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OZET

PAPATYADAN (Matricaria chamomilla L.) LIPAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI VE KINETIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

SARI, Burcak
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Kimya Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Bahar SOKMEN
Mayis 2017, 106 sayfa

Bu calismada, iilkemizde Giresun ili ve cevresinde bol miktarda yetisen
papatyadan (Matricaria chamomilla L.) lipaz enzimi ilk defa saflastirildi ve kinetik

ozellikleri incelendi.

Petrol eteri ile yagi uzaklastirilmis papatya bitkisi 0.06 M fosfat tamponu
(pH=7,0) ile homojenize edildi. Lipaz esteraz aktivitesi gosteren homojenizatin
%70’lik (NH4)2SO4 kesiti elde edildi. Dializden sonra bu kesit DEAE-seluloz
kolonlara uygulanarak lipaz enzimi 26 kez saflastirildi. Saflastirma islemlerinde
protein miktari Lowry ve Ego/Ezeo Warburg yontemlerine gore, lipaz esteraz

aktivitesi ise Erlanson yontemine gore tayin edildi.

SDS-PAGE elektroforezi sonucunda saflastirilan enzimin molekiil agirliginin

30 kDa oldugu bulundu.

Optimum pH ve sicaklik degerleri, pH ve sicaklik stabiliteleri, optimum
reaksiyon siresi, optimum reaksiyon suresinin tayini, uygun enzim ve substrat
konsantrasyonu belirlendi. Papatyadan saflastirilan lipazin optimum pH’smin 12,

optimum sicakliginin 50°C oldugu bulundu.



Enzimin ¢esitli substratlara karsi ilgisi incelendiginde, lipazin ilgisinin en ¢ok
p-nitrofenil palmitatta oldugu ve bu substrata kars1t Km ve Vmax degerlerinin sirasiyla

0,2899 mM ve 144,93 Unite oldugu saptandh.

Anahtar Kelimeler: Papatya (Matricaria chamomilla L.), Lipaz, Saflastirma,

Karakterizasyon.



ABSTRACT

LIPASE PURIFICATION FROM THE CHAMOMILE (Matricaria chamomilla L.)
AND ITS INVESTIGATION OF SOME KINETIC PROPERTIES

BURCAK, Burgak
University of Giresun
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Chemistry, Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bahar SOKMEN
May 2017, 106 pages

In this study, lipase was firstly purified from chamomile (Matricaria
chamomilla L.) being abundant in Giresun (Turkey) and surroundings and the kinetic

properties of the enzyme were investigated.

Chamomile, being fat-free with petroleum ether extraction, were
homogenized with 0.06 M sodium phosphate buffer (pH=7.0) 70% of (NH4).SO4
fraction of lipase esterase activity homogenate was obtained. After dialysis, this
fraction was applied respectively to hydroxyapatite and DEAE-cellulose columns,
and lipase was purified 26 times. In the purification process, the protein content was
determined by using Lowry and Ezso/Ezs0 Warburg methods, and lipase esterase

activtiy was assayed with Erlanson’s method.

The purified enzyme, which showed SDS-PAGE, had a molecular weight of
30 kDa.

The optimum pH and temperature values, pH and temperature stabilities,
optimum reaction time, appropriate concentrations of the enzyme and substrate were
investigated. It was also found that the lipase purified from chamomile had an

optimum pH value of 12 and an optimum temperature of 50°C.



When the high affinity of the enzyme agains different substrates was
examined, the highest value was obtained with p-nitrophenyl palmitate, with

respectively Km and Vmax values being 0.2899 mM and 144.93 Units.

Key Words: Chamomile (Matricaria chamomilla L.), Lipase, Purification,

Characterization.
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1.GIRIS

Enzimler karbon, oksijen, hidrojen, azot ve kukirtten meydana gelen,
kimyasal tepkimelerde katalizor olarak rol oynayan protein yapisindaki
molekdllerdir. Hucre igerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizint ve
ozgiilligint enzimin kendisi degisiklige ugramadan diizenlemektedir. Katalitik RNA
molekdllerinin  (ribozimler) kicuk bir grubu hari¢, bltin enzimler protein

yapisindadirlar. Enzimler, proteinlerin en biiylik ve en ¢ok 6zellesmis grubunu teskil
ederler (1,2).

Metabolik reaksiyonlarin biiylik bir kismi1 enzimler tarafindan kontrol edilip
hizlandirilirlar. Reaksiyonun baslangic asamasinda enzimin etki ettigi madde
substrat olarak adlandirilirken, reaksiyon sonucu miktarinda artis goriilen ve agiga
¢ikan madde ise {iriin olarak adlandirilirlar. Enzim substratin dis yiizeyinden itibaren
etki etmeye baslar, seklini bozar ve iiriinii agiga ¢ikarir. Uriin aciga ¢iktiktan sonra

enzim bagka bir substrat molekiiliine ayn1 islemi yapmak i¢in hazirlanir (3).

Enzimler dogal ortamlar1 disinda yeterli kosullar saglandiginda dis ortamlarda
da etkilerini gosterebilir ve bundan dolayr pek ¢ok alanda enzimlerden
faydalanilmaktadir. Bu nedenle enzimlerin yer aldiklart dokularin veya hiicre
kisimlarinin belirlenmesi, biyokimyasal reaksiyon islevlerinin ortaya ¢ikarilmasi, etki
mekanizmalarimin ve kinetik 06zelliklerinin tiim ayrintilariyla incelenmesi ve
enzimlerin saflastirilarak elde edilmesi biiylik 6nem arz etmektedir. Enzimler; gida,
deterjan, ecza(saglik), tekstil, kagit, deri ve kozmetik gibi bir¢ok endiistriyel alanda
kullanilmaktadir. Cesitli uygulamalarda giderek daha biiylik 6nem kazanan enzimler
ticari olarak tiretilmektedir. 2000 yilinda, enzimlerin endiistriyel pazardaki degerinin
yaklasik 1,5 milyar dolar oldugu bilinmektedir. Endiistriyel enzim pazarinda en
6nemli yeri, proteaz, lipaz, amilaz ve esteraz gibi hidrolitik enzimler tutmaktadir.
Enzim kullanilan siire¢lere olan ilginin artmasinin nedenleri arasinda, enzimatik
reaksiyonlarin  yiiksek 0Ozgilliigi ve kullanilan 1limli reaksiyon kosullar

sayilmaktadir (1,2).



Lipazlar (triagilgliserol agilhidrolazlar, E.C. 3.1.1.3), yag-su ara yiizeyinde
triacilgliserollerin hidrolizini katalizleyerek di- ve monoagilgliserollere ve gliserole

dontistiirme (4,5), susuz ortamda ise ester baglarini sentezleme 6zelligine sahiptirler

(6).

Lipazlar (E.C.3.1.1.3; trigliserol acilhidrolazlar), triagilgliserollerin serbest
yag asitlerine ve gliserole hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Endiistride ve
bilimsel caligmalarda; hidroliz, esterlesme, transesterlesme, peptid sentezi gibi
reaksiyonlart ve bolge secgimli, sterecose¢imli mekanizmalari katalizlemekte

kullanilirlar (7,8).

Hidroliz, ¢esitli  esterlesme  reaksiyonlari, lipid sentezleri  (9),
biyotransformasyon, organik sentezler gibi ¢esitli reaksiyonlar1 katalizleyen ve yag
kimyasi, deterjanlar, mandiracilik gibi endiistri alanlarinda ¢ok fazla kullanilan lipaz
enzimi; insan ve diger memelilerin pankreas ve bagirsaklarindan, mantarlardan (10-
12), mikroorganizmalardan (mantar ve bakteriyel), hayvansal ve bitkisel
kaynaklardan farkli metodlarla elde edilmis ve saflastirmiglardir (4,13-15).
Lipazlarin biyoteknoloji alaninda yaygin uygulama alanlari bulunmaktadir (16).
Giinliik endiistriyel iiretimlerde, yag isleminde, ylizey aktif maddelerin iiretiminde,
ila¢ endiistrisinde, deterjan katki maddelerinde, cesitli tekstil sentezlerinde ve
organik kimyada sentetik reaksiyonlarin biyokatalizorleri olarak lipazlar
kullanilmaktadir (17).

Deneysel sartlar altinda, reaksiyon karisimindaki suyun miktart yoniini
belirleyecektir. Su yoklugunda veya eser miktarda su varliginda transesterifikasyon
tercith edilir; asir1 miktarda su varliginda ise hidroliz gerceklesmektedir. Kisa bir
zaman Once lipazlarin {i¢ boyutlu yapilarinin aydinlatilmasiyla essiz yapi-fonksiyon
iliskileri belirlenmistir. Bdylelikle bitki, hayvan ve mikrobiyal lipaz Gretimi 6nem

kazanmistir (18).

Lipazlar, bircok tepkimeyi katalizleyebilme becerileri ile endistride deterjan,
gida, deri, kagit, kozmetik ve farmasotik alanlarda yaygin kullanima sahiptirler.

Hidrolitik lipazlarin baglica ticari kullanim alani deterjanlardir. Toplam lipaz



kullaniminin %32’si deterjan endiistrisinde ger¢ceklesmektedir (7,8). Lipaz kullanim
alanlarina siit tirtinleri, unlu mamiiller, icecekler, yiyecek soslari, et ve balik iirtinleri,
yaglar, kimyasallar ve temizlik iirlinlerinde ilave edilmelidir (19). Lipazlar, hidrolitik
enzimler arasinda en genis kullanim alanina sahip enzimlerdir (20). Lipazlar
kullandiklar1 substratlarin ¢esitliligi ve ekstrem kosullarda (sicaklik, pH, organik
coziiciller gibi ortamlarda) kararli yapilarini koruyabilme sebeplerinden dolay1

onemli biyokatalizorler arasinda bulunurlar (21,22).

Bitkisel yagli tohumlardan lipaz izolasyonu ve saflastirilmasi iizerine yapilan
aragtirmalar incelenerek calismalar yapilmistir (23,24). Papatya bitkisi igeriginde,
proteinler ve yaglar gibi 6nemli besin bilesenleri bulunmaktadir. Bitkisel yagli bir
tohum olan papatya bitkisi protein kapsaminda lipazlarin bulunabilecegi

distiniilmektedir.

Lipazlar bircok bitkisel, hayvansal ve 0zellikle mikroorganizmalardan
saflastirilmasina ragmen, bugiine kadar papatya bitkisinden saflastirilmamistir. Bu
nedenle bu calismada, Giresun'da yetisen papatya bitkisinden (Matricaria
chamomilla L.) lipaz enzimi ilk defa saflastirilmis ve biyokimyasal Ozellikleri
lizerine arastirmalar yapilmistir. Bu amagcla papatyadan lipaz enzimi izole edildikten
sonra cesitli yontemlerle saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin substrat spesifitesi,
optimum reaksiyon siiresi, optimum sicaklik, optimum pH’1, termal kararlilig1, enzim
konsantrasyonunun esteraz aktivitesine etkisi, substrat konsantrasyonunun esteraz

aktivitesine etkisi ile Km ve Vmax degerleri tayin edilmistir.

1.1. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler, canli organizmada kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran, hi¢bir yan
irlin olusturmayan, %100’liikk bir verim saglayan biyolojik katalizdrler olup;
proteinlerin en biiyiik 6zellesmis grubunu olusturmaktadirlar (25). Hucre igerisinde

iretilmesine ragmen bircogu hiicre disinda da aktivitelerine devam edebilirler

(26,27).



Enzimler protein yapisinda olduklar1 ic¢in proteinlerin tiim 6zelliklerini
gosterirler. Enzimler biiyiik molekiillii olup yar1 gegirici zarlardan gegemezler, 1s1 ile
kolaylikla denatiire olurlar ve ortamin asit veya alkali olusuna kars1 duyarlidirlar.
0°C ile yaklasik 40°C arasinda sicaklik yiikselmesi, enzimin etki hizini arttirirken bu

sicakliklarin iizerinde denatiirasyon goriilmektedir (25,28).

Enzimlerin etki ederek tiriine doniistiirdiikleri maddelere “substrat” ad1 verilir
ve enzimin adlandirilmalar1 etki ettigi maddenin isminin sonuna -az (-ase) eki
getirilerek yapilir. Enzimlerin sifresi genler iizerinde kodlanmaktadir. Dolayisiyla

amino asit dizilimi spesifiktir (26).

Enzimlerin ii¢ boyutlu yapilart incelendiginde katalitik aktiviteden sorumlu
“aktif merkez” denilen bir bolgeye sahip oldugu goriiliir. Bu bolge enzimin sadece
%10-20’lik bir kismin1 olusturur (29). Aktif bolge substrata komplementer olan, ii¢
boyutlu bir ylizey olusturan aminoasit yan zincirleri icerir ve substrati baglayarak bir
enzim-substrat (ES) kompleksi meydana getirir. ES, sonradan enzim ve (rlne

pargalanan enzim-urtin (EP) kompleksine doniisiir (30).

Enzimler, etkilesim iginde olduklar1 substratlarina karsi ¢esitli diizeylerde
Ozglinliik gosterir. Bir enzim, sadece tek bir substrat iizerinde etki ettiginden ve
sadece tek bir reaksiyonu katalizlediginden “mutlak spesifiklik” gosterir. Yani aktif
bolgesine yerlesebilecek tek bir tiirden substrat molekiillerine baglanabilir. Ornegin;

glukokinaz, sadece glukozun fosforillenmesinden sorumludur.

Bazi enzimler genel bir fonksiyonel gruba sahip olan bir sinif substrat iizerine
etki edebilirler. Bu durum, “grup spesifikligi” olarak tanimlanir. Ornegin; fosfatazlar,
bir fosfat fonksiyonel grubu bulundurmalarina ragmen farkli substratlarin

reaksiyonlarimi katalizlemektedirler.

Belirli tiirden kimyasal baglara karsi 6zglin olan enzimlere ise “bag
spesifikligi” olarak tanmimlanir. Esterazlar bu gruba o6rnek verilebilir. Bu grup

enzimler ester baglarina sahip molekiillerin  hidrolizini  katalizlemekten



sorumludurlar. Bazi enzimler ise “izomer spesifikligi” gosterir. (D-) ve (L-) izomer

yapilarindan sadece birinin reaksiyonunu katalizlerler (27).

Dogadaki biitiin metabolik reaksiyonlarin temelinde enzimlerin etkisi s6z
konusudur. Enzim reaksiyona girer ve degisiklige ugramadan reaksiyondan ¢ikar.
Tekrar bagka bir substrat ile aynmi reaksiyonu baslatir. Buna benzer kimyasal
katalizérler maddelerin biiyiik ¢ogunlugu ile reaksiyona girip bir¢ok reaksiyonu
katalizleyebilirler. Fakat bunlar genellikle hem 6zgiil hem de secici degildirler. Buna
ragmen enzimler oldukga spesifik reaksiyonlara katalizOr etkisi yaparlar. Bu 6zellik,
enzim molekiiliinlin seklinden kaynaklanir. Enzim substrat iligkisi basitge anahtar-

kilit uyumu ile agiklanmaktadir (Sekil 1.1).

