu görülmüştür. 

3.3.8. LipS350-2'nin  substrat spesifitesinin belirlenmesi 

Çeşitli yağ asidi zincir uzunluklarına sahip doğal (zeytinyağı, ayçiçeği yağı ve atık 

yağ) ve sentetik substratlar (p-NPP, p-NPB ve p-NPO) enzimin substrat spesifitesinin 

belirlenmesinde kullanılmıştır. LipS350-2'ninp-nitrofenil esterlerine karşı 

spesifitesinin belirlenmesindepH 9.0'da 40 ºC'de spektrofotometrik, doğal 

substratlara karşı spesifitesinin belirlenmesinde ise titrimetrik metot kullanılmıştır. 

Enzimin en yüksek spesifiteyi doğal substratlardan atık yağ, sentetik substratlardan 

p-NPP'ye karşı gösterdiği tespit edilmiş % 100 olarak alınmıştır. LipS350-2'nin 

aktivitesi zeytinyağında % 95.2, ayçiçeği yağında % 85.2 olarak, p-NPB’de % 70.62, 

p-NPO’da % 39.55 olarak ölçülmüştür (Şekil 3. 12.). Lipazın atık yağlar üzerinde 
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yüksek spesifite göstermesi bu enzimin özellikle atık yağlardan biyodizel üretiminde 

etkili ve verimli bir şekilde kullanılabileceğini göstermektedir.  

 

Şekil 3.12. LipS350-2'nin substrat spesifitesi 

3.3.9. LipS350-2'nin depolanma stabilitesinin belirlenmesi 

LipS350-2'nin +4 ºC'deki depolanma stabilitesi belirlenmiştir. Enzim aktivitesi pH 

9.0'da 40 ºC'de spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. 0. gündeki aktivite % 100 

olarak kabul edilmiş ve 5., 10., 15., 20., 25., 30., günlerdeki aktiviteler bu değere 

kıyaslanarak kalan aktivite değerleri belirlenmiştir (Şekil 3.13.). 

 

Şekil 3.13. LipS350-2'nin +4 °C'deki depolama stabilitesi 
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Çalışma sonucunda LipS350-2'nin aktivitesinin +4 ºC'de zamana bağlı olarak, kısmi 

olarak azaldığı belirlenmiştir. 30.  gün sonunda enzim aktivitesini %50 civarında 

koruduğu tespit edilmiştir. 

Streptomyces lipazları ile yapılmış karakterizasyon çalışmaları incelendiğinde bu 

enzimlerin aktivite gösterdiği ve stabil kaldığı koşulların farklı olduğu görülmektedir 

(Sommer vd., 1997; Large vd., 1999; Vujaklija vd., 2003; Aly vd., 2012; Mander vd., 

2012). Enzimlerin sahip olduğu aktivite ve stabilite değerleri endüstriyel kullanım 

alanlarının belirlenmesinde yol gösterici olmaktadır. Özellikle geniş pH ve sıcaklık 

aralıklarında aktif ve stabil olan, geniş substrat spesifitesine sahip ve alkollerin 

varlığında stabil kalabilenenzimler biyodizel uygulamalarında önemli avantajlara 

sahiptirler. LipS350-2’nin de geniş pH ve sıcaklık değerlerinde stabilitesini koruması 

ve alkollerin varlığında stabil kalabilmesi nedeniyle biyodizel üretiminde 

kullanılabilecek potansiyele sahip olduğu düşünülmektedir. 

3.4. LipS350-2'nin biyodizel üretim kapasitesinin ve endüstriyel 

uygulanabilirliğinin belirlenmesi, reaksiyon ürünlerinin ince tabaka 

kromatografisi (TLC) ile analizi 

LipS350-2'nin transesterifikasyon kapasitesinin kalitatif olarak belirlenmesi ile 

biyodizel üretiminde kullanılabilirliği belirlenmiştir. Biyodizel üretim reaksiyonu ilk 

olarak zeytinyağı ile metanol ve etanol varlığında, 40 ºC’de, 200 rpm'de 48 saatte 

gerçekleştirilmiştir. Standart olarak metil oleat, pozitif kontrol olarak biyodizel 

üretiminde endüstriyel olarak kullanılan Novozym 435 (Candida antarctica lipaz B) 

kullanılmıştır (Şekil 3.14.). 

