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ÖZET  
 
 

Lipazlar (E.C.3.1.1.3; trigliserol açilhidrolazlar) enzim siniflandirmasinda 
hidrolazlar ana sinifinda yer alan, triaçilgliserollerin serbest yag asitlerine ve gliserole 
hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Endüstriyel lipazlar, genellikle hücre disi lipaz üreten 
mikroorganizma türlerinden saglanir. Mikrobiyal lipazlar çogunlukla sivi ortamlarda 
üretilir ve aktiviteleri karbon/azot kaynaklari tür ve derisiminden, ortam pH’sindan, 
sicakliktan ve metal iyonlarindan etkilenir. Bu çalismada; lipaz kaynagi olarak yagli 
fabrika atiklari ile kontamine olmus topraklardan izole edilen Bacillus’lar arasindan en 
yüksek enzim aktivitesi gösteren seçilerek, lipaz üretiminde önem tasiyan ortam kosullari 
ile ortam bilesenleri parametre olarak incelenmistir. Karbon kaynaklari olarak ülkemizde 
yaygin olarak kullanilan bitkisel yaglarin (zeytin yagi, ayçiçek yagi, soya yagi, misir özü 
yagi, susam yagi), yag asitlerinin (triasetin, tribütirin, trioktanoat, tripalmitin, tristearin, 
triolein), yag asidi esterlerinin (palmitik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit) ve 
glukozun farkli derisimlerinin; azot kaynaklari olarak ise bazi dogal kaynaklar (misir unu, 
soya unu ve bugday unu) ile organik kaynaklarin (pepton, maya özütü, üre, jelatin) ve 
ayrica metal tuzlarinin (NaCl, Na2SO4, KCl, K2SO4, MgCl2, MgSO4, FeCl3, CaCl2, ZnCl2, 
LiCl, CuSO4) hücre disi ve hücre içi lipaz aktivitesi, hücre derisimi ve protein derisimi 
üzerine etkileri  incelenmistir. Optimal ortam kosullarini belirlemek amaciyla, 6-9 
baslangiç pH araligi ve 37-50 °C sicaklik araliginda üretimler yapilarak bu degiskenlerin 
lipaz aktivitesine etkileri incelenmistir. Yapilan deneyler sonucunda Bacillus sp.’nin hücre 
disi lipaz ürettigi, en uygun karbon kaynaginin % 1 (h/h) derisimde susam yagi, en uygun 
azot kaynaginin % 0.5 (a/h) pepton + % 0.3 (a/h) maya özütü ve lipaz üretimini en fazla 
indükleyen metal tuzunun 1 mM K2SO4 oldugu belirlenmistir. Optimal ortam kosullari ise 
pH=7.5 ve T=45 °C olarak bulunmustur. Üretilen enzim ultrafiltrasyon ve anyon degistirici 
kromatografi ile kismi saflastirilmis ve enzime olasi deterjan katkilarinin etkisi (proteaz, 
Tween 20, Tween 80, Triton X-100, EDTA, SDS) belirlenerek elde edilen lipazin 
endüstriyel kullanim potansiyeli ortaya konulmustur.  

Anahtar Kelimeler: Deterjan Enzimleri, Enzim Üretimi, Lipaz, Lipaz Aktivitesi  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



The Investigation of Active and Stable Lipase Production Conditions from 
 Bacillus sp. Isolated from Factory Wastewaters and of their Utilization in Detergent 

Industry 

 

ABSTRACT 

 

Lipases (E.C.3.1.1.3; trigliserol acylhydolyses), belong to the hydrolase family of 
enzymes, hydrolyze triacylglycerides into fatty acids and glycerol. Industrial lipases are 
mainly produced from microorganisms that secrete extracellular lipase. Microbial lipases 
are usually produced by submerged fermentation and their activities are influenced by the 
type and concentration of carbon/nitrogen sources, pH, temperature, and metal ions.  In the 
present study, a Bacillus strain exhibiting the highest lipase activity was selected amongst 
isolated from soil contaminated by olive oil plants wastewater; and the effects of medium 
conditions and components were investigated for a higher enzyme activity. Vegetable oils 
(olive, sunflower, soybean, corn and sesame oils), triacylgliserides (triacetin, tributyrin, 
trioctanoat, tripalmitin, tristearin and triolein), fatty acids (palmitic, stearic, oleic and 
linoleic acids), and glucose were used for their different concentrations as carbon sources. 
Effects of some natural sources (corn flour, soybean flour and wheat mill bran) in addition 
to conventional sources (peptone, yeast extract, urea, gelatin) as nitrogen sources; and 
NaCl, Na2SO4, KCl, K2SO4, MgCl2, MgSO4, FeCl3, CaCl2, ZnCl2, LiCl, CuSO4 as salts of 
metal ions on extracellular and intracellular lipase activities were investigated. The effects 
of initial pH and temperature on the lipase activity were investigated within 6-9 and 37-50 
oC ranges, respectively. Sesame oil (1% v/v) and the combination of peptone (0.5% w/v) + 
yeast extract (0.3 % w/v) were found to be the best carbon and nitrogen sources, 
respectively. 1 mM K2SO4 favored the highest lipolytic activity. The optimal temperature 
and initial pH for lipase activity were 45oC and 7.5, respectively. The lipase produced 
under optimal conditions partially purified by ultrafiltration and anion exchange 
chromatography; and its molecular mass found to be about 40 kDa by SDS-PAGE. The 
purified enzyme was tested for its activity recovery in the presence of protease, Tween 20, 
Tween 80, Triton X-100, EDTA and SDS; and its potential utilization in industry was 
discussed.  
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1. GIRIS 

 

Lipazlar (E.C.3.1.1.3; trigliserol açilhidrolazlar) enzim siniflandirmasinda hidrolazlar ana 

sinifinda yer alan, triaçilgliserollerin serbest yag asitlerine ve gliserole hidrolizini 

katalizleyen enzimlerdir. 

Endüstriyel enzimlerin yaklasik % 75’i hidrolitik amaçli kullanilir. Birçok lipaz esterlesme, 

transesterlesme, peptit sentezi gibi reaksiyonlari ve bölge seçimli, stereoseçimli 

dönüsümleri katalizlemekte kullanilir. Bunlara ek olarak sulu ve organik ortamlardaki 

biyodönüsümlerde, rasemik asit ve alkollerin çözünürlügünde, bölge seçimli açillemelerde, 

ester sentezinde lipaz kullanimi mevcuttur. Birçok tepkimeyi katalizleyebilme yetenekleri 

ile lipazlar deterjan, gida, kagit ve ilaç sanayilerinde genis kullanima sahiptirler.  

 

Lipolitik enzimler, hidrofilik ve lipofilik yüzeyler arasinda etkindir ve reaksiyon 

karisimindaki organik çözünenleri de tolere eder. Enzim, suyla karismayan trigliseritlerin 

su-akiskan ara yüzeylerinde hidrolizini katalizler. Suyun olmadigi ya da çok az miktarda 

oldugu durumlarda reaksiyon esterlesme ya da transesterlesme lehinde olur. Fazla miktarda 

su bulunmasi durumunda ise hidroliz lehine döner. 

 

Lipazlar kullandiklari substratlarin fazla olmasi, ekstrem kosullarda (sicaklik, pH, organik 

çözücüler gibi) kararli yapilarini koruyabilmeleri gibi baslica nedenlerle en önemli 

biyokatalizörler olarak varsayilir. Son zamanlarda lipazlarin üç boyutlu yapilarinin 

kesfedilmesi ile yapi/görev iliskileri de aydinlatilmistir. Lipazlarin yeni alanlarda da 

biyokatalizör olarak kullaniminda olaganüstü artis olacagi düsünülmektedir. Son on yil 

içerisinde özellikle organik sentezler basta olmak üzere lipazlar, proteaz ve amilazlar kadar 

önem kazanmistir.  

 

Biyolojik olarak aktif olan enzimler herhangi bir canli organizmadan elde edilebilirler. 

Endüstride kullanilan enzimlerin büyük bir çogunlugu mantar ve maya, % 13’ü bakteri, % 

4’ü bitki ve % 8’i hayvan kaynaklidir. Günümüzde enzim üretiminde mikrobiyal  

kaynaklar, mikrobiyal olmayanlara tercih edilmektedir. Endüstriyel lipazlar, genellikle 

hücre disi lipaz üreten mikroorganizma türlerinden saglanir. Mikrobial lipazlar çogunlukla 

sivi ortamlarda üretilir ve karbon/azot kaynaklari türü ve derisiminden, ortam pH’sindan, 

sicakliktan ve metal iyonlarinin varligindan etkilenir. 
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Ticari anlamda ilk lipaz üretimi, 1994 yilinda Novo Nordisk firmasi tarafindan üretilen 

Thermomyces lanuginosus (fungi) orijinli Aspergillus oryzae’e ifade edilmis ilk 

rekombinant lipaz (Lipolase) dir. Ülkemizde endüstriyel olarak lipaz üretiminin  henüz 

gerçeklestirilmemesi, atik maddelerden izole edilmis mikrobiyal kaynaklardan lipaz 

üretiminin yapilmamasi  ve ayrica lipaz üretiminde kaynak olarak kullanilmak üzere 

ülkemizde izole edilmis bir mikroorganizmanin (Bacillus sp.) literatürde henüz 

yayimlanmamis olmasi yönleri ile bu çalisma önem tasimaktadir. 

 

Bu yüksek lisans çalismasinda lipaz kaynagi olarak bakteriyel siniflandirmada Bacillaceae 

familyasinda bulunan Bacillus sp. türü mikroorganizmalar kullanilmistir. Yagli fabrika 

atiklari ile kontamine olmus topraklardan izole edilen Bacillus’lar arasindan en yüksek 

enzim aktivitesi gösteren seçilerek, lipaz üretiminde önem tasiyan ortam kosullari ve ortam 

bilesenlerinin etkisi incelenmistir. Ortam bilesenleri olarak; karbon kaynaklari için çesitli 

bitkisel yaglarin, yag asitlerinin ve yag asidi esterlerinin farkli derisimlerinin etkisi, azot 

kaynaklari olarak dogal kaynaklar ile organik azot kaynaklarinin ve ayrica metal iyonlarin 

etkisi incelenmistir. Optimal ortam kosullarini belirlemek amaciyla çesitli pH ve 

sicakliklarda üretim yapilarak lipaz aktivitesine etkileri incelenmistir. Tüm kosullar 

belirlendikten sonra üretilen enzim kismi saflastirilmis ve saf enzime olasi deterjan 

katkilarinin etkisi belirlenerek elde edilen lipazin ticari kullanim potansiyeli ortaya 

konulmustur.   
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2. KAYNAK ÖZETLERI  

 

2.1 Lipaz Kullanim Alanlari ve Önemi 

 

Günümüzde yaklasik 4000 kadar enzim bilinmektedir ve bunlarin 200 kadari ticari amaçli 

kullanilmaktadir. 1960’lara kadar enzimlerin toplam yillik satisi birkaç milyon Dolar iken 

bu pazar olaganüstü sekilde büyümüstür (Çizelge 2.1). Bu büyük gelismenin nedeni 

biyokimyasal üretimlerin anlasilmasi, fermantasyon yöntemleri gelisimi ve satin alinabilir 

enzim ürünlerinin sayisinin artmasidir. Bunlarla beraber enzimlerin kullanildigi 

yöntemlerin gelistirilmesi ile enzimlerin katalizledigi çesitli reaksiyonlar kullanilmaya 

baslanmis ve böylece enzimlerin ticari kullanimi artmistir (Sharma vd. 2001). 

 

Çizelge 2.1 Küresel Enzim Sektörü Gelisimi (milyon $) (Hasan vd. 2006) 

 

 2002 2003 2004 2009 

Endüstriyel Enzimler 978.2 1009.2 1040.0 1222.0 

Gida Enzimleri 701.0 720.0 740.0 863.0 

Hayvan Yem Enzimleri 210.8 215.6 220.0 267.0 

Toplam 1890.0 1945.0 2000.0 2352.0 

 

Dünyada enzim talepleri 12 büyük üretici ve 400 kadar üretici küçük firma tarafindan 

karsilanmaktadir. Toplam üretimin yaklasik % 60’i Avrupa ülkelerinden saglanmaktadir. 

Endüstriyel enzimlerin yaklasik % 75’i hidrolitik amaçli (lipazlari kapsayan grup) 

kullanilir. Lipazlar kolay elde edilir olmalari nedeniyle fizyolojik öneme ve endüstriyel 

potansiyele sahiptir. Ökaryotlarda lipazlar yag sindirimi, yag emilimi, yag yenilenmesi ve 

lipoprotein metabolizmasini içeren yag metabolizmasinin çesitli basamaklarinda görev 

alirlar. Bitkilerde de enerji deposu olarak kullanilan dokularda lipazlar bulunmustur. Lipaz 

çalismalari yapisal tanimlama, çalisma mekanizmalarinin aydinlatilmasi, enzim 

kinetiklerinin belirlenmesi, lipaz gen sirasinin belirlenmesi ve çogaltilmasi ile 

performansin genel olarak tanimlanmasi üzerine yogunlasmistir. Tüm bu çalismalar sonucu 

enzimin ticari kullanimi gelistirilmektedir. Ticari kullanimli lipazlar, genellikle hücre disi 

lipaz üreten mikroorganizma türlerinden elde edilir. Birçok lipaz esterlesme, 

transesterlesme, peptit sentezi gibi reaksiyonlari katalizler. Gelecekte lipazlarin da 

proteazlar ya da karbohidrazlar kadar endüstriyel öneme sahip olmasi tahmin edilmektedir. 
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Hidrolitik lipazlarin baslica ticari kullanim alani deterjanlardir. Toplam lipaz satisinin % 

32’si deterjan endüstrisinde kullanilmaktadir. Yaklasik olarak 13 milyar ton deterjana 1000 

ton kadar lipaz eklemesi yapilmaktadir. Az miktarda lipaz gida, kagit, süt, kozmetik, 

pestisit, insektisit, ilaç ve çesitli kimya endüstrilerinde kullanilmaktadir (Sharma vd. 2001).  

  

Ticari anlamda ilk lipaz üretimi, 1994 yilinda Novo Nordisk firmasi tarafindan üretilen 

Thermomyces lanuginosus (fungi) orijinli Aspergillus oryzae’e ifade edilmis ilk 

rekombinant lipaz (Lipolase)’dir. Hemen ardindan 1995’de Genencor International 

tarafindan iki bakteriyel lipaz daha üretilmistir; Pseudomonas mendocina’dan ‘Lumafast’ 

ve Pseudomonas alcaligenes’den ‘Lipomax’. Çizelge 2.2’de ilk ticari lipaz üretimi yapan 

Novo Nordisk firmasinin farkli alanlarda kullanilan ürünleri görülmektedir (Sharma vd. 

2001). 

Çizelge 2.2 Novo Nordisk firmasi tarafindan üretilen çesitli endüstriyel amaçlarla 

kullanilan lipaz enzimleri (AU-KBC Research Centre) (Sharma vd. 2001) 

Ürün Adi Kullanim Alani 

Lipopan® Maya Endüstrisi 
Lipozyme® Yag Ürünleri 

Novozym® 27007 Nisasta Ürünleri 

PalataseTM Süt Ürünleri 

Clear-LensTM LIPO Kisisel Bakim 
Greasex Deri Sanayi 

LipolaseTM Deterjan Endüstrisi 

LipoPrime® Deterjan Endüstrisi 
NovoCorTM AD Deri Sanayi 
Novozym® 735 Tekstil Endüstrisi 

Novozym® 871 Hayvan Yemi 
 

 

2.1.1 Deterjan Endüstrisinde Lipaz 

 

Endüstriyel lipaz kullanimlari içerisinde en önemli pay kuskusuz hidrolitik lipazlara aittir. 

Son zamanlarda, farkli kullanim amaçli (endüstriyel kullanim, ev içi kullanimlar, çamasir, 

bulasik, toz temizleyiciler vb.) deterjanlarda temizleme gücü artirimi hedeflenerek enzim 

katkilari kullanilmaya baslanmistir. Deterjanlara ilave edilen baslica enzimler; proteazlar, 
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amilazlar, selülazlar ve lipazlardir. Yaglari hidrolize etme yetenekleri ile lipazlar 

deterjanlarin önemli katki maddelerinden biridir. Deterjanda kullanilacak lipazlar bazi 

özellikleri içermelidirler: (1) düsük substrat özgünlügü (çesitli bilesimlerdeki yaglari 

hidroliz edebilmeli) (2)  yipratici yikama kosullarina karsi direnç gösterebilme (pH 10-11 

ve 30-60 ºC) (3) sürfaktanlara ve diger enzimlerin (proteaz) hasarlarina karsi direnebilme 

yetenegi (Sharma vd. 2001).  

 

2.1.2 Gida Endüstrisinde Lipaz  

 

Kati ve sivi yaglar gidalarin önemli bilesenlerindendir. Yag asitlerinin gliserol zincirindeki 

konumlari, yag asidi zincirlerinin uzunlugu, doymamis yag asidi derecesi, trigliseritlerin 

fiziksel özellikleri gidanin besleyiciligi ve lezzetini etkileyen faktörlerdir. Lipazlar, 

lipidlerin bu özelliklerine etkiyerek onlari modifiye ederler. Gliseritlerde, yag asitleri 

zincirlerinde biçim veya içerik yönünden degisiklik yaparlar. Bu yöntem, yaglarin 

aromasini ve besin degerlerini arttirmak için kullanilir ve diger yöntemlere oranla daha 

basit ve ucuz bir yöntemdir. Lipaz enziminin çesitli fermantasyon basamaklarinda görev 

almasi nedeniyle özellikle islenmis et ürünleri (sucuk, sosis vb.) üretiminde ve peynir basta 

olmak üzere çesitli gidalarda aroma zenginlestirme amaciyla kullanimi gelismektedir 

(Sharma vd. 2001, Hasan vd. 2006).      

 

2.1.3 Kagit Sanayinde Lipaz 

 

Agaçlardaki hidrofobik bilesenler (balmumu ve trigliseritler) kagit yapiminda üretim 

asamasinda zorluklara ve kagit kalitesinde düsüse neden olmaktadir. Lipazlar bu olumsuz 

etkilerin giderilmesi amaciyla kagit imalatinda kullanilir. Japonya’da “Nippon Paper 

Industries” bu problemleri gidermek için trigliseritlerin % 90 oraninda hidrolizini saglayan 

Candida rugosa lipazinin kullanildigi bir yöntem gelistirmistir (Sharma vd. 2001). 

 

2.1.4 Organik Sentezlerde Lipaz Kullanimi 

 

Lipazlar çesitli kimyasal, bölge seçimli ve stereoseçimli dönüsümleri katalizlemekte 

kullanilir. Organik kimyada katalizör olarak kullanilan lipazlarin büyük çogunlugu da 

mikrobiyal kökenlidir. Bu enzimler hidrofilik ve lipofilik yüzeyler arasinda çalisir ve 

reaksiyon karisimindaki organik çözünenleri de tolere eder. Lipaz suyla karismayan 
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trigliseritlerin, su-akiskan ara yüzeylerinde hidrolizini katalizler. Belirli kosullar altinda 

reaksiyon karisimindaki suyun miktari lipaz katalizli reaksiyonun yönünü belirler. Suyun 

olmadigi ya da çok az miktarda oldugu durumlarda reaksiyon esterlesme ya da 

transesterlesme lehinde olur. Fazla miktarda su bulunmasi durumunda ise hidroliz lehine 

döner. 

 

Lipaz kullanimi yukarida sözü edilenler ile sinirli degildir. Bunlara ek olarak sulu ve 

organik ortamda biyodönüsümlerde, rasemik asit ve alkollerin rezolüsyonunda, bölge 

seçimli açillemelerde, ester sentezinde lipaz kullanimi mevcuttur (Hasan vd. 2006). 

 

Lipazlar kullandiklari substratlarin fazla olmasi, ekstrem kosullarda (sicaklik, pH, organik 

çözücüler gibi) kararli yapilarini koruyabilmeleri gibi baslica nedenlerle en önemli 

biyokatalizörler olarak varsayilir. Son zamanlarda lipazlarin üç boyutlu yapilarinin 

kesfedilmesi ile yapi/görev iliskileri de aydinlatilmistir. Lipazlarin yeni alanlarda da 

biyokatalizör olarak kullaniminda olaganüstü artisi olacagi düsünülmektedir. Son on yil 

içerisinde özellikle organik sentezler basta olmak üzere lipazlar, proteaz ve amilazlar kadar 

önem kazanmistir (Saxena vd. 1999).  

 

2.2 Lipaz Yapisi 

 

Lipazlar (triaçil gliserol açil hidrolazlar) bir çok tepkimeyi katalizleyebilme yetenekleri ile 

fizyolojik öneme ve endüstriyel potansiyele sahiptirler. Lipazlar esteraz enzimlerinin özel 

bir sinifidir ve yaglar üzerine etkilidir. Yaglari hidrolize ederek onlari gliserol ve yag 

asitlerine parçalarlar. Esterazlarin aksine lipazlar sadece su/yag ara yüzeylerinde 

aktivasyon gösterirler. Lipazlar aktif bölgelerinde serin yer aldigi için serin hidrolazlar 

olarak adlandirilmaktadir (Saxena vd. 1999). Bacillus cinsi bakterilerde lipaz üretimini 

kodlayan genler 600-750 baz arasinda degisim göstermektedir 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ve türlere özgü farkliliklar içermektedir. Sekil 2.1’de 

Bacillus subtilis tarafindan sentezlenen lipaz enzimi görülmektedir.  

 

 

 

 

Sekil 2.1 Bacillus subtilis lipazi (www.rug.nl/proteincrystallography/gallery/index) 
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2.3 Lipaz Sinifi  

Enzimler katalizledikleri tepkimeler temeline göre alti ana sinifa ayrilmistir. Her enzim 

noktalarla ayrilan ve dört birimden olusan bir kod numarasi (E.C.) ile belirtilmektedir. 

Birinci basamak asagida gösterildigi gibi enzimin ait oldugu ana sinifi gösterir. 

1. Oksidoredüktazlar   : Yükseltgenme/indirgenme tepkimeleri 

2. Transferazlar           : Iki molekül arasinda bir atom veya grubun transferi 

3. Hidrolazlar              : Hidroliz tepkimeleri 

4. Liyazlar                   : Substrattan bir grubun ayrilmasi 

5. Izomerazlar             : Izomerizasyon tepkimeleri 

6. Ligazlar                   : Iki molekülün sentezle birlesmesi 

Kod numarasindaki ikinci ve üçüncü basamaklar, katalizlenen tepkimenin türünü 

tanimlamaktadir. Bunun genel bir kurali yoktur; çünkü her ana sinif için bu basamaklarin 

anlami ayri ayri tanimlanmistir.  