Enzim + Sukstrat — Erzim - Substrat — Enzim + Urtin

=)= e

Erzim Madde  Enzim - Substrat Enzim Tepkime
substrat) kompleksi riinkeri

Sekil 1.1 Enzim Substrat iliskisi (13)

Enzimlerin kimyasal yapisi protein temelli olan molekiillerdir. Fakat bazi
enzimlerde, protein yapisina protein olmayan organik veya anorganik molekiillerin
baglanmasi s6z konusudur. Enzimlerin sadece proteinden olusmus ve kofaktor
icermeyen inaktif kismina apoenzim, kofaktér ve koenzim iceren katalitik aktif
kismina ise haloenzim denir. Enzimlerin aktivite gostermesini saglayan, protein
yapida olmayan, genellikle metal iyonlarindan (Fe*2,_Mn*2, Zn *2 gibi) olusan yan
gruplarina kofaktor denir. Enzimlerin aktivite gosterebilmek icin gereksinim

duyduklar1 kompleks organik molekiiller ise koenzim olarak adlandirilirlar (26).

Proteinlerin 6nemli bir sinifin1 olusturan enzimler peptid zincirleri halinde
temel yap1 tasi olarak amino asitlerden olusan 3-boyutlu bir yapiyr olusturur.
Enzimler bu 3-boyutlu tersiyer yapilar1 sayesinde, baglanacaklari ve degisime
ugratacaklar1 substrat molekiillerini segcme 06zelligini kazanmiglardir. Kuaterner

yapilara sahip birden fazla alt birimli enzimler mevcuttur. Enzimlerin kendilerine



0zgu bu 3-boyutlu yapilar1 substrat molekiiliiniin uygun sekilde baglanabilmesini

saglar.

Enzimlerin enzimlerle veya substratlarla gerceklesen etkilesimleri proteinlerin
3-boyutlu yapilarinin kazanilmasinda da gorev alir. Bu etkilesimler genel olarak

iyonik bag, Van der Waals etkilesimleri, hidrojen bag1 gibi etkilesimlerdir .

Enzimlerle katalizlenen reaksiyonlarin hizlar1 katalizlenmemis reaksiyonlara
gore genellikle 108-10' kat daha biiyuktirler (18,27). Enzimler cogunlukla fizyolojik
pH degerlerinde, 100 °C’nin altindaki sicakliklarda ve atmosferik basinglarda
biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizler (27).

Her enzimin aktivitesinin en yiiksek seviyede oldugu bir sicaklik degeri vardir.
Buna “optimum sicaklik” denir. Bu degerden yiiksek sicakliklarda enzimin yapisinda
baglarin kopmasi sonucu enzimler bozulmaya baslar. Ayn1 zamanda her enzimin en
iyi calistigt bir pH araligi “optimum pH” bulunmaktadir. Bazi maddeler ise
enzimlerin aktif bolgelerine tutunarak enzimin deformasyonunu saglayarak,
aktiviteyi azaltabilirler. Hatta tamamen durdurabilirler. Bu tiir maddelere “inhibitor”

ad1 verilir (31).

1.1.1. Enzimlerin Siniflandirilmasi

......... 1950’lerin sonuna kadar bilinen enzimlerin sayisindaki artis ¢ok hizli bir
sekilde gergeklesmistir. Bu gelismeye paralel olarak ayni enzime farkli isimler
verilmesi s6z konusu olmustur. Bu durum adlandirmada karmagiklifa neden
olmustur. Adlandirilan enzimlerin katalizledigi reaksiyonun tabiati1 hakkinda
herhangi bir bilginin mevcut olmamasi da karmasayr arttirmistir. Bu karisikligi
gidermek i¢in 1956 yilinda Uluslararast Enzim Komisyonu (International Comission
on Enzyme) kurulmustur. Enzimlerin siniflandirilmasi ve isimlendirilmesi i¢in kabul

edilen sistem 3 genel prensibi icermektedir.

Birincisi, -az (-ase) eki alarak sonlanan enzim isimleri, tek enzimler igin

kullanilir. Bu durum birden fazla sistem igeren enzimler i¢in kullanilmaz.



Ikincisi, enzimler katalizledikleri reaksiyonlar gdz oniine alinarak

smiflandirilir ve adlandirilirlar.

Uciinciisii  katalizlenen reaksiyonlarin tipine gore adlandirilir ve
simiflandirilir. Bu sistemde enzim komisyonu (E.C.) tarafindan belirlenen kod

numaralart kullanilarak enzimlerin tanimlanmasi saglanir.

Enzimin genellikle iki ismi mevcuttur. Biri sistematik (tavsiye edilen), digeri
ise (yaygin olarak kullanilan), daha kisa ve kolayca uygulanan genel ismidir. Bir
enzim, sistematik ismi ve E.C. kod numarasi ile tanimlandiktan sonra Onerilen isim
herhangi bir karigikliga sebep olmaksizin sorunsuzca kullanilabilir. Bu tir

yaklagimlar literatiirlerde yaygin olarak uygulanmaktadir (31).

1.1.2. Enzimlerin Numaralandirilmasi ve Siniflandirilmasi

......... Enzim komisyonu raporuna gore enzimler katalizledikleri reaksiyona gore 6
ana smifa ayrilir ve kod numaralart ile tanimlanirlar. E.C. 6n eki ile baslayan
numaralar noktalarla birbirinden ayrilmis 4 temel 6geyi ifade ederler.

e Ik rakam, enzimin alt: siniftan hangisine ait oldugunu belirtir.

e Ikincisi, enzimin alt sin1fin1 (Subclass) ifade eder.

e Uciincii rakam, ikinci alt grubu (Sub-Subclass),

e Dordinci rakam ise enzimin sub-subclass i¢indeki seri numarasini ifade

eder.

Omegin E.C. 3.2.1.1 fungal alfa-amilaz enziminin kod numaras: ile ifade
edilmesidir.
Bu sisteme gore ilk rakamin ifade ettigi siniflar kisaca asagidaki gibidir:

e Oksidoreduktazlar,

e Transferazlar,

e Hidrolazlar,

e Liyazlar,

e Izomerazlar,

e Ligazlar (25,32,33)



1.1.2.1.0ksidoreduktazlar

Indirgenme ve yiikseltgenme olayin1 katalizleyen enzimler sinifinda yer alirlar.
Oksidorediiktazlar ayrica dehidrojenazlar ve sitokromlar, oksidazlar, oksijenazlar
olmak {iizere alt siniflara ayrilirlar. Solunum ve fermentasyon olaylariyla ilgili

enzimler oksidorediiktaz sinifi enzimlerdir. Omegin; katalaz, laktat dehidrojenaz.

1.1.2.2.Transferazlar

Fonksiyonel gruplarin  bir molekiilden digerine transferinin oldugu
reaksiyonlar1 katalizleyen enzimler smifinda yer alirlar. Tek karbonlu gruplari,
aldehit ve keton gruplarini, ac¢il gruplarini, glikozil gruplarmi, fosfat gruplarini,
kiikiirt iceren gruplar1 aktaranlar olmak iizere farkli alt siniflara ayrilirlar. Ornegin;

kreatin Kinaz, aspartat transaminaz.

1.1.2.3.Hidrolazlar

Hidroliz reaksiyonlarini, suyun [H]" ve [OH]  iyonlar1 yardimiyla molekiillerin
yikilmasini katalizleyen enzimler simnifinda yer alirlar. Hidrolazlar, ester baglarina,
glikozil bilesiklerine, eter baglarina, peptid baglarma, diger C-N baglarina,
asetanhidrit baglarma, C-C, C-P, C-halojen, C-S, P-N, S-S baglarina etki edenler

olmak iizere alt siniflara ayrilirlar. Ornegin; lipaz, iireaz.

1.1.2.4.Liyazlar

Bir organik molekiildeki gruplarin hidrolitik veya oksidatif olmayarak
ayrilmasini katalizleyen enzimler simifinda yer alirlar. C-C, C-O, C-N gibi gruplar
arasinda ¢ift bag olusturarak substrattan bazi gruplarin ayrilmasimi katalizleyen
enzimlerdir veya tam tersi bir yolla etkinlik gdsterirler. Ornegin; piruvat

dekorboksilaz.



1.1.2.5.izomerazlar

Substratin molekiil i¢i degisikliklerini katalizleme 06zelligine sahip enzimler
smifinda yer alirlar. Rasemazlar ve epimerazlar, cis-trans izomerazlar, intramolekuler
oksidorediiktazlar, intermolekiiler transferazlar, intramolekiiler liyazlar ve diger

liyazlar olmak iizere alt simiflara ayrilirlar. Ornegin; glukoz-6-fosfat izomeraz.

1.1.2.6.Ligazlar (Sentetazlar)

Ligazlar iki molekiiliin birlesmesini katalizleyen enzimler sinifinda yer alirlar.
Bu birlesme i¢in gerekli enerji ATP (Adenozin trifosfat), ADP (Adenozin difosfat)
gibi yiksek enerjili fosfat bilesiklerinden saglanir. Ornegin; piruvat karboksilaz,
asetil CoA karboksilaz (33).

1.1.3.Enzimlerin Calismasina Etki Eden Etmenler

Enzimler biyolojik sistemlerde ¢ok diisiik miktarlarda bulunurlar. Bu nedenle
enzim proteinin miktarindan ziyade biyolojik sistemde gostermis oldugu aktiviteden

yola ¢ikarak enzimin miktar1 6l¢iiliir (27).

Bir enzim aktivitesi birimi: 25°C’de 1 pumol substrati {iriine doniistiiren enzim
miktar1 olarak kabul edilmektedir.

Ozgul (spesifik) aktivite: Miligram protein basina diisen enzim aktivitesidir. Bu
tanim daha ¢ok izole edilen enzimin safligin1 kontrol etmek amaciyla kullanilir.
Doniisiim sayis1 (Kkat): Her bir enzim molekiilii tarafindan {irine doniistiiriilen

substrat molekiillerinin sayisidir (32).

Enzim reaksiyon hizi {izerine enzim ve substrat konsantrasyonlarinin,
sicakligin, ortam pH’inin, zamanin, reaksiyon iiriinlerinin, hormonlarin, 151k vb. gibi

fiziksel faktorlerin etkisi mevcuttur (27).



1.1.3.1. Enzim Konsantrasyonu

Substratin yiiksek miktarda bulundugu bir ortamda optimal sartlarda enzimatik
bir reaksiyonun olgiilen ilk hizi (Vo), enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Belirli bir siire sonra ortamda enzimin reaksiyona girebilecegi substrat sinirl

oldugundan hiz giderek azalmaya baslar (27).

X Regksivon
Hizi Substrat
- miktari
arttirilirag

S ubstrat
miktgr
SInrll ise

Enzirn m iktarrl

Sekil 1.2 Enzim Konsantrasyonunun Reaksiyon Hizina Etkisi (27)

1.1.3.2. Substrat Konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonu ve diger biitiin sartlarin sabit oldugu bir ortamda
enzimatik tepkimenin hizi, substrat konsantrasyonunun arttirilmasiyla baslangicta
dogrusal bir artis gosterirken, substrat ilave edildik¢e ortamda reaksiyona girebilecek
enzim bulunmadigindan hiz giderek daha az artar ve belirli bir maksimum hiz (Vmax)

diizeyinde dengeye gelir ve sabitlesir (27).

& Feaksivon
Hizl

Vmax milotar

S ubstrgat miktgr

Sekil 1.3 Substrat Miktarinin Reaksiyon Hizina Etkisi (27)
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1.1.3.3. Sicakhik

Enzimatik reaksiyonlarin hiz1 sicaklik artisiyla belirli bir noktaya kadar
artarken, belirli bir sicakligin iizerine ¢ikarildiginda enzimlerin yapis1 denatiire
oldugundan etkilerini kaybederler (27,34). Her enzimin substratini en fazla
degisiklige ugrattigi belirli bir maksimum sicaklik vardir. Bu sicakliga “optimum

sicaklik” denir. In vitro enzim reaksiyonlar1 genel olarak 37-40°C’de yapilir (27).

& Tepkime izl

S0 BO a0 ST

Sekil 1.4 Sicakligin Reaksiyon Hizina Etkisi (27)
1.1.3.4. Ortam pH"1

Her enzimin aktivitesinin maksimum oldugu belirli bir pH araligi vardir. Bu

pH’ya enzimin “optimum pH'r” denir. Ornegin; iireaz pH 6-7 araliginda en yiiksek
aktiviteyi gosterir. Enzimin optimum pH’simin altinda ve lstiinde reaksiyon hizi

azdir. Enzim belirli bir pH’da tamamen yapis1 bozulur ve etkisiz kalir (27).

Enzimatik ¢alismalar istenilen pH’da sabit tutmak veya en azindan hidrojen
iyonu konsantrasyonunu elverisli duruma getirmek i¢in tampon ¢ozeltiler kullanilir.
Optimum pH’a genelikle kullanilan tampon ¢6zeltinin cinsine, 6zel substratin
yapisina ve enzimin elde edildigi kaynaga baglidir (34).

1.1.3.5. Reaksiyon Urnleri

Enzim reaksiyonu devam ettikge, reaksiyon drtnleri belli bir zamandan sonra

enzimin aktivitesinde azalmaya neden olur ve enzim reaksiyonunun hizi diiser. Bu
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inhibisyonun temel nedeni, reaksiyon iiriinlerinin molekiil yapist bakimindan

substrata benzemeleri ve enzime substrattan daha fazla baglanma arzusudur (35).

1.1.3.6. Zaman

Enzim tarafindan katalizlenen bir reaksiyonun hizi, zamanla azalir. Bunun
nedeni olarak, reaksiyon iiriinlerinin kendi aralarinda birleserek tersi yonde bir
reaksiyon meydana getirmeleri, zamanla enzimde aktive kaybinin olmasi, reaksiyonu

onleyen maddelerin olugmasi ve substratin bitmesidir (27).

Bu faktorlerin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in enzim ¢aligmalar1 ¢ogunlukla
substratin yaklasik %10’unun kullanildig1 reaksiyonun baslangic asamasinda

gerceklestirilir (34).

1.1.3.7. Isik ve Diger Fiziksel Etkenler

Enzimlerin etkisi 1518a bagli olarak artabilir veya azalabilir. Enzim
cozeltilerinin kuvvetlice c¢alkalanmasi neticesinde enzimin yapisinda bozulmaya

sebep olur (34).

1.1.3.8. Hormonlar ve Diger Biyokimyasal Maddeler

Hormonlar, aminoasitler ve diger biyokimyasal maddelerde enzim
aktivitesinde birtakim degisiklikler meydana getirirler. Ornegin, &strojenik,
androjenik ve bazi steroid gebelik hormonlari, glutamat dehidrojenaz enziminin dort
alt initesini ayristirarak enzimin yapisinda degisiklige neden olarak aktivitesini
kaybetmesine sebep olurlar; Boylelikle, 16sin, metiyonin, izol6sin, ADP (Adenozin
difosfat) tarafindan geri dondiiriilebilir (32).
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1.1.3.9. Aktivator
Enzim c¢alismasini hizlandiran maddelere aktivator adi verilir. Bilesik
enzimlerde vitamin ve mineraller aktivator olarak gorev yapar. Enzimin calisma

hizinin yiikkselmesine ortamdaki aktivator miktarinin artmasi sebep olur (36).