Biyodizel reaksiyonu ayrıca ayçiçek yağı ve atık yağlarla da gerçekleştirilmiş ve 

TLC sonuçları Şekil 3.15.'de verilmiştir.    
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    (a)             (b)               (c)                (d) 

Şekil 3.14. Zeytinyağı ile yapılan biyodizel reaksiyonunda reaksiyon ürünlerinin TLC ile analizi 

(a): Pozitif Kontrol (Novozym 435), (b): Standart (Metil oleat), (c): zeytinyağı (metanol), 

(d): zeytinyağı (etanol), BD: Biyodizel, G: Gliserol, SYA: Serbest Yağ Asidi, TG: 

Trigliserit, DG: Digliserit, MG: Monogliserit 
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     (a)    (b)           (c)           (d) 

Şekil 3.15. Ayçiçek yağı ve atık yağ ile yapılan biyodizel reaksiyonunda reaksiyon ürünlerinin 

TLC) ile analizi (a): Pozitif Kontrol (Novozym 435), (b): Standart (Metil oleat), (c): 

Ayçiçek yağı, (d): Atık yağ, BD: Biyodizel, G: Gliserol, SYA: Serbest Yağ Asidi, TG: 

Trigliserit, DG: Digliserit, MG: Monogliserit 

Zeytinyağı ile gerçekleştirilen reaksiyonun TLC'de elde edilen kalitatif biyodizel 

sonuçlarına bakıldığında, LipS350-2 tarafından üretilen metil ester bandının metil 

oleat standardına ve Novozym 435 tarafından üretilen metil ester bandına benzerlik 

gösterdiği belirlenmiştir. Bu sonuçlara bakıldığında LipS350-2'nin biyodizel 

üretiminde etkili ve verimli bir şekilde kullanılabileceği ve elde edilecek biyodizelin 

metil oleat standardına yakın kalitede olduğu öngörülmektedir. Aynı reaksiyonun 

ayçiçek yağı ve atık yağda da zeytinyağına yakın bir verimde gerçekleşmiş olması bu 

enzimin özellikle atık yağlardan biyodizel üretiminde etkili ve verimli bir şekilde 

kullanılabileceğini göstermektedir. Yapılacak ileri analizlerle biyodizel üretimi 

kantitatif olarak belirlenebilmesi mümkün olacaktır. 
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4. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

Dünyada enerji gereksiniminin % 80'i kömür, petrol ve doğalgaz gibi fosil kaynaklı 

yakıtlarla karşılanmaktadır. Fosil yakıtların dünyada bilinen rezerv dağılımları; % 68 

kömür, %18 petrol ve %14 doğalgaz olarak bilinmektedir. Yapılan araştırmalara 

göre: petrolün 41, doğalgazın 62, kömürün ise önümüzdeki 218 yıl içinde tükeneceği 

belirlenmiştir. Günümüzde artan petrol kullanımının yanı sıra petrol kaynaklarının 

azalması, pazardaki değişkenlik ve ham petrole ulaşılabilirliğin sınırlı olması, petrol 

kökenli yakıtların ciddi boyutlarda hava kirliliğine neden olması alternatif kaynaklara 

olan talebi arttırmaktadır. 

Çevre dostu ya da yeşil enerji türleri olarak adlandırdığımız enerji kaynakları 

geleceğin enerji kaynakları olarak ortaya çıkmaktadır. Günümüzde benzin ve dizel 

yakıtına alternatif yakıtlar etanol ve biyodizeldir. 

Bu tez çalışmasında, biyodizel için kullanılabilir üstün özelliklere sahip yeni bir lipaz 

enziminin elde edilmesi hedeflenmiştir. Öncü çalışmalar sonucunda yüksek lipaz 

aktivitesi gösteren S. lienomycini 350-2 suşu tarafından üretilen lipaz kısmi olarak 

saflaştırılmış ve biyodizel için gerekli özellikleri açısından karakterize edilmiştir. 