Siniflandirmada lipaz enzimi numarasi E.C. 3.1.1.3’tür. Burada 3: enzimin ana sinifi olan 

hidrolazlari göstermektedir. 1: hidrolazlar içerisinde birinci alt sinifi yani esterazlari 

göstermektedir. 1: karboksilik ester hidrolazlari, 3 ise triaçil gliserol lipazi ifade 

etmektedir.  

2.4 Lipaz Kaynaklari 

 

Biyolojik olarak aktif enzimler herhangi bir canli organizmadan elde edilebilirler. Ticari 

amaçli enzim üretiminde kullanilan kaynaklar çok genis çaptadir. Endüstride kullanilan 

enzimlerin büyük çogunlugu mantar ve maya, % 13 bakteri, % 4 bitki, % 8 hayvan 

kaynaklidir. Günümüzde enzim kaynagi olarak mikrobiyal kaynaklar, mikrobiyal 

olmayanlara tercih edilmektedir çünkü;  

 

(1)  Genellikle üretimleri daha ucuzdur. 

(2)  Enzim içerikleri daha kontrol edilebilir ve daha tahmin edilebilirdir.  

(3)  Bitki ve hayvan kaynakli enzimlere göre daha karali yapida enzim elde edilmektedir. 

(4)  Kullanilacak hammadde ve araç gereci saglamak kolaydir. 

(5) Hayvansal ve bitkisel dokular  sagliga zararli materyaller içerebilirler (Bitkiler fenolik  

bilesikler içerirler). 
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Bitki ve hayvan kültürleri kullaniminda karsilasilan zorluklardan dolayi mikrobiyal 

kaynaklar tercih sebebi olmaktadir. Mikrobiyal enzimlerin büyük bir çogunlugu kisitli 

sayida türden elde edilmektedir. 

 

Fungal lipaz kaynagi olarak; Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Mucor, Geotrichum, 

Humicola, Fusarium, Rhizomucor, Mucor, Ashbya, Beauveria, Acremonium, Alternaria  

cinslerine ait türler kullanilabilmektedir. 

 

Lipaz kaynagi olarak kullanilabilen mayalar ise; Candida, Yarrowia, Rhodotorula, Pichia, 

Saccharomyces, Torulaspora, Trichosporon’dur.  (Chaplin ve Bucke 1990). 

 

Bakteriyel kaynaklar ise Çizelge 2.3’ de ayrintili olarak gösterilmistir.   

 

Çizelge 2.3 Bakteriyel lipaz kaynaklari (Sharma  vd  2001). 

 

Kaynak Cins Tür 

BAKTERI Bacillus B. megaterium 

                           GRAM (+)  B. cereus 

  B. stearothermophilus 

  B. subtilis 

  B. brevis 

  B. thermocatenulatus 

  Bacillus sp. IHI-91 

  B. coagulans 

  B. acidocaldarius 

  Bacillus sp. RS-12 

  Bacillus sp. J 33 

  B. thermoleovorans ID 1 

 Staphylococcus S. canosus 

  S. aureus 

  S. hyicus 

  S. epidermidis 

  S. warneri 

 Lactobacillus Lactobacillus delbruckii 
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  Lactobacillus sp. 

 Streptococcus Streptococcus lactis 

 Micrococcus Micrococcus freudenreichii 

  M. luteus 

 Propionibacterium Propionibacterium acne 

  Propionibacterium granulosum 

 Burkholderia Burkhorderia sp. 

  Bu. Glumae 

BAKTERI Pseudomonas P. aeruginosa 

                            GRAM (-)  P. fragi 

  P. mendocina 

  P. putida 3 SK 

  P. glumae 

  P. cepacia 

  P. fluorescens 

  P. aeruginosa KKA-5 

  P. pseudoalcaligenes F 111 

  Pseudomonas sp. 

  P. fluorescens MF0 

  Pseudomonas sp. KW 156 

 Choromobacterium Ch. Viscosum 

 Acinetobacter Aci. pseudoalcaligenes 

  Aci. Radioresistens 

 Aeromonas Ae. hydrophila 

  Ae. sorbia LP004 

 

 

Bu çalismada bakteriyel lipaz kaynagi olarak, yagli fabrika atiklari ile kontamine olmus 

topraktan izole edilmis Bacillus sp. türünde mikroorganizma kullanilmistir.  
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2.5 Lipaz Üretiminde Önemli Parametreler 

 
Mikrobial lipazlar çogunlukla sivi kültürde üretilir; ancak kati faz fermentasyon metotlari 

da kullanilabilmektedir. Bu çalismada bakteriyel lipaz üretimi için sivi kültür 

kullanilmistir.  

 

Lipaz üretimi, karbon ve azot kaynaklari türü ve derisimi, pH, sicaklik ve ortamdaki 

iyonlardan etkilenir (Gupta vd. 2004). 

 
Karbon ve azot kaynaklari, mikroorganizma çogalmasi için temel gereksinimlerdir. Bunun 

yaninda temel kaynaklardan özellikle karbon kaynaklari türüne göre lipaz üretimi farkli 

derecelerde indüklenmektedir. Sicaklik ve pH mikroorganizmanin optimal çogalma 

kosullari ve elde edilen enzimin kararliligi açisindan, ortamda bulunan iyonlar ise lipaz 

üretiminin çesitli basamaklarinda kofaktör olarak önem tasimaktadir.  

 

2.5.1. Karbon Kaynaklari Etkisi 

 

Mikrobiyal lipaz üretiminde çogunlukla karbon kaynagi olarak bitkisel yaglar 

kullanilmistir. Kullanilan yaglarin derisimleri % 0.5 ve % 1.5 arasinda degismekte, 

genellikle en uygun derisimin % 1 oldugu görülmektedir. Bacillus alcalophilus ve Bacillus 

licheniformis türlerinde ise literatürde verilen genel bilgilerin aksine glikoz ve maltoz 

kullanimi ile yüksek lipaz aktiviteleri elde edilmistir (Gupta vd. 2004).  

 

Bacillus alcalophilus alkali termofilik lipaz üretiminde, karbon kaynagi olarak soya yagi 

ve maltoz kullanilmistir (Gupta vd. 2004). 

 

Bacillus licheniformis lipaz üretiminde, karbon kaynagi olarak zeytin yagi ve  misir yagi 

denenerek üretimin inhibe oldugu görülmüs ve kaynak olarak glukoz kullanilmistir (Gupta 

vd. 2004). 

 

Bacillus thermoleovorans ID-1 termofilik lipaz üretiminde, karbon kaynagi olarak % 1.5 

derisiminde zeytin yagi, palm yagi ve soya yagi kullanilmistir (Lee vd. 2001). 
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Bacillus coagulans BTS-3 hücre disi alkali termofilik lipazi üretiminde, karbon kaynagi  

olarak bitkisel yaglarin etkisi % 1 derisimleri için incelenmistir ve en yüksek lipaz 

aktivitesine hardal yagi kullanildigi zaman ulasilmistir (Çizelge 2.4; Kumar vd. 2005). 

 

Çizelge 2.4 Bacillus coagulans BTS-3 lipaz aktivitesine karbon kaynaklari etkisi  

                   (Kumar vd. 2005) 

 

Karbon Kaynagi (% 1 w/v) Lipaz Aktivitesi (U/ml) 

Hindistan Cevizi Yagi 0.19 

Yerfistigi Yagi 0.03 

Hardal Yagi 0.68 

Ayçiçek Yagi 0.16 

Tween 80 0.42 

Tween 20 0.38 

Zeytin Yagi 0.38 

Pamuk Tohumu Yagi 0.09 

Soya Yagi 0.04 

 

 

Bacillus sp. RSJ –1 türünden hücre disi alkalin termofilik lipaz üretiminde, karbon kaynagi 

olarak % 0.75 derisiminde pamuk tohumu yagi ve % 0.5 derisiminde Tween 80 

kullanilmistir (Sharma vd. 2002). 

 

Bacillus sp. THL 027 termofilik lipaz üretiminde, karbon kaynagi  olarak bazi bitkisel 

yaglarin ve yag asidi esterlerinin etkisi incelenmistir. En yüksek lipaz aktivitesine bitkisel 

yaglar içerisinde zeytin yagi ve pirinç kepegi yagi kullanildiginda, esterler içerisinde ise 

trikaprilin kullanildiginda ulasilmistir (Çizelge 2.5; Dharmsthiti vd. 1999). 
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Çizelge 2.5 Bacillus sp. THL 027 lipaz aktivitesine karbon kaynaklari etkisi  

 (Dharmsthiti vd. 1999)    

 

Karbon Kaynagi Spesifik Aktivite (U/mg) 

BITKISEL YAGLAR  

Zeytin Yagi 4.8 

Soya Yagi 4.3 

Pirinç Kepegi Yagi 4.8 

Palm Yagi 3.5 

Tereyag 3.1 

Ton Baligi Yagi 1.2 

Hindistan Cevizi Yagi 1.2 

YAG ASIDI ESTERLERI  

Tribütirin (C 4:0) 4.1 

Trikaproin (C 6:0) 4.1 

Trikaprilin (C 8:0) 4.9 

Trikaprin (C 10:0) 4.1 

Trilaurin (C 12:0) 4.1 

Trimyristin (C 14:0) 3.7 

Tripalmitin (C 16:0) 2.6 

Tristearin (C 18:0) 1.8 

 

 

Bacillus stearothermophilus MC 7 hücre disi termofilik lipaz üretiminde, karbon kaynagi 

olarak soya yagi (% 0.5 ) ve zeytin yagi (% 0.1) kullanilmistir (Kambourova vd. 2003). 
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Bacillus sp. J33 termofilik lipaz üretiminde, karbon kaynagi olarak % 1 derisiminde yag 

asidi esterleri kullanilmistir. En yüksek lipaz aktivitesine tribütirin kullanildiginda 

ulasilmistir (Çizelge 2.6; Nawani vd. 2000).  

 

Çizelge 2.6 Bacillus sp. J33 lipaz aktivitesine karbon kaynagi olarak yag asidi esterleri 

etkisi (Nawani vd. 2000) 

                                       

Yag Asidi Esterleri (%1w/v) Bagil Aktivite (%) 

Tribütirin (C 4:0) 100 

Trikaproin (C 6:0) 90 

Trikaprilin (C 8:0) 25 

Trikaprin (C 10:0) 35 

Trilaurin (C 12:0) 32 

Tripalmitin (C 16:0) 12.5 

Triolein (C 18:1) 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 14 

2.5.2. Azot Kaynaklari Etkisi 

 
Bacillus cinsi mikroorganizmalardan lipaz üretiminde, azot kaynagi olarak çogunlukla 

çesitli derisimlerde pepton ve maya özütü kullanilmistir. Birkaç türde dogal kaynak olarak 

soya unu kullanimi görülmektedir. Lipaz üretiminde organik kaynaklarin üretimi stimüle 

ettigi, inorganik kaynaklarin ise büyük çogunlukla lipaz üretimini olumsuz etkiledigi 

bilinmektedir (Gupta vd. 2004).  

 
Bacillus sp. RSJ–1 türünden hücre disi alkali termofilik lipaz üretiminde, azot kaynagi 

olarak % 0.75 pepton ve % 0.75 maya özütü kullanilmistir (Sharma vd. 2002). 

 
Bacillus sp. THL027 türünden termofilik lipaz üretiminde, azot kaynagi olarak % 0.5 

pepton ve % 0.2 maya özütü  kullanilmistir (Dharmsthiti vd. 1999). 

 
Bacillus pumilus B26 türünden rekombinant lipaz üretiminde, % 1 tripton ve % 0.5 maya 

özütü kullanilmistir (Kim vd. 2002). 

 

Bacillus stearothermophilus MC 7 hücre disi termofilik lipaz üretiminde, azot kaynagi 

olarak % 0.5 soya unu kullanilmistir (Kambourova vd. 2003). 

 

Bacillus coagulans MTCG6375 rekombinant lipaz üretiminde, azot kaynagi olarak % 0.5 

maya özütü kullanilmistir (Kanwar vd. 2006). 

 

Bacillus alcalophilus alkali termofilik lipaz üretiminde, azot kaynagi olarak % 2 soya unu 

ve % 1 maya özütü kullanilmistir (Ghanem vd. 2000). 

 
Bacillus licheniformis lipaz üretiminde, azot kaynagi olarak pepton ve maya özütü 

kullanilmistir (Gupta vd. 2004). 

 

Bacillus coagulans BTS-3 alkalin termofilik lipaz üretiminde, azot kaynagi olarak % 0.1 

derisimde organik ve inorganik kaynaklar kullanilmistir. En yüksek lipaz aktivitesine 

kontrol grubunda (pepton % 0.5 ve maya özütü % 0.5) ulasilmistir (Çizelge 2.7; Kumar vd. 

2005). 
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Çizelge 2.7 Bacillus coagulans BTS-3 lipazi üretiminde kullanilan azot kaynaklari  

(Kumar vd. 2005) 

 

Azot Kaynagi (% 0.1) Aktivite (U/ml) 

Maya Özütü 0.36 

Pepton 0 

Tripsin 0 

Jelatin 0.16 

Üre 0.12 

Amonyum Nitrat 0.23 

Amonyum Sülfat 0.42 

Potasyum Nitrat 0.25 

L-asparajin 0.17 

Kontrol  

(%0.5 pepton % 0.5 maya özütü) 
0.67 
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2.5.3 pH Etkisi 

 

Bacillus cinsi mikroorganizmalardan lipaz üretiminde pH etkisini göstermek amaciyla, 

enzim aktivitesinin gözlendigi çalisma araliklari ve enzimin maksimum aktivitede oldugu 

pH degerleri yayinlar taranarak belirlenmis ve sonuçlar Çizelge 2.8’de verilmistir.  

 

Çizelge 2.8 Bacillus türlerinden lipaz üretimine pH etkisi  

 

Mikroorganizma Kaynak 
Çalisma 

Araligi 

Optimal 

pH 

Bacillus coagulans BTS-3 Kumar vd. 2005 6.5-9.5 8.5 

Bacillus sp. RSJ –1 Sharma vd. 2002 5-12 8 

Bacillus sp. THL027 Dharmsthiti vd.1999 3-10 7 

Bacillus pumilus B26 Kim vd. 2002 6-10 8.5 

Bacillus stearothermophilus MC 7 Kambourova vd. 2003 6-12 8.5 

Bacillus megaterium AKG-1 Sekhon vd. 2005 5-10.5 7 

Bacillus licheniformis Nthangeni vd. 2001 7-12 10.5 

Bacillus alcalophilus Ghanen vd. 2000 9.4-12 10.5 

Bacillus stearothermophilus P1 Sinchaikul vd. 2001 4-11 8.5 

Bacillus megaterium  Lima vd. 2004 2.5-10 6 
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2.5.4 Sicaklik Etkisi 

 

Bacillus cinsi mikroorganizmalardan lipaz üretiminde sicaklik etkisini göstermek 

amaciyla, enzimin aktivitesini koruyabildigi sicaklik araliklari ve enzimin maksimum 

aktivitede oldugu sicaklik degerleri yayinlar taranarak belirlenmis ve sonuçlar Çizelge 

2.9’da verilmistir.  

 

Çizelge 2.9 Bacillus türlerinden lipaz üretimine sicaklik etkisi  

 

Mikroorganizma Kaynak 
Çalisma 

Araligi 

Optimal 

Sicaklik 

Bacillus coagulans BTS-3 Kumar vd. 2005 35-65 55 

Bacillus sp. RSJ –1 Sharma vd. 2002 50-85 65 

Bacillus sp. THL027  Dharmsthiti vd.1999 37-90 70 

Bacillus pumilus B26 Kim vd. 2002 10-50 35 

Bacillus stearothermophilus MC 7 Kambourova vd. 2003 50-90 75-80 

Bacillus megaterium AKG-1 Sekhon vd. 2005 20-90 55 

Bacillus licheniformis Nthangeni vd. 2001 30-75 55 

Bacillus alcalophilus Ghanen vd. 2000 40-90 65 

Bacillus stearothermophilus P1 Sinchaikul vd. 2001 30-80 55 

Bacillus megaterium  Lima vd. 2004 20-70 55 

                                                             
  
2.5.5 Metal Iyonlari Etkisi 
 
 
Bacillus cinsi mikroorganizmalardan lipaz üretiminde, metal iyonlari etkisi türlere göre 

degiskenlik göstermektedir. Genel olarak ortama 1 mM derisimde iyon ilave edilmektedir. 

Bu yüksek lisans çalismasinda, öncelikli olarak lipaz üretimini stimüle ettigi bilinen 

iyonlarin etkisi 1mM ve 10 mM derisimleri için incelenmistir.     
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Bacillus sp. RSJ–1 hücre disi alkali termofilik lipaz aktivitesi Ca+2, Mg+2, Ba+2, Na+  

varliginda stimüle, Cs+, K+, Co+2, Zn+2, Mn+2 varliginda inhibe olmaktadir (Sharma vd. 

2002). 

 
Bacillus stearothermophilus P1 hücre disi  termofilik lipazi aktivitesi, ortama ilave edilen 

tüm iyonlar ile (Ca+2, Mg+2, Na+, K+, Li+, Cs+, Mn+2, Zn+2, Cu+, Fe+3) inhibe olmustur 

(Sinchaikul vd. 2001). 

 

Bacillus stearothermophilus MC7 termofilik lipazi aktivitesi, Cu+ iyonu varliginda inhibe 

olmus, en yüksek aktiviteden siralanirsa Ca+2, Na+, K+, Li+, Mn+2, Mg+2, Hg+2, Co+2,  Zn+2, 

Cs+ ve Fe+3 iyonlari varliginda aktive olmustur (Kambourova vd. 2003). 

 

Bacillus sp. THL 027 termofilik lipaz aktivitesi Ca+2, Mg+2, Mn+2, Zn+2, Co+2, K+, Cu+  

varliginda stimüle, Fe+3  varliginda inhibe olmaktadir (Dharmsthiti vd. 1999). 

 
Bacillus coagulans BTS-3 hücre disi alkalin termofilik lipaz aktivitesi Fe+3, Mg+2, Hg+2, 

K+ varliginda stimüle, Al+3, Mn+2, Co+2, Zn+2 varliginda inhibe olmaktadir. Na+ aktiviteyi 

etkilememektedir (Çizelge 2.10; Kumar vd. 2005). 

 
Çizelge 2.10 Çesitli iyonlarin Bacillus coagulans BTS-3 lipazi aktivitesine etkisi  

(Kumar vd. 2005) 

 

Metal Iyonlari (1 mM) Bagil Aktivite (%) 

Katkisiz Ortam 100 

Co+2 0 

K+ 386 

Fe+3 251 

Hg+2 458 

Mg+2 357 

Mn+2 0 

Zn+2 0 

Al+3 86 

Na+ 100 
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Bacillus sp. BP-6 lipazi aktivitesine metal iyonlari etkisini incelemek amaciyla iyonlar 

ortama iki farkli derisimde ilave edilerek sonuçlar karsilastirilmistir (Çizelge 2.11; Ruiz 

vd. 2003).  

 

Çizelge 2.11 Çesitli iyonlarin Bacillus sp. BP-6 lipazi aktivitesine etkisi (Ruiz vd. 2003) 

 

 

Bagil Aktivite (%)  
Metal Iyonlari  

(1 mM) (10 mM) 

Katkisiz Ortam 100 100 

CaCl2 96.4 88.1 

FeCl2 110.1 46.9 

NiCl2 92.0 99.5 

CoCl2 96.1 98.8 

ZnCl2 100.4 82.0 

BaCl2 104.6 108.3 

MnCl2 102.3 85.6 

AgNO3 45.9 35.0 

CuSO4 91.2 71.9 

MgCl2 102.0 103.6 

HgCl2 26.3 18.2 

 
 
 
2.6 Lipaz Enziminin Saflastirilmasi 
 
Enzim saflastirma islemleri, proteinlerin üç temel özelligine dayanilarak yapilir. Bunlar 

proteinlerin farkli çözünürlüklere sahip olmasi, farkli elektrik yüklerine sahip olmalari ve 

farkli molekül büyüklükleridir. Saflastirma islemleri dayandiklari temele göre 

siniflandirilirsa;  

 

2.6.1 Proteinleri Çözünürlüklerine Göre Ayirip Saflastirma Yöntemleri 

 

Proteinler, çözünürlüklerine göre ayirilip saflastirilabilirler. Sodyum sülfat veya amonyum 

sülfat ile çöktürme yöntemleri, proteinlerin ayrilmasinda ve saflastirilmasinda kullanilan en 
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eski yöntemlerdir. Ayirma islemi sirasinda proteinlerin denatüre olmamasi için çöktürme 

sogukta yapilmalidir. Çözünmüs proteinlerin amonyum sülfat gibi nötral tuzlarin etkisiyle 

çökmelerinin nedeni, protein moleküllerindeki bagli suyun çekilmesidir. 

 

2.6.2 Proteinleri Elektrik Yüklerine Göre Ayirma ve Saflastirma Yöntemleri 

 

Elektroforez, proteinleri izoelektrik noktalarindan farkli bir pH degerine sahip elektriksel 

bir alanda farkli göçme hizlarina dayanarak ayirma yöntemidir. Elektroforez isleminde 

proteinler, tasiyici materyal üzerinde göç ettirilirler. Farkli göçme hizlarina göre tasiyici 

materyal üzerinde ayrilan proteinler, boyanarak görünür hale getirilir ve elde edilen protein 

bantlari, kantitatif olarak degerlendirilir. Elektroforezde kullanilan tasiyici materyal; kagit, 

selüloz asetat tabakasi, nisasta jeli, poliakrilamid jeli, agar jeli gibi maddeler olabilir. 

Tasiyici materyalin çesidine göre de farkli elektroforez yöntemleri tanimlanir. Sekil 2.2’ de 

SDS-PAGE Jel Elektroforezi ile ayrilmis proteinler görülmektedir. Burada A seridi protein 

standartlarini, B seridi ise kismi saflastirma yapilmis lipaz enzimini göstermektedir. 