Tepkime hizi

Aktivator

Sekil 1.5 Aktivatoriin Reaksiyon Hizina Etkisi (36)
1.1.3.10. inhibitor
Enzimin ¢alismasini yavaslatan veya durduran maddelere inhibitor ad1 verilir.
Inhibitérler enzimin substrata baglandigi aktif bdlgeye baglanarak, enzimin

caligmasini engeller. Siyaniir, arsenik, kursun ve civa gibi maddeler enzimler

icin inhibitor etki yapar. Ortamdaki inhibitor miktar1 artarsa, reaksiyon durur (36).

Tepkime hizi

inhibitér

Sekil 1.6 Inhibitoriin Reaksiyon Hizina Etkisi (36)

13



1.1.3.11. Substrat Yuzeyi

Besinlerin mekanik olarak sindirilmesi substrat yizeyini arttirir. Substrat

yiizeyinin artmasi reaksiyonu hizlandirir (36).

Tepkime hizi

Substrat ylizeyi

goooooom
goopooom
goooooom
gooooooo
gooooooo
goooooom

Sekil 1.7 Substrat Yiizeyinin Reaksiyon Hizina Etkisi (36)

1.2.Enzim Endustrisi

Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 biiylik bir spesifiklikle ve hizim1 artirarak
katalizlerler. Enzimler tarafindan katalizlenen biitiin reaksiyonlar, canl
organizmalarin metabolizmasinin temeli olup kullanish ve ekonomik olarak
biyokatalitik degisimlerde farkli endiistri dallari i¢cin miikemmel firsatlar ortaya

koymaktadir (37).

Biyolojik sistemlerde oldugu kadar endiistriyel uygulamalar i¢inde 6nemli
Ozelliklere sahip olan enzimler, asitler, bazlar ya da metal oksitler gibi inorganik
katalistlerin tersine son derece segici ve verimli olmalari, 1liml sartlarda ¢aligmalari
ve biyolojik olarak parcalanabilmeleri gibi pek ¢ok avantaja sahiptirler. Bu

ozellikleri sebebiyle endiistri agisindan biiyiik 6nem tagimaktadirlar (38).
Giliniimiizde enzimler tip, kimya endiistrisi, gida prosesi, ziraat, tekstil, deri

sektorii gibi bir¢ok endiistriyel malzemenin {iretimi ve islenmesi, c¢esitli toksik

maddelerin muamelesi pek ¢ok alanda kullanilmaktadirlar (39,40).
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Enzimler bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi farkli kaynaklardan elde
edilmektedir. Fakat endustriyel uygulamalarda mikrobiyal enzimler diger enzimlere
oranla daha fazla kullanilmaktadir (38). Hayvansal kaynaklardan enzim Gretimi,
pahali olmasinin yaninda, arz ve talep gibi pazar faktorleri tarafindan da
etkilenmektedir. Buna karsilik birgok bitkisel kaynakli enzim diger enzimlere oranla
daha kolay elde edilebilir. Fakat, bitkisel kaynaklarin da endiistriyel hammadde
olarak kullanilmalari, canlilarin gida ihtiyaglarina baghidir. Mikrobiyal enzimler ise
blylk capta dretimi mimkiin kilacak yontemlerle Gretilebilirler. Ayrica,
mikroorganizmalarin iireyip ¢ogalma siireleri kolaylikla enzimlerin pazar
ihtiyaclarina gore sekil aldirilabilir (41). Giiniimiizde azalan dogal kaynaklar
nedeniyle mikroorganizmalar birgok iiretim alan1 igin potansiyel olarak gériinmekte,

bu konuda yogun ¢alismalar ve arastirmalar yapilmaktadir (42).

Endiistriyel olarak fiiretilen enzimlerin %75°1 gida ve deterjan endiistrilerinde
kullanmaktadirlar. Endiistri alaninda proteaz, amilaz, lipaz, seliilaz, pektinaz gibi
hidrolazlar en yaygin kullanilan enzim gruplarindandir. Bu alanda her giin yeni

potansiyel kaynaklar arastirilmakta ve giindeme gelmektedir (42).

Tablo 1.1 Endiistride Kullanilan Bazi Enzimler (43)

Yaglarin parcalanmasi ve interesterifikasyon Lipazlar

Peynir Gretimi Rennin, pepsin
Sindirime yardimc1 (esitli proteazlar
Etin gevreklestirilmesi Papain

Dericilik Cesitli proteazlar
Nisasta hidrolizi Amilaz (a ve ), pullulanaz
Sakkoroz inversiyonu Invertaz

Meyve suyu, sirke ve sarap berraklastirma Pektinazlar

Lezzet kontroli (tat verici) Nukleazlar

Besin maddesinden istenmeyen ve toksik bilesiklerin | Hidrolitik enzimler
uzaklastirilmasi

Oksidasyonun dnlenmesi ve besin maddelerinde renk | Oksidazlar
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kontroli

Amino asit Gretimi Pronaz, amino peptidaz
Peynir atik suyu ve siitteki laktozun hidrolizi Laktaz (B-galaktozidaz)
Seliiloz hidrolizi Seliilaz

Dekstroz dretimi Amiloglikosidaz
Penisilin Gretimi Penisilin amidaz
Organik sentezler Degisik enzimler
Sterilizasyon ve soguk pastdrizasyon Katalaz

Glukozun fruktoza dontstiriilmesi Glukoz izomeraz

1.2.1.Bashca Lipaz Kaynaklari

Lipazlar, mikroorganizmalardan bitkisel kaynaklardan ve hayvansal
dokulardan elde edilmektedir. Hayvansal lipazlar doku ve viicut sivilarinin ¢ogunda;
bitkisel lipazlar, bitkilerde katman doku, kabuk ve koklerde bulunmaktadir.
Lipazlar, pek ¢ok mikroorganizma tiirlerinin biinyelerinde dogal olarak bulunur.
Bunlarin arasindan, kolay iiretilmesi ve pek ¢ok hidrolitik ve sentetik reaksiyonu
katalizlemesinden dolay1 en fazla kullanim alani bulan ise mikrobiyal kaynaklidir.
Hayvansal kaynakl lipaz eldesi, genel olarak lipaz enzimi bakimindan zengin olan
pankreastan elde edilir. Yag icerigi yliksek olan biitiin bitkilerde ise (zeytin,
aycigegi, findik vb.) lipaz enzimi mevcuttur (44).

Lipaz tarafindan katalizlenmis olan reaksiyonlar dogal metabolik
reaksiyonlara benzemesinden dolayr kimyasal reaksiyonlara oranla daha c¢evre
dostu olarak tanimlanirlar. Diisiik aktivasyon enerjileri sebebiyle lipazin
katalizledigi reaksiyonlar daha diisiikk sicaklik ve noétral pH gerektirir, enerji
gereksinimi diisiiktlir. Ayrica o iirlin ve substratlara kars1 aktiviteleri ¢ok yiiksektir
ve bu aktivite Ozellikle de substrat (yag)-su ara ylzeyinde en yuksek seviyeye
cikmaktadir. Bu kavram ara yiizey aktivasyonu olarak tanimlanabilir. Bu sebeple,
en yuksek aktivitelere, substrat icin yiiksek yiizey alanina ulasildigi emdiilsiyon

sistemlerinde ulasilmaktadir (45).
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Tablo 1.2 Lipazlarin Elde Edildikleri Kaynaklara Gore Smiflandirilmasi (46)

Hayvansal Lipazlar

Sindirim sistemi lipazlar1 (Pankreas lipaz1 vb)

Doku lipazlar (Karaciger lipaz1 vb)

Siit lipazlar

Bitkisel Lipazlar

Mikroorganizma Lipazlari

Bakteriyel lipazlar

Fungal lipazlar

Maya mantarlari

1.2.2. Lipazlarm Ozellikleri

Lipazlar ilk kez Clause Bernard tarafindan 1856’da tanimlanmistir. 1943
yilinda bildirilen kan plazmasindaki lipoprotein lipazlar “temizleyici faktdr” olarak
tanimlanmistir. Daha sonra Anfinsen ve arkadaslar1 temizleyici faktorii lipolit
enzimlerin varligi olarak yorumlamislardir. Bir¢ok bakterinin lipaz {irettigi ve
salgiladigr yaklasik 100 yil 6nce, mikrobiyolog C. Eijkmann tarafindan rapor
edilmistir (47). Gilinlimiizde enzimlerin kullanildig1 pek ¢ok alanda lipazlarin 6nemi
giderek artmaktadir. Lipazlarin enzim pazarindaki paymin biiyiimesinde, bu
enzimlerin enantiyo segicilik, bolge seciciligi ve genis substrat ozgilliigii gibi

Ozellikleri dneminin artmasinda etkili olmustur.

Lipazlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan {retilmekle
birlikte, endistriyel olarak daha ¢ok mikrobiyal kdkenli lipazlar tercih edilmektedir.
Biiylik miktarda iiretimin miimkiin olmas1 ve diger kaynaklara gore daha ucuza

maledilmesi mikrobiyal kaynaklarin tercih edilmesinde dnemli etkenlerdir (2,48,49,).

1.2.3. Lipazlarm Siniflandiriimasi

Lipazlar, hidrolazlar sinifinda yer almakla birlikte yag asidi esterlerinin hem

hidrolizini hem de sentezini katalizleyebilirler. Katalizleme, suda c¢o6ziinmeyen
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substratin olusturdugu ara yiizeyde gerceklesir. Su ve yagin olusturdugu bu ara ylizey

enzim aktivitesi i¢in gereklidir.

Lipazin immobilizasyonu sirasinda lipaz ile birlikte immobilize edilmis olan

su, bu ara ylizeyin olusmasini saglar.

Lipazlar tarafindan katalizlenen bir ester hidroliz-ester sentez reaksiyonu geri
doniisimli olup, reaksiyonun gidisi H2O ve R'OH derisimlerine baglidir. Suyun
fazla olmas1 enzimin hidrolitik aktivitesine, alkoliin fazla olmasi ise enzimin sentez

aktivitesine neden olmaktadir (50).

Diinyada ticari olarak {iretilen enzimlerin % 3’linii lipazlar olusturmaktadir (51).

Lipazlar substratlara karsi spesifikliklerine gore iic ayr1 grupta incelenir
(48,52,53).
e Spesifik Olmayan Lipazlar
e 1,3-Spesifik Lipazlar
e Yag Asidi Spesifik Lipazlar

1.2.3.1. Spesifik Olmayan Lipazlar

Bu gruba giren lipazlar, triagilgliserollerin tiim pozisyonlarindaki agil
gruplarin1 koparabilme yetenegine sahip olup; sonugta triagilgliserolleri, gliserol ve
serbest yag asitlerine pargalarlar. Reaksiyonda ana {riin olarak mono- ve
diacilgliseroller meydana gelir. Candida cylindracea, Corynebacterium acnes,
Staphylococcus aureus ve Geotrichum candidum tarafindan iiretilen lipazlar bu sinifa
girerler. Ozgiilliigi olmayan lipazlarla yapilan i¢ esterlesme reaksiyonlarinda
meydana gelen triinler kimyasal i¢ esterlesme reaksiyonlarinda olusan iirtinlere bire

bir benzerken reaksiyon sartlari daha yumusaktir (23).
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1.2.3.2. 1,3-Spesifik Lipazlar

Bu gruba giren lipazlar, notral yaglar1 esdeger konuma sahip olan 1 ve 3
pozisyonlarindan 6zgil olarak hidrolizlerler. Reaksiyon sonunda triacilgliserollerden
yag asitleri, 1,2 (2,3)-diagilgliseroller ve 2-monoagilgliseroller olusur. 1,2 (2,3)-
diacilgliseroller ve 2-monoagilgliseroller, kimyasal olarak kararsiz olup sirasiyla 1,3-
diacilgliserollere ve 2-monoagilgliserollere izomerlesirler. Boylece olusan izomerler
enzim tarafindan tekrar substrat olarak kullanilabilir ve sonugta 1,3-baglarina 6zgiil
lipazlar da Ozgiil olmayan lipazlar gibi triagilgliserolleri gliserol ve serbest yag
asitlerine kadar pargalayabilirler. Aspergillus niger, Pseudomonas fluorescens,
Humicola lanuginosa, Rhizopus ve Mucor tirlerinden elde edilen lipazlar 1,3-
baglarina 6zgiildiir. Bu lipazlar, yag i¢ esterlesmesinde kullanildigindan elde edilen
triacilgliserollerin  karigimi  kimyasal i¢ esterlesme sonucunda elde edilen
triacilgliserollerin karistmindan ¢ok farklidir. Cilinkii agil go¢ii 1 ve 3 pozisyonlarinda
sinirlandirlmustir. I¢ esterlesme reaksiyonlar: organik fazda gerceklestiginden,
izomerlesme olamayacagindan dolay: triagilgliserollerin 2- pozisyonundaki agil
grubu degismez ve bdylece i¢ esterlesme olayini kismen kontrol altinda tutma imkani

dogar (23).

1.2.3.3. Yag Asidi Spesifik Lipazlar

Bu grup lipazlar, triagilgliserollerdeki bazi yag asitlerine 6zgiil olup sadece bu
yag asitlerinin olusturdugu ester baglarini pargalarlar. Yag asidi 6zgiil lipazlar, i¢
esterlesme reaksiyonunda kullanilirsa meydana gelecek {irlinler ¢ok sinirli olmakta

ve bu sayede amaca uygun triacilgliseroller sentezlenebilmektedir (54).

Lipazlarin bazilari, doymamis yag asitlerinden kisa zincirli olanlara (asetik,
butirik, kaprik, kaproik, kaprilik), bazilar1 ise daha uzun zincirli yag asitlerine
(oleik, linoleik, linolenik vb) ilgi duyar (19). Ornegin, Geotrichum candidum
tarafindan iretilmis lipazin uzun zincirli bir yag asidinin 6zel bir tipinin esterlerinin
hidrolizi i¢in bir¢cok Ozellige sahip oldugu bildirilirken (18), grubun iiyelerinden
Aspergillus niger lipazi, maleik asit, siiksinik asit, ve aromatik asitlerden benzoik

asit, fenil asetik asit gibi asitlerle, gliseridlerin sentezinde basanyla kullanilmistir.
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Aspergillus niger ile Rhizopus delemar lipazi, degisik yag asitleri ve bazen
dikarboksilik asitlerin oleil alkol esterlerinin sentez reaksiyonlarinda katalizor
olarak kullanilmiglardir (53). Ayrica soya fasulyesinden yag asidi etil esterlerinin

sentez reaksiyonlarinda Novozym 435 lipaz enzimi kullanilmistir (20,55).