Elde edilen lipazın transesterifikasyon kapasitesi kalitatif olarak belirlenerek 

biyodizel üretiminde kullanılabilirliği araştırılmıştır. 

LipS350-2 amonyum sülfat çöktürmesi, diyaliz, ultrafiltrasyon ve jel filtrasyon 

kromatografisi ile kısmi olarak saflaştırılmıştır. Çeşitli saflaştırma basamaklarında 

elde edilen fraksiyonlarda protein miktarı, Bradford Protein Tayin Yöntemi'ne göre 

spektrofotometrik olarak belirlenmiştir. 

Jel filtrasyon kromatografisi sonrası enzimin spesifik aktivitesi 1466,8 U/mg, 

saflaştırma verimi % 1,170 ve saflaştırma katsayısı 1,56 olarak hesaplanmıştır. 
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Saflaştırılan enzimin moleküler ağırlığı SDS-PAGE yöntemi ile belirlenmiş ve 

saflaştırılan enzimin molküler ağırlığı 52 kDa olarak hesaplanmıştır. 

Saflaştırılan enzim biyodizel üretimi için gerekli olan parametreler yönüyle 

karakterize edilmiştir. Lipazın optimum pH ve sıcaklık değerleri belirlenmiştir. 

Ardından pH ve sıcaklık stabiliteleri, çeşitli alkollerin varlığındaki stabiliteleri, farklı 

alkollerin farklı konsantrasyonları ve farklı ön inkübasyon süreleri kullanılarak tespit 

edilmiştir. Enzimin ayrıca substrat spesifitesi ve depolama stabilitesi belirlenmiştir. 

Enzimin optimum pH değeri 9.0 ve optimum sıcaklık değeri 40 ºC olarak 

belirlenmiştir. Enzimin nötral ve alkali pH değerlerinde stabil olduğu saptanmıştır. 

Enzim 1. ve 2. saatin sonunda aktivitesini büyük oranda korumuştur. Maksimum 

stabilite pH 7.0-11.0 aralığında belirlenmiştir. LipS350-2'nin 1. ve 2. saat sonunda 4-

40 °C aralığında aktivitesinin tamamını, 50 °C'de % 80 oranında koruduğu, 60-70 

°C'de ise tamamen inhibe olduğu görülmüştür. 

1. saat’in sonunda enzimin stabilitesi metanol ve izopropanolde etanole göre daha 

yüksek olmasına rağmen 24. saatte en yüksek stabilite etanol varlığında görülmüştür. 

Enzimin stabilitesi üzerine alkollerin % 2.5, 5, 10, 15, 25, 50'lik konsantrasyonlarının 

etkisi incelendiğinde % 10, %5, % 2.5 konsantrasyonlarda enzim aktivitelerinin 

yüksek oranda stabil kaldığı gözlenmiştir. Tüm alkoller için en iyi aktivite % 15'lik 

konsantrasyonda belirlenmiştir. 

Enzim alkoller ile 1, 12, 24, 36, 48, 60 saat ön inkübasyona tabi tutulmuş ve enzimin 

etanol varlığında 60. saate kadar yüksek oranda stabil kaldığı, diğer alkollerin 

varlığında aktivitenin zamana bağlı olarak azaldığı görülmüştür. 

LipS350-2'nin atık yağlar üzerinde yüksek spesifite gösterdiği belirlenmiştir. 

LipS350-2'nin depolanma stabilitesi incelendiğinde enzimin +4 °C'de 30. gün 

sonunda aktivitesini % 50 civarında koruduğu tespit edilmiştir. 

Ardından saflaştırılan enzimin transesterifikasyon kapasitesi belirlenerek biyodizel 

üretiminde kullanılabilirliği araştırılmıştır. Biyodizel üretiminde endüstriyel olarak 

kullanılan Novozym 435 (Candida antarctica lipaz B) pozitif kontrol olarak 

kullanılmıştır. Reaksiyon sonunda biyodizel üretimi kalitatif olarak TLC ile 

belirlenmiştir.  