 

 
 

Sekil 2.2 SDS-PAGE Jel Elektroforezi ile proteinlerin ayrilmasi (Sekhon vd. 2005) 

 

Izoelektrik odaklama yöntemi, proteinleri izoelektrik noktalarinin  farkliligina göre 

ayirma yöntemidir. Bu yöntemde, yapay elektrolitler kullanilarak elektriksel alanda bir pH 

gradyenti olusturulur. Elektriksel alandaki pH gradyeninde her protein molekülü, 

izoelektrik noktasina göre uygun bir yöne dogru hareket eder; iki yönde etki eden 

kuvvetlerin esit oldugu, pH’in proteinin izoelektrik noktasina esit oldugu yerde ise 

hareketsiz kalir. 
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Iyon degistirici kolon kromatografi, sabit faz olarak pozitif yüklü dietilaminoetil gruplari 

veya negatif yüklü  karboksimetil gruplari içeren bir kolona, hareketli faz içinde proteinler 

yüklenir. Proteinler, izoelektrik noktalarina göre farkli pH’daki ortamlarda farkli yük 

kazanmasi özelliklerine dayanilarak ayristirilir. Proteinler yük durumlarina göre kolonda 

tutulurlar. Daha sonra yüksek tuz konsantrasyonu ile yapilan yikama ile kolona tutulmus 

olan proteinlerin kolondan ayrilmasi saglanir. Proteinler yük durumlarina göre kademeli 

olarak kolondan ayrilir. Sekil 2.3’de pozitif yüklü bir kolonda proteinlerin ayrilmasi 

görülmektedir. Burada ilk asamada pozitif kolona tutunamayarak kolondan öncelikle çikan 

pozitif yüklü proteinler elde edilmektedir. Ikinci asamada NaCl ile yapilan yikamada Cl- 

iyonlari negatif iyonlarin yerini almakta ve negatif yüklü proteinler kolonda ayrilarak elde 

edilmektedir.  

 

 
Sekil 2.3 Iyon degistirici kolon kromatografisi ile proteinlerin ayrilmasi 

 

2.6.3 Proteinleri Molekül Büyüklüklerine Göre Ayirma Yöntemleri 

 

Ultrasantrifügasyon, yer çekimi ivmesinin binlerce katina ulasan çekim alanlarinda 

büyük moleküllerin sedimente olarak (çökerek) ayrilmalarina dayanan yöntemdir. 

 

Jel filtrasyon kromatografisi, proteinlerin molekül agirliklarina göre ayrilmalarini saglar. 

Bu yöntemle proteinlerin birbirinden ayrilmasi, sabit fazdaki jelin olusturdugu 

gözeneklerin çapina göre moleküllerin belli derecede engellenmesine dayanir. Sabit faz 
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olarak kullanilan Sephadex, Biogel, Agarose gibi dolgu maddeleri kolona doldurulduktan 

sonra protein çözeltisi tampon ile birlikte kolona verilir. Asagi dogru hareket eden protein 

çözeltisi içerisinde bulunan küçük proteinler, kolon dolgu maddesinin küçük gözeneklerine 

girerken, büyük proteinler gözeneklere girmeden kolondan ilk çikan moleküller halinde 

ayrilirlar.  

 

Diyaliz, proteinleri daha küçük molekül agirlikli moleküllerden ayirmak için kullanilir. Bu 

yöntem, yari geçirgen bir membran içerisine konulan protein çözeltisi içerisinden küçük 

moleküllerin membran gözeneklerinden suyla veya tamponla dis ortama geçirilmesi 

temeline dayanir.  

 

Ultrafiltrasyon, diyaliz temelinde çalisir; aradaki fark küçük moleküllerin ortamdan 

ayrilmasi için hidrostatik basinç veya santrifüj gibi kuvvetlerin etkisiyle proteinleri 

molekül agirliklarina göre diyalize oranla  daha hizli ve daha yüksek verimle ayrilmalarini 

saglamasidir. 

 

Lipaz enziminin saflastirilmasi için yukarida bahsedilen metotlar kullanilmaktadir. 

Bacillus cinsi mikroorganizmalardan elde edilen lipaz enzimi saflastirmasinda bahsedilen 

yöntemlerden birkaç tanesi beraber kullanildigi zaman saf ürün elde edilebilmektedir. 

Saflastirma islemi sonunda enzimin safligini göstermek amaciyla SDS-PAGE yöntemi 

uygulanir.  

 

Bacillus pumilus B26 türünden rekombinant lipaz saflastirilmasi üç basamakta 

gerçeklestirilmistir (Çizelge 2.12; Kim vd. 2002). 

 

Çizelge 2.12 Bacillus pumilus  B26 lipazi saflastirilma basamaklari (Kim vd. 2002) 

 

Basamak 
Toplam 

Aktivite (U) 

Toplam 

Protein (mg) 

Spesifik 

Aktivite (U/mg) 

Verim 

(%) 

Saflastirma 

Kati  

Kültür üst faz  14.000 440 32 100 1 

(NH4)2SO4 

çöktürmesi  
9700 300 32 69 1 

CM-Sepharose 5300 130 41 38 1.3 

Jel filtrasyon 4700 34 138 34 4.3 
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Bacillus sp. RSJ-1 türünden hücre disi alkali termofilik lipaz saflastirilmasi alti basamakta 

gerçeklesmistir (Çizelge 2.13). Saflastirma islemleri sonunda enzim safligi SDS-PAGE ile 

Sekil 2.4’te gösterilmistir (Sharma vd. 2002). 

 
 
Çizelge 2.13 Bacillus sp.  RSJ-1 lipazi saflastirilma basamaklari (Sharma vd. 2002) 

 

Basamak 
Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(U) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(U/mg) 

Verim (%) 
Saflastirma 

Kati  

Kültür üst faz  
500 5100 2400 2.13 100 1 

Ultrafiltrasyon 

(10 kDa) 
100 4050 450 9.00 79.4 4.2 

(NH4)2SO4 

çöktürmesi  
40 2425 205 11.82 47.5 5.56 

Diyaliz  30 1824 68.2 26.74 35.76 12.5 

Iyon degisim  

kromatografi 
10 1432 14.0 102.28 28.07 48.13 

Jel filtrasyon 

kromatografi 
10 1006 2.35 428.08 19.7 201.45 

 
 
 

 

 
 

 

Sekil 2.4   Bacillus sp. RSJ-1 lipazi safliginin SDS-PAGE ile gösterilmesi 

(Sharma vd. 2002) 
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Bacillus stearothermophilus MC 7 hücre disi termofilik lipaz saflastirilmasi dört 

basamakta gerçeklesmistir (Çizelge 2.14; Kambourova vd. 2003).  

 
Çizelge 2.14 Bacillus stearothermophilus MC 7 lipazi saflastirilma basamaklari  

                     (Kambourova vd. 2003) 

 

Basamak 
Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(U) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(U/mg) 

Verim (%) 
Saflastirma 

Kati  

Kültür üst faz  728 1638 2641.9 0.62 100 1 

Ultrafiltrasyon 98 1228.5 264.6 0.98 75 1.56 

Sephadex 

G-200 
360 982.5 14.4 10.21 60 16.47 

DEAE- 

Selüloz 
54.6 167.1 4.56 11.94 10.2 19.25 
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3.  MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1 Materyal 

 

Çalismada yagli fabrika atiklari ile kontamine olmus topraktan izole edilen Bacillus sp. 

lipaz üretimi için mikrobiyal kaynak olarak kullanilmistir. Deneylerde kullanilan kimyasal 

ve biyokimyasal maddeler Ek 1’de verilmistir. 

 

3.2 Yöntem  

 

3.2.1 Mikroorganizma Izolasyonu  

 

Su, hava, toprak ve çürüyen materyaller Bacillus cinsi mikroorganizmalarin yasama 

alanlaridir. Birçok Bacillus cinsi mikroorganizmanin dogal yasama alani topraktir. 

Çalismada  kullanilan mikroorganizma için de kaynak olarak toprak kullanilmistir. Yagli 

fabrika atiklari ile kontamine olmus topraktan serum fizyolojik çözeltisi yardimiyla 

mikroorganizmalar ayrilmis, elde edilen çözeltiden petri kabindaki Tri Bütirin Agar (TBA) 

besi yerine (% 0.5 Pepton, % 0.3 Maya Özütü, % 1 Tribütirin, % 1.5 Agar) yayma yöntemi 

ile ekim yapilmistir. Elde edilen karisik kültürlerden seri olarak yapilan tek koloni ekimleri 

sonucunda saf kültürler elde edilmis ve TBA besi yerinde  saklanmistir. Ortamda tek 

karbon kaynagi, bir yag asidi esteri olan tribütirindir ve lipaz aktivitesi gösteren kolonilerin 

etrafinda tribütirin kullanimina bagli olarak seffaf bir zon olusmaktadir. Izole edilmis 

mikroorganizmalardan zon olusumuna bagli olarak lipaz aktivitesi oldugu düsünülenler 

seçilmistir. Izolasyon çalismalari Ankara Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü 

Biyoteknoloji Laboratuvari’nda yapilmistir. 

 

3.2.2 Mikroorganizma Tanimlanmasi 

 

Lipolitik aktivitesi oldugu düsünülerek seçilen örneklerden preparat hazirlanmis, metilen 

mavisi ile basit boyama yapilarak mikroskobik morfolojileri incelenmistir. Bacillus’lar  

sicak, soguk, radyasyon, kuruma veya kimyasallara maruz kaldiginda sentral ya da 

terminal spor (endospor) olusturabilme yetenegindedir. Aerobik kosullarda üretimi yapilan 

tüm örneklerde Bacillus cinsi mikroorganizmalar için ayirt edici bir özellik olan spor 

olusumu ve basil hücre yapisi görülmüstür. Hücre duvari yapisina bagli olarak Gram 
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özelliginin belirlenmesi amaciyla Gram boyama yapilmis ve Bacillus cinsinde 

mikroorganizmalarin genel tanimlamasina uygun olarak Gram (+) özellik gösterenler 

seçilerek deneye devam edilmistir.  

 

Çalismada kullanilan Bacillus cinsine ait mikroorganizmanin tür tanimlamasinin yapilmasi 

amaciyla 16S rRNA analizleri yapilmistir. 16S rRNA dizileri, sabit ve kritik rolleri nedeni 

ile zaman boyunca çok az degismistir ve türlere özgü karakteristik dizinler içermektedir. 

Bu karakteristik ve yüksek korunumlu bölgelerin dizi analizi sonuçlari mikroorganizmanin 

siniflandirilmasi hakkinda bilgi vermektedir. Çalismada izole edilen mikroorganizmanin 

tür tayini için uygulanan yöntem su sekildedir:  

 

1. Primerlerin Saptanmasi: 16S rRNA dizisini PCR yöntemiyle çogaltabilmek için  

öncelikle kullanilacak primerlerin belirlenmesi gerekmektedir. Primerlerin 

belirlenmesi için yapilan literatür çalismasi sonucunda primer dizileri elde 

edilmistir (Rocha vd. 2005; Kuske vd. 1998). Seçilen primerler; 5’ AGG GTC ATT 

GGA AAC TGG G  3’ (F1), 5’ CGT GTT GTA GCC CAG GTC ATA  3’(R1) 5’ 

CCG TCG ACA GAG TTT GAT CCT GGC TCA G 3’(F2), 5’ CCC AGT TTC 

CAA TGA CC 3’(R2). 

2. DNA izolasyonu: DNA izolasyonu için Nükleospin Tissue (Macherey-Nagel) DNA 

izolasyon kiti kullanilmistir.  

3. PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, spesifik DNA dizilerini in vitro enzimatik 

sentezleme metodudur.  Bu spesifik bölgelerin sinirlarini olusturmak için degisik 

sayida ve uzunlukta oligonükleotit primerler kullanilir, bunlar karsi anlamli kalip 

iplikçiklere baglanirlar. Ardi ardina tekrarlayan döngüler serisi; kalip DNA’nin tek 

iplikçikli hale getirilmesi, primerlerin kendi eslenik bölgelerine yapismasi, yapisan 

primerlerin DNA polimeraz ile DNA sentezlenmesi olarak gerçeklesir. Döngüler 

serisi sayesinde ürün miktari logaritmik olarak artar. Çalismada Bio-RAD marka 

PCR cihazi (Biyoteknoloji Enstitüsü Merkez Laboratuvari) kullanilmistir. 

Polimeraz zincir reaksiyonunun bilesenleri Ek 2’de verilmistir. 

4. Sekans Analizi: DNA  dizi analizi ya da ‘sequencing’ DNA’nin nükleotit dizilerinin 

saptanmasi anlamina gelmektedir. Nükleotit dizilerinin belirlenmesinde, asimetrik 

çogaltma ile elde edilmis tek iplikçikli DNA; DNA Polimeraz enzimi ile ddNTP ve 

biri radyo aktif olan isaretlenmis dNTP kullanilir. Sekans analizleri için kapiller 
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sistem otomatik sekans cihazi (CEQ800XL, Beckman Coulter/Biyoteknoloji 

Enstitüsü Merkez Laboratuvari) kullanilmistir. 

                             

3.2.3 Mikroorganizma Çogaltma ve Lipaz Üretimi 

 

3.2.3.1 Kati Agar Ortami 

 

Bacillus cinsinde oldugu kesinlestirilen örneklerden en yüksek lipaz aktivitesine sahip olan 

seçilerek lipaz üretim parametreleri arastirilmaya baslanmistir. Tüplerde taze kültür 

hazirlama amaciyla kati ortam olarak steril tribütirin agar besiyeri kullanilmistir (ALP 

Sterilizatör). Ortam bilesenleri; % 0.5 Pepton, % 0.3 Maya Özütü, % 1 Tribütirin, % 1.5 

Agar’dir. Tüplerde hazirlanan kati ortama steril kosullarda laminer akis kabininde (Biolab 

BHG2004) ekim yapilarak mikroorganizma 30 ºC’de t=24 h inkübasyona birakilmistir 

(Friocell). 

 

3.2.3.2 Ön Çogalma Ortami 

 

Lipaz üretim ortamina aktarma yapilmadan önce sivi ortamda mikroorganizma 

çogalmasini saglamak amaciyla, ön deneylerle belirlenmis uygun pH için hazirlanmis 

tamponda  steril besi ortami hazirlanmistir. Ortam bilesenleri; % 0.5 Pepton, % 0.3 Maya 

Özütü, % 1 Tribütirindir ve tampon olarak 0.1 M pH 7.5 Fosfat tamponu kullanilmistir. Ön 

çogalma ortami, T=37 ºC, N=150 rpm kosullarinda t=24 h çalkalmali hava banyosunda 

(Edmund Bühler SM-30) inkübe edilmistir. Yeterli çogalma var ise steril kosullarda lipaz 

üretim ortamina 1/10 oraninda asilama yapilmistir.  

 

3.2.3.3 Lipaz Üretimi 

 

Lipaz enzimi üretimi için, gerekli karbon ve azot kaynaklarini içeren, üretimi indüklemek  

üzere substrat olarak yaglarin bulundugu ve uygun pH'da tamponlanmis steril besi 

ortamlari kullanilmistir. Incelenecek parametreler lipaz üretim ortaminda degisken olarak 

kullanilmaktadir. Lipaz üretimi akim semasi Sekil 3.1’de gösterilmistir.   
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Egik Tribütirin Agar                 Ön Çogalma Ortami (10 ml)           Lipaz Üretim Ortami (100ml) 

  T=30 ºC,  t=24 h                    T=37 ºC, N=150 rpm,  t=24 h           Degisken Ortam Kosullari 

 

Sekil 3.1  Lipaz üretimi akim semasi 

 

3.2.4 Analizler 

 

3.2.4.1 Spektrofotometrik Yöntemle Lipaz Aktivitesi Ölçümü 

 

Lipaz aktivitesi spektrofotometrik olarak, p-nitrofenil palmitatin (PNFP) hidroliz tepkimesi 

sonucu açiga çikan p-nitrofenolün (PNF) absorbansta yarattigi degisiklikten yararlanilarak 

belirlenmistir. 10000 rpm, 4 ºC’de 10 dk santrifüjlenerek (Hettich Rotina 35R) hücre 

içeriginden ayrilmis olan 1 ml lipaz üretim ortami ve 1 ml PNFP çözeltisi (etanol içinde (% 

0.5 a/h)) oda kosullarinda 5 dk karistirilarak hidroliz tepkimesi gerçeklestirilmistir.  

Reaksiyonu sonlandirmak için 2 ml Na2CO3 (0.5 N) kullanilmis, 10000 rpm ve oda 

sicakliginda 10 dk santrifüj islemi sonrasinda üst fazda ?=404 nm’de spektrofotometrik 

(Shimadzu 1601A) olarak açiga çikan p-nitrofenol (PNF) ölçülmüstür. 1 Ünite (U)=1 

dk’da 1 µmol p-nitrofenol üreten enzim miktari olarak hesaplanmistir (Hung vd. 2003). 

Çalismada kullanilan PNF kalibrasyon grafigi Ek 3’de, örnek hesaplama Ek 4’de 

verilmistir. 

 

3.2.4.2 Titrimetrik Yöntemle Lipaz Aktivitesi Ölçümü 

 

Lipaz aktivitesinin titrimetrik olarak belirlenmesinde substrat olarak zeytin yagi 

kullanilmistir. Bu amaçla, 2.5 ml pH=7.2 fosfat tamponu (0.1 M), 500 µL zeytin yagi, 100 

µL örnek 37 ºC’de su banyosunda 30 dk karistirilmistir. Ortama 2.5 ml etanol:aseton (1:1) 
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ve 2 damla fenol fitalein eklenerek reaksiyon durdurulmus ve 0.1 M NaOH’e karsi titre 

edilerek kullanilan NaOH miktari belirlenmistir (Cernia vd. 2002). Aktivite tayini için 

örnek hesaplama Ek 5’de verilmistir.  

 

3.2.4.3 Proteaz Aktivitesi Ölçümü  

 

Proteaz aktivitesinde substrat olarak kazein kullanilmistir (Moon vd. 1991). Bu amaçla 

pH=10 Borat Tamponunda % 0.5 Kazein, % 0.037 EDTA çözeltisi hazirlanmis ve 2 ml’si 

ile 1 ml örnek ile 100 rpm, 37 ºC’de 20 dk reaksiyona sokulmustur. 2 ml TCA (% 10 a/h) 

çözeltisi ile reaksiyon durdurulmus ve 15 dk buzda bekleme süresi sonunda 10000 rpm, 4 

ºC’de 10 dk santrifüjlenmistir. Üst faz ?=275 nm’de spektrofotometrik olarak ölçülmüstür. 

Çalismada kullanilan kalibrasyon grafigi Ek 6’da, örnek aktivite hesaplamasi Ek 7’de 

verilmistir. 

 

3.2.4.4 Hücre Derisimi Ölçümü 

 

Hücre derisimini ölçmek için spektrofotometrik yöntem kullanilmistir. Içerisinde 

mikroorganizma üretilmemis besi yeri ile sifirlama yapilmis ve hücre derisimi ölçülecek  

sivi çogalma ortamindan örnek alinarak ?=600 nm’de absorbansi okunmustur. Kalibrasyon 

için kuru hücreler kullanilmistir. Bu amaçla, lipaz üretim ortaminda çogaltilan hücreler, 

hücre miktarinin maksimum oldugu zamanda santrifüjlenerek ortamdan ayrilmis, distile su 

ile birkaç defa yikandiktan sonra vakumlu santrifüj ile (ThermoElectron Corporation DNA 

120 SpeedVac Concentrator/Biyoteknoloji Enstitüsü Merkez Laboratuvari) kurutularak 

kalibrasyon için hazirlanmistir. Çalismada kullanilan kalibrasyon grafigi Ek 8’de 

verilmistir.   

 

3.2.4.5 Protein Derisimi Ölçümü 

 

Protein derisimleri ?=595 nm’de Bradford protein analiz yöntemi kullanilarak 

spektrofotometrik  olarak belirlenmistir (Bradford 1976). Çalismada kullanilan kalibrasyon 

grafigi Ek 9’da verilmistir.  
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3.2.4.6 Hücre Parçalanmasi 

 

Hücre içerigini elde etmek amaciyla ultrasonikatör cihazindan (Sonics VibraCell VC 130/  

Biyoteknoloji Enstitüsü Merkez Laboratuvari) yararlanilmistir. Lipaz üretim ortaminin 

10000 rpm, 4 ºC’de 10 dk santrifüjlenmesi  ile elde edilen pellet (hücre) birkaç kez fosfat 

tamponu ile yikanarak sonikasyona hazir hale getirilmistir. Sonikasyon öncesi 2 ml 0.1 M 

pH=7.5 fosfat tamponu kullanilarak pellet çözülmüs, sonikasyon süresi 20 s olarak 

belirlenmis ve islem iki kez tekrarlanmistir. Aktivite kaybini önlemek için sonikasyon 

süreleri arasinda örnek buz içerisinde tutulmus ve yükselen sicaklik düsürülmüstür. 

Sonikasyon islemi sonrasinda örnek 10000 rpm, 4 ºC’de 10 dk santrifüjlenerek hücre 

kalintilarindan arindirilmis ve yapilacak analizlere hazirlanmistir.   

 

3.2.5 Enzim Saflastirilmasi 

 

1. Üretim:  En yüksek lipaz üretimi ile sonuçlanan ortam kosullarinda 200 ml lipaz üretim 

ortaminda üretim yapilmis ve lipaz aktivitesinin en yüksek oldugu saatte ortam 

santrifüjlenerek (+4 ºC, 10000 rpm, 20 dk) hücrelerden arindirilmistir.   

 

2. Ultrafiltrasyon: Ultrafiltrasyon için Amicon Ultra 15 (Millipore) ultrafiltrasyon santrifüj 

tüpleri kullanilmistir. Hücrelerden ayrilmis lipaz üretim ortami, ultrafiltrasyon tüplerinde 

santrifüjlenerek 5 kDa molekül agirligin altindaki moleküllerin ortamdan uzaklastirilmasi 

saglanmistir. Santrifüj kosullari +4 ºC, 4000 g’de (6200 rpm) 40 dakikadir. Santrifüj 

sonrasinda filtrenin üzerinde kalan ve yüksek molekül agirliklara sahip proteinleri içeren 

kisimlar toplanmistir. Toplanan ultrafiltrasyon ürünü kromatografi asamasina geçilmeden 

önce, olasi partiküllerin uzaklastirilmasi amaciyla +4 ºC, 14000 rpm, 10 dakika 

kosullarinda santrifüjlenmistir.    