1.2.4. Lipazlarin Enzimatik Etkisi

Lipazlar (trigliserol acilhidrolazlar; E.C. 3.1.1.3), hidrolitik enzimlerden serin
hidrolazlar grubunda bulunmaktadir. Hidrolitik enzimler, proteinlerde, lipidlerde ve
seker konjugelerinde bulunan ester ve amit baglarini1 hidrolizler ve serin hidrolazlar,
sistein hidrolazlar, metalloproteazlar ve aspartil proteazlar olmak tzere doért gruba
ayrilirlar. Serin hidrolazlar grubuna giren enzimler aktif bolgelerinde, serin, histidin
ve genellikle aspartik asitten olusan bir katalitik ti¢lii tasir. Serin kalintisi, baglangic
niikleofil gorevi gorerek {iriin olusumunu katalizler. Serin hidrolazlara 6rnek olarak
kimotripsin, subtilisin ve lipaz verilebilir. Hidrolitik enzimler arasinda lipazlar

kullanim alan1 en genis enzimlerdir (20).

Lipazlar, sulu ortamda yaglarin hidrolizini katalizleyerek, diagilgliserin,
monoagilgliserin, gliserin ve serbest yag asitlerini olusturur. Ger¢eklesen enzimatik

reaksiyonlar cogunlukla tersinir 6zellik gosterir (46,56).

Triagilgliserollerden gliserin ve serbest yag asitlerinin olusumu asagida

belirtilmektedir.

CHOCR
. CH,OH ROCOOH
O Lipazlar
- . —_—
CHOCR + IH.O +—x CHOH + RCOOH
O CH-,OH RCOOH
CHOCH
L]
triacilgliserol S0 gliserol (gliserin)} wyag asidi
(2.1)

Lipazlarin dogal substratlar1 olan uzun zincirli yag asitlerinin gliserin esterleri

suda c¢oziintirlikkleri ¢cok azdir. Lipazlar, enzimin ¢6zlindiigii sulu faz ve su ile
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karigmayan substrat fazi arasindaki ara ylizeyde ester baglarinin hidrolizini katalizler.

Lipazlarin suda ¢ozilinen esterlere karsi aktiviteleri oldukea diistiktiir (46).

Lipaz katalizli reaksiyonlar iki temel kategoride incelenebilir (57).

1.Hidroliz

RCOOR’ + H20 messssyp RCOOH + R'OH .......cccccee. (2.2)
2. Sentez

a) Esterifikasyon

RCOOH + R'OH wsssmmmmp RCOOR'+ H20 ....ccoovriiinne (2.3)
b) Interesterifikasyon

RCOOR’ + R"COOR™ wsmsy RCOOR + R"COOR (2.4)
c) Alkoliziz

RCOOR’ + R"OH =y RCOOR"” + R'OH.................. (2.5)
d) Asidoliziz

RCOOR’ + R"COOH ey R"COOR’+ RCOOH ........ (2.6)

Esitlik (2.4) - (2.6) cogunlukla transesterifikasyon terimi altinda toplanir. Reaksiyon
ortaminda suyun az oldugu durumlarda interesterifikasyon ana reaksiyondur (46,58).
Belirli kosullar altinda lipazlar, transesterifikasyon reaksiyonlarinin bir numarali

katalizorleridir (59).

Lipazlarin substrat spesifiklikleri, analitik ve endUstriyel uygulamalarda ¢ok
onemlidir. Substrat spesifikligi, enzimin molekiiler 6zellikleri ve substratin yapisina
bagli olup, enzimin substrata baglanmasina etki eden faktorler tarafindan kontrol

edilir. Lipazlar substrata spesifikliklerine gore ii¢ ayr1 grupta incelenir (46,48).

1.2.5. Lipazlarin Katalizor Olarak Kullanim

Lipazlarin biyolojik fonksiyonu, esterlerin 6zellikle triacilgliserollerin serbest
yag asidleri ve diagilgliserol, monoagilgliserol ve gliserole doniisiimiinii saglayarak

hidrolizini katalizlemektir. Lipazlar, susuz organik ¢oziiciilerde, iki fazli sistemlerde

ve kiral spesifiteli misel olusturan ¢ozeltilerde esterifikasyon, transesterifikasyon
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(asidoliz, interesterifikasyon, alkoliz), aminoliz, oksimoliz ve tiyotransesterifikasyon
gibi tersinir reaksiyonlar1 da katalizlemektedir (60). Hidroliz (ileri reaksiyon) ve
sentez (tersinir) reaksiyonlar1 arasindaki denge, reaksiyon karistminin su aktivitesi
ile kontrol edilir (61). Lipazlarin sayisiz uygulama alani1 bulunmaktadir. Lipazlarin
rasemik karigim hazirlanmasi, deterjan sanayi, ila¢ sentezi veya yaglarin
biyodoniisiimii gibi pek ¢ok endiistriyel uygulamalari bilinmektedir. Bu endiistriyel

alanlarda temel olarak 4 islem (reaksiyon) goz oniinde bulundurulmaktadir.

1.2.5.1. Hidroliz

Triagilgliserollerdeki ester baglarinin toplam hidrolizi, buharin varliginda
yiiksek sicaklik ve basingta elde edilmektedir. Yag asitleri, basingli ortamda
sabunlasma ya da kimyasal olarak katalize edilmis hidrolizle iiretilmektedir.
Reaksiyon ortaminda asirt su bulunmasi durumunda yaglarin enzimatik olarak
ayrilmasi i¢in lipazlarin kullanim reaksiyonu, spesifiklik ve atik azalmasi nedeniyle
normal sicaklik ve basing altinda ilerledigi igin daha ilgi ¢ekicidir (62). Su oraninin
fazla oldugu sulu ortamlarda meydana gelir ve ester hidrolizi baskin olan
reaksiyondur (57). Bu teknoloji cogunlukla yag asitleri, digliserid, monogliserid, siit
tirtinleri tatlandiricisi, ev ve igyerleri i¢in deterjanlarin liretiminde kullanilmaktadir

(62).

1.2.5.2. Esterifikasyon

Susuz ¢oziictiler gibi susuz ortamlarda veya diisiik su oran1t mevcut bulunan
sartlarda esterifikasyon gerceklesmektedir. Eger ortamin su miktar1 kontrol altina

alindig takdirde yiiksek verimli tirtinler elde edilebilmektedir (7).

Polihidrik alkoller ve serbest yag asitleri arasindaki esterifikasyon
reaksiyonlari, diisiik su aktivitesi veya serbest solvent sistem sartlarinda, suyu az
organik solventlerde lipazlar tarafindan katalize edilmektedirler. Ester sentezi
kimyasal olarak asit veya baz katalizorlerle yapilabilmesine ragmen, enzim
teknolojisiyle beraber; normal sartlarin avantajlarini, yan etkilerin azalmasini ve

spesifikligi saglamaktadir. Lipaz katalizli ester senteziyle elde edilen yliksek degerli
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kimyasallara 6rnek olarak primer ve sekonder alifatik ve terpenik alkollerin oleik asit
esterlerinin Gretimi, butirik asit ve geranolden ya da laurik asit ve mentolden geranil

ve metil esterlerin Uretimi verilebilir (62).

1.2.5.3. Transesterifikasyon

Transesterifikasyon; bir ester yapisiyla bir asitin (asidoliz), bir esterle baska
bir esterin (interesterifikasyon) ya da bir esterle bir alkolin (alkoliz) agil
radikallerinin  degismesi anlamina gelmektedir (62). Diger bir ifadeyle
transesterifikasyon; bir esterin asit kismi diger bir yapiyla yer degistirmesidir. Acil
veren serbest bir asit yapisi ise asidoliz reaksiyonu adini alir. Agil veren bir ester
yapisi ise interesterifikasyon reaksiyonu; acil alan grup niikleofil igeren bir alkolse
alkoliz; acil alan grup bir amin grubu ise de aminoliz reaksiyonu meydana
getirmektedir (63). Transesterifikasyon, endiistriyel alanda yiiksek sicakliklarda
susuz esteri ve bagka bir tepkeni iceren karigimin isitilmasiyla elde edilmektedir.
Diger yontem ise, daha diisiik sicakliklarda alkali metallerle kullanilabilir.
Transesterifikasyonla kat1 ve s1v1 yaglarin modifikasyonu i¢in lipazlarin kullanilmasi,
esterifikasyonda oldugu gibi normal sartlarin avantajlarini, yan etkilerin azalmasini
ve spesifikligi saglamaktadir. Ornek olarak kakao yagmin iiretimi verilebilir. Bu
reaksiyon, palmiye yag1 ve stearik asit veya palmiye yag1 ve tristearolgliserol iceren

lipaz katalizli transesterifikasyon reaksiyonlari araciligiyla elde edilmektedir (62).

1.2.5.4. Dogal Olmayan Substratlarin Katalizi

Lipazlarin etkinligi karboksilik asit esterlerinin hidroliz ve sentez
reaksiyonlar katalize etmekle sinirli degildir. Niikleofiller olarak su ve alkollerden
baska diger bilesikleri de kullanabilirler. Bu yiizden lipazlarin organik solventlerde
secici olarak aminoliz, tiyotransesterifikasyon ve oksimoliz gibi farkli reaksiyonlari
katalize etme giicii vardir. Susuz ortamdaki esterlerin aminolizinde lipazin segiciligi
basarili bir sekilde peptid ve yag amid sentezleri i¢in kullanilmistir. Bu sonuglar,
optik olarak aktif peptidlerin, polimerlerin, ylzey aktif maddelerin sentezinde ve
yeni deterjanlarin diisiik maliyette iiretiminde lipaz teknolojisinin kullanimi i¢in timit

vericidir (62).
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1.2.6. Lipaz Enziminin Endiistriyel Uygulamalar:

Lipazlar c¢esitli uygulamalar1 olan oOnemli biyokatalizorlerdir. Lipazlar

endistriyel enzim pazarinin sadece % 5 ini olusturmaktadir. Biyoteknolojide dnemi

de giin gectikce artmaktadir (60). Endiistriyel alanlarda kullanilan lipazlarin ¢ogu

mikrobiyal kaynakli olmasma ragmen, bitkisel kaynakli lipazlarda endiistriyel

alanlarda kullanilmaktadir (64).

Endiistriyel lipazlarin ¢ogu mikrobiyal kaynaklidir ve genellikle kiif

mantarlar1 ve bakterilerden elde edilmektedir. Dogal kaynaklardan ekstraksiyonla

elde edilen lipazlar daha az arastirilmis bir alandir (7,65).

Lipazlarin endiistrideki uygulama alanlari, reaksiyonlardaki rolii, Urin ve

uygulamalar1 Tablo 1.3°de belirtilmistir.

Tablo 1.3 Lipazlarin Endiistriyel Kullanimina Ornekler (7)

Endiistri Alanm

Gorevi

Uriin yada Uygulama

Deterjan Triagilgliserollerdeki yag | Camasir ve ev esyalar1 igin
asidi dagiliminin analizi deterjan
Yag lekeleri, damlalar1 ve
lipidlerin giderilmesi
Sat ve Sat | Sut yaginin hidrolizi Peynir ve tereyagin tatlandirici
Uriinleri ozelliginin gelistirilmesi.
Hizli Olgunlastirma Peynir
Yaglarin Modifikasyonu Tereyag
Kozmetik Esterlerin Sentezi Kiral ara drunler, Esterler,
Emiilsiyonlastiricilar.
Deri Hidroliz Deri urtinleri
Kagt Hidroliz Kagidin niteliginin
gelistirilmesi.
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Temizlik Hidroliz Yaglarin istenmeyen
bolgelerden uzaklastirilmasi
flag Transesterifikasyon Sindirim kolaylastiric
Hidroliz Ozel lipidler
Icecek Aromanin arttirilmasi Icecekler
Yag Transesterifikasyon Kakao yag1, margarin, yag
asitleri, gliserol
Hidroliz Mono ve di agil gliseroller
Ekmek Tat Gelistirme Raf ve kullanim Omriini
uzatma
Yiyecek Soslari Kalite olusturma Mayonez ve sos
Et ve Balik Lezzet gelistirme Et ve balik fdriinleri yagi
azaltma
Kimyasallar Enantiyo secimlilik ve Sentez | Kiral yapilandirma bloklari ve
kimyasallar
Tip Kanda Triacilgliserol tayini Rutin Kitler
Tan1 amach kullanimi

1.2.6.1. Yag ve Oleokimya Endiistrisinde Lipazlarin Kullanim

Mucor miehei (IM 20) ve Candida antarktika (SP 382) lipazlari, organik

coziiciilerin bulunmadig1r ortamda serbest yag asitlerinin esterifikasyonu veya

izopropilden gliserollii hekzanda yag asiti metil esterlerinin transesterifikasyonu igin

kullanmislardir.

Buyiik 6lgekli isletmelerdeki palm yaginin ve tereyaginin toplam yillik diinya

capindaki iretimi sirasiyla, 5,5 milyon ton ve 6,5 milyon tondur. Kakao yagi

37°C’de erime noktast olan yliksek degerli bir {irlindiir. Palm yaginin kakao yagina

doniistimii interesterifikasyon ile elde edilebilir. Bu ticari prosesler sayesinde

birbirinin yerine kullanilabilecek ikame iirtinler elde edilebilir (22).
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Oleokimyasal islemlerde lipazlarin kullanilmasi, alkololizis, asidolizis,
hidroliz ve gliserolizis siireglerinde harcanan 1s1y1 azaltarak, enerji tasarrufu

saglamaktadir (7).

Oleokimyasal islemlerde lipazlar, alkoliz, hidroliz ve gliseroliz esnasinda

termal dereceyi minimuma indirmek ve enerjiyi korumak i¢in kullanilir (1,22,66).

Kat1 ve s1vi yaglar diinyada yillik olarak yaklasik 60 milyon ton seviyesinde
tiretilmektedir ve bunun 6nemli bir kismi (yillik 2 milyon tondan fazla) hidroliz,

gliseroliz ve alkoliz gibi yiiksek enerji tiikketen proseslerde kullanilmaktadir.

Bazi yiiksek degerli coklu doymamis yag asitlerinin iiretimi ve sabun imalati
icin nispeten kiiciik 6lgekli enzimatik yag ayirma prosesleri hakkinda az sayida bilgi
mevcuttur. Ornegin, Japonya’da Miyoshi Oil&Fat Co, firmasi sabunlarin {iretiminde,
Candida cylindracea lipazim1 ticari olarak kullanmaktadir. Sirketler enzimatik
metodlarin {istlin bir iirlin verdigini ve bu metodlarin geleneksel yontemlerden daha

ucuz oldugunu belirtmektedir (22).