 



 

60 

 

Biyodizel reaksiyonu zeytinyağı, ayçiçek yağı ve atık yağ kullanılarak 

gerçekleştirilmiş ve biyodizel elde edilmiştir.  

Sonuç olarak bu çalışmada; biyodizel üretiminde kullanılabilecek nitelikte yeni bir 

lipaz enzimi kısmi olarak saflaştırılmış ve karakterize edilmiştir. Geniş pH ve 

sıcaklık değerlerinde stabilitesini koruyan, alkollerin varlığında stabil kalabilen 

LipS350-2'nin biyodizel üretiminde kullanılabilecek potansiyele sahip olduğu tespit 

edilmiştir. Özellikle atık yağ ile gerçekleştirilen reaksiyonda biyodizel üretiminin 

sağlanması bu enzimin atık yağlardan biyodizel üretiminde kullanılabilirliğini 

göstermektedir.  

LipS350-2'nin atık yağlardan biyodizel üretiminde etkili ve verimli bir şekilde 

kullanılması ile hem atık yağlar etkili bir şekilde değerlendirilebileceği hem de düşük 

maliyetli biyodizel üretiminin gerçekleştirilebileceği sonucuna varılmıştır. 

Ülke ekonomisi için son derece önemli olan ve enerji ihtiyacında yurt dışına 

bağımlılığı önemli oranda azaltacak olan biyodizel üretiminin artırılması, kimyasal 

yöntemlerle biyodizel üretiminden kaynaklı çevresel sorunların önlenmesi büyük 

oranda enzimatik transesterifikasyonla mümkün olacaktır. Biyodizel üretiminde etkin 

ve verimli olarak kullanılabilecek ideal bir lipaz enzimi ülke ekonomisine büyük 

oranda katkıda bulunacaktır. Bu enzimatik transesterifikasyonda atık yağların 

kullanılması halinde hem atık yağların neden olduğu çevresel sorunlar büyük oranda 

giderilecek hem de ülke ekonomisine kazanç sağlanacaktır. Çalışmada elde edilen 

sonuçların biyodizel endüstrisine aktarılması ile ülke ekonomisine önemli bir katkı 

sağlayacaktır. Enzimin atık yağların transesterifikasyonunda kullanılabilir olması 

ucuz hammadde ile biyodizel üretimini mümkün kılacaktır.  
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EKLER 

Ek A. Çalışmada Kullanılan Besiyerleri 

Besiyerlerinin tamamı 121 ºC'de otoklavda 15 dk sterilize edilmiştir. 

 

A.1. International Streptomyces Project 2 Katı Besiyeri (ISP2) (Merck) 

Yeast Extract         4 g 

Malt Extract         10 g 

Dextrose         4 g 

CaCO3         2 g 

Agar Agar         20 g 

Distile Su         1000 ml 

         pH 7.3 

Bakterilerin geliştirilmesinde kullanılmıştır. 

A.2. International Streptomyces Project 2 Sıvı Besiyeri (ISP2) (Merck) 

Yeast Extract        4 g 

Malt Extract         10 g 

Dextrose         4 g 

CaCO3         2 g 

Distile Su         1000 ml 

Kantitatif lipolitik aktivite analizi için kültürün geliştirilmesinde kullanılmıştır. 
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Ek B. Çalışmada Kullanılan Boya ve Solüsyonlar 

Substrat Solüsyonu 

A solüsyonu 

p-NPP (Sigma)        30 mg 

İzopropil alkol (Merck)       10 ml 

B solüsyonu 

Arabic Gum (Merck)       0.1 g 

Triton X-100 (Merck)       2 ml 

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

A ve B solüsyonları karıştırılarak iyice çalkalanır. 