 

3. Kromatografi: Lipaz enzimini diger proteinlerden ayirmak için, proteinlerin izoelektrik 

noktalarina göre farkli yüklenme özelliklerinden yararlanilarak BIO-RAD UNO Q1 kolon 

ile anyon degistirici kromatografi yapilmistir (BIO-RAD Duo Flow / Biyoteknoloji 

Enstitüsü Merkez Laboratuari). Elde edilen fraksiyonlarin ayrilmasi ve toplanmasi için 

BIO-RAD Fraction Collector kullanilmistir. 1 ml örnek 1ml/dk akis hizi ile kolona 

yüklenmis, 0.4 ml fraksiyonlar halinde toplanmistir.  
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Ayirma isleminde örnek A tamponu (pH=8.3  20 mM TRIS-HCl) ile kolondan geçirilmis, 

kolona tutunamayan proteinler (izoelektrik noktasi pH 8.3’ten yüksek olan ve (+) 

yüklenerek (+) kolona tutunamayan proteinler) gradyen olusturulmadan önceki 

fraksiyonlar olarak elde edilmistir. Izoelektrik noktalari 8.3’den düsük olan ve pH=8.3 olan 

ortamda (-) yüklenen proteinler kolona (+) tutunmustur. Bu proteinlerin kolondan 

ayrilmasi için % 1 den % 100’e artan dogrusal bir gradyen uygulanarak kolon tampon B 

(pH=8.3, 20 mM TRIS-HCl + 1M NaCl) ile yikanmis ve kolona tutunan proteinler 

kademeli olarak fraksiyonlar halinde elde edilmistir. Gradient olusturmak amaciyla 

pH=8.3, 20 mM TRIS-HCl tamponu (Tampon A) ile pH=8.3, 20 mM TRIS-HCl + 1M 

NaCl (Tampon B) kullanilmistir.  

 

Her saflastirma basamaginin sonunda ve kromatografi sonucu elde edilen protein içeren 

fraksiyonlara, titrimetrik yöntemle lipaz aktivitesi ve Bradford yöntemi ile protein analizi 

yapilmis ve kalan miktarlar ayirilan lipaz enziminin safligini göstermek ve yaklasik 

molekül agirligini belirlemek amaciyla yapilan SDS-PAGE için saklanmistir. 

 

3.2.6 TCA Çöktürmesi 

 

SDS-PAGE analizi yapilacak örneklerin protein derisiminin düsük olmasi nedeniyle, 

örneklerdeki protein miktarlarini deristirmek amaciyla TCA çöktürmesi uygulanmistir. Bu 

amaçla örnek, % 100’lük TCA ile 15 s  vorteklendikten sonra  10 dakika 14000 rpm’de 

santrifüjlenmistir. Elde edilen protein çökeltisini yikamak amaciyla % 100 aseton 

kullanilmistir. Yikama sonrasinda yapilan santrifüj (5 dk 14000 rpm) sonrasinda örnekteki 

proteinler çökelti halinde elde edilmistir.  

 

3.2.7 SDS-PAGE Analizleri 

 

Tüm saflastirma basamaklarinda elde edilen örnekler, enziminin safligini göstermek ve 

yaklasik molekül agirligini belirlemek amaciyla SDS-PAGE yapilmis ve örneklerdeki 

proteinler molekül agirliklarina göre ayrilmistir (Laemmli 1970). Yürütme jeli için % 

10’luk, yigma jeli için % 4’lük akrilamit jel hazirlanmistir. Protein bantlarinin gözlenmesi 

için gümüs boyama metodu uygulanmistir (ProteoSilver Silver Stain Kit-Sigma).  
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4. ARASTIRMA BULGULARI 

 

4.1 Mikroorganizma Izolasyon ve Tanimlama  

   

Yagli fabrika atiklarindan izole edilmis 9 farkli bakteri kültüründen, morfolojik yapilarinin 

belirlenmesi amaciyla preparatlar hazirlanmistir. Öncelikle basit boyama teknigi 

kullanilarak hücre yapisi ve spor olusturma yetenekleri incelenmistir.      

 

Örnek 1 : Sporlu, basil 

Örnek 2 : Sporlu, basil  

Örnek 3 : Sporlu, basil (sporlar zincir seklinde siralanmis) 

Örnek 4 : Sporlu, basil  

Örnek 5 :  Basil (boyutu çok küçük) 

Örnek 6 :  Basil (boyutu çok küçük) 

Örnek 7 : Sporlu, basil (boyutu küçük) 

Örnek 8 : Sporlu, basil (boyutu küçük) 

Örnek 9 : Sporlu, basil 

 

Yapilan boyama sonucunda tüm örneklerin Bacillus cinsi mikroorganizmalarin genel 

morfolojisine uygun oldugu görülmüstür. Ikinci asama olarak mikroorganizmalarin gram 

boyanma özellikleri incelenmistir. 

 

Örnek 1 : Gram + 

Örnek 2 : Boyanma özelligi görülmemistir 

Örnek 3 : Gram + 

Örnek 4 : Gram + 

Örnek 5 : Gram - 

Örnek 6 : Gram -   

Örnek 7 : Gram + 

Örnek 8 : Gram + 

Örnek 9 : Gram + 

 

Bacillus sp. türleri Gram (+) boyanma özelligi gösterdigi için 2, 5 ve 6 nolu örnekler ile 

çalismaya devam edilmemis, diger örnekler kati tribütirin agar ortaminda petri kaplarinda 
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çogaltilarak lipaz üretim potansiyelleri belirlenmek üzere ön deneylere tabi tutulmustur. 

Ön deneyler sonucu üretim potansiyeli en yüksek olan 8 numarali örnek ile çalismaya 

devam edilmistir (Sekil 4.1).  

 

 

  

Sekil 4.1 Gram boyama yapilmis Örnek 8’in mikroskobik görüntüsü 

  

Çalismada kullanilan Örnek 8 için yapilan 16S rRNA analizleri içerisinde yapilan PCR 

optimizasyonu ve DNA dizi analizi sonucunda elde edilen baz dizileri Ek 10’da verilmistir. 

Elde edilen 16S bölgesindeki baz dizisi gen bankasindaki (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 

bilgiler ile karsilastirildiginda baz dizisinin sadece Bacillus cinsindeki mikroorganizmalar 

ile yüksek uyum gösterdigi belirlenmis; ancak sonuçlar çalisilan iki lokus ile tek bir türe 

indirgenememistir. Çalismanin ileri asamalarinda 16S bölgesinde bulunan diger lokuslarin 

gen dizilerinin belirlenmesi gerçeklestirilmelidir. 

 

4.2 Lipaz Üretiminde Önemli Parametreler 

 

4.2.1 Karbon Kaynaklari Etkisi 

 

Lipaz üretiminde önemli parametreler içerisinde, üretimi en önemli derecede etkileyen 

faktör ortamdaki karbon kaynaklaridir. Ortamda karbon kaynagi olarak yaglarin 

bulunmasinin lipaz enzimi üretimini indükleyecegi düsünülerek öncelikle bitkisel yaglarin 
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etkisi incelenmistir. Bitkisel yag olarak zeytin yagi, ayçiçek yagi, soya yagi, misir özü yagi 

ve iki farkli susam yagi çesitli derisimlerde kullanilmistir. Daha sonraki çalismalarda lipaz 

üretiminde kullanilan bitkisel yaglarin önemli bilesenlerini olusturan bazi yag asitleri ve bu 

yag asitlerinin esterlerinin lipaz üretimine etkisi incelenmistir. Son olarak ise, tüm karbon 

kaynaklari içerisinde en yüksek lipaz üretimini saglayan susam yagi (2) ile beraber, ortama 

çesitli derisimlerde glukoz eklenmis ve üretime katkisi incelenmistir. Parametre içerisinde 

tüm deneyler; pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm sabit kosullarinda, azot kaynagi olarak % 0.5 

pepton ve % 0.3 maya özütü birlikte kullanilarak, 250 ml erlenlerde 100 ml fermantasyon 

ortami içerisinde gerçeklestirilmistir. 96 saat süresince 24 saatte bir ve önemli olabilecegi 

düsünülen ara zamanlarda steril kosullarda 2 ml örnek alinmis ve analizler yapilmistir. 

Yapilan analizler spektrofotometrik yöntemle lipaz aktivitesi tayini, Bradford protein 

analizi ve deney sonunda (t=96. saat) hücre derisimi ölçümüdür. Bazi örnekler için deney 

sonunda ultrasonikatör yardimi ile hücre parçalanarak hücre içerisindeki lipaz aktiviteleri 

spektrofotometrik yöntemle saptanmistir. 

 

4.2.1.1 Bitkisel Yaglarin Etkisi 

 

Zeytin Yagi Etkisi 

 

Lipaz üretiminde zeytin yaginin etkisi % 0.5, % 1 ve % 1.5 derisimleri için incelenmistir. 

Sonuçlar incelendiginde; aktivite bakimindan yag derisimi % 1.5 oldugunda t=48. saatte 

maksimum aktiviteye ulasildigi görülmektedir. Bunu sirasiyla t=54. saatte % 1, t=72. saatte 

% 0.5 derisiminde zeytin yagi izlemektedir. Yag derisimi arttikça maksimum aktiviteye 

ulasilan zaman azalmaktadir ve substrat miktari arttikça aktivite degerleri de artmaktadir 

(Sekil 4.2). Protein derisimlerinin zamanla degisimi incelendiginde ise en yüksek degere % 

1.5 derisimde zeytin yagi kullanildiginda ulasilmistir (Sekil 4.3). Spesifik aktiviteler 

incelendiginde; protein miktarlarindan gelen farklilik nedeniyle % 1 derisimde zeytin yagi 

kullanilan ortamin spesifik aktivitesi t=54. saatte en yüksek degerdedir. Bunu sirasiyla 

t=72. saatte % 0.5, t=48. saatte % 1.5 derisiminde zeytin yagi içeren ortamlar izlemektedir 

(Sekil 4.4).   
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Sekil 4.2  Çesitli derisimlerde zeytin yaginin lipaz aktivitesine (U/ml) etkisi 

                 pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.3 Çesitli derisimlerde zeytin yaginin toplam protein derisimine (mg/ml) etkisi 

                   pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.4 Çesitli derisimlerde zeytin yaginin spesifik lipaz aktivitesine (U/mg) etkisi 

                     pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 

 

 

Ayçiçek Yagi Etkisi  

 

Lipaz üretiminde ayçiçek yaginin etkisi % 0.5, % 1 ve % 1.5 derisimleri için incelenmistir. 

Ayçiçek yagi sonuçlari incelendiginde; yag derisimi % 1 oldugunda t=72. saatte 

maksimum aktiviteye ulasildigi görülmektedir. Bunu sirasiyla t=54. saatte % 1.5, t=48. 

saatte % 0.5 derisiminde ayçiçek yagi izlemektedir. Yag derisimi % 1.5 oldugunda substrat 

inhibisyonu etkisi ile aktivitede düsme gözlenmistir (Sekil 4.5). Üretilen protein derisimleri 

içerisinde en yüksek degere % 1.5 derisimde ayçiçek yagi kullanildiginda ulasilmistir 

(Sekil 4.6). Spesifik aktiviteler incelendiginde; protein miktarlarindan gelen farklilik 

nedeniyle % 0.5 derisimde ayçiçek yagi kullanilan ortamin spesifik aktivitesi t=24. saatte 

en yüksek degerdedir. Bunu sirasiyla t=96. saatte % 1, t=54. saatte % 1.5 derisiminde 

zeytin yagi içeren ortamlar izlemektedir (Sekil 4.7). 
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Sekil 4.5 Çesitli derisimlerde ayçiçek yaginin lipaz aktivitesine (U/ml) etkisi 

                   pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.6 Çesitli derisimlerde ayçiçek yaginin toplam protein derisimine (mg/ml) etkisi 

                             pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.7 Çesitli derisimlerde ayçiçek yaginin spesifik lipaz aktivitesine (U/mg) etkisi 

                   pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 

 

Soya Yagi Etkisi  
 

Lipaz üretiminde soya yaginin etkisi % 0.5 ve % 1 derisimleri için incelenmistir. Sonuçlar 

incelendiginde; yag derisimi % 1 oldugunda t=54. saatte maksimum aktiviteye ulasildigi 

görülmektedir. Yag derisimi % 0.5’e indirildiginde maksimum aktiviteye t=72. saatte 

ulasilmaktadir (Sekil 4.8). En yüksek protein derisimine % 1 derisimde soya yagi 

kullanildiginda ulasilmistir (Sekil 4.9). Spesifik aktiviteler incelendiginde; protein 

miktarlarindan gelen farklilik nedeniyle % 0.5 derisimde soya yagi kullanilan ortamin 

spesifik aktivitesi t=72. saatte en yüksek degerdedir. Yag derisimi % 1 oldugunda t=54. 

saatte maksimum spesifik aktivite degerine ulasilmistir (Sekil 4.10). 
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Sekil 4.8 Çesitli derisimlerde soya yaginin lipaz aktivitesine (U/ml) etkisi 

               pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.9 Çesitli derisimlerde soya yaginin toplam protein derisimine (mg/ml) etkisi 

                  pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.10 Çesitli derisimlerde soya yaginin spesifik lipaz aktivitesine (U/mg) etkisi 

                 pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 

 

 

Misir Özü Yagi Etkisi  

 

Lipaz üretiminde misir özü yaginin etkisi % 0.5 ve % 1 derisimleri için incelenmistir. Misir 

özü yagi ile ulasilan aktiviteler incelendiginde; yag derisimi % 1 oldugunda t=24. saatte 

maksimum aktiviteye ulasildigi görülmektedir. Yag derisimi % 0.5’e indirildiginde 

maksimum aktiviteye t=72. saatte ulasilmaktadir (Sekil 4.11). En yüksek protein miktarina 

% 1 derisimde misir özü yagi kullanildiginda ulasilmistir (Sekil 4.12). Spesifik aktiviteler 

incelendiginde protein derisimlerinden kaynakli bir farklilasma görülmemekte ve yag 

derisimi % 1 oldugunda t=24. saatte maksimum spesifik aktiviteye ulasildigi 

görülmektedir. Yag derisimi % 0.5’e indirildiginde maksimum spesifik aktiviteye t=72. 

saatte ulasilmaktadir (Sekil 4.13).  
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Sekil 4.11 Çesitli derisimlerde misir özü yaginin lipaz aktivitesine (U/ml) etkisi 

                 pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.12 Çesitli derisimlerde misir özü yaginin toplam protein derisimine (mg/ml) etkisi 

                      pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.13 Çesitli derisimlerde misir özü yaginin spesifik lipaz aktivitesine (U/mg) etkisi 

                  pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 

 

 

Susam Yagi (1) Etkisi  

 

Lipaz üretiminde susam yagi (1)’in etkisi % 0.5,  % 1 ve % 1.5 derisimleri için 

incelenmistir. Susam yagi (1) sonuçlari incelendiginde; yag derisimi % 0.5 oldugunda 

t=72. saatte maksimum aktiviteye ulasildigi görülmektedir. Bunu sirasiyla yine t=72. saatte 

% 1, t=24. saatte % 1.5 derisiminde susam yagi (1) izlemektedir. Yag derisimi % 1.5’a 

çikarildiginda substrat inhibisyonu etkisi ile aktivitede düsme gözlenmistir (Sekil 4.14). 

Protein en fazla % 1 derisimde susam yagi (1) kullanildiginda olusmustur (Sekil 4.15). 

Spesifik aktiviteler incelendiginde ise; yag derisimi % 0.5 oldugunda t=72. saatte 

maksimum spesifik aktiviteye ulasildigi görülmektedir. Bunu sirasiyla yine t=72. saatte % 

1, t=24. saatte % 1.5 derisiminde susam yagi (1) izlemektedir. Susam yagi (1) lipaz 

aktiviteleri ve spesifik lipaz aktiviteleri sonuçlari arasinda protein derisimlerinden kaynakli 

bir farklilasma görülmemekte ve benzer sonuçlar gözlenmektedir (Sekil 4.16). 
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Sekil 4.14 Çesitli derisimlerde susam yagi (1)’in lipaz aktivitesine (U/ml) etkisi 

                      pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.15 Çesitli derisimlerde susam yagi (1)’in toplam protein derisimine (mg/ml) etkisi 

                       pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.16 Çesitli derisimlerde susam yagi (1)’in spesifik lipaz aktivitesine (U/mg) etkisi 

                     pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 

 

Susam Yagi (2) Etkisi 

 

Lipaz üretiminde susam yagi (2)’nin etkisi % 0.25, % 0.5, % 0.75, % 1 ve % 1.5 

derisimleri için incelenmistir. Susam yagi (2) sonuçlari incelendiginde; aktivite 

bakimindan yag derisimi % 1 oldugunda t=48. saatte maksimum aktiviteye ulasildigi 

görülmektedir. Bunu sirasiyla yine t=48. saatte % 0.75, t=24. saatte % 1.5, t=48. saatte % 

0.5, t=54. saatte % 0.25 derisiminde susam yagi (2) izlemektedir. Yag derisimi % 1.5’e 

çikarildiginda substrat inhibisyonu etkisi ile aktivitede düsme gözlenmistir (Sekil 4.17). 

Protein derisimleri içerisinde en yüksek degere % 0.75 derisimde susam yagi (2) 

kullanildiginda ulasilmistir (Sekil 4.18). Spesifik aktiviteler incelendiginde; yag derisimi % 

1 oldugunda t=48. saatte maksimum spesifik aktiviteye ulasildigi görülmektedir. Bunu 

sirasiyla t=24. saatte % 1.5, t=48. saatte % 0.75, t=48. saatte % 0.5, t=54. saatte % 0.25 

derisiminde susam yagi (2) izlemektedir. Susam yagi (2) lipaz aktiviteleri ve spesifik lipaz 

aktiviteleri sonuçlari arasinda protein derisimlerinden kaynakli bir farklilasma 

görülmemekte ve benzer sonuçlar gözlenmektedir (Sekil 4.19). Spesifik aktivite sonuçlari 

% 1 derisiminde susam yagi (2) kullaniminin en yüksek lipaz üretimi ile sonuçlandigini 

desteklemektedir. Susam yagi (2) kullanildiginda yüksek lipaz enzim aktivitesi degerleri 

yaninda, maksimum degerlere erken saatlerde (t=48) ulasilmasi karbon kaynagi olarak en 

uygun yag kullaniminin % 1 derisiminde susam yagi (2) oldugunu göstermektedir.  
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Sekil 4.17 Çesitli derisimlerde susam yagi (2)’nin  lipaz aktivitesine (U/ml) etkisi 

                     pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.18  Çesitli derisimlerde susam yagi (2)’nin  toplam protein derisimine (mg/ml) 

etkisi 

                   pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.19 Çesitli derisimlerde susam yagi (2)’nin  spesifik lipaz aktivitesine (U/mg) etkisi 

                    pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 

 
 
Karbon Kaynagi Olarak Bitkisel Yaglarin Karsilastirilmasi 
 
 
Karbon kaynagi olarak kullanilan bitkisel yaglar birbirleri ile kiyaslanacak olursa; aktivite 

ve spesifik aktivite bakimindan en uygun bitkisel yagin % 1 derisimdeki susam (2) yagi 

oldugu görülmektedir (0.155 U/ml; 0.416 U/mg). Aktivite bakimindan susam (2) yagini, 

susam yagi (1) izlemektedir (0.127 U/ml; 0.401 U/mg). Lipaz üretimini en az indükleyen 

bitkisel yagin ise % 0.5 derisimindeki misir özü yagi oldugu bulunmustur (0.012 U/ml; 

0.054 U/mg). Bir siralama yapilacak olursa; susam yaglarini sirasiyla zeytin yagi, ayçiçek 

yagi, soya yagi ve misir özü yagi izlemektedir (Sekil 4.20 ve 21). 

 

Lipaz üretiminde önemli etkenlerden biri olan bitkisel yaglarin ve derisimlerinin etkisinin 

yorumlanabilmesi için gaz kromatografisi ile yag analizleri yaptirilmistir. Sonuçlar Ek 

11’de verilmektedir (Yag analizleri Ankara Üniversitesi Mühendislik Fakültesi Gida 

Mühendisligi Bölümünde yapilmistir).  
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Bitkisel Yaglarin Etkisi
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Sekil 4.20 Karbon kaynagi olarak kullanilan çesitli bitkisel yaglar ile elde edilen en   

                 yüksek lipaz aktiviteleri (U/ml) 

                 pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 

                

Bitkisel Yaglarin Etkisi
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Sekil 4.21 Karbon kaynagi olarak kullanilan çesitli bitkisel yaglar ile ulasilan en yüksek                                                                                         

                 spesifik aktiviteler (U/mg) 

                 pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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4.2.1.2 Yag Asidi ve Esterlerinin Etkisi 

 

Bitkisel yaglarin temel bilesenleri olan yag asitlerinin ve yag asitlerinin esterlerinin lipaz 

üretimine etkisi asetik asit hariç (pH degerini çok düsürdügü için) % 1 derisimleri için 

incelenmistir. Asetik asit etkisi ise % 0.1 ve % 0.5 derisimleri için incelenmistir. 

 

Yag Asidi Esterlerinin Etkisi 

 

Yag asidi esterlerinin etkisini incelemek üzere % 1 derisiminde triasetin, tribütirin, 

trioktanoat, tripalmitin, tristearin ve triolein kullanilmistir. Kullanilan yag asidi esterlerinin 

karbon sayilari asagida çizelge halinde verilmistir (Çizelge 4.1).  

 

Çizelge 4.1 Çalismada kullanilan yag asidi esterlerinin bazi özellikleri  

 

YAG ESTERI DERISIM KARBON SAYISI 

Triasetin %1 C2 

Tribütirin %1 C4 

Trioktanoat %1 C8 

Tripalmitin %1 C16 

Tristearin %1 C18:0 

Triolein %1 C18:1 

 

 

Yag esterleri içerisinde en yüksek aktivite degerine t=54. saatte triolein içeren ortamda 

ulasilmistir. Daha sonra sirasi ile t=48 saatte tristearin, t=48 saatte triasetin, t=54 saatte 

tripalmitin, t=54 saatte tribütirin, t=48 saatte trioktanoat içeren ortamlar yer almaktadir 

(Sekil 4.22). Protein derisimleri içerisinde de en yüksek degere triolein kullanildiginda 

ulasilmistir (Sekil 4.23). Spesifik aktiviteler incelendiginde, protein derisimlerinden gelen 

farklilasma nedeniyle t=54. saatte triasetin kullaniminda maksimum spesifik aktivite 

degerine ulasilmistir. Bunu sirasiyla t=54. saatte tribütirin, t=48. saatte tristearin,  t=54. 

saatte triolein, t=24. saatte tripalmitin ve trioktanoat izlemektedir (Sekil 4.24). Lipaz 

aktiviteleri ve protein derisimlerindeki belli saatlerden sonraki azalmanin açiklanabilmesi 
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için bazi yag asidi esteri örneklerinde t=96 saatte proteaz aktivitesi tayini yapilmistir. 