1.2.6.2. Biyolojik Olarak Bozunabilir Polimerlerin Uretiminde Lipazlarin

Kullanim

Lipaz enzimleri organik sentezlerde kullanilan en 6nemli enzim gruplarindan
biridir. Lipazlarin bu alanda yarar1 dogada kolay bozunabilen bilesiklerin iiretiminde
biyokatalizor olarak kullanilmaktadir. Lipazlar ester sentezlerini katalizleyebilir ve
organik ¢oziicli sistemlerde transesterifikasyon reaksiyonlar1 ile biyobozunur
poliesterlerin enzim katalizli iiretim olanagini saglar. Aromatik poliesterler lipaz

biyokatalizi ile sentezlenebilirler.
1.2.6.3. Tekstil Endiistrisinde Lipazlarin Kullanimi
Lipazlar, tekstil endiistrisinde ve boyama i¢in piiriizsiiz ylizey olusturmak,

daha kaliteli emicilige sahip kumas elde etmek i¢in ve yagli maddelerin

giderilmesine yardimci olmak amaciyla kullanilmaktadir. Lipazlar kot taglama
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(kumlama) sistemlerinde, ¢izgi ve kat izi olusumunu azaltmak amaciyla kullanilir.
Kot ve diger pamuklu kumaslarin sokiimii i¢in karigim halinde alfa amilaz ve lipaz

enzimlerini i¢eren tiriinler kullanilmaktadir (22).

1.2.6.4. Deterjan Endiistrisinde Lipazlarin Kullanim

Yaglar hidroliz edebilme yeteneklerinden dolay: lipazlar, endiistriyel olarak
veya evlerde kullanilan deterjanlara eklenmektedir. Diisiik substrat o6zgiilliigii,
yikama kosullarina (pH: 10.0-11.0, 30-60°C) dayanabilme yetenegi ve bircok
deterjanin formiilasyonunda yer alan c¢esitli enzim ve surfaktanlara dayaniklilik;
deterjan endiistrisinde kullanilacak lipazlar i¢in aranan 6zelliklerdir (7). Biyolojik
deterjan iiretimi hizla biiyliyen bir teknolojidir. Lipaz, amilaz, proteaz ve seliilaz
deterjanlara katilan baslica enzimlerdir. Lipazlar, deterjan igerigine yagli yemek
kalintilarin1 temizlemek iizere katilirlar. Bu enzimler deterjanlara genellikle proteaz
ve selilazla birlikte eklenirler. Peroksidaz, oksidaz ve pektinaz deterjanlara

eklenebilen diger enzimlerdir (67).

Bir fungus tirl olan Thermomyces lanuginosus kokenli lipaz, Aspergillus
oryzae’de eksprese edilmis ve ilk ticari rekombinant lipaz olarak 1994 yilinda Novo
Nordisk tarafindan iiretilmistir. “Genencor International” firmast 1995 yilinda,
Pseudomonas mendocina'dan Lumafast ve Pseudomonas alcaligenes'den “Lipomax”
isimli iki bakteriyel lipaz tretmistir. 1998 yilinda Pseudomonas alcaligenes M-1
susundan elde edilen, modern ¢amasir makinelerinde kullanilabilen ve yag lekelerini
oldukca iyi ¢ikaran, alkali bir lipaz rapor edilmistir (7). Trigliseritlerin kimyasal
kullanim alanlarindan birisi sabun iiretimidir. Bugiin i¢in tercih edilen kimyasal
yontemde sabun tiretimi, yagin igeriginden bagimsiz olarak 100 °C’de birkag¢ dakika
icinde yiiksek verimde gergeklesmekte, enerji tiketim donglsu ile en aza
indirgenmektedir. Bu stire¢ kullanilarak yilda yaklasik 2 milyon ton sabun
iretilmektedir. Japonya'da Miyoshi Yushi fabrikasinda sabun iiretimi, Candida
rugosa lipaz1 kullanmilarak katt ve sivi  yaglarin  hidroliz  edilmesiyle

gerceklestirilmektedir (67).

27



Hidrolitik lipazlarin ticari olarak endiistriyel camasirhane ve evlerdeki bulasik
makinelerinde deterjanlara katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Lipazlar; kizartma
yagi, salata yagi, tereyagi, yag temelli soslar, ¢orbalar ve belirli kozmetikler gibi
kaynaklardan olusan yag iceren lekeleri gidermek icin deterjan yapilarinda

kullanilmaktadir (22).

Lipazlarin deterjan {retiminde kullanilmasi asagida belirtilen 6zellikler

agisindan avantaj olusturur (22, 23, 68).

e Diisiik yikama sicakliklarinda deterjanlarin kullanimina imkan vererek enerji
tasarrufu sagladigindan deterjanlarin ¢evresel yiikiinii azaltmaktadir.

e Genellikle deterjanlarda daha az olmasi istenilen kimyasallarin azaltilmasina
imkan saglamaktadir.

e Biyolojik olarak parcalanabilir ve =zararli kalinti birakmaz. Ayrica
kanalizasyon aritma tesislerinde olumsuz etkisi yoktur ve sucul yasam
tizerinde herhangi bir riski mevcut degildir.

e Yiuksek pH (10-11) ve yiiksek sicakliklara (30-60°C) direnclidirler.

e Zarar verici ylzey aktif maddelere ve enzimlere dayanabilme yetenegi

sahiptirler.

Lipaz kumas yiizeylerinin 1slanilabilirligini diizeltmek ve yilizeylerden yag
giderimini kolaylastirmak icin tutuklanir. Camasirin yikanmasi siiresinde kumastan

lekeyi ¢ikarma dayanikliligina sahiptir (69).

Deterjanlarda kullanilmak tizere ticari olarak {iiretilen lipaz kaynakl bakteriler
Aspergillus oryzae, Acinetobacter radioresistens, Pseudomonas mendocina,
Pseudomonas alcaligenes ve maya cinsi olan Candida ve Chromobacterium
lipazlaridir (22).

1.2.6.5. Gida Endiistrisinde Lipazlarin Kullanimi

Kat1 ve sivi yaglar gidalarin 6nemli bilesenleridir. Trigliseritlerin fiziksel

ozellikleri, besin degeri ve lezzeti; gliserol omurgasindaki yag asidinin konumundan,
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zincir uzunlugundan ve doygunluk derecesinden etkilenir. Lipazlar, gliserol
omurgasindaki yag asidi zincirinin konumunu degistirerek, lipitlerin 6zelliklerinin
degisimine olanak saglar. Goreceli olarak ucuz olan bu yontem, yagin daha degerli
bir yaga doniisiimiine olanak tanir (7). Metabolik etkilerinden dolayr doymamis yag
asitleri son zamanlarda, eczacilikta ve gida katkilarinda giderek artan miktarlarda
kullanilmaktadir. Doymamis yag asitlerinin ¢ogu, membran lipitlerinin ve
prostoglandinlerin normal sentezi icin gereklidir. Mikrobiyal lipazlar, menhaden,
tuna ve borage yagi gibi hayvansal ve bitkisel yaglardan, doymamis yag asitlerinin
elde edilmesinde kullanilir. Serbest doymamis yag asitleri ve onlarin mono ve
digliseritleri; kolesterol diizeyini diisiiren, iltihabi ve kanin pihtilasmasini engelleyen
cesitli ilaglarin iiretilmesinde kullanilirlar. Lipazlar ayrica peynirlerde istenen
lezzetlerin elde edilmesinde, geleneksel kimyasal esterifikasyon reaksiyonlari ile
elde edilemeyen modifiye agilgliserollerin, sivi ve kati yaglardan interesterifikasyon
ile elde edilmesinde kullanilir. Bu enzimlerden ayrica balik ve et iirlinlerinden

yaglarin uzaklastirilmasinda yararlanilir (7).

Yaglar ve yag asitleri gidalarin Onemli bilesenlerindendir. Lipazlar,
trigliseridlerdeki yag asitlerinin yerlerini degistirerek hem lipidlerin 6zelliklerinin
degistirilmesi hem de arzu edilen lipidlerin elde edilmesi saglanmaktadir (20,22,70).
Bu islemlerden sonra uygun hale getirilmis bitkisel yaglar, gelecekte piyasada biiyiik
bir potansiyele sahip olacaktir (22).

Lipazlar, tat ve giizel koku bilesikleri olarak bilinen kisa zincirli yag asitleri
ve alkollerin esterlerinin sentezi ile lezzeti gelistirmek icin gidalara eklenerek

kullanilmaktadir (22).

Lipazlar, daha onceleri balik gibi yalin (yagsiz) et iiretiminde kullanilmistir.
Balik etinin islenmesi sirasinda lipaz ilave edilerek kat1 yag giderilmekte ve bu islem
biyolipoliz olarak adlandirilmaktadir (22,71). Ozellikle mikrobiyal kaynakl
lipazlarin, ringa balig1 yagi, tonbalig1 yagi ve hodan yagi gibi yaglardan ¢oklu yag
asitleri elde etmek i¢in kullanilmaktadirlar (72,73).
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Cikolata ve benzeri iirlinlerde bulunan yaglann 37°C’de erimesi aranan bir
Ozelliktir. Lipaz enzimlerinin katalizledigi hidroliz ve sentez reaksiyonlan sayesinde
bu yaglann yerine baska yaglar da kullanilabilir. Ornek olarak palmiye yagindaki
palmitik asidin stearik asitle yer degistirmesi, immobilize edilmis Rhizomucor

miehei lipazi ile transesterifikasyon reaksiyonu sayesinde gergeklesmektedir (7,74).

Tereyagin lipaz katalizorlii interesterifikasyon reaksiyonu ile uzun zincirli

doymus yag asitlerinin yerine doymamis yag asitlerinin gegmesi de saglanmaktadir

(7).

Lipazlar, ickilere katki maddesi, peynir mayalamada lezzet arttirici ayrica et
ve balik iirlinlerinden yaglarin uzaklastirilmasinda yardimci olarak kullanilmaktadir

(69,71).

Lipazlar, sosis iiretiminin fermentatif adimlarinda ve olgunlagsma sirasinda
serbest kalan uzun zincirli yag asitlerindeki degisikliklerin belirlenmesinde énemli
bir rol oynamaktadir. Daha onceleri farkli mikrobiyal kokenli lipazlar, rafine edilen
pirincin lezzetlendirilmesinde, soya siitiiniin modifiye edilmesinde ve elma sarabinin

fermantasyonunun hizlandirilmasinda ve aromasinin iyilestirilmesinde kullanilmigtir

(22).

Lipazlar siit yagmin hidrolizi i¢in siit endiistrisinde genis Olclide
kullanilmaktadir. Giiniimiizdeki uygulamalari; peynir gibi {riinlerin imalati,
peynirlerin lezzetinin artirilmasi, peynir olgunlasmanin hizlandirilmasi ve tereyagi
ve kremanin lipolizini igerisine almaktadir. Lipazlar, krema tadi ve sekerleme ve
karamelin tereyagli dokusunu elde etmek i¢in kahve kremalarinda siit tadi elde

etmek amaciyla kullanilmagstir.
Ayrica firincilarda; ekmeklerin raf omriinii arttirmak, enzimatik olmayan

esmerlesmenin iyilestirilmesini ve kontroliinli yapmak, ekmek hacmini arttirmak ve

ekmek i¢ yapisini gelistirmek i¢in imkan saglamaktadir (22,75).
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1.2.6.6. Rasemik Karisimlarin Ayristirilmasinda Lipazlarin Kullanim

Lipazlar, birbirleriyle karismayan tek fazli ¢esitli rasemik organik asit
karigimlarimin ayristirilmasinda kullanilmaktadir (52). Ayrica tibbi ilaglar, zirai

ilaclar ve pestisitlerin kiral yap1 bloklarinin sentezi i¢in kullanilmaktadir (22).

Farkl1 orijinlerden tiireyen bazi lipazlar, polar olmayan organik c¢ozucilerde
oldukca kararhdirlar (56). Bu sebeple stereospesifik hidroliz yoluyla rasemik
karisimlarin  ayrigtirilmast  gibi  suda  ¢oziinmeyen esterlerin  hidrolizinde

kullanilabilirler.

Tibbi ve zirai ilag liretiminde kiral alicilar ve hassas kimyasallara yiliksek
miktarli bir talep vardir. Ornegin, agr tedavisinde kas gevsetici olarak kullanilan
Baklofenin Gretiminde Candida cylindracea lipazi kullanilmaktadir. Bu ve benzeri
durumlardan 6turu lipazlar optik olarak aktif maddelerin hazirlanmasi igin diinyada

bir¢ok farmokoloji firmasi tarafindan kullanilmaktadir (22).

1.2.6.7. Kozmetikte Lipazlarin Kullanimi

Lipazlar, siirfaktanlar ve aroma iiretimindeki aktivitelerinden dolay1 kozmetik
ve parfim endiistrisinde baslica yapt bileseni olarak kullanilmaktadir.
Monoagilgliseroller ve diagilgliseroller, gliseroliin lipazlar tarafindan katalize edilen
esterifikasyon reaksiyonlar1 sonucu elde edilen ve kozmetikte kullanilan
stirfaktanlardir. Karigik asit poliesterleri ve acilgliserol ester yag asitleri, lipaz

araciligiyla iiretilen kozmetiklerin ana bilesenleridir (1).

Ornegin; Unichem International (Ispanya) cilt ve giines kremleri, banyo
yaglar1 gibi kisisel bakim iiriinlerinde yumusatici olarak kullanilmak tizere; izopropil
miristat, izopropil palmitat ve 2-etilheksil palmitat {iretmektedir. Bu islemde

tutuklanmis Rhizomucor meihei lipazi biyokatalizor olarak kullanilmaktadir.
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Retinoidler (A Vitamini ve tiirevleri), cilt bakim {iriinleri gibi kozmetik ve
suda c¢oziinen retinol tiirevleri, tutuklanmis lipazin katalitik reaksiyonu ile

hazirlanmigtir (22).

1.2.6.8. Tam Araci Olarak Lipazlarin Kullanim

Lipazlar, saglik sektoriinde ila¢ hedefleri veya tani koymak amaciyla
kullanilmaktadirlar ve onlarin varligi ya da artan seviyesi bazi enfeksiyon veya

hastaliklar1 gostermektedir (22).

Yetiskin bireylerde kandaki lipaz degeri 10-73 U/L arasindadir. Lipaz testi,
kandaki lipaz enziminin seviyesini 6lger. Lipaz testi nadiren de olsa viicut sivilarinda
ve idrarda da yapilmaktadir. Viicutta baslica pankreasta iiretilen besinlerle alinan
yaglarin sindiriminde kullanilan bir enzimdir. Enzimin kandaki seviyeleri pankreas
bezi ile ilgili sorunlarda tan1 koymada veya diisiiniilen taniy1 ekarte etmede yardimci
olur. Amilaz testi ile beraber de kullanilan test, pankreas hastaliklar1 i¢in tani
koymada amilaza gore daha istiindiir. Bu degerin sonucunda pankreas iltihabi,
pankreas kisti, safra kesesi taslari, safra kesesi iltihabi, bobrek hastaliklar1 ve kistik

fibrozis gibi hastalik durumlar diisiiniilebilir (74).

1.2.6.9. Medikal Uygulamalarda Lipazlarin Kullanim

Lipazlar yag sindirimine yardimci olarak kullanilabilirler. Lipazlar, timor
nekroz faktori (TNF) aktivatorleridir ve bu nedenle koétu huylu timérlerin
tedavisinde faydalanilabilir. Gastrointestinal sistem bozukluklari, dispepsi, sindirim
sistemi alerjilerinin derideki belirtileri gibi hastaliklarin tedavisinde lipazlar eskiden

terapotik (iyilestirici) olarak kullanilmistir (22).