İzolatların ekstraselüler lipaz aktivitelerinin kantitatif ölçümünde kullanılmıştır. 
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Ek C. Çalışmada kullanılan tamponlar 

50 mM Sitrat Fosfat Tamponu 

Sitrik asit çözeltisi (0.2 M)       12.15 ml 

Dibazik sodyum fosfat çözeltisi (0.2 M)     12.85 ml 

Son hacim distile su ile 100 ml'ye tamamlanır. 

         pH 5.0 

50 mM Sitrat Fosfat Tamponu 

Sitrik asit çözeltisi (0.2 M)       8.95 ml 

Dibazik sodyum fosfat çözeltisi (0.2 M)     16.05 ml 

Son hacim distile su ile 100 ml'ye tamamlanır. 

   pH 6.0 

50mM Tris-HCl Tamponu 

Tris-HCl (Sigma)        7.28 g 

Trizma Base (Sigma)       0.47 g 

Distile su         1000 ml 

         pH 7.0 

50mM Tris-HCl Tamponu 

Tris-HCl (Sigma)        4.4 g 

Trizma Base (Sigma)       2.65 g 

Distile su         1000 ml 

   pH 8.0 

50mM Tris-HCl Tamponu 

Tris-HCl (Sigma)        0.76 g 

Trizma Base (Sigma)       5.47 g 

Distile su         1000 ml 

   pH 9.0 
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50 mM Glisin-NaOH Tamponu 

Glisin çözeltisi (0.2 M)       12.5 ml 

NaOH çözeltisi (0.2 M)       8.0 ml 

Son hacim distile su ile 100 ml'ye tamamlanır. 

   pH 10.0 

50 mM Glisin-NaOH Tamponu 

Glisin çözeltisi (0.2 M)       12.5 ml 

NaOH çözeltisi (0.2 M)       13.375 ml 

Son hacim distile su ile 100 ml'ye tamamlanır. 

   pH 11.0 

 

pH 5-11 arası tüm tamponlar, izolatların ekstraselüler lipaz aktivitesininkantitatif 

olarak belirlenmesinde ve lipazın karakterizasyonunda kullanılmıştır. 
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Ek D. SDS- PAGE'de kullanılan jel, tampon ve solüsyonlar 

Separating jel (Ayırıcı Jel) (% 16) 

Acryl-Bisacryl (% 40)       6 ml 

Distile su         2.6 ml 

1.5M Tris.HCl. (pH: 8.8)       8.0 ml 

SDS (%10)         150 μl 

Amonyum persulfat (APS) % 1'luk     300 μl 

TEMED         6.25 μl 

Separating jel buffer        5.65 ml 

 

Separating jel buffer  

Tris-base         72.7 g 

SDS          0.6 g  

200 ml'ye distile su ile tamamlanır, pH=8.45 olacak şekilde HCl ile ayarlanır. 

 

Stacking Jel (Yığma Jel) (% 4'lük) 

Acryl-Bisacryl (% 40)       0.6 ml 

Stacking jel buffer        2.1 ml  

Distile su         2.7 ml 

SDS (%10)         62.5 μl 

Amonyum persulfat (APS) % 1'luk     250 μl 

TEMED         2.5 μl 

 

Stacking Jel Buffer 

Tris-base        72.7 g 

SDS          0.6 g 

200 ml'ye distile su ile tamamlanır, pH=8.45 olacak şekilde HCl ile ayarlanır. 
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Running Buffer (1x) (Yürütme Tamponu) ( pH 8.3) 

Trizma-base         3.63 g 

Glisin          14.40 g 

SDS          1.0 g 

Distile su         1000 ml 

 

Sample Buffer (Örnek Tamponu) (10 ml) 

Trizma-Base (1 M) (pH 8.9)      1.6 ml 

SDS (% 10'luk)        4.0 ml 

Gliserol         2.0 ml 

β-merkapto etanol        1.0 ml 

Brom fenol mavisi        4.0 mg 

Distile su         1.4 ml 

 

Staining Solution (Boyama Solüsyonu) 

Coomassie Brilliant Blue R 250      1.5 g 

İzopropil alkol       250 ml 

Asetik asit         100 ml 

Distile su         650 ml 

Destaining Solution (Boya Çıkarıcı Solüsyon) 

İzopropil alkol        250 ml 

Asetik asit         100 ml 

Distile su         650 ml 

 

Saklama Solüsyonu 

Asetik asit         100 ml 

Distile su         900 ml 
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