Triolein içeren ortamda proteaz aktivitesi 8.30 U/ml, trioktanoat içeren ortamda 7.29 U/ml, 

tristearin içeren ortamda 4.68 U/ml, tripalmitin içeren ortamda 7.59 U/ml olarak 

bulunmustur.  
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Sekil 4.22 Çesitli yag asidi esterlerinin  lipaz aktivitesine (U/ml) etkisi 

                      pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.23 Çesitli yag asidi esterlerinin  toplam protein derisimine (mg/ml) etkisi 

                      pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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 Sekil 4.24 Çesitli yag asidi esterlerinin spesifik lipaz aktivitesine (U/mg) etkisi 

                         pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Yag asitleri ile ulasilan maksimum lipaz aktiviteleri karsilastirildiginda; triasetin (0.016 

U/ml) ve tribütirin (0.009 U/ml) hariç tutulursa karbon sayisi arttikça lipaz aktivitesinin de 

arttigi görülmektedir (trioktanoat; 0.008 (U/ml), tripalmitin; 0.014 (U/ml), tristearin; 0.029 

(U/ml)). Esit sayida karbon içeren, ancak yapisinda çift bag bulunduran triolein (0.043 

U/ml) ile düz zincirden olusan tristearin (0.029 U/ml) karsilastirildiginda triolein içeren 

ortamda enzim üretiminin daha yüksek seviyede oldugu görülmüstür (Sekil 4.25).  
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 Sekil 4.25 Yag asidi esterlerinin  maksimum lipaz aktivitelerinin karsilastirilmasi (U/ml) 
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Yag Asitlerinin Etkisi 

 

Yag asitlerinin etkisini incelemek üzere % 1 derisiminde palmitik asit, stearik asit, oleik 

asit ve linoleik asit  kullanilmistir. Asetik asit etkisi ise % 0.1 ve % 0.5 derisimleri için 

incelenmistir. Kullanilan yag asitlerinin bazi özellikleri ve deneysel kosullar asagida 

çizelge halinde verilmistir (Çizelge 4.2).  

 

Çizelge 4.2 Yag asitlerinin bazi özellikleri 

 

DENEYSEL KOSULLAR 

YAG ASIDI 
KARBON 

SAYISI 

 

MOLEKÜL FORMÜLÜ 
BASLANGIÇ 

pH’I 

BASLANGIÇ 

DERISIMI 

(h/h) 

Asetik Asit C2 CH3COOH 7.30 % 0.1 

Asetik Asit C2 CH3COOH 4.60 % 0.5 

Palmitik 

Asit 
C16 CH3(CH2)14COOH 7.35 %1 

Stearik Asit C18 CH3(CH2)16COOH 7.34 %1 

Oleik Asit C18:1 CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH 7.15 %1 

Linoleik 

Asit 
C18:2 

CH3(CH2)4CH=CHCH2CH= 

CH(CH2)7COOH 
7.20 %1 

 

 

Yag asitleri içerisinde en yüksek aktivite degerine t=54. saatte % 0.1 asetik asit içeren 

ortamda ulasilmistir. Daha sonra sirasi ile t=24 saatte linoleik asit, t=54 saatte oleik asit, 

t=24 saatte asetik asit (% 0.5), t=54 saatte palmitik asit, t=72 saatte stearik asit içeren 

ortamlar yer almaktadir (Sekil 4.26). Protein derisimleri içerisinde en yüksek degere 

palmitik asit kullanildiginda ulasilmistir (Sekil 4.27). Spesifik aktiviteler incelendiginde, 

protein derisimlerinden gelen farklilasma nedeniyle t=24. saatte linoleik asit kullaniminda 

maksimum spesifik aktivite degerine ulasilmistir. Bunu sirasiyla t=54. saatte asetik asit (% 

0.1), t= 54. saatte oleik asit,  t=72. saatte stearik asit, t=54. saatte palmitik asit izlemektedir 

(Sekil 4.28).   
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Sekil 4.26 Çesitli yag asitlerinin lipaz aktivitesine (U/ml) etkisi 

                  pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.27 Çesitli yag asitlerinin toplam protein derisimine (mg/ml) etkisi 

                 pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.28 Çesitli yag asitlerinin spesifik lipaz aktivitesine (U/mg) etkisi 

                     pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 

 

Yag asidi esterlerinin maksimum aktiviteleri karsilastirildiginda; esit sayida karbon içeren 

ancak yapisinda çift bag bulunduran oleik asit ve linoleik asit ile düz zincirden olusan 

stearik asit karsilastirildiginda; iki çift baga sahip linoleik asit içeren ortamda enzim 

üretiminin daha yüksek seviyede oldugu görülmüstür (0.032 U/ml). Daha sonra tek çift bag 

bulunduran oleik asit (0.027 U/ml) ve en sonda da düz bir zincirden olusan stearik asit 

(0.008 U/ml) bulunmaktadir. Palmitik asit içeren ortamin lipaz aktivitesi; 0.010 (U/ml) 

olarak bulunmustur ve en yüksek lipaz aktivitesi degerine % 0.1 asetik asit kullaniminda 

ulasilmistir (0.054 U/ml) (Sekil 4.29). 
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Sekil 4.29 Yag asitlerinin maksimum lipaz aktivitelerinin (U/ml) karsilastirilmasi  

 

Yag Asitleri ve Esterlerinin Karsilastirmasi 

 

Karbon kaynagi olarak ayni derisimlerde, esit sayida karbon içeren yag asitleri ve yag 

esterleri karsilastirildiginda; triasetin disindaki yag asidi esterleri kullaniminin, yag asidi 

kullanimina oranla daha fazla aktivite verdigi görülmüstür. Asetik asit kullaniminda ise, 

diger yag asitlerinin aksine, yag asidi esterinden daha yüksek aktiviteye ulasilmistir (Sekil 

4.30). 
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Sekil 4.30 Çesitli yag asitleri ve esterleri ile ulasilan lipaz aktiviteleri (U/ml) 



 56 

 

4.2.1.3 Karbon Kaynagi Olarak Glukozun Etkisi 

 

En uygun karbon kaynagi olarak seçilen % 1 derisiminde susam yagi (2)’ye ilave olarak 

lipaz üretim ortamina, % 0.1, % 0.5 ve % 1 derisimlerinde glukoz eklenerek lipaz 

aktivitesine etkileri incelenmistir. Tüm derisimlerde ortama ilave edilen glukozun, lipaz 

aktivitesine olumsuz etki yaptigi görülmüstür (Sekil 4.31). Protein derisimleri içerisinde en 

yüksek degere ortamda glukoz olmadigi zaman ulasilmistir (0.155 U/ml). Glukoz içeren 

ortamlarda ise en yüksek derisim, aktivite degerinde oldugu gibi % 0.5 glukoz 

kullanildiginda belirlenmistir (0.102 U/ml) (Sekil 4.32). Spesifik aktiviteler incelendiginde 

ise protein derisimlerinden gelen farklilik nedeniyle % 1 ve % 0.5 derisiminde glukoz 

ilavesinin olumlu etki yaptigi görülmüstür (Sekil 4.33). 
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Sekil 4.31 Susam yagi (2)’ye ek olarak ortama eklenen çesitli derisimlerde glukozun lipaz                                                                                

aktivitesine etkisi (U/ml) 

                      pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.32 Susam yagi (2)’ye ek olarak ortama eklenen çesitli derisimlerde glukozun 

toplam protein derisimine etkisi (mg/ml) 

               pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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Sekil 4.33 Susam yagi (2)’ye ek olarak ortama eklenen çesitli derisimlerde glukozun 

spesifik lipaz aktivitesine etkisi (U/mg) 

                      pH=7.5, T=37 ºC, N=150 rpm, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 
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4.2.1.4 Bazi Karbon Kaynaklarinin Hücre Içi Lipaz Aktivitesine Etkisi 

 

Kullanilan bazi substratlar için hücre içi lipaz aktiviteleri incelendiginde, hücre içerisinde 

tutulan lipaz aktivitelerinin hücre disina salgilanan enzime oranla çok düsük seviyelerde 

kaldigi görülmüstür. Hücre içi lipaz aktiviteleri incelendiginde; hücre disi lipaz aktivitesi 

çok düsük olan % 0.5 misir özü yagi ile en yüksek hücre içi lipaz aktivitesi (0.011 U/mg 

hücre) elde edilmistir.  Bunu sirasiyla % 1 triolein (0.0084 U/mg hücre), % 1 susam yagi 

(1) (0.008 U/mg hücre), % 1 soya yagi (0.005 U/mg hücre), susam yagi (2) ve % 1 glukoz 

(0.0046 U/mg hücre), % 1 susam yagi (2) (0.004 U/mg hücre), % 0.5 susam yagi (2) 

(0.0036 U/mg hücre), susam yagi (2) ve % 0.5 glukoz (0.003 U/mg hücre), % 0.5 susam 

yagi (1) (0.002 U/mg hücre) izlemektedir. Susam yagi (2) ve % 0.1 glukoz, % 0.5 soya 

yagi ve % 1 tribütirin içeren ortamlarda hücre içi lipaz aktivitesi saptanmamistir (Sekil 

4.34).  
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Sekil 4.34 Çesitli karbon kaynaklari içeren ortamlarin t=96. saatte hücre içi lipaz   

                 aktiviteleri (U/mg Hücre) 
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4.2.1.5 Karbon Kaynaklari Etkisi Incelenen Ortamlarda Ulasilan Hücre Derisimleri 

  

Hücre derisimlerini saptamak amaci ile % 0.5 asetik asit içeren ortam hariç absorbansin 

?=600 nm’de 1 degerinin üzerinde okunmasi sebebi ile 8 ile 15 kat arasi seyreltme 

yapilmistir. Daha sonra kalibrasyon grafigi kullanilarak yapilan hesaplamada seyreltme 

orani ile bulunan degerler çarpilarak g/L degerinde hücre miktari hesaplanmistir. Sonuçlar 

incelendiginde lipaz aktiviteleri ile hücre miktarlari arasinda belirgin bir baglanti 

bulunamamistir. Bitkisel yaglar içerisinde en yüksek hücre derisimine % 1 derisimde 

susam yagi (2) kullanildiginda (2.489 g/L), en düsük hücre derisimine ise % 0.5 derisimde 

zeytin yagi kullanildiginda (0.369 g/L) ulasilmistir. Yag asitleri içerisinde en yüksek hücre 

derisimine % 1 derisimde oleik asit kullanildiginda (2.489 g/L), en düsük hücre derisimine 

ise % 0.5 derisimde asetik asit kullanildiginda (0.050 g/L) ulasilmistir. Yag asidi esterleri 

içerisinde en yüksek hücre derisimine derisimde triolein kullanildiginda (2.587 g/L), en 

düsük hücre derisimine ise triasetin kullanildiginda (0.088 g/L) ulasilmistir (Çizelge 4.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 60 

Çizelge 4.3 Karbon kaynaklari etkisi incelenen ortamlarda ulasilan hücre derisimleri 

 

KARBON KAYNAGI g/L Hücre 
(t=96 h) 

  
Misirözü % 0.5 1.665 
Misirözü % 1 0.778 
Soya % 0.5 1.144 
Soya % 1 2.406 
Zeytin % 0.5 0.369 
Zeytin % 1 1.094 
Zeytin % 1.5 2.451 
Ayçiçek % 0.5 0.681 
Ayçiçek % 1 1.085 
Ayçiçek % 1.5 1.083 
Susam (1) % 0.5 1.267 
Susam (1) % 1 1.619 
Susam (1) % 1.5 1.986 
Susam (2) % 0.25 0.568 
Susam (2) % 0.5 1.081 
Susam (2) % 0.75 1.342 
Susam (2) % 1 2.489 
Susam (2) % 1.5 1.873 

  
Susam 2 %1+ Glukoz % 0.1 0.596 
Susam 2 %1+ Glukoz % 0.5 1.320 
Susam 2 %1+ Glukoz % 1.0 1.217 

  
Oleik Asit % 1 2.489 
Stearik Asit % 1 0.772 
Palmitik Asit % 1 0.425 
Linoleik Asit % 1 1.858 
Asetik Asit % 0.1 1.782 
Asetik Asit % 0.5 0.050 
  
Tribütirin % 1 0.606 
Triolein % 1 2.587 
Tristearin % 1 0.342 
Tripalmitin % 1 0.400 
Triasetin % 1 0.088 
Trioctanoat % 1 0.626 
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4.2.2 pH Etkisi 

 

Lipaz üretiminine önemli etkisi bulunan faktörlerden biri olan pH etkisi 6, 7, 7.5, 8, 8.5 ve 

9 degerleri için incelenmistir. Ortamin pH degeri; 6, 7, 7.5, 8 için Fosfat tamponu (0.1 M) 

ile, 8.5 ve 9 için Borat tamponu ile ayarlanmistir (Dawson vd. 2002). Parametre içerisinde 

tüm deneyler; T=37 ºC, N=150 rpm kosullarinda, karbon kaynagi olarak % 1 susam yagi 

(2), azot kaynagi olarak % 0.5 pepton ve %0.3 maya özütü kullanilarak, 250 ml erlenlerde 

100 ml fermantasyon ortami içerisinde gerçeklestirilmistir. 72 saat süresince 24 saatte bir 

ve önemli olabilecegi düsünülen ara zamanlarda steril kosullarda 2 ml örnek alinmis ve 

analizler yapilmistir. Yapilan analizler spektrofotometrik lipaz aktivitesi tayini, Bradford 

protein analizi ve deney sonunda (72. saat) hücre derisimi ölçümüdür.  

 

Sonuçlar incelendiginde; pH=7.5’da t=48. saatte en yüksek aktivite degerine (0.211 U/ml) 

ulasilmistir. Bunu sirasiyla t=48. saatte pH 7,  t=48. saatte pH 8, t=54. saatte pH 6, t=48. 

saatte pH 8.5, t=54. saatte pH 9 izlemektedir. pH=7, 7.5, 8 ve 8.5 degerlerinde maksimum 

aktiviteye ulasilan zaman 48 saat iken pH=6 ve 9 degerlerinde maksimum aktiviteye 

ulasma zamani uzamaktadir (Sekil 4.35). Her pH için farkli zamanlarda ulasilan en yüksek 

lipaz aktivitesi degerleri bagil olarak Sekil 4.38’de verilmistir. Protein derisimleri 

içerisinde en yüksek degere pH=7.5’te ulasilmistir (Sekil 4.36). Spesifik aktiviteler 

incelendiginde; protein derisimlerinden gelen farklilasma nedeniyle pH=6 ve 9 

degerlerinde yüksek spesifik aktiviteler gözlenmis, ancak en yüksek spesifik aktivite 

degerine yine t=48. saatte pH=7.5’te ulasilmistir (0.592 U/mg) (Sekil 4.37).    
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Sekil 4.35 Farkli pH degerlerinde lipaz aktivitelerinin zaman ile degisimi 

                     T=37 ºC, N=150 rpm, Karbon kaynagi; Susam (2) yagi, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 

maya özütü 
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Sekil 4.36 Farkli pH degerlerinde protein derisimlerinin zaman ile degisimi degisimi 

                     T=37 ºC, N=150 rpm, Karbon kaynagi; Susam (2) yagi, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 

maya özütü 
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Sekil 4.37 Farkli pH degerlerinde spesifik lipaz aktivitelerinin zaman ile degisimi  

                     T=37 ºC, N=150 rpm, Karbon kaynagi; Susam (2) yagi, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 

maya özütü 
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 Sekil 4.38 Farkli pH degerlerinde bagil lipaz aktivitelerinin degisimi 

                     T=37 ºC, N=150 rpm, Karbon kaynagi; Susam (2) yagi, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 

maya özütü 

 

Deneyler sonunda ulasilan pH degerleri incelendiginde pH=6, 7, 7.5 ve 8 olan ortamlarda 

pH degerinin baslangica göre yaklasik 0.5 birim yükseldigi, pH=8.5 ve 9 degerlerinin ise 

deney sonunda pH=8.5 civarinda oldugu görülmüstür. Düsük pH degerlerinde 

mikroorganizma aktivitesine bagli olarak pH degerlerinde artis görülmekte, ancak artis 

pH=8.5 degerinde kalmaktadir. Hücre derisimleri incelendiginde ise en yüksek hücre 

derisimine pH 6’da ulasilmis; en yüksek lipaz aktivitesine ulasilan pH degerinde (pH 7.5) 

ise, en düsük hücre derisimi ölçülmüstür (Çizelge 4.4).  

 

Çizelge 4.4 Ortam baslangiç pH degeri, bagil aktivite, deney sonunda ulasilan pH degeri ve 

hücre derisiminin degisimi  

   

BASLANGIÇ 

pH 

BAGIL AKTIVITE 

(%) 

DENEY SONU 

pH DEGERI 

HÜCRE 

DERISIMI 

(g/L) 

6 13.8 6.65 0.944 

7 40.9 7.47 0.927 

7.5 100 7.96 0.723 

8 21.9 8.47 0.731 

8.5 12.8 8.43 0.907 

9 10.9 8.49 0.789 
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4.2.3 Sicaklik Etkisi  

 

Lipaz üretimininde önemli parametrelerden biri olan sicaklik etkisi; 37, 40, 45 ve 50 °C 

degerleri için incelenmistir. Parametre içerisinde tüm deneyler pH=7.5, N=150 rpm 

kosullarinda, karbon kaynagi olarak susam yagi (2), azot kaynagi olarak % 0.5 pepton ve 

% 0.3 maya özütü kullanilarak, 250 ml erlenlerde 100 ml fermantasyon ortami içerisinde 

gerçeklestirilmistir. 54 saat süresince 24 saatte bir ve önemli olabilecegi düsünülen ara 

zamanlarda steril kosullarda 2 ml örnek alinmis ve analizler yapilmistir. Yapilan analizler 

spektrofotometrik lipaz aktivitesi tayini ve deney sonunda (54. saat) hücre derisimi 

ölçümüdür. 

 

Sonuçlar incelendiginde; bagil olarak T=45 °C’de en yüksek aktivite degerine ulasilmistir 

(Sekil 4.40). Bunu sirasiyla t=48. saatte T=40 °C, t=48. saatte T=37 °C ve t=48. saatte 

T=50 °C izlemektedir (Sekil 4.39).  
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 Sekil 4.39 Farkli spesifik lipaz aktivitelerinin zamana karsi degisimi 

                      pH=7.5, N=150 rpm, Karbon kaynagi; Susam (2) yagi, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 

maya özütü 
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Sekil 4.40 Farkli bagil lipaz aktivitelerinin degisimi 

                      pH=7.5, N=150 rpm, Karbon kaynagi; Susam (2) yagi, azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 

maya özütü 

 

Deney sonunda ulasilan hücre derisimleri incelendiginde; yüksek aktivite degerlerine 

ulasilan sicakliklarda (40 oC ve 45 oC) yüksek hücre derisimleri görülmektedir. 50 °C’de 

ise lipaz aktivitesinin ve hücre çogalmasinin olumsuz etkilendigi görülmüstür (Çizelge 

4.5).  

 

Çizelge 4.5 Sicaklikla bagil aktivite ve hücre derisiminin  degisimi (t= 54 h) 

   

SICAKLIK 
BAGIL 

AKTIVITE (%) 

HÜCRE 

DERISIMI (g/L) 

37 ºC 19.1 0.728 

40 ºC 33.7 1.111 

45 ºC 100 0.930 

50 ºC 10.1 0.118 
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4.2.4 Azot Kaynaklari Etkisi 

 

Lipaz üretimini etkileyen faktörlerden biri ortamdaki azot kaynaklaridir. Tribütirin besi 

yerinde kullanilan azot kaynaklari ile ulasilan aktivite % 100 kabul edilerek, azot 

kaynaklari etkisi bagil olarak incelenmistir. Azot kaynaklarinin etkisini incelemek 

amaciyla, öncelikle daha önceki deneyler boyunca azot kaynagi olarak kullanilan pepton 

ve maya özütünün farkli derisimlerinin etkisi incelenmistir. Bunlara ek olarak üre ve 

jelatin, dogal kaynak olarak; misir unu, soya unu ve iki ayri çesit bugday ununun lipaz 

üretimine etkisi incelenmistir. Parametre içerisinde tüm deneyler; pH=7.5, T=45 °C, 

N=150 rpm kosullarinda, karbon kaynagi olarak susam yagi (2) kullanilarak, 250 ml 

erlenlerde 100 ml fermantasyon ortami içerisinde gerçeklestirilmistir. En yüksek lipaz 

aktivitesine ulasilan 24. saatte steril kosullarda 2 ml örnek alinmis ve analizler yapilmistir. 

Yapilan analizler spektrofotometrik lipaz aktivitesi tayini, Bradford protein analizi ve 

hücre derisimi ölçümüdür.  