Candida rugosa lipazi serum kolesterol diizeyini diisliren bir ilag olan
lovastatini sentezlemek i¢in kullanilmistir. Koroner vazodilatér (damar genisletici)
olarak yaygin bir sekilde kullanilan diltiazem hidroklorid sentezinde anahtar araci
urtin olan 3-fenilglisidik asit esterin asimetrik hidrolizi Serratia marcescens lipazi ile

gerceklestirilmistir (76).
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1.2.6.10. Biyosensor (Biyoalgilayicilar) Olarak Lipazlarin Kullanim

Biyosensdrler (biyoalgilayicilar), biinyesinde biyolojik bir duyargaci bulunan
ve bir fizikokimyasal ceviriciyle birlestirilmis analitik cihazlar olarak
tanimlanmaktadir. Bir biyosensoriin amaci, bir veya bir grup analiz edilecek madde
miktariyla orantili olarak siirekli sayisal elektrik sinyali iiretmektir. Biyosensorler;

biyolojik, kimyasal, biyokimyasal ve elektronik bilesenlerden olusur (77,78).

Biyolojik olarak pargalanabilir polimerlerin enzim katalizli ayrigmasina
dayali biyosensorler gelistirilmistir. Lipazlar glukoz oksidaz ile kombinasyonunda
pH/oksijen elektrotlar1 iizerine tutuklanabilir ve lipit biyosensorler olarak bu

fonksiyon trigiseridlerin ve kan kolesteroliiniin tayininde kullanilabilir (22).

1.2.6.11. Deri Temizlemede (Yag Gidermede) Lipazlarin Kullanim

Lipazlar, yag uzaklastirilmasinda g¢evresel olarak daha giivenilirdir. Deri
islemeciliginde; deri altindaki yaglarin uzaklastirilmas1 ve killarin yok edilmesi
gerekir.Yag alma islemi ozellikle biiyiikbas ve kiigiikbag hayvanlarin derileri gibi
yagli ham materyallerin proseslenmesinde onemli bir asamadir (1,22). Lipaz ve
proteaz gibi hidrolitik enzimleri i¢eren enzim karigimlariyla, deri islemeciliginde
yeni bir yol kabul edilmektedir. Derinin, i¢inde su bulunan bir kiivete aliarak
yikanmasi ve killarindan arindirilmasini igeren yeni bir enzimatik yontemle, deri
tabaklamaya hazir hale getirilir. Ortam pH'sinin 8.0-13.0 aralifinda oldugu
kiivetlerde, alkali lipaz kullanilmaktadir. Tabaklama islemi bazik ortamda yapilir. Bu
yiizden alkalofilik mikroorganizma kaynakli enzimler, bu tip uygulamalarda daha
kullanishdir. Yiiksek alkali kosullarda biiyiliyebilen ve enzimleri deri islenmesinde
kullanilmak tizere elverisli olan bir¢cok Bacillus tiirii bulunmustur. Alkalen lipazlar;
alkalen/nétral proteazlar ve siirfaktan iceren bir karisim i¢inde kullanilabilirler (1).
Alisilagelmis yontemler, ucucu organik bilesik emisyonlar1 gibi ¢evre sorunlari
ortaya ¢ikmasina neden olabilen organik solventler ve siirfaktanlarin kullanilmasidir.
Lipaz kullanmanin baglica avantajlari, daha tiiniform renk ve daha temiz bir

goriiniimdiir. Lipazlar ayrica hidrofobik su gecirmez deri iiretimini saglamada
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kullanilirlar.  Ayrica araglar i¢in dosemelik deri kalitelendirmesi iginde

kullanilabilirler (22).

1.2.6.12. Cevre Yonetiminde Lipazlarin Kullanimi

Atiklarin  yok edilmesi ig¢in yapilan biyoremediasyon (Toksifikasyonu
onlemek ve cevresel kirleticileri pargalamak i¢in mikroorganizmalarin kullanimi
esasma dayanir) ¢evre Kkirliliginin bertarafinda ve Onlenmesinde etkili bir
biyoteknolojik yaklasim olarak 6nem kazanmaktadir (1,79). Cesitli kaynaklardan

elde edilen lipazlar kullanilarak, yagli atiklar ve yag kalintilar1 temizlenebilmektedir

).

Lipazlar ayrica atik sularin aritilmasinda genis bir kullanim alani bulmustur.
Ayrica kesimevleri, gida isleme endiistrisi, deri endiistrisi, kiimes hayvanlarinin
atiklarini isleme gibi endiistriyel proseslerde de gereklidir. Gelistirilen bir teknoloji
ile fabrikalarda atik sularin aritimi sirasinda olusan tortulardan biyogaz elde
edilmektedir. Bu teknolojide, icinde lipazin da yer aldigi enzim karigimlar
kullanilmaktadir. Hem Pseudomonas aeruginosa LP602 hicrelerinin ve hem de
lipazin lipid¢e zengin atiksularin aritiminda kullanigh oldugu gériilmiistiir. Baglica
trigliseridleri igeren atiksu aritma tesislerindeki yaglar genellikle tutuklanmis lipaz

ile hidrolize edilebilir.

Restoran yag atiklarinin basit alkil ester tlrevleri biyokatalizor olarak
tutuklanmus lipaz kullanilarak hazirlanmistir. Lipazlar yag fabrikalarinin atik sularina
karisan zeytinyagi gibi yaglarin yok edilmesi i¢in de kullanilmaktadir. Bu islem,
atiklarin icinde lipaz ureten mikroorganizmalarin iiretilmesiyle
gerceklestirilmektedir. Pseudomonas cepacia’dan elde edilen lipazin, gresin
metanoliz ve etanoliz olaylarin1 katalizlemede en etkili oldugu bulunmustur.
Agirliklari ile esit oranlarda proteaz, lipaz ve seliilazin iceren endiistriyel bir karigim,
toplam askida katt maddede %30-50’lik bir azalma ve ¢amurdaki katilarin

cokelmesini saglamistir.
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Bitki, bakteri ve hayvan (pankreatik) orijinli lipazlar mezbaha atiksularindaki
yag partikiillerinin boyutunu kii¢iiltmek ve/veya hidrolize etmek igin de

kullanilmaktadir (1,22).

1.2.6.13. Kagit ve Kagit Hamuru Endiistrisinde Lipazlarin Kullanimi

Agacm hidrofobik igerigi olarak tanimlanan trigliseritler ve mumlar, kagit
hamuru ve kagit yapiminda sorun yaratmaktadir. Lipazlar kagit yapimi igin
kullanilan kagit hamurundan belirtilen maddelerin uzaklastirilmast i¢in kullanilir

(7,49).

Kagit ve kagit hamuru enddistrileri, her yil yiiksek miktarda lignoseliilozik
maddeyi isleyip kullanmaktadir. Kagit hamuru imalati i¢in teknoloji oldukga fazladir
ve mikrobiyal enzimlerin kullanilmasina imkan vardir (22). Tarihsel olarak
enzimlerin kagit endiistrisinde bazi kullanim alanlar1 mevcuttur. kagit endiistrisinde

enzim kullaniminin tarihsel gelisimi Tablo 1.4’te gosterilmektedir (80).

Tablo 1.4 Kagit Endiistrisinde Enzim Kullaniminin Tarihsel Gelisimi (80)

Yil Gelisme Arastirmacilar
1959 | Seliilaz ile hamur fibrillesmesi Bolaski ve arkadaglari, 1956
1984 | Ksilaz ile enzimatik dovme Combat ve arkadaslari, 1984
Ksilaz ile ¢ozulebilir hamurdan ) )

1984 Paice ve Juraski, 1984
hemiseliiloz uzaklastirma

1986 | Ksilaz ile 6n agartma Viikari ve arkadaslari, 1986
Seliilaz ile kagit eleginde drenaj

1988 Fuentes ve Robert, 1988
artirilmasi
Seliilaz ile vessel sekmesinin

1988 Unhimoto ve arkadaslari, 1988
azaltilmasi

1989 | Lipaz ile kirlilik kontrolu Irie ve arkadaglari, 1989
Seliloz ve Ksilaz ile miirekkep

1991 | Kim ve arkadaslari, 1991
giderme
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1993 | Lakkaz ile lignin giderme Call ve Milke, 1993

Lipaz kullanilan enzimatik seviye kontrol yontemi, biiylik Olcekli kagit

yapma proseslerinde rutin bir islem olarak 1990’larin basindan beri kullanilmaktadir.

Lipazin atik kagitlardaki miirekkebi gidermede kullanilmasi (22,81); hamur
elde etme hizinin yiikselmesini, beyazlik ve yogunlugunun artmasini, kimyasal
kullaniminin azalmasini, ekipman dmriiniin uzamasini, atik suyun kirlilik seviyesinin
azalmasini, enerji ve zamandan tasarrufu saglamaktadir (22). Ayrica kagit
endiistrisinde iiretilen kagit hamurundan katrani ayirmakta lipaz kullanilir. Katran,
kagit hamuru ve kagit tretiminde ciddi sorunlara sebep olan trigliseridler ve
balmumu olarak adlandirilan agacin hidrofobik bilesenlerini tanimlamak igin

kullanilir (49).

1.2.6.14. Biyodizel Uretiminde Lipazlarin Kullanim

Sinirli (ve hizla azalan) fosil yakit kaynaklari, artan ham petrol fiyatlar1 ve
cevresel kaygilar gibi ¢esitli nedenlerle alternatif bir enerji kaynagi olan biyodizelin
onemi giinden giine artmaktadir. Biyodizel yakiti, bitkisel yaglardan (kanola, soya ve

aspir gibi) gesitli bitkiler kullanilarak kimyasal yollarla iretilmektedir (22,82,83).

Bitkisel yagdan iiretilen biyodizel yakit, kiikiirt oksit liretmez ve petrol ile
karsilastirildiginda biyodizel kullanimlarinda agiga ¢ikan partikiil miktar1 %47 daha
azdir. Bu gevresel avantajlari nedeniyle, biyodizelin geleneksel dizel yakitlart yerine

kullanilim1 artmas1 timit edilebilir (22,84).

Biyodizel iiretiminde kimyasal katalizorlerin kullanimi yiliksek reaksiyon hizi
ve doniisiim i¢in endiistride tercih edilir. Ancak; ayirma islemlerinin maliyeti, olusan
yan drinlerin giderilmesindeki zorluklar sebebiyle alternatif Gretim ydntemleri
aragtirtlmaktadir.  Lipazlar  yardimiyla  gerceklestirilen  enzimatik  trans-
esterifikasyonda hem son {iriin olarak ¢ikan gliseroliin kolayca ayrilmasi hem de

yuksek saflikta tiriin elde edilmesi biyodizel iiretiminde 6nemli bir yontemdir (85).
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Yapilan bir ¢alismada tutuklanmis Pseudomanas cepacia lipazi metanol ve
etanol ile soya yaginin transesterifikasyonunda kullanilmistir. Baska bir ¢alismada
yag asidi etil esterleri katalizor olarak iki ticari lipaz, Novozym 435 ve Lipozyme
IM, ¢Ozucu olarak n-hekzan kullanilarak hint yagindan hazirlanmistir. Ayrica
Novozym 435, c¢oziicii ortamda biyodizel iiretimi i¢in ham soya yaginin

transesterifikasyonunu katalizlemek i¢in kullanilmistir (22).

1.2.7. Lipazlarin Cesitli Kaynaklardan Saflastirilmasi

Lipazlar, hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunur (41,86-88).
Ticari olarak kullanimi yaygin olan hayvansal kaynakli (genellikle sigir ve domuz)
lipazlardir. Bu lipazlar iizerinde en ¢ok arastirma yapilan enzimdir (89,90). Ayrica
hayvansal lipaz elde edilen kaynaklar memeli gastrik, pregastrik, ruminantlarin mide
icinde {retilen lipazlari, balik ve omurgalilarin sindirim lipazlari, lipoprotein

lipazlari, doku lipazlari ve siit lipazlaridir (91).

Lipazlarin farkli hayvan dokularinda dagilmis olan enzimlerdir (23). Yapilan
calismalarda lipaz siganin kas dokusundan, kalbinden, karacigerinden (92-94); balik
karacigerinden, morina balig1 pankreasindan (95,96); at, hindi, sigir, keci, deve ve
tavuk pankreasindan (97,98); sigir aortu ve siitiinden (94,99,100) farkli yontemlerle

saflastirilarak kinetik 6zellikleri incelenmistir.

Insan dokularinda bulunan lipazlar Tablol.5’de kisaca ozelliklerine

deginilerek gosterilmistir.

Tablo 1.5 Insanlarda Bulunan Lipazlar (101)

Ad Gen Konum Tarif Bozukluk
En iyi enzim etkinligini elde etmek igin | Eger panreatik
Panreatik PNLIP Sindirim panreatik  lipaz, pankreas tarafindan | lipaz dizeyi fazla
Lipaz Sivisi salgilanan, kolipaz adli baska bir proteine | artarsa pankreatit
gerek duyar. gelisir  pankeras
iflas eder.
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Lizozomal LIPC Endotel Hepatik lipaz, kandaki lipoproteinlerdeki -
lipaz lipitler {izerine etkir, diisiik yogunluklu
lipoproteinler (LDL) olusturur.
Lipoprotein  lipaz, tarafindan taginan | Lipoprotein lipaz
trigiseridleri hidroliz ederk hiicrelerin yag | eksikligi
Lipoprotein | LPL veya asitleri elde etmelerini saglar. lipoprotein  lipaz
Lipaz LIPD Endotel genindeki
mutasyonlardan
kaynaklanir.
Hormon - -
Duyarh LIPE Hiicre I¢i
Lipaz
Gastrik No6tr pH’de lipidlerin  sindirimine yardim -
Lipaz/ LIPF Sindirim etmek i¢in bebeklerde bulunur.
Lingal Sivisi
Lipaz
Endotel LIPG Endotel - -
Lipaz
Panreatik PNLIPRP2 - -
Lipaz veya Sindirim
Mliskili PLRP2 Stvist
Protein 2
Panreatik PNLIPRP1 Pankreatik lipaz iliskili protein 1; Pankreatik -
Lipaz veya Sindirim lipaz iliskili protein 2 ve pankreatik lipaza
Mliskili PLRP1 Sivist amino asid dizisi olarak ¢ok benzer (3 gen

muhtemelen atasal bir pankreatik lipaz

geninin, gen ikilesme olaylar ile tiirediler.)

Lipazlar mikrobiyal ve hayvansal kaynaklarin disinda insan dokularindan da

saflagtirilarak yukaridaki tabloda goriildiigli ilizere genlerindeki dizilime kadar

aciklanmustir (101). Ayrica Insan siitlerinden lipoprotein lipazi, eritrositlerinden

membrana bagli monoagcilgliserol lipaz1 ve karacigerinden ise lipoprotein lipazi

saflastirilmistir (102-104).