 

Sonuçlar incelendiginde; en yüksek lipaz aktivitesine % 1 pepton ve % 1 derisiminde maya 

özütü birlikte kullanildigi zaman ulasilmistir. Pepton ve maya özütü ayri ayri 

degerlendirilecek olursa; maya özütü kullaniminin pepton kullanimina göre lipaz üretimini 

daha fazla katalizledigi görülmüstür. Bir siralama yapilacak olursa; % 1 derisiminde 

pepton + % 1 derisiminde maya özütü kullanimini, % 1 derisiminde maya özütü, % 0.3 

maya özütü, % 0.5 bugday unu 2, % 0.5 bugday unu 1, % 1 bugday unu 2, % 0.5 misir unu, 

% 0.5 pepton, % 1 misir unu, % 0.5 soya unu, % 0.5 üre, % 0.5 jelatin izlemektedir (Sekil 

4.41). Hücre derisimleri ve protein miktarlari degerlendirilecek olursa; % 1 pepton ve % 1 

maya özütü kullanilan ortamda en yüksek hücre ve protein derisimi elde edilmistir (Çizelge 

4.6). Sonuç olarak en uygun azot kaynaginin % 1 pepton ve % 1 maya özütünün birlikte 

kullanimi oldugu görülmektedir. Ancak elde edilecek enzimin ticari olarak kullanimi 

hedeflendigi için ve aktivite bakimindan çok büyük bir farklilik görülmediginden (% 17) 

çalismaya % 0.5 pepton ve % 0.3 maya özütü kullanimi ile devam edilmesine karar 

verilmistir. 
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Sekil 4.41 Çesitli azot kaynaklari içeren ortamlarda t=24. saatte bagil lipaz aktiviteleri 

                     pH=7.5, T=45 ºC, N=150 rpm, Karbon kaynagi; Susam (2) yagi 

 

Çizelge 4.6 Azot kaynaklari etkisi incelenen ortamlarin bagil aktivite degerleri, hücre ve 

protein derisimleri (t= 24 h) 

 

AZOT KAYNAKLARI 
BAGIL 

AKTIVITE (%) 

HÜCRE 

DERISIMI (g/L) 

PROTEIN 

DERISIMI (mg/ml) 

pepton % 0.5 + maya özütü % 0.3 100 0.741 0.111 

pepton % 1 + maya özütü %1 117.5 1.158 0.113 

pepton % 0.5 50.6 0.550 0.049 

maya özütü % 0.3 86.4 0.696 0.089 

maya özütü % 1 98.5 0.678 0.053 

üre % 0.5 28 0.377 0.022 

jelatin % 0.5 18.9 0.359 0.030 

bugday unu 1 %0.5 73.6 0.613 0.035 

bugday unu 2 %0.5 76.3 0.568 0.061 

bugday unu 2 %1 61 0.583 0 

soya unu % 0.5 24 0.610 0 

misir unu % 0.5 52 0.706 0.019 

misir unu % 1 28 0.550 0 
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4.2.5 Metal Iyonlari Etkisi 
 

Lipaz üretimine etkileyen faktörlerden biri olan metal iyonlarinin etkisi iki ayri derisim 

için incelenmistir. 1 mM ve 10 mM derisimlerinde  NaCl, Na2SO4, KCl, K2SO4, MgCl2, 

MgSO4, FeCl3, CaCl2, ZnCl2, LiCl ve CuSO4 içeren lipaz üretim ortamlari hazirlanarak, 

katkisiz ortamdaki lipaz aktiviteleri % 100 kabul edilmis ve metal iyonlarinin etkisi bagil 

olarak incelenmistir. Parametre içerisinde tüm deneyler; pH=7.5, T=45 °C, N=150 rpm 

kosullarinda, karbon kaynagi olarak susam yagi (2), azot kaynagi olarak % 0.5 pepton ve 

% 0.3 maya özütü kullanilarak, 250 ml erlenlerde 100 ml fermantasyon ortami içerisinde 

gerçeklestirilmistir. En yüksek lipaz aktivitesine ulasilan 24. saatte steril kosullarda 2 ml 

örnek alinmis ve analizler yapilmistir. Yapilan analizler spektrofotometrik lipaz aktivitesi 

tayini, Bradford protein analizi ve hücre derisimi ölçümüdür.  

 

Sonuçlar incelendiginde; LiCl disindaki tüm iyonlarda 1 mM derisimde, 10 mM derisime 

göre daha yüksek lipaz aktiviteleri elde edilmistir. En yüksek lipaz aktivitesi, ortamda 1 

mM K2SO4 bulundugu zaman elde edilmistir (% 329). Bunu sirasiyla 1 mM derisim için; 

MgCl2 (% 241.7), Na2SO4 (% 241) ve NaCl (% 177.5) içeren ortamlar izlemektedir. CaCl2 

(% 39.4) ve CuSO4 (% 10.9) içeren ortamlar haricinde 1 mM derisimdeki tüm ortamlarda 

katkisiz kontrol grubuna göre yüksek lipaz aktiviteleri ölçülmüstür. 10 mM derisimleri için 

en yüksek lipaz aktivitesi, ortamda Na2SO4 bulundugu zaman elde edilmistir (% 228.6). 

Daha sonra sirasiyla 10 mM derisim için; K2SO4 (% 146.6), LiCl (% 137.1) ve NaCl (% 

119.8) içeren ortamlar gelmektedir. 10 mM derisim için lipaz aktivitesini inhibe eden 

iyonlari içeren ortamlar siralanirsa; FeCl3 (% 47.1), MgCl2 (% 32.3), MgSO4 (% 30.0), 

CaCl2 (% 11.8), CuSO4 (% 0) bulunmaktadir. Ortamlarda bulunan (SO4)-2 ve Cl- iyonlari 

açisindan degerlendirme yapilacak olursa; K+ ve Na+ iyonlari ile beraber (SO4)-2 

iyonlarinin Cl- iyonlarina oranla olumlu etkisi oldugu her iki derisim için görülmüstür; 

ancak Mg+2 iyonlari açisindan durum tam tersidir (Sekil 4.42). Hücre derisimleri ve protein 

miktarlari degerlendirilecek olursa; LiCl içeren ortamda en yüksek hücre ve protein 

derisimi görülmektedir (Çizelge 4.7). Sonuç olarak biyodönüsüm ortamina en uygun metal 

iyonu ilavesinin 1 mM derisimde K2SO4 oldugu görülmektedir.  
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Sekil 4.42  Çesitli metal iyonlari içeren ortamlarin t=24. saatte bagil lipaz aktiviteleri 

pH=7.5, T=45 ºC, N=150 rpm, Karbon kaynagi; Susam (2) yagi, 

azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü 

 

Çizelge 4.7 Metal iyonlari etkisi incelenen ortamlarin bagil aktivite degerleri, hücre ve     

protein derisimleri (t= 24 h) 

 

 1 mM 10 mM 

METAL 

IYONLARI 

BAGIL 

AKTIVITE 

(%) 

HÜCRE 

DERISIMI 

(g/L) 

PROTEIN 

DERISIMI 

(mg/ml) 

BAGIL 

AKTIVITE 

(%) 

HÜCRE 

DERISIMI 

(g/L) 

PROTEIN 

DERISIMI 

(mg/ml) 

Katkisiz  100 0.522 0.177 100 0.485 0.165 

NaCl 177.5 0.522 0.235 119.8 0.497 0.134 

Na2SO4 241.0 1.126 0.196 228.6 0.718 0.191 

KCl 145.5 0.658 0.198 114.7 0.449 0.152 

K2SO4 329.6 1.073 0.207 146.6 0.540 0.147 

MgCl2 241.7 1.221 0.172 32.3 0.075 0.139 

MgSO4 136.7 1.241 0.125 30.0 0.173 0.156 

FeCl3 110.5 0.273 0.105 47.1 0.025 0.091 

CaCl2 39.4 0.160 0.055 11.8 0.020 0.061 

ZnCl2 148.6 0.359 0.181 106.1 0.354 0.126 

LiCl 107.1 1.319 0.260 137.1 0.495 0.217 

CuSO4 10.9 0.568 0.052 0 0.003 0 
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4.2.6 Optimal Kosullarda Lipaz Üretimi  

 

Tüm parametreler belirlendikten sonra, en yüksek lipaz aktivitesine ulasilan lipaz üretim 

ortaminda, (pH=7.5, T=45 °C, karbon kaynagi olarak % 1 derisimde susam yagi (2), azot 

kaynagi olarak % 0.5 pepton ve % 0.3 maya özütü, 1mM K2SO4 içeren ortam) 250 ml 

erlende 100 ml fermantasyon ortami içerisinde N=150 rpm kosullarinda üretim yapilmistir. 

64 saat süresince kisa zaman araliklari ile örnek alinmis, spektrofotometrik ve titrimetrik 

yöntemlerle lipaz aktivitesi tayini, Bradford protein tayini, hücre derisimi ölçümü ve 

proteaz aktivitesi  analizleri yapilmistir. Ayni zaman araliklari için, hücre içi lipaz ve 

proteaz aktiviteleri tayini de yapilmistir. 

 

Sonuçlar incelendiginde hücre disi enzim aktiviteleri bakimindan; spektrofotometrik ve 

titrimetrik lipaz aktivite analizleri ile benzer sonuçlar elde edilmistir (Sekil 4.43). 

Maksimum lipaz aktivitesine 40. saatte ulasilmistir. 48. saatten itibaren her iki analizde 

görülen lipaz aktivitesindeki düsüs, ayni saatteki proteaz aktivitesi artisi ile 

açiklanabilmektedir. Proteaz aktivitesi 48. saatte maksimum degerdedir ve 8.758 U/ml 

olarak bulunmustur (Sekil 4.44).  

 

Sekil 4.43  Optimal kosullarda hücre disi lipaz aktiviteleri  

pH=7.5, T=45 ºC, N=150 rpm, Karbon kaynagi; Susam (2) yagi, 

azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü, 1mM K2SO4 
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Sekil 4.44  Optimal kosullarda hücre disi proteaz aktivitesi 

pH=7.5, T=45 ºC, N=150 rpm, Karbon kaynagi; Susam (2) yagi, 

azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü, 1mM K2SO4 

 

Hücre disi protein derisimi 40. saatte maksimum degerdedir (0.287 mg/ml) ve 48. saatte  

proteaz enziminin maksimum  derisimde olmasi nedeni ile düsmektedir. Hücre derisimi 40. 

saatte maksimum degerdedir (2.212 g/L) (Sekil 4.45).  

 

 

 

Sekil 4.45  Optimal kosullarda hücre disi protein ve hücre derisimleri  

pH=7.5, T=45 ºC, N=150 rpm, Karbon kaynagi; Susam (2) yagi, 

azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü, 1mM K2SO4 
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Hücre içi enzim aktiviteleri bakimindan; spektrofotometrik ve titrimetrik lipaz aktivitesi 

analizleri ile benzer sonuçlar elde edilmistir. Maksimum hücre içi lipaz aktivitesine hücre 

disinda oldugu gibi 40. saatte ulasilmistir. Üretilen tüm proteaz enzimi hücre disina 

salgilanmistir ve hücre içerisinde proteaz aktivitesi bulunmamistir (Sekil 4.46). 
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Sekil 4.46  Optimal kosullarda hücre içi lipaz aktiviteleri ile proteaz aktivitesi 

pH=7.5, T=45 ºC, N=150 rpm, Karbon kaynagi; Susam (2) yagi, 

azot kaynagi; % 0.5 pepton + % 0.3 maya özütü, 1mM K2SO4 

 

Hücre disi ve hücre içi enzim aktiviteleri için ayni saatte (t=40. st) elde edilen degerler 

karsilastirilirsa; üretilen enzimin % 74’ünün hücre disina salgilandigi belirlenmistir. 

 

 

 

 

 

 



 73 

4.3 Lipazin Üretim Ortamindan Ayrilmasi ve Saflastirmasi 

 

Yüksek lipaz üretimi ile sonuçlanan ortam kosullarinda 200 ml lipaz üretim ortaminda 

üretim yapilmis ve lipaz aktivitesinin en yüksek oldugu 40. saatte ortam santrifüjlenerek 

hücrelerden arindirilmistir. Hücrelerden ayrilmis lipaz üretim ortami, ultrafiltrasyon 

tüplerinde santrifüjlenerek 5 kDa molekül agirligin altindaki proteinlerin ortamdan 

uzaklastirilmistir. Lipaz enzimini diger proteinlerden ayirmak için, proteinlerin izoelektrik 

noktalarina göre farkli yüklenme özelliklerinden yararlanilarak BIO-RAD UNO Q1 kolon 

ile anyon degistirici kromatografi yapilmistir. Saflastirma basamaklarinda  ve kromatografi 

sonucu elde ettigimiz protein içeren fraksiyonlara, titrimetrik yöntemle lipaz aktivitesi ve 

Bradford yöntemi ile protein analizi yapilmis ve saflastirma çizelgesi (Çizelge 4.8) 

olusturulmustur.  

  

Çizelge 4.8 Lipaz enzimi saflastirma basamaklari  

 

Saflastirma 

Basamagi 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(U) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(U/mg) 

Verim (%) 
Saflastirma 

Kati 

Kültür üst faz 190 2532.7 25.27 100.2 100 1 

Ultrafiltrasyon 5 100 1.155 86.6 3.94 0.86 

Iyon 

Degistirici 

Kromatografi 

1.2 15.996 0.012 1333 0.63 13.3 

 

 

Saflastirma tablosu incelendiginde; elde edilen hacimlerin ultrafiltrasyon ve kromatografi 

islemleri sonucu azalmasi sebebiyle toplam aktivite ve toplam protein miktarlarinda düsme 

görülmektedir. Ultrafiltrasyon sonrasi protein miktarlarindaki artis sebebiyle de spesifik 

aktivitede azalma görülmektedir. Kromatografi sonrasi elde edilen ürün ise yüksek spesifik 

aktiviteye sahiptir (1333 U/mg). Verim için toplam aktivite degerleri, saflastirma kati için 

ise spesifik aktivite degerleri baz alinmistir (Çizelge 4.8).  



 74 

 
 

Sekil 4.47  Anyon degistirici kromatografi sonucu elde edilen kromatogram 
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Kromatografi sonrasi elde edilen kromatogram (Sekil 4.47) incelendiginde, 2 numarali 

fraksiyondan itibaren kolona tutunamayan ve gradyen olusturulmadan önce kolondan 

ayrilarak fraksiyonlar halinde toplanan proteinler görülmektedir. 10 numarali fraksiyondan 

itibaren yikama amaciyla gradyen olusturulmus ve kolona tutunan proteinler kademeli 

olarak artan tuz gradyeniyle birlikte kolondan ayrilmistir. Kolona tutunamayan ve ayirimi 

gerçeklestirilmemis protein karisimi (1-3 araligi) SDS-PAGE kuyularinda 4 ve 5 numarali 

kuyucuga yüklenmistir. Gradyen olusturulduktan sonra 22, 23, 24 numarali fraksiyonlarda 

yer alan ve 4-5 araligindaki protein 6 numarali kuyucukta; 58 ve 59 numarali  

fraksiyonlarda yer alan ve 6-7 araligindaki protein 7 numarali kuyucukta yer almaktadir. 

Elde edilen fraksiyonlara titrimetrik yöntemle lipaz aktivitesi analizleri yapilmis ve sadece  

4-5 araligindaki protein pikinde lipaz aktivitesi bulunmustur. Sonuç olarak SDS-PAGE 

analizi sonucunda 6 numarali kuyucukta lipaz enzimine ait protein banti/bantlari elde 

edilmesi beklenmektedir.   

 
 

Her saflastirma basamaginin sonunda ve kromatografi sonucu elde edilen protein içeren 

fraksiyonlara, protein dagilimlarini bulmak, lipaz enziminin safligini göstermek ve 

yaklasik molekül agirligini belirlemek amaciyla SDS-PAGE yapilmistir. Yürütme jeli için 

% 10’luk, yigma jeli için % 4’lük akrilamit jel hazirlanmistir. Protein bantlarinin 

gözlenmesi için gümüs boyama metodu uygulanmistir. 

 
                              M     1      2     3      4     5      6      7     M   

 
 

 Sekil 4.48 SDS-PAGE analizi sonuçlarina göre protein dagilimlari  
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SDS-PAGE sonuçlari degerlendirildiginde; 1 ve 2 numarali kuyucuklara hücrelerden 

ayrilmis lipaz üretim ortami farkli derisimlerde yüklenmistir. 3 numarali kuyucukta 

ultrafiltrasyon islemi sonunda elde edilen ürün bulunmaktadir. 4, 5, 6 ve 7 numarali 

kuyucuklarda ise kromatografi sonrasinda protein içeren fraksiyonlar bulunmaktadir. Lipaz 

enzimini ifade eden protein bandi 6 numarali kuyucukta beklenmektedir. 6 numarali 

kuyucukta yaklasik 40 kDa molekül agirliginda iki bant görülmektedir. Bu bantlarin lipaz 

enzimine ait oldugu düsünülmektedir.  

 

4.4 Saflastirilmis Lipazin Deterjan Katki Maddeleri ile Kullanim Potansiyeli 

 

Elde edilen kismi olarak saflastirilmis lipazin aktivitesine deterjan katkilarinin incelenmesi 

amaciyla, anyon degistirici kromatografi sonrasinda elde edilen, saf lipaz oldugu 

düsünülen fraksiyona % 1 derisimde olacak sekilde proteaz, Tween 20, Tween 80, Triton 

X-100, EDTA ve SDS ilave edilmis; N=100 rpm, T= 45 °C kosullarinda bir saat süresince 

lipaz enzimi bu deterjan katkilari ile inkübe edilmistir. Inkübasyon sonrasinda lipaz 

aktiviteleri titrimetrik yöntemle ölçülmüs, bir saat sonrasindaki lipaz aktivitelerindeki 

degisim, baslangiç aktivitelerine göre bagil olarak verilmistir (Çizelge 4.9).  

 

Sonuçlar incelendiginde enzimin baslangiç aktivitesinin; proteaz ve Triton X-100 içeren 

ortamlarda % 75’ini, Tween 20/80 içeren ortamlarda yaklasik yarisini, SDS içeren ortamda 

% 25’ini koruyabildigi görülmüstür. EDTA içeren ortamda ise bir saat sonrasinda lipaz 

enziminin aktivitesini kaybettigi sonucuna ulasilmistir.   

 

Çizelge 4.9 Saflastirilmis lipaz enzimi aktivitesine deterjan katkilari etkisi   

 

Katki Maddesi (% 1) % Korunan Aktivite  

Proteaz 75 

Tween 20 50  

Tween 80 50  

Triton X-100 75 

EDTA 0 

SDS 25  
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5. TARTISMA VE SONUÇ 

  

5.1 Mikroorganizma Izolasyon ve Tanimlama 

 

Lipaz üretmek üzere kaynak olarak kullanilacak olan Bacillus cinsi mikroorganizmanin 

seçimi, yagli fabrika atiklari ile kontamine olmus topraktan izole edilmis 

mikroorganizmalar arasindan yapilmistir. Dokuz farkli kültürden öncelikle basit boyama 

ile basil formunda ve spor olusturan mikroorganizmalarin seçimi hedeflenmistir. 

Mikroorganizmalarin basil seklinde ve spor olusturma yetenegine sahip oldugu belirlenmis 

ve hücre duvari yapisindaki farkliliklar temeline dayanilarak yapilan Gram boyama 

islemine geçilmistir. Gram boyama sonucunda örneklerden alti tanesi Gram (+) olarak 

belirlenmistir. Bacillus cinsi oldugu kesinlestirilen bu örnekler içerisinden seçim yapmak 

amaciyla sivi kültürlerde üretim yapilmis ve lipaz üretim kapasitesi en yüksek olan 

mikroorganizma lipaz kaynagi olarak kullanilmistir. Çalismada kullanilan 

mikroorganizmanin tür düzeyinde isimlendirilmesi amaciyla yapilan 16S rRNA analizleri 

sonucunda çalisilan iki lokus ile sonuçlar tek bir türe indirgenememis; ancak gen 

bankalarinda yapilan tarama sonucu çalisilan mikroorganizmaya ait baz dizileri sadece 

Bacillus cinsleri ile yüksek uyum göstermistir. Elde edilen sonuçlar ile çalismada lipaz 

kaynagi olarak kullanilan mikroorganizmanin moleküler seviyede Bacillus cinsine ait 

oldugu belirlenmistir.  

 

5.2 Lipaz Üretiminde Önemli Parametreler 

 

Lipaz üretimi, karbon ve azot kaynaklari türü ve derisimi, pH, sicaklik ve ortamdaki 

iyonlardan etkilenir. Karbon ve azot kaynaklari, mikroorganizma çogalmasi için temel 

gereksinimlerdir. Bunun yaninda temel kaynaklardan özellikle karbon kaynaklari türüne 

göre lipaz üretimi farkli derecelerde indüklenmektedir. Sicaklik ve pH mikroorganizmanin 

optimal çogalma kosullari ve elde edilen enzimin kararliligi açisindan, ortamda bulunan 

iyonlar ise lipaz üretiminin çesitli basamaklarinda kofaktör olarak önem tasimaktadir. 

 

5.2.1 Karbon Kaynaklari Etkisi 

 

Bacillus sp.’den lipaz üretimine karbon kaynaklari etkisini incelemek amaciyla öncelikle 

ülkemizde yaygin olarak kullanilan bitkisel yaglar kullanilmistir. Bitkisel yaglar ortama 
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çesitli derisimlerde eklenerek lipaz üretimi için en uygun yag ve derisimi belirlenmistir. 

Bitkisel yaglarin temel bilesenleri olan yag asitleri ile literatürde siklikla rastlanan yag 

asidi esterlerinin etkisi incelenerek, bitkisel yaglarin içerigiyle baglantili olarak sonuçlar 

yorumlanmistir. Son olarak tek basina lipaz üretimini indüklemek için yeterli olmayacagi 

düsünülen, ancak karbon kaynagi olarak siklikla kullanilan glukoz, en yüksek lipaz 

üretimine ulasilan ortama üç farkli derisimde ilave edilerek etkisi incelenmistir.  

 

5.2.1.1 Bitkisel Yaglarin Etkisi 

 

Bitkisel yag olarak zeytin yagi, ayçiçek yagi, soya yagi, misir özü yagi, iki farkli susam 

yagi çesitli derisimlerde lipaz üretim ortamina ilave edilmis ve etkileri incelenmistir.  

 

Zeytin yagi sonuçlarinda yag derisimi arttikça lipaz aktivitesinin de arttigi görülmektedir. 

% 1.5 derisimde zeytin yagi kullanildiginda 0.049 U/ml, % 1 derisimde zeytin yagi 

kullanildiginda 0.036 U/ml, % 0.5 derisimde zeytin yagi kullanildiginda 0.021 U/ml lipaz 

aktivitesine ulasilmistir. Yag derisimi arttikça maksimum lipaz aktivitesine ulasilan 

zamanin kisaldigi görülmektedir. % 1.5 derisimde zeytin yagi kullanildiginda maksimum 

lipaz aktivitesine 48 saatte, % 1 derisimde 54 saatte, % 0.5 derisimde 72 saatte 

ulasilmaktadir. Zeytin yagi sonuçlarinda lipaz aktivitesi bakimindan yag derisimi 

arttiriminin kisa zamanda yüksek lipaz aktiviteleri ile sonuçlandigi görülmüstür.  

 

Ayçiçek yagi etkisinin incelenmesi amaciyla % 0.5, % 1 ve % 1.5 derisimlerde zeytin yagi 

lipaz üretim ortamina ilave edilerek lipaz aktiviteleri ve protein derisimleri belirlenmistir. 