Lipazin mikrobiyal kaynaklardan saflagtirilmasi ile ilgili cok sayida arastirma

bulunmakta olup, bu calismalarda kullanilan saflastirma yontemleri farkliliklar

bulunmaktadir.

Ticari lipazlar genelde mikrobiyal kaynaklidir.

mikroorganizmalar bakteriler, funguslar ve mayalardir (48).
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Tablo 1.6 Bakteriyel Lipaz Kaynaklari (7,105,106)

Kaynak Cins Tur

Bacillus megaterium

Bacillus cereus

Bacillus stearothermophilus

Bacillus subtilis

Bakteri Bacillus Bacillus thermocatenulatus

Bacillus brevis

Bacillus acidocaldarius

Bacillus coagulans

Staphylococcus canosu

Staphylococcus aureus

Staphylococcus Staphylococcus hyicus

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus warneri

Aeromonas Aeromona hydrophila

Aeromona sorbia LP004

Acinetobacter Acinetobacter pseudoalcaligenes

Acinetobacter radioresistens

Choromobacterium Choromobacterium viscosum

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fragi

Pseudomonas Pseudomonas mendocina

Pseudomonas fluorescens

Burkholderia Burkholderia glumae

Propionibacterium acne

Propionibacterium Propionibacterium granulosum

Micrococcus Micrococcus freudenreichii

Micrococcus luteus

Stereptococcu Stereptococcu lactis

Lactobacillus Lactobacillus delbruckii

Tablo 1.7 Fungal Lipaz Kaynaklar (7,105,106)

Kaynak Cins Tur

Rhizopus delemar

Aspergillus niger

Funguslar Penicillium roqueforti

Geotrichum candidum

Humiloca lanuginose
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Mucor lipolyticum

Saccharomyces Saccharomyces cerevisiae
Candida
Torulopsis Torulopsis ernobi
Mayalar Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula rubra

Rhodotorula Rhodotorula glutinis

Rhodotorula pilimanae

Mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli
enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiliksek olmasi, veriminin yiiksek olmasi,
genetik oynamalarla yeni ve farkli mikroorganizma {iiretme imkani ve maliyet
acisindan iiretiminin ve liretme ortaminin kolay olmasidir (107). Mikrobiyal lipazlar
biiylik miktarlarda {iretilebildiklerinden endiistriyel acidan hayvansal ve bitkisel

lipazlardan daha énemlidirler (108).

Ticari anlamda ilk lipaz dretimi, 1994 yilinda Novo Nordisk firmasi
tarafindan Uretilen Thermomyces lanuginosus (fungi) orijinli Aspergillus oryzae
lipazidir. 1995°de Genencor International firmasi tarafindan iki bakteriyel lipaz

tiretilmistir (7).

Tablo 1.8 Endustriyel Olarak Onemli Lipaz Ureten Firmalar (109)

Lipaz Ureticisi Firma
Achromobacter sp. Meito Sangyo
Alcaligenes sp. Meito
Arthtobacter sp. Sumitomi
Aspergillus niger Amano, Novo, R6hm
Candida cylindraceae Amano, Enzyme Dev. Co. Meito
Chromobacterium viscosum US Biochemicals, Toyo Lozo
Humicola lanuginosa Amano, Novo
Mucor miehei Amano, Gist, Rohm, Novo
Phycomyces nitens Takedo
Pseudomonas sp. Amano
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Pseudomonas aeruginosa Amano

Pseudomanos fluorescens Amano

Rhizopus sp. Serve, Negase

) ) Precibio (France), Boehringer-
Rhizopus arrhizus ] ] ]
Mannheim, Rapidase, Gits-Brocades

Rhizopus delemar Cheminal Dynamics, Tanabe
Rhizopus japonicus Amano, Negase, Osaka Saiken Lab
Rhizopus niveus Amano

Bitkisel yagli tohumlarda lipaz izolasyonu ve saflastirilmasi iizerine yapilan
caligmalar neticesinde lipazlar elde edilmistir (23,24,91). Bitkilerde lipazlar enerji
depolayan dokularda bulunmaktadirlar (7,110). Oda sicakliginda aktivitesinin ytliksek
olmasi, temininin kolay ve ucuz olmasi nedeniyle endiistri alanlarinda bitkisel

kaynakli lipazlar da kullanilir (111).

Bitkilerin farkli kaynaklarindan lipaz izolasyonu c¢alismalari da asagida
toplanmistir. Bir grup bilim adami bugdayda lipaz calismasi olarak baslangic
yapmistir (112). Bugday ve bugday kepeginde lipolitik aktivite ve lipaz aktivitesi
calisilmistir (113). Bugdayda aktif gruplari belirleme ¢alismasinda esteraz ile lipaza
yer verilmistir (114). Badem tohumu (115,24), findik tohumu (116,117), piringteki
lipolitik aktivitenin ¢ogunlugu piring kepeginde bulunur. Istya kars1 kararl bir lipaz
piringte tanimlanir (43,100). Kayist tohumu (23), yer fistig1 depo dokusunda (118),
aycicegi (119,120), hindistan cevizi (121), amerikan fistigi tohumu (122), yulaf
tohumu (123,124), fransiz fistig1 (125), ¢Orek otu (126,127), defne (128), musir
tohumu (129,130), ¢imlenmis susam (131), acibakla (132), arpa tohumu (133),
sorgum (134,135), keten tohumu (136), gibi bitkilerden lipaz eldesiyle ilgili
caligmalar yapilmistir. Ayrica agaglarin degisik tiirlerinden de lipaz elde edilmistir.
Bu yonde Teksas’tan Kuzey Kalifornia’ya kadar uzanan kiy1 seridinde yetisen
Sapium sebiferum L.'den (Cin don yag1 agaci) lipaz elde edilmis ve karakterizasyonu

yapilmistir (80).
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1.3. Papatya Hakkinda Genel Bilgiler

Papatya bilimsel siniflandirmada ¢igekli bitkilerin en fazla tiire sahip ailesi

olarak bilinen Asteraceae ailesine ait bir tirdir (137).

Mayis papatyasi Asteraceae (Compositae) familyasindan olup, bu familya
bitkilerinin ¢ogu otsu, az bir kismi ¢ali veya agactir. Familya 1000*e yakin cins ve
20.000'e yakin tiirii ile ¢i¢ekli bitkilerin en zengin familyasindandir. Memleketimizde
133 cins ve 1156 tiirii bulunmaktadir (138). Asteracea ailesinin halk hekimliginde
kullanilan birgok tiiri mevcuttur. Bu g¢alismada kullanilan papatya (Matricaria

chamomilla ) tlkemizde may1s papatyasi olarak bilinir.

Diinya’da Gilineydogu Avrupa, Kuzeybati Asya, Kuzey ve Dogu Afrika’da,
Kuzey Asya ve Hindistan’da yetisen farkli tiirdeki papatyalar, Tiirkiye’nin farkli
cografik bdlgelerinde de yetismektedir. Papatya boyu 25 santimetreye kadar
uzayabilen, Nisan-Eyliil aylarinda gi¢ek agan, bir yillik otsu bir bitkidir. Yapraklari
ince parcgalt ve sapsizdir. Cigeginin orta kismi sari, kenarlar1 beyaz renklidir. Yaz
aylarinda toplanip, kurutulup nemsiz yerde saklanmasi gerektigi rapor edilmistir
(139).

Adi papatya, Ak baba, Ak babacca, Ak babag, Ak bubag, Ak bubesce,
Babugca, Babung, Bebisce, Bobagce, Bogaz ¢icegi, Bubagca, Bubegge, Bubesge,
Kelkiz c¢igcegi, Mayis papatyasi, Tibbi papatya, Beyaz papatya, Sar1 papatya,
Kuzugozii papatya, Akbas otu.’nun papatyaya verilen mahalli isimler oldugu
bildirilmistir. E. Sezik ve arkadaslarinin Tiirkiye’de Halk ilact olarak kullanilan
bitkiler lizerinde yaptiklar1 galigmalarda, halk arasinda Matricaria recutita (Syn:
Matricaria chamomilla) bitkisinin yaninda c¢esitli Anthemis, Chrysanthemum ve
Tripleurospermum tiirlerine de “papatya” adi verildigi tespit edilmistir. Halk arasinda
Anthemis cretica, Pseudocotula wildemanniana, Chrysanthemum coronarium ve
Tripleurospermum monticolum’a sadece “papatya” ad1 verilirken, Anthemis nobilis‘e
“Alman papatyas1”, 4. Cotula’ya “patiska c¢icegi”, A. austriaca’ya “Kelemli”,
“Akbabat¢a” “Koyungozii papatya” adlari da verilmektedir (140).
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Matricaria chamomilla’dan elde edilen Flos Chamomillae drogu ¢ok eskiden
beri kullanildig1 igin tasidigi maddeler lizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmistir.
Aragtirmalar sonucu degisik yapidaki flavonoitler, ugucu yag ve dolayisi ile
monoterpen ve seskiterpen yapisindaki maddeler, kumarin heterozitleri, degisik
yapidaki asitler, 6z ve tiirevleri, seskiterpen laktonlar, baz1 vitaminler, fitosteroller

gibi maddelerin bulundugu gdsterilmistir (140).

Mayis papatyasi ¢iceklerinin sahip oldugu ugucu yagin en 6nemli maddesi
kamazulendir ki bu madde yaygin olarak eczacilikta, yiyecek, parfim ve tatlandirict

(¢esni) sanayinde kullanilmaktadir (141).

Farmakolojik etkisi ugucu yagindan kaynaklanmaktadir. Mayis papatyasi
cigekleri %0,2 ile %1,9 arasinda degisen mavi renkli bir ugucu yaga sahiptir. Ugucu
yag1 eczacilikta, kozmetikte ve gida sanayinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Fitoterapide cicekleri kullanilmaktadir. Ugucu yag bilesenlerinin igerisinde en aktif
olanlar1 (-)-a-bisabolol ve kamazulen, bisabolol oksitler, ve en-yn-dicycloetherlerdir.
(-)-a-Bisabolol iltihap giderici, antimikrobiyal, yara iyilestirici ve antiiilser etkiye
sahiptir. Kamazulen de iltihap giderici etkiye sahiptir. Her ikisi beraber spazmolitik
bir etkiye sahiptir. Mayis papatyas1t ekstraktlariin en etkili antilaygsmanya
(laysmanya: sark cibani) aktivitesine sahip olduklari tesbit edilmistir. ilag olarak,
mide-bagirsak kisminda sanci yapan iltihaplarda kullanilmaktadir. Haricen de
papatya iltithapli olan cilt ve mukozalarda, agiz ve dis etlerine, anal ve genital
bolgelerdeki rahatsizliklarda kullanilmaktadir. Bogaz yollarindaki enfeksiyon ve
tahris durumunda papatya buhari solumak faydali olur. Go6z kisminda
kullanilmamasina kesinlikle dikkat edilmelidir. Papatya 6zii cilt kremlerine, bebek
yaglarina, dis macunlarmma katilmaktadir. Tibbi olmayan amaclar i¢in (sanayi,
kozmetik vb.) bitkinin yesil aksami da kullanilabilmektedir. Ayrica Flores
Chamomilla midevi, uyarici, antispasmotik ve yara iyi edici olarak ve gargara

halinde bogaz agrilarin1 gidermekte kullanilir (138,142-146)
Matricaria, artan fitofarmakolojik 6neminden dolay1 bitki ¢aylarinin oldugu

kadar bircok galenik preparatin (tentiirler, ekstraktlar) igerigine giren degerli bir

bilesendir (147).
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1.3.1. Papatyamin Morfolojik Ozellikleri

Mayis papatyasinda kapitulumdaki biitiin cicekler veya hi¢ olmazsa ortada
bulunan ¢igekler tiip seklindedir. Bu ikinci halde kapitulumun g¢evresindeki cigekler
dilsidir. Cogunlukla siit borusu yoktur. Mayis papatyasi memleketimizde mayis
aymda c¢icek agan, yapraklari ince pargali bir yillik bitkidir. Dilsi ¢igekler beyaz,
tiipsii olanlar sar1, reseptakulum koni seklinde ve i¢i bostur. Kapitulumlar ugucu yag
tasir. Ucucu yag yeni elde edildiginde mavidir. Bu renk tasidigi kamazulenden ileri

gelir. Yagin rengi kisa zamanda yesile donmektedir (138).

Yapraklar almasikli durumda olup 2, 3 parcalidir. Tiiylii yapraklar1 karsilikli
olarak dall1 govdesinde bulunmaktadir. Mayis papatyasi ince sagak koklere ve ¢cokca
derin gitmeyen |if koklere sahiptirler. Uzunlugu 50-85 cm arasinda degisir
(142,148,149).

Mayistan hazirana kadar dallanmis filiz uglarinin  baslarinda  degisik
biiytiklikkteki ¢icek diigmeleri gériinmekte olup, gelenk yapisindaki beyaz kenar dil
cicegi ve 400-500 sar1 huni tipinde boru c¢igekleri bulunmaktadir, bunlar ugucu
yaglarin birikim yeri olarak kullanilmaktadir. Mayis papatyasinin “papatya” diye
tabir edilen ¢iceklerden farki bos, kubbemsi ¢icek tabani olmasi ve kendine has

karakteristik kokusudur (142).

Cigek tabani gen¢ devrede hafif daha sonra kuvvetli kubbemsi olup i¢ kismi
bostur ve buna benzer Compositae’lardan (Asteraceae) 6nemli bir ayirim farkliligidir
(148). Sap tiiysiiz, yapraklar oldukga yesil ve piiriizsiiz, ince goriiniimliidir. Cigek

uzun bir sap¢iga sahiptir (149).

Genellikle dik olarak gelisen ¢ok fazla dallanmis saplari vardir ve saplarinin igi
doludur. Canak yapraklar 20,30 kadar tek sira halinde dizilmis, uzunumsu derimsi
kiit ugludur. Papatyada bir ¢igek diigmesinin kenarlarinda 12-18 adet beyaz,
tamamen disi dil ¢igekleri ile ¢ok sayida 5 koseli sar1 hermafrodit boru ¢icekleri ve
cicek tabani bulunur. Papatyada meyve ¢ok kiiciiktiir ve 0,7 — 1,2 mm uzunlukta 0,3

mm genisligindedir. Rengi sarimsi gridir.
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Bin tane agirligi ¢cok degisken olup, 0,026-0,60 g arasinda bulunmustur. Meyve
tipik 1s1kta ¢imlenmeye doniiktiir. Cimlenme hizi 5, ¢imlenme giicii 16 giinde

saptanir (148).