Ayçiçek yagi sonuçlarinda yag derisimi % 1.5’e çikarildiginda substrat inhibisyonu etkisi 

ile lipaz aktivitesinde düsüs görülmektedir. % 1.5 derisimde ayçiçek yagi kullanildiginda 

0.041 U/ml, % 1 derisimde ayçiçek yagi kullanildiginda 0.045 U/ml, % 0.5 derisimde 

ayçiçek yagi kullanildiginda 0.032 U/ml lipaz aktivitesine ulasilmistir. Maksimum lipaz 

aktivitesine ulasilan zaman bakimindan incelendiginde düsük yag derisiminde maksimum 

lipaz aktivitesine ulasilan zamanin daha kisa oldugu görülmektedir. % 1.5 derisimde 

ayçiçek yagi kullanildiginda maksimum lipaz aktivitesine 54 saatte, % 1 derisimde 72 

saatte, % 0.5 derisimde 48 saatte ulasilmaktadir. Ayçiçek yagi sonuçlarinda en yüksek 

lipaz aktivitesine % 1 derisimde yag içeren ortamda ulasilmis; ancak bu ortamda 

maksimum lipaz aktivitesine ulasilan zaman uzamistir.   
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Soya yagi etkisinin incelenmesi amaciyla % 0.5 ve % 1 derisimlerde soya yagi lipaz üretim 

ortamina ilave edilerek lipaz aktiviteleri ve protein derisimleri belirlenmistir. Soya yagi 

sonuçlarinda yag derisimi arttikça lipaz aktivitesinin arttigi görülmektedir. % 1 derisimde 

soya yagi kullanildiginda 0.021 U/ml, % 0.5 derisimde soya yagi kullanildiginda 0.014 

U/ml lipaz aktivitesine ulasilmistir. Maksimum lipaz aktivitesine ulasilan zaman 

bakimindan incelendiginde yag derisimimi arttirilinca maksimum lipaz aktivitesine 

ulasilan zamanin kisaldigi görülmektedir. % 1 derisimde soya yagi kullanildiginda 

maksimum lipaz aktivitesine 54 saatte, % 0.5 derisimde 72 saatte ulasilmaktadir. Soya yagi 

sonuçlarinda lipaz aktivitesi bakimindan yag derisimi arttiriminin kisa zamanda daha 

yüksek lipaz aktiviteleri ile sonuçlandigi görülmüstür. Zeytin yagi ve ayçiçek yagi ile 

karsilastirildiginda soya yagi kullanilan ortamda daha düsük lipaz aktivitelerine 

ulasilmistir.  

 

Misir özü yagi etkisinin incelenmesi amaciyla % 0.5 ve % 1 derisimlerde misir özü yagi 

lipaz üretim ortamina ilave edilerek lipaz aktiviteleri ve protein derisimleri belirlenmistir. 

Misir özü sonuçlarinda yag derisimi arttikça lipaz aktivitesinin arttigi görülmektedir. % 1 

derisimde misir özü yagi kullanildiginda 0.033 U/ml, % 0.5 derisimde misir özü yagi 

kullanildiginda 0.016 U/ml lipaz aktivitesine ulasilmistir. Maksimum lipaz aktivitesine 

ulasilan zaman bakimindan incelendiginde yag derisimi arttirilinca maksimum lipaz 

aktivitesine ulasilan zamanin oldukça kisaldigi görülmektedir. % 1 derisimde misir özü 

yagi kullanildiginda maksimum lipaz aktivitesine 24 saatte, % 0.5 derisimde 72 saatte 

ulasilmaktadir. Misir özü yagi sonuçlarinda lipaz aktivitesi bakimindan yag derisimi 

arttiriminin kisa zamanda daha yüksek lipaz aktiviteleri ile sonuçlandigi görülmüstür. 

Zeytin yagi ve ayçiçek yagi ile karsilastirildiginda soya yagi ve misir özü yagi kullanilan 

ortamlarda daha düsük lipaz aktivitelerine ulasilmistir.  

 

Susam yagi (1) etkisinin incelenmesi amaciyla % 0.5, % 1 ve % 1.5 derisimlerde susam 

yagi (1) lipaz üretim ortamina ilave edilerek lipaz aktiviteleri ve protein derisimleri 

belirlenmistir. Susam yagi (1) sonuçlarinda yag derisimi % 1.5’e çikarildiginda substrat 

inhibisyonu etkisi ile lipaz aktivitesinde düsüs görülmektedir. % 1.5 derisimde susam yagi 

(1) kullanildiginda 0.099 U/ml, % 1 derisimde susam yagi (1) kullanildiginda 0.115 U/ml, 

% 0.5 derisimde susam yagi (1) kullanildiginda 0.127 U/ml lipaz aktivitesine ulasilmistir. 

Maksimum lipaz aktivitesine ulasilan zaman bakimindan incelendiginde % 1.5 yag 

derisiminde maksimum lipaz aktivitesine ulasilan zamanin çok daha kisa oldugu 
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görülmektedir. % 1.5 derisimde susam yagi (1) kullanildiginda maksimum lipaz 

aktivitesine 24 saatte, % 1 ve % 0.5 derisimlerinde 72 saatte ulasilmaktadir. Susam yagi (1) 

sonuçlarinda en yüksek lipaz aktivitesine % 0.5 derisimde yag içeren ortamda ulasilmis 

ancak bu ortamda maksimum lipaz aktivitesine ulasilan zaman uzamistir. Yag derisimi % 

1’e çikarildiginda lipaz aktivitesinde hafif bir düsüs, % 1.5’e çikarildiginda ise maksimum 

aktiviteye ulasilan zamanda oldukça kisalmanin yaninda düsüs görülmektedir. Susam yagi 

(1) kullaniminda % 0.5 derisimin üzerine çikildiginda substrat inhibisyonu etkisi 

görülmektedir. Diger yaglar ile kiyaslandiginda susam yagi (1)  kullaniminda en yüksek 

lipaz aktivitelerine ulasilmistir.     

 

Susam yagi (2) etkisinin incelenmesi amaciyla % 0.25, % 0.5, % 0.75, % 1 ve % 1.5 

derisimlerde susam yagi (2) lipaz üretim ortamina ilave edilerek lipaz aktiviteleri ve 

protein derisimleri belirlenmistir. Susam yagi (2) sonuçlarinda yag derisimi % 1.5’e 

çikarildiginda substrat inhibisyonu etkisi ile lipaz aktivitesinde düsüs görülmektedir. % 1.5 

derisimde susam yagi (2) kullanildiginda 0.061 U/ml, % 1 derisimde susam yagi (2) 

kullanildiginda 0.154 U/ml, % 0.75 derisimde susam yagi (2) kullanildiginda 0.074 U/ml, 

% 0.5 derisimde susam yagi (2) kullanildiginda 0.032 U/ml, % 0.25 derisimde susam yagi 

(2) kullanildiginda 0.015 U/ml lipaz aktivitesine ulasilmistir. Maksimum lipaz aktivitesine 

ulasilan zaman bakimindan incelendiginde % 1.5 yag derisiminde maksimum lipaz 

aktivitesine ulasilan zamanin daha kisa oldugu görülmektedir. % 1.5 derisimde susam yagi 

(2) kullanildiginda maksimum lipaz aktivitesine 24 saatte, % 1, % 0.75 ve % 0.5 

derisimlerinde 48 saatte, % 0.25 derisimde 54 saatte ulasilmaktadir. Susam yagi (2) 

sonuçlarinda en yüksek lipaz aktivitesine % 1 derisimde yag içeren ortamda ulasilmistir. 

Susam yagi (2) kullaniminda % 1 derisimin üzerine çikildiginda substrat inhibisyonu etkisi 

görülmektedir. Diger yaglar ile kiyaslandiginda susam yagi (2)  kullaniminda, susam yagi 

(1)’de dahil olmak üzere oldukça yüksek lipaz aktivitelerine ulasilmistir.     

 

Karbon Kaynagi Olarak Bitkisel Yaglarin Karsilastirilmasi 

 

Karbon kaynagi olarak kullanilan bitkisel yaglar birbirleri ile kiyaslanacak olursa; aktivite 

ve spesifik aktivite bakimindan en uygun bitkisel yagin % 1 derisimdeki susam (2) yagi 

oldugu görülmektedir. Aktivite bakimindan susam (2) yagini, susam yagi (1) izlemektedir. 

Lipaz üretimini en az katalizleyen bitkisel yag ise % 0.5 derisimindeki misir özü yagi 
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olarak bulunmustur. Bir siralama yapilacak olursa; susam yaglarini sirasiyla zeytin yagi, 

ayçiçek yagi, soya yagi ve misir özü yagi izlemektedir.  

 

Yag analizleri sonuçlarina göre; bitkisel yaglarin içerigi göz önünde tutulursa, oleik asit ve 

linoleik asitin bitkisel yaglarin temel bilesenleri oldugu ve yag içeriginin yaklasik % 80’ini 

olusturdugu görülmektedir. En uygun karbon kaynagi olarak belirlenen ve lipaz üretim 

ortaminda diger yaglara oranla lipaz üretimini çok daha fazla katalizleyen susam yaglarinin 

içerikleri incelendiginde, % 30-35 civari oleik asit, % 50-55 civari linoleik asit içerdigi 

görülmektedir. Zeytin yagi; % 73 oleik asit ile % 9 linoleik asit, ayçiçek yagi; % 26 oleik 

asit ile % 63 linoleik asit,  soya yagi; % 24 oleik asit ile % 51 linoleik asit, misir özü yagi;  

% 27 oleik asit ile % 56 linoleik asit temel bilesenlerinden olusmaktadir. 

 

Yag içeriklerine bakilarak sonuçlar yorumlanirsa,  oleik asit miktarinin % 30’un altinda 

olmamasi gerektigi, ancak bununla beraber zeytin yaginda oldugu gibi çok yüksek oleik 

asit miktarinin da (düsük linoleik asit miktari olacagi için) yetersiz oldugu 

düsünülmektedir.  

 

Yag asitlerinin lipaz üretimine etkisinin incelenmesi ile desteklenen sonuçlar; lipaz 

üretiminde en etkin yag asitlerinin oleik ve linoleik asit oldugu, ancak yag asitlerinin 

bitkisel yaglar ile kiyaslandiginda lipaz üretimini indüklemek üzere tek baslarina yeterli 

olmadiklari, ancak bitkisel yaglarda oldugu gibi karisim halinde lipaz aktivitesini 

indükleyebildikleri belirlenmistir. Bitkisel yaglarin lipaz üretimini katalizleyebilme 

yetenekleri ve yag asidi içerikleri göz önünde tutulursa, lipaz üretimini en fazla 

katalizleyebilen yag asitleri karisiminin; % 30 üzerinde oleik asit ve % 50 civarinda 

linoleik asit oldugu belirlenmistir.   

 

5.2.1.2 Yag Asidi ve Esterlerinin Etkisi 

 

Yag Asidi Esterlerinin Etkisi 

  

Yag asidi esterlerinin etkisini incelemek üzere % 1 derisiminde triasetin, tribütirin, 

trioktanoat, tripalmitin, tristearin ve triolein üretim ortamina ilave edilerek lipaz aktiviteleri 

ve protein derisimleri belirlenmistir.  
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Yag asitleri ile ulasilan maksimum lipaz aktiviteleri incelendiginde, en yüksek lipaz 

aktivitesine triolein (0.046 U/ml) kullanildiginda 54 saatte ulasilmistir. Daha sonra 

tristearin (0.029 U/ml) kullanildiginda 48 saatte, triasetin (0.016 U/ml) kullanildiginda 48 

saatte, tripalmitin (0.014 U/ml) kullanildiginda 54 saatte, tribütirin (0.009 U/ml) 

kullanildiginda 54 saatte, trioktanoat (0.008 U/ml) kullanildiginda 48 saatte ulasilmistir. 

 

Sekiz karbonlu trioktanoattan itibaren karbon sayisi arttikça lipaz enzimi aktivitesi 

artmaktadir. Esit sayida karbon içeren ancak yapisinda çift bag bulunduran triolein ile düz 

zincirden olusan tristearin karsilastirildiginda, triolein içeren ortamda enzim üretiminin 

daha yüksek seviyede oldugu görülmüstür. Artisin nedeni olarak, çift baglarin daha zayif 

oldugu için mikroorganizma tarafindan daha kolay kullanilabildigi söylenebilir. Düsük 

karbonlu esterler karsilastirildiginda ise iki karbonlu triasetin kullanimi ile dört karbonlu 

tribütirin kullanimina göre daha yüksek lipaz aktivitesi elde edilmistir; ancak yüksek 

karbon sayili esterlerin kullaniminda daha yüksek lipaz aktivitelerine ulasilmistir. 

Aktiviteler bakimindan sonuçlar yorumlandiginda, yüksek karbonlu ve çift bag içeren 

esterler lipaz üretiminde karbon kaynagi olarak kullanabildigi ve bitkisel yaglara oranla 

daha az seviyede olsa da lipaz üretimini indükledigi belirlenmistir.  

 

Yag Asitlerinin Etkisi 

 

Yag asitlerinin etkisini incelemek üzere bitkisel yaglarin içerikleri göz önünde tutularak % 

1 derisiminde palmitik asit, stearik asit, oleik asit ve linoleik asit  kullanilmistir. Asetik asit 

etkisi % 0.1 ve % 0.5 derisimleri için incelenmistir.  

 

Yag asitleri ile ulasilan maksimum lipaz aktiviteleri incelendiginde; en yüksek lipaz 

aktivitesi degerine % 0.1 asetik asit kullaniminda (0.054 U/ml) 54 saatte ulasilmistir. Daha 

sonra  linoleik asit (0.032 U/ml) içeren ortamda 24 saatte, oleik asit (0.027 U/ml) içeren 

ortamda 54 saatte,  palmitik asit (0.010 U/ml) içeren ortamda 54 saatte, stearik asit (0.008 

U/ml) içeren ortamda 72 saatte maksimum lipaz aktivitesine ulasilmistir. % 0.5 derisimde 

asetik asit içeren ortamda ortam baslangiç pH'inin düsük olmasi sebebiyle ortamda 

mikroorganizma çogalmasi çok düsük seviyelerde kalmis ve lipaz üretimi 

gerçeklesmemistir.   
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Esit sayida karbon içeren ancak yapisinda çift bag bulunduran oleik asit ve linoleik asit ile 

düz zincirden olusan stearik asit karsilastirildiginda; iki çift baga sahip linoleik asit içeren 

ortamda enzim üretiminin daha yüksek seviyede oldugu görülmüstür. Daha sonra tek çift 

bag bulunduran oleik asit ve düz bir zincirden olusan stearik asit bulunmaktadir. Sonuçlar 

bu bakimdan yag asidi esterlerinin sonuçlari ile paralellik içerisindedir. Ancak iki karbonlu 

asetik asit kullaniminda elde edilen yüksek lipaz aktivitesi ile farklilasmaktadir. Aktiviteler 

bakimindan sonuçlar yorumlandiginda, yag asitlerinin, yag asidi esterlerine göre lipaz 

üretimini daha çok indükledigi belirlenmistir. Ancak bitkisel yaglar ile kiyaslandiginda yag 

asitleri içeren ortamlarin lipaz aktiviteleri düsük seviyelerdedir. Bu durumda yag asitlerinin 

lipaz üretimini indüklemek üzere tek baslarina yeterli olmadiklari, ancak karisim halinde 

(bitkisel yaglarda oldugu gibi) lipaz aktivitesini indükleyebildikleri belirlenmistir.   

 

5.2.1.3 Karbon Kaynagi Olarak Glukozun Etkisi 

 

Karbon kaynagi olarak glukoz, maltoz gibi sekerlerin Bacillus cinsinde mikroorganizmalar 

tarafindan kullanabildigi bilinmektedir. Bacillus licheniformis lipaz üretiminde, karbon 

kaynagi olarak zeytin yagi ve  misir yagi denenerek üretimin inhibe oldugu görülmüs ve 

kaynak olarak glukoz kullanilmistir. Bacillus alcalophilus alkalin termofilik lipaz 

üretiminde, karbon kaynagi olarak soya yagi ve maltoz kullanilmistir (Gupta vd 2004).  

      
Ancak bu sekerler genellikle lipaz üretimini indüklemekte yetersiz kalmaktadir. Bu bilgiye 

dayanilarak glukoz, lipaz üretim ortamina en uygun karbon kaynagi olarak belirlenen  % 1 

derisiminde susam (2)  yagina ilave olarak lipaz üretim ortamina, % 0.1, % 0.5 ve % 1 

derisimlerinde  eklenmis ve lipaz aktivitesine etkileri incelenmistir. 

 

Ortama ilave edilen glukozun tüm derisimlerde lipaz aktivitesine olumsuz etki yaptigi 

belirlenmistir. Glukoz içeren ortamlarda en yüksek lipaz aktivitesi, % 0.5 derisiminde 

glukoz ortamda ek olarak kullanildiginda belirlenmistir (0.102 U/ml). % 1 derisimde 

glukoz içeren ortamda lipaz aktivitesi 0.086 U/ml, % 0.1 derisimde glukoz içeren ortamda 

ise 0.040 U/ml olarak bulunmustur. Spesifik aktiviteler incelendiginde ise protein 

derisimlerinden gelen farklilik nedeniyle % 1 ve % 0.5 derisimlerinde glukoz ilavesinin 

lipaz üretimine olumlu etki yaptigi görülmüstür.  

 

Bu sonuçlar isiginda lipaz aktiviteleri temel alinmis ve ortama glukoz ilavesinin lipaz 

üretimini olumsuz etkiledigi belirlenmistir.  
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5.2.1.4 Bazi Karbon Kaynaklarinin Hücre Içi Lipaz Aktivitesine Etkisi 

 

Lipaz üretmek üzere kaynak olarak kullanilacak mikroorganizmanin ürettigi enzimi hücre 

disina salgilayabilmesi, elde edilen enzimin ticari kullaniminda büyük önem tasimaktadir. 

Üretilen enzimin hücre içerisinde tutulmasi ile enzim eldesi için yapilmasi gereken islem 

sayisi artacak ve elde edilen enzim miktari ile hücre içerisindeki proteinlerin çok sayida ve 

çesitli olmasindan dolayi enzimin safligi düsük olacaktir. Çalismada kullanilan Bacillus sp. 

türü mikroorganizmanin ürettigi lipaz enzimini hücre içerisinde tutma kapasitesini 

belirlemek amaciyla hücre içerigi elde edilmis ve lipaz enzimi miktarlari belirlenmistir. 

Kullanilan bazi substratlar için hücre içi lipaz aktiviteleri incelendiginde, hücre içerisinde 

tutulan lipaz aktivitelerinin hücre disina salgilanan enzime oranla çok düsük seviyelerde 

kaldigi görülmüstür. Genellikle hücre disi lipaz aktiviteleri düsük bulunan substratlarin 

kullanildigi ortamlarda, hücre içi lipaz aktiviteleri aktiviteleri yüksek bulunmustur. Bunun 

yaninda yüksek hücre disi lipaz aktiviteleri elde edilen susam yaglarinin kullanildigi 

ortamlarda, bir miktar lipaz enziminin hücre içerisinde tutuldugu belirlenmistir.  

 

Hücre içi lipaz aktiviteleri incelendiginde; hücre disi lipaz aktivitesi çok düsük olan % 0.5 

misir özü yagi ile en yüksek hücre içi lipaz aktivitesi (0.011 U/mg hücre) elde edilmistir.  

Bunu sirasiyla % 1 triolein (0.0084 U/mg hücre), % 1 susam yagi (1) (0.008 U/mg hücre), 

% 1 soya yagi (0.005 U/mg hücre), susam yagi (2) ve % 1 glukoz (0.0046 U/mg hücre), % 

1 susam yagi (2) (0.004 U/mg hücre), % 0.5 susam yagi (2) (0.0036 U/mg hücre), susam 

yagi (2) ve % 0.5 glukoz (0.003 U/mg hücre), % 0.5 susam yagi (1) (0.002 U/mg hücre) 

izlemektedir. Susam yagi (2) ve % 0.1 glukoz, % 0.5 soya yagi ve % 1 tribütirin içeren 

ortamlarda hücre içi lipaz aktivitesi saptanmamistir.  

 

Hücre içi lipaz aktivitelerinin belirlenmesi ile elde edilen lipaz enziminin mikroorganizma 

tarafindan hücre disina salgilandigi ve az bir miktarinin hücre içerisinde tutuldugu 

belirlenmistir. Bu sonuçlar ile yüksek aktiviteleri, maksimum aktiviteye ulasma zamaninin 

kisaldigi ve hücre disina enzim salgilanmasi yönleri ile izole edilen Bacillus sp. türü 

mikroorganizmanin lipaz kaynagi olarak endüstriyel öneme sahip oldugu  belirlenmistir. 
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5.2.1.5 Karbon Kaynaklari Etkisi Incelenen Ortamlarda Ulasilan Hücre Derisimleri 

 

Yüksek lipaz üretimi sonuçlanan ortamlarda genel olarak hücre çogalmasinin da fazla 

oldugu görülmektedir. Ancak düsük lipaz aktivitesi olan ortamlarda yüksek hücre 

derisimleri de görülmüstür. Bitkisel yaglar içerisinde en yüksek hücre derisimine 

aktivitesiyle paralel olarak % 1 derisimde susam yagi (2) kullanildiginda (2.489 g/L), en 

düsük hücre derisimine ise % 0.5 derisimde zeytin yagi kullanildiginda (0.369 g/L) 

ulasilmistir. 

 

Yag asitleri ve yag asidi esterleri içeren ortamlarda, bitkisel yaglara göre daha düsük hücre 

derisimlerine ulasilmistir. Yag asitleri içerisinde en yüksek hücre derisimine % 1 derisimde 

oleik asit kullanildiginda (2.489 g/L), en düsük hücre derisimine ise % 0.5 derisimde asetik 

asit kullanildiginda (0.050 g/L) ulasilmistir. Yag asidi esterleri içerisinde en yüksek hücre 

derisimine triolein kullanildiginda (2.587 g/L), en düsük hücre derisimine ise triasetin 

kullanildiginda (0.088 g/L) ulasilmistir. Yag asitleri içerisinde oleik asit ve onun esteri 

triolein kullanildiginda en yüksek hücre derisimlerine ulasilmasi ilgi çekicidir. 18 karbonlu 

ve yapisinda tek çift bag tasiyan bu bilesiklerin hücre çogalmasini indükleyici etkisi 

olabilecegi düsünülmektedir. Glukoz içeren ortamlarda ise lipaz aktivitelerine paralel 

olarak hücre derisimleri degismektedir.    

 

5.2.2 pH Etkisi 

 

Lipaz üretiminine önemli etkisi bulunan faktörlerden biri olan pH etkisi 6, 7, 7.5, 8, 8.5 ve 

9 degerleri için incelenmistir. 