Bilimsel Siniflandirma
Alem: Plantae

B6lim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Alt sinif: Asteridae
Sira: Asterales

Aile: Asteraceae

Cins: Matricaria

Tar: Matricaria chamomilla L.

i/
a

i

1.3.2. Papatyanmin Kokeni ve Yayilisi

Giinlimiizde mayis papatyast ABD, Alman, Avusturya, Brezilya, Slovakya,
Fransa, Hollanda, Ingiltere, Italya, Isvec, isvigre, Macaristan, Misir, Romanya, Rus,
Tirk, Eski Yugoslavya ve Yunan farmakopesine kayithdir. Diger taraftan bitkinin
kapitulumlarindan elde edilen ugucu yag ise Avusturya ve Isvigre farmakopeleri gibi
onemli farmakopelerce tibbi bitkilerin en Onemlilerden biri olarak kabul

edilmektedir. Ayrica mayis papatyasi Avrupa’da da olduk¢a yaygin bir tibbi bitkidir.
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Tibbi bitkilerin kullanimi i¢in bilimsel degerlendirmeler yapan ve dokiimanlar
hazirlayan Avrupa Bilimsel Fitoterapi Kooperatifi'nin (ESCOP) hazirladigr ilk
belgelerden biri mayis papatyast hakkindadir. Fitoterapik olarak ¢igekleri
(Chamomillae flos) 26 Ulkenin farmakopesinde yer almaktadir (140,144-146,150)

Mayis papatyasi bugiin diinyanin bir¢ok yoresinde yayilmis bulunmakta ve pek
cok iilkede de Kkiltiirii yapilmaktadir. En fazla papatya kultlri yapan ulkeler
Arjantin, Misir, Almanya, Macaristan, Polonya, Ispanya, Bulgaristan, Belarusya,
Rusya, Cek Cumbhuriyeti, Slovakya, Balkan Yarimadasi, Ukrayna, Bolivya ve
Brezilya, Belgika, Fransa, ve Yunanistan, Hindistan'dir (144,148,149). M.recutita
bircok Avrupa iilkesi icin 6nemli bir ticaret konusudur. Ornegin Macaristan’da
papatyaya ulusal bir iirlin olarak deger verilmekte ve genis dlclide kiiltiirii yapilarak

baska Avrupa iilkeleri olmak tizere biitiin diinyaya satilmaktadir (148).

1.3.3. Papatyanin Ekolojik Onemi

Zararsiz bir kircicegi olmasindan dolayr ve kirgigeklerinin genellikle
tohumlar1 karistigindan tabiatta genis alanlarda yetisebilmektedirler. Cok yogun
koloniler olusturabilmekte ve otlaklarda yetisen damarli bitki tiirlerinin %50 den
fazlasinin habitatina el koyabilen tiirlerinin varlig1 tespit edilmistir (151). Giinesli

yerlerden ve hafif killi ve kirecli topraklardan hogslanir (152).

1.3.4. Papatyanin Halk Hekimliginde ve Tipta Kullanim Alanlari

Papatya c¢ay1 ve yag1 ylizyillardir halk hekimliginde kullanilmaktadir. Soguk
alginlig1 tedavisinde, atesi diisiiriicii, bel ve bas agrilarin1 giderici, istah acici, mide
de hazmi kolaylastirici, spazm ¢oziicii, mikrop oldiiriicii, terletici, sinir yatistirict ve
kabizlig1 gegirici gibi islevleri saptanmustir. Ayrica bagirsak gazlarmi giderdigi,
viicuda rahatlik verdigi, bogaz, bademcik ve dis etlerinin iltihaplarin1 giderdigi,

saglart sararttig1 ve viicuttaki zehirleri disar1 attig tespit edilmistir (139).
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1. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi: Arcelik

Destile Su Cihazi: Nlve-NS-108

Etlv: Binder

pH Metre: Butech

UV-VIS Spektrofotometre: T80+PG Instruments
Terazi: Schimadzu AUx220

Hassas Terazi: Sartorius

Su Banyosu: Memmert

Otomatik Pipetler: Brand Pipetleri, Dragon Lab.
Blender: King

Manyetik Karistirici: Chiltern Hotplate HS 31
Sogutuculu Santrifuj: Sigma 3K 30

Vorteks: Velp Scientifica

2.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Papatya (Matricaria chamomilla) bitkisinden lipazin saflastirilmasi amaciyla

yapilan bu calismada bitkilerden yagin uzaklastirilmasinda organik ¢oziicli olarak

petrol eteri (40-60°C) ve sokslet cihazi kullanildi.

Saflagtirma isleminde yagi uzaklastirilmis papatya bitkilerinden, 60 mM
fosfat tamponu (pH=7.0) ile hazirlanan ham ekstreler kullanildi. Fosfat tamponunun
hazirlanmasinda dipotasyum hidrojen fosfat (Merck) ve potasyum dihidrojen fosfat
(Merck)’tan yararlanildi. Papatya bitkisinden hazirlanan ham ekstrenin amonyum
stilfat kesiti icin amonyum siilfat (Sigma) ve Sigma marka {D-9527 genisligi 43
mm (1,7"), ¢cap1 27 mm (1,1")} dializ kesesi kullanild1.

47



DEAE-seliiloz kolon kromatografisinde, kolon dolgu maddesi olarak DEAE-
seliloz (Sigma) kullanildi. Hazirlanan ekstrelerin ve DEAE-seliilloz kolon
kromatografisi ¢ikisinda elde edilen fraksiyonlarin saklanmasinda +4°C’lik

buzdolab1 ve dondurucusu kullanildi.

Papatya bitkilerinden elde edilen ham ekstrede, %70’lik amonyum siilfat
fraksiyonunda ve DEAE-seliilloz kolon kromatografisinden elde edilen
fraksiyonlarda, enzim aktiviteleri tayinlerinde substrat olarak hidrojen peroksit
(H202) (Merck), tampon olarak dipotasyum hidrojen fosfat (Merck) ve potasyum
dihidrojen fosfat (Merck)’tan yararlanildi.

Protein miktar tayininde; Lowry metoduna goére standart olarak sigir serum
albumini (Merck), protein miktar tayininde kullanildi. Folin ayiract (Merck), bakir
stlfat (Sigma 12849), dipotasyum tartarat, sodyum karbonat, sodyum hidroksit
kullanildi.

2.2. Metod

2.2.1. Papatya Ham Ekstresinin Hazirlanmasi

Ham ekstre hazirlamak icin Blender yardimiyla parcalanmis papatya
bitkisinden 94,5 g tartilip 472.5 mL 0.06 mM fosfat tamponunda (pH= 7,0) +4°C’de
manyetik karistirict ile 1 saat karigtirildiktan sonra, bir gece bekletildi. Ertesi giin
homojenizat iki kat bezden siiziildii. 0°C’de 18000 rpm’de, 30 dakika santrifiij edildi.
Ustteki berrak kisim alindi. Bu iglemlerin sonucunda papatya bitkisi ham ekstresi

elde edildi. Ham ekstrede lipaz esteraz aktivitesi ve protein miktar tayinleri yapildu.

2.2.2. Papatya Ham Ekstresinde Lipaz1 Coktiiren Uygun Amonyum

Siilfat Konsantrasyonunun Saptanmasi
Papatya  bitkisindeki  lipaz1  ¢Oktlirecek uygun amonyum  siilfat

konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, 25 mL’lik 10 adet behere, 5’er mL papatya

bitkisi ham ekstresi konuldu. Birinci behere ortamdaki konsantrasyonu %210 olacak
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sekilde toz amonyum siilfattan yavas yavas ilave edilerek karistirildi. Her beherde
konsantrasyon %10 arttirilarak, %90’a kadar degisen oranlarda toz amonyum stilfat
azar azar ilave edilerek karistirildi. Ham ekstreler i¢indeki amonyum siilfat tamamen
¢Oziindiikten sonra 45 dakika daha karistirildi ve agizlar1 kapatilarak soguk dolapta
bir gece bekletildi. Ertesi giin, her beherdeki ham ekstre 0°C’de 20000 rpm’de, 30’ar
dakika, santrifije edildi. En uygun konsantrasyonun belirlenmesi icin alt ve (st

fazlarda protein miktarlar1 ve enzim aktiviteleri tayin edildi.

Elde edilen sonuglardan papatya bitkisi igin en uygun amonyum sulfat

konsantrasyonun %70 oldugu saptandi.

2.2.3. Papatya Ham Ekstresinde Lipazin %70 Amonyum Suilfat

Konsantrasyonunda Coktiiriilmesi ve Dializ Islemi

Papatya bitkisi lipazim1  ¢Oktliren en uygun amonyum siilfat
konsantrasyonunun %70 oldugu saptandigindan, ham ekstreye ortamdaki
konsantrasyonu %70 olacak sekilde, katt amonyum siilfat azar azar ilave edildi.
+4°C’de manyetik karistirict ile 45 dakika karistirildiktan sonra agzi kapatilarak bir
gece bekletildi. Ertesi glin 0°C’de 18000 rpm’de, 30 dakika santrifiij edilerek
slipernatant atildi. Cokelti pH’s1 7,0 olan 0,06 M sodyum fosfat tamponunda ¢6zildi
ve hacmi Olguldi. Bu cozeltide de esteraz aktivitesi ve protein miktar tayinleri
yapildiktan sonra, amonyum siilfat1 uzaklastirmak amaciyla dializ kesesine (Sigma)
{genisligi 43 mm (1.7"), ¢ap1 27 mm (1.1")} konuldu. Soguk dolapta, 0.01 M
sodyum fosfat tamponu (pH=7.0) ile ¢ozelti sik sik degistirilerek ve manyetik
karistirici ile karistirilarak, ¢ozeltide siilfat iyonu kalmayincaya kadar dializ islemine
devam edildi. Dializ islemi tamamlanmis olan ¢o6zelti, dializ kesesinde ¢oken
kisimlar1 uzaklastirmak amaciyla, 0°C’de 18000 rpm’de, 30 dakika, santrifiij edildi.
Ustteki berrak ¢ozelti alindi ve %70 amonyum siilfat kesiti olarak adlandirildi.
Esteraz aktivitesi ve protein miktar1 tayin edildikten sonra uygun hacimlere

boliunerek buzdolabinin dondurucusunda saklandi.
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2.2.4. Dietilaminoetil (DEAE)-Seltloz Kolon Kromatografisi

2.2.4.1. DEAE - Seliilozun Hazirlanmasi

20 g DEAE-sellloz yaklasik 200 mL 1 mM pH’s1 7,6 olan sodyum fosfat
tamponu i¢inde manyetik karistirici ile 30 dakika karistirildi ve ardindan ¢okmesi
beklendi. Ustteki bulanik sivi atildi. Uzerine tekrar aym miktarda tampon ilave
edildi. Bu islem birka¢ kez yinelendi. Bir gece oda 1sisinda bekletildi. Ertesi giin
istteki sivi dokiildi. Tekrar 1 mM tampon konuldu ve 30 dakika karistirildi. Bu

yontemle sisirilmis olan DEAE-seliiloz kullanilarak saflagtirma islemlerine devam
edildi.

2.2.4.2. DEAE-Seluloz Kolon Kromatografisi Uygulamasi

Yukarida belirtilen sekilde sisirilmis olan DEAE-seliiloz, 1 cm ¢apindaki alt
ucu ince madde ile kapatilmis alt kism1 musluklu bir cam kolona, kolon yiiksekligi 5
cm olacak sekilde dolduruldu ve ii¢ kolon hacmi pH’s1 7,0 olan 0,5 mM sodyum
fosfat tamponu gecirilerek dengelendi. Kolona 200 mg/mL protein olarak %70
amonyum sulfat kesiti uygulandi. Kolondan 6ncelikle 0,5 mM’lik sodyum fosfat
tamponu (pH=7,0) gegirildi. Daha sonra kolondan sirasiyla yaklasik 200 ml 0,5 mM
sodyum fosfat tamponunda ¢6ziilmiis 10 mM, 20 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM,
300 mM ve 500 mM NaCl gradienti uygulandi. Fraksiyonlar her tiipte esit hacim
olacak sekilde toplandi (4-5 mL). Tiplerdeki ¢ozeltilerin absorbanslart eliie edilen
tampona kars1 spektrofotometrede, 280 nm’de okunarak eliisyon grafigi cizildi.
Ayrica, eliisyonlardaki lipaz aktivitesi tayin edilerek aktivite degerleri de ayni
grafikte gosterildi. Enzimatik aktivite gosteren tiplerdeki ¢ozeltiler bir araya toplandi
ve bu cozeltinin lipaz aktivitesi ve protein miktar tayini yapildi. Cozelti uygun

hacimlere boliinerek, daha sonra kullanilmak {izere derin dondurucuda saklandi.

2.2.5. Protein Miktar Tayini

Papatya bitkisinden lipazin saflastirilmasi sirasinda, ham ekstre ve % 70°lik

amonyum siilfat fraksiyonunun elde edilmesi evrelerinde, protein miktar1 Lowry
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yontemine (153) gore tayin edildi. DEAE-seliloz kolon kromatografisi ile elde
edilen fraksiyonlardaki protein miktar tayinlerinde ise E2go/E2e0 Warburg yontemi
(154) kullanildu.

2.2.6. Lowry Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Ayiraglar A ayiraci: 0,1 N NaOH iginde ¢6ziinmiis % 2 sodyum karbonat ¢ozeltisi.
B ayiraci:% 0,5 bakir ( 11) siilfat’in %1 dipotasyum tartarattaki ¢ozeltisi.
Folin ayiraci: Folin ayiraci 1/3 oraninda distile su ile seyreltildi.

C ayiraci (Alkali bakar ¢ozeltisi): 50 mL A ayiracina 1 mL B ayiracr ilave edildi.

2.2.6.1. Deneyin Yapihis1

Bir deney tiplne, protein miktar: tayin edilecek c¢ozeltiden 0,5 mL kondu,
tizerine 2,5 mL C ayiraci ilave edilerek iyice karistirildi. 10 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 0,25 mL seyreltik Folin ayiraci ilave edildi ve karistirildi. Oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. Olusan mavi—-mor renkli ¢dzeltinin absorbansi
spektrofotometrede, 500 nm’de ayirag¢ koriine karsi okundu. Okunan bu absorbans
degerinin sigir serum albumini ile ¢izilen standart grafige uygulanmasiyla, protein

miktar1 %mg olarak saptandi.

2.2.6.2. Bovin Serum Albumini Standart Egri Grafiginin Cizilmesi

Bovin serum albuminin distile sudaki %100 mg’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
stok ¢Ozeltiden uygun seyreltmeler ile %2 mg, %4 mg, %6 mg, %8 mg, %10 mg, %
20 mg, %30 mg, %40 mg, %50 mg, %60 mg, %70 mg, %80 mg ve %90 mg’lik
konsantrasyonlardaki ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Elde edilen standart ¢ozeltilere
Lowry deneyi uygulandi. Deney 10 kez tekrarlandi. Olgiilen absorbans degerlerine
en kucglk kareler metodu uygulanarak serum albumini regresyon denkleminden

standart grafigi cizilerek potein miktarlar1 hesaplandi.

51



2.2.7. E280/E260 YOntemi ile Protein Miktar Tayini

Kolondan elde edilen eliiatlarin 280 nm ve 260 nm’deki absorbanslari eliie
edildikleri tamponlara kars1 spektrofotometrede okundu. E2go/E2e0 orani hesaplandi