 

Lipaz aktivitesi bakimindan en yüksek degerlere pH=7.5 için (0.201 U/ml) ulasilmistir. 

Daha sonra pH=7 oldugunda (0.087 U/ml), pH=8 oldugunda (0.046 U/ml), pH=6 

oldugunda (0.030 U/ml), pH=8.5 oldugunda (0.027 U/ml), pH=9 oldugunda (0.024 U/ml) 

olarak bulunmustur. Maksimum aktiviteye ulasilan zamanlar bakimindan degerlendirilirse, 

pH=6 ve 9’da 54 saatte, diger pH degerleri için 48 saatte ulasilmistir. Burada lipaz üretimi 

için optimal deger olan pH=7.5’den uzaklasildikça aktivite degerlerindeki düsüs ile beraber 

maksimum lipaz aktivitesine ulasma zamani da uzamaktadir. Deney sonunda pH degerleri 

ölçüldügünde tüm ortamlarda pH'in 8.5’e yaklastigi görülmektedir. Buradan 

mikroorganizmanin çogalmasi için optimal degerin 8.5 olabilecegi düsünülebilir. Hücre 
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derisimleri sonuçlari içerisinde pH=8.5 degerinde görülen artis bu düsünceyi 

desteklemektedir. 

 

Protein derisimleri bakimindan, en yüksek protein miktarina pH=7.5 için (0.356 mg/ml) 

ulasilmistir. Daha sonra pH=9 oldugunda 0.321 mg/ml, pH=8 oldugunda 0.282 mg/ml, 

pH=6 oldugunda 0.279 mg/ml, pH=8.5 oldugunda 0.248 mg/ml, pH=7 oldugunda 0.204 

mg/ml olarak bulunmustur. Protein miktarlari lipaz aktiviteleri ile paralellik içerisindedir. 

Buna bagli olarak spesifik lipaz aktivitelerinde pH=6 ve 9 degerlerinde yükselme disinda 

lipaz aktivitesine benzer sonuçlar elde edilmistir. 

 

5.2.3 Sicaklik Etkisi 

 

Lipaz üretimininde önemli parametrelerden biri olan sicaklik etkisi; 37, 40, 45 ve 50 °C 

degerleri için incelenmistir. 

 

Lipaz aktivitesi bakimindan en yüksek degerlere t=45 °C ortam sicakliginda ulasilmistir 

(% 100). Daha sonra t=40 °C oldugunda bagil olarak % 33.7, t=37 °C oldugunda % 19.1, 

t=50 °C oldugunda % 10.1 bagil lipaz aktivitesine ulasilmistir. Maksimum aktiviteye 

ulasilan zamanlar bakimindan degerlendirilirse, t=45 °C ortam sicakliginda maksimum 

lipaz aktivitesine ulasilan zaman 24, diger sicakliklarda ise 48 saattir. 

 

Çesitli sicakliklarda hücre derisimleri incelenirse en yüksek hücre derisimine 40 °C’de 

ulasildigi görülmüstür (1.111 g/L). Sicaklik 50 °C’ ye çikarildiginda hücre çogalmasinin 

çok düsük seviyelere indigi görülmüstür (0.118 g/L).  

 

Sonuç olarak Bacillus sp. türünde mikroorganizmanin çogalmasi için optimum sicakligin 

40 °C, lipaz üretimi için en uygun sicakligin ise 45 °C oldugu görülmüstür.  45 °C’de kisa 

zamanda (24 h) yüksek lipaz aktivitelerine ulasabilme yetenegi ile Bacillus sp. türü 

mikroorganizmanin lipaz kaynagi olarak endüstriyel açidan önem tasidigi belirlenmistir.    

 

5.2.4 Azot Kaynaklari Etkisi 

 

Azot kaynaklarinin etkisini incelemek amaciyla, öncelikle daha önceki tüm deneyler 

boyunca azot kaynagi olarak kullanilan pepton ve maya özütünün farkli derisimlerinin 
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etkisi incelenmistir. Bunlara ek olarak üre, jelatin; dogal kaynak olarak misir unu, soya unu 

ve iki ayri çesit bugday ununun lipaz üretimine etkisi incelenmistir. 

 

Lipaz aktivitesi bakimindan en yüksek degerlere % 1 pepton ve % 1 maya özütü kullanilan 

ortamda ulasilmistir (% 117.5). Diger tüm ortamlarda lipaz aktivitesi kontrol grubuna (% 

0.5 pepton ve % 0.3 maya özütü) göre düsük lipaz aktiviteleri elde edilmistir. Pepton ve 

maya özütü kullanimi karsilastirildiginda, lipaz üretimini maya özütü kullaniminin daha 

fazla indükledigi (% 86.4), ancak lipaz üretimi için en uygun azot kaynaklarinin pepton ve 

maya özütünün beraber kullanimi oldugu belirlenmistir. Enzimin ticari kullanimi 

hedeflendigi için kontrol grubu azot kaynaklari derisimi ile çalismaya devam edilmesine 

karar verilmistir. Dogal kaynaklar ile organik azot kaynaklari kullanimi kiyaslanirsa 

bitkisel unlar lipaz üretimini daha fazla indüklemistir. Lipaz üretiminin en düsük seviyede 

oldugu ortam ise jelatin içeren ortamdir (% 18.9).  

  

5.2.5 Metal Iyonlari Etkisi 

 

Lipaz üretimine etkileyen faktörlerden biri olan iyonlarinin etkisi iki ayri derisim için 

incelenmistir. 1 mM ve 10 mM derisimlerinde  NaCl, Na2SO4, KCl, K2SO4, MgCl2, 

MgSO4, FeCl3, CaCl2, ZnCl2, LiCl ve CuSO4 içeren lipaz üretim ortamlari hazirlanarak, 

katkisiz ortamdaki lipaz aktiviteleri % 100 kabul edilmis ve metal iyonlarinin etkisi bagil 

olarak incelenmistir. 

 

Ortama ilave edilen iyon miktarlari bakimindan, 1 mM iyon derisiminin, 10 mM 

derisimden daha yüksek  lipaz aktiviteleri ile sonuçlandigi belirlenmistir. Tüm ortamlarda 

iyon derisiminin 10 kat artmasi ile hücre çogalmasinin olumsuz etkilendigi görülmüs ve 

lipaz üretiminin az miktarlardaki hücre derisimlerine bagli olarak 10 mM derisimlerde 

düsük oldugu belirlenmistir. Yüksek lipaz aktivitesine ulasilan ortamlarda, yüksek hücre 

derisimlerine ulasilmasi ile bu düsünce desteklenmektedir.  

 

Ortamlarda bulunan (SO4)-2 ve Cl- iyonlari açisindan degerlendirme yapilacak olursa; 

(SO4)-2 iyonlarinin Cl- iyonlarina oranla olumlu etkisi oldugu görülmüs, Cl- iyonlarinin 

lipaz üretimini baskilayici yönde etkisi olabilecegi düsünülmektedir. 
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1 mM iyon derisimleri baz alinarak degerlendirme yapilacak olursa; CaCl2 (% 39.4) ve 

CuSO4 (% 10.9) içeren ortamlarda lipaz üretiminin inhibe oldugu, bunlarin disindaki 

iyonlarin varliginda ise lipaz üretiminin stimüle oldugu belirlenmistir. Derisim 10 mM’a 

çikarildiginda FeCl3 (% 47.1), MgCl2 (% 32.3), MgSO4 (% 30.0), CaCl2 (% 11.8), CuSO4 

içeren ortamlarda lipaz aktivitesinde inhibisyon görülmektedir.  

 

Sonuçlar degerlendirildiginde Bacillus sp. türü mikroorganizmanin, ortamda bulunan metal 

iyonlarini kendi çogalmasi ve lipaz üretimini arttirmasi bakimindan verimli sekilde 

kullanabildigi sonucuna ulasilmistir. 

 

5.2.6 Optimal Kosullarda Lipaz Üretimi 

 

En yüksek lipaz aktivitesine ulasilan lipaz üretim ortaminda, (pH=7.5, T=45 °C, karbon 

kaynagi olarak % 1 derisimde susam yagi (2), azot kaynagi olarak % 0.5 pepton ve % 0.3 

maya özütü, 1mM K2SO4 içeren ortam) yapilan üretim sonucunda; 

 

Hücre içerisinde ve disinda, zamana bagli olarak lipaz aktivitesindeki degisimler ve 

ulasilan degerler spektrofotometrik ve titrimetrik yöntemlerle tayin edilmis ve lipaz 

aktivitelerinde zamana bagli olarak degisimler açisindan iki farkli yöntemle elde edilen 

sonuçlar arasindaki paralellik ortaya koyulmustur.  

 

Yapilan proteaz aktivitesi analizi ile, mikroorganizmanin ürettigi tüm proteaz enzimini 

hücre disina salgiladigi ve 48. saatte proteaz aktivitesinin maksimum degerde oldugu 

belirlenmistir. Ayni saatte görülen lipaz aktivitesinde ve protein miktarindaki düsüsün 

nedeni, artan proteaz aktivitesi etkisi ile ortamda bulunan lipaz enziminin parçalanmasi 

olarak belirlenmistir. 

 

Zaman içerisinde hücre derisimi ölçümleri ile mikroorganizma çogalma egrisi belirlenmis 

ve 40. saate kadar mikroorganizmanin çogaldigi, 48. saatten itibaren ise artan enzim 

aktiviteleri ile olusan metabolik atiklara bagli olarak hücre çogalmasinda azalma oldugu 

görülmüstür.  
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5.3 Lipazin Üretim Ortamindan Ayrilmasi ve Saflastirmasi 

 

Lipaz enzimi saflastirilmasi üç basamakta gerçeklestirilmistir. Öncelikle hücreler ortamdan 

ayrilmistir. Bu basamakta spesifik lipaz aktivitesi 100.2 U/mg’dir. Ikinci basamakta 

ultrafiltrasyon yapilmis ve 5 kDa’dan küçük molekül agirligindaki proteinler ortamdan 

uzaklastirilmistir. Bu basamakta spesifik lipaz aktivitesi 86.6 U/mg’dir. Iki basamak 

arasinda görülen spesifik aktivitedeki düsüsün nedeni zamanla azalan lipaz aktivitesi ve 

ultrafiltrasyon sonrasi protein miktarindaki derisme olarak düsünülmektedir.  Saflastirma 

için yapilan son islem anyon degistirici kromatografidir. Kromatografi sonrasi elde edilen 

ürün çok düsük protein derisimleri sebebiyle yüksek spesifik aktiviteye sahiptir (1333 

U/mg).  

 

SDS-PAGE sonuçlari incelendiginde, lipaz enziminin bulunmasi beklenen 6 numarali 

kuyucukta 40 kDa molekül agirliginda iki bant, 45 kDa molekül agirliginda tek bir bant  ve 

20 kDa molekül agirliginda bir bant görülmektedir. Lipaz aktivitesi bulunmayan diger 

kuyucuklar ile kiyaslandiginda, sadece 6 numarali kuyucukta bulunan yaklasik 40 kDa 

molekül agirligindaki iki bantin lipaz enzimine ait oldugu düsünülmüstür. SDS-PAGE 

sonuçlarina göre enzimin kismi olarak saflastirildigi belirlenmistir.  

 

Enzimin safligini arttirmak üzere izoelektrik noktalarina göre ayirima ek olarak molekül 

agirliklarina göre ayirim yapilan yöntemler de kullanilarak saf lipaz elde edilebilir. 

  

5.4 Saflastirilmis Lipazin Deterjan Katki Maddeleri ile Kullanim Potansiyeli 

 

Kismi olarak saflastirilmis lipaz, % 1 derisiminde deterjan katkilari ile (proteaz, Tween 20, 

Tween 80, Triton X-100, EDTA ve SDS) N=100 rpm, T= 45 °C kosullarinda bir saat 

süresince inkübe edilmis ve bir saat sonunda korunan lipaz aktivitesi bagil olarak 

belirlenmistir. 

 

Sonuçlar incelendiginde, enzimin EDTA varliginda tamamen inhibe oldugu görülmüstür. 

SDS içeren ortamda enzim aktivitesini büyük ölçüde kaybetmektedir (% 75). Tween 20 ve 

80 içeren ortamlarda lipaz aktivitesinin yarisi, proteaz ve Triton X-100 içeren ortamlarda 

ise lipaz aktivitesinin % 75’i korunmustur. Elde edilen sonuçlar ile lipaz enzimi 

aktivitesinin deterjan katkilarini büyük ölçüde tolere edebildigi belirlenmistir.  
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Lipaz üretiminde önemli olan parametrelerin incelenmesi literatürde ulasilan bilgiler ile 

kiyaslanirsa; 

 

Literatürde karbon kaynagi olarak bitkisel yaglarin kullanimi ile yüksek lipaz aktivitelerine 

ulasilan çalismalar yer almaktadir (Lee vd. 2001, Kumar vd. 2005, Kambourova vd. 2003). 

Bu yüksek lisans çalismasinda da bitkisel yag kullanimi ile yag asitleri ve yag asidi 

esterleri ile ulasilandan daha yüksek lipaz aktivitelerine ulasilmistir. Literatürde 

rastlanmayan ancak ülkemizde ticari olarak kullanilan susam yagi ile en yüksek lipaz 

aktivitelerine ulasilmistir. Literatürde karbon kaynagi olarak bitkisel yaglarin kullanimi ile 

ilgili bilgiler, kaynaklarinin birbirleri ile karsilastirilmasi ile sinirlidir. Bu çalismada lipaz 

üretimi için en uygun karbon kaynaginin seçilmesinin yani sira, yaglarin derisimlerindeki 

degisimler ile lipaz üretiminin farkli derecelerde indüklenebildigi belirlenmistir. 

Literatürde karbon kaynagi olarak yag asidi esterleri kullanimi ile lipaz üretiminin 

indüklendigi çalismalar yer almaktadir (Dharmsthiti vd. 1999, Kim vd. 2002, Nawani vd. 

2000). Çalismamizda da yag asidi esterleri kullanimi ile lipaz üretiminin indüklendigi 

belirlenmistir. Karbon kaynaklari etkisi parametresi içerisinde bitkisel yaglara ve yag asidi 

esterlerine ek olarak literatürde yer almayan, ancak lipaz üretimini indükleyebilecegini 

düsündügümüz yag asitlerinin etkisi incelenmistir. Sonuçlar incelendiginde yag asitlerinin, 

yag asidi esterlerine göre daha düsük seviyede olsa da lipaz üretimini indükledigi 

belirlenmistir. 

 

Bu yüksek lisans çalismasi, Bacillus sp.’den lipaz üretiminde ülkemize özgü bitkisel 

yaglarin kullanimi, yag derisiminin lipaz üretiminin indüklenmesi bakimindan çok etkili 

oldugunun belirlenmesi ve yag asitlerinin de lipaz üretiminde kaynak olarak 

kullanilabileceginin gösterilmesi bakimindan da önem tasimaktadir.  
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EK 1.     DENEYSEL ÇALISMALARDA KULLANILAN KIMYASAL VE     

BIYOKIMYASAL MADDELER 

 

 

Kimyasal/Biyokimyasal Firma Katalog No 
Agar Scharlau 07.004 

Akrilamid BioRad 161-0148 

Ammonium Persulfate BioRad 161-0700 

Asetik Asit Merck 1.00056 

Aseton Merck 1.00013 

Bakir Sülfat AppliChem A3880 

BSA Sigma A9647 

Coomassie Blue Sigma B0770 

Çinko Klorür Merck 1.08816 

Demir (III) Klorür Merck 1.03943 

EDTA Sigma E9884 

Etanol Merck 1.11727 

Fosforik Asit Merck 1.00573 

Gliserol Sigma G5516 

Glukoz Merck 1.04074 

Hidroklorik Asit Merck 1.00314 

Jelatin Sigma G9391 

Kalsiyum Klorür AppliChem A4689 

Kazein Sigma C5890 

Linoleik Asit Sigma SL1376 

Lityum Klorür Merck 1.05679 

Magnezyum Klorür Fluka 63065 

Magnezyum Sülfat Merck 1.05886 

Maya Özütü Scharlau 07-079 

NücleoSpin Tissue  Macherey-Nagel 740952.50 

Oleik Asit Sigma O1630 

Palmitik Asit Sigma P5585 

Pepton Fluka 70171 
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Potasyum Klorür Scharlau PO0200 

Potasyum Sülfat Merck 1.05153 

Proteaz Sigma P5380 

P-Nitro Fenil Palmitat Sigma N2752 

SDS BioRad 161-0302 

Silver Stain Kit 

(ProteoSilver) 
Sigma 025K6146 

Sodyum Fosfat Mono Bazik Sigma S0751 

Sodyum Fosfat Dibazik 

Dodeka Hidrat 
Fluka 71649 

Sodyum Hidroksit Scharlau SO0420 

Sodyum Karbonat Scharlau SO0116 

Sodyum Klorür AppliChem A2942 

Sodyum Sülfat Merck 1.06643 

Sodyum Tetra Borat Sigma S6940 

Stearik Asit Sigma 17,536-6 

TCA Merck 1.00810 

Temed BioRad 161-0801 

Triasetin Sigma S5376 

Tribütirin Sigma T8626 

Trioktanoat Sigma T9126 

Triolein Sigma T7752 

Tripalmitin Sigma ST5888 

Tristearin Sigma T5016 

Trisma Base Sigma T6066 

Triton X-100 Sigma T8787 

Tween 20 Applichem A4974 

Tween 80 Merck 8.22187 

Üre Merck 1.08488 
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EK 2.      POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONUNUN BILESENLERI  

 

 

Bilesenler Kullanilan  Miktarlar 

Distile Su 36.7 µl 

10x PCR Tamponu 5 µl 

dNTP Karisimi 1 µl 

Primer Karisimi 1 µl 

MgCl2 3 µl 

Taq DNA Polimeraz 0.3 µl 

DNA Kalip 2 µl 

Toplam Miktar 50 µl 
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EK 3.      p-NITROFENIL (PNF) KALIBRASYON GRAFIGI 
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EK 4.     SPEKTROFOTOMETRIK AKTIVITE ÖRNEK HESABI 

 

 

Bir ünite enzim (U), 1 dakikada 1 µmol PNF üretimi için gerekli olan enzim miktari olarak 

tanimlanmistir.  

 

 

Lambert Beer Kanunu: 

 

A=e bC 

e= 13290 L/mol cm (EK 2) 

b= 1 cm 

Aktivite tayininde kullanilan enzim hacmi: 1 ml 

VT (Toplam Hacim) = 4 ml 

? t=5 dk 

 

? A/? t=13290 L/(mol cm) * 1cm * (1 mol/106 µmol) * (103 ml/1L) (1/VT ml)  

? A/5=13290/103 * 4 µmol 

0.06* ? A=µmol/dk 

0.06* ? A=U 
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EK 5.     TITRIMETRIK AKTIVITE ÖRNEK HESABI 

 

Bir ünite enzim (U), zeytinyagindan dakikada 1 mikroesdeger yag asiti hidrolizleyen (açiga 

çikaran) enzim miktari olarak tanimlanmistir.  

 

U/ml enzim = (Örnek için harcanan ml NaOH- Kör için harcanan ml NaOH) * [NaOH] * 

1000 * 1 * 1 / (ml enzim) * 30 dk 

 

 

U/ml enzim = (Örnek için harcanan ml NaOH- Kör için harcanan ml NaOH)* 0.1 * 1000 * 

1 * 1 / (0.1 ml enzim) * 30 dk 

 

U/ml enzim = (Örnek için harcanan ml NaOH- Kör için harcanan ml NaOH) * 33.3   
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EK 6.     PROTEAZ KALIBRASYON GRAFIGI 
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EK 7.     PROTEAZ AKTIVITESI ÖRNEK HESABI 

 

 

Bir ünite enzim (U) dakikada 4 nmol tirozin açiga çikaran enzim miktari olarak 

tanimlanmistir.  

 

U/ml enzim= (µmol/ml * F * 1000nmol) /( 4 * 20 dk * 1µmol) 

 

F= Seyrelme Faktörü 

F=1 

 

U/ml enzim = (A / 0,7705 µmol  /(1 ml enzim) * F * 1000nmol) / (4 * 20 dk * 1µmol) 

 

U/ml enzim= A * 16.22 
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EK 8.     KURU HÜCRE KALIBRASYON GRAFIGI 
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EK 9.     PROTEIN (BSA) KALIBRASYON GRAFIGI 
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EK 10.     16S rRNA ANALIZLERI 
 
 
PCR Optimizasyonu:   
 

 
 
 
 
DNA Sekans Analiz Sonuçlari: 
 
F1 
 
AGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGATATGCGTAGAGATGTGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG
CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGT 
 
F2 
 
CAGATGGGAGCTTGCTCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGAT
GGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTA
CAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC
AACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA
AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGC
TCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGT
ACCTAAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
ACGTGGCAAGCGTCGTCCGGAAT 
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EK 11.     BITKISEL YAGLARIN YAG ASITLERI ANALIZI   

 
Esterlestirme Metodu:  
Anonymus, 1987. Standart Methods for Analisis of Oils, Fats and Derivates, International Union of Pure and Applied Chemistry,7 th edt., 
Blackwell Scientific Publications, IUPAC Method 2.301.  
 
Gaz Kromatografisi    :   ThermoQuest 2000 
Dedektör                     :   FID 
Kolon                          :   Fused Silica Kapillar Kolon Teknoroma TRB-WaxOmega (30mX0.25mm I.D. ve 0.25 µ film kalinligi) 
Tasiyici Gaz                :   He, 80 kPa 
Split Orani                   :   1:85  
Enjeksiyon Blogu        :   250 °C 
Kolon                           :   205 °C 
Dedektör                      :   250 °C 
 
 

 
 

 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C20:1 C22:0 
 
Susam yagi (1) 7.163 0.130 3.733 31.716 55.733 0.065 0.333 0.209 0.918 
 
Susam yagi (2)  5.959 0.108 3.632 35.995 53.032 0.115 0.297 0.189 0.673 
 
Ayçiçek yagi 6.024 0.086 3.388 26.157 63.335 0.075 0.143 0.128 0.663 
 
Soya yagi 13.798 0.136 3.396 25.059 51.208 5.623 0.313 0.248 0.219 
 
Misirözü yagi  12.199 0.172 1.822 27.679 56.777 0.859 0.296 0.194 - 
 
Zeytin yagi 12.312 0.815 2.698 73.383 9.207 0.638 0.454 0.325 0.168 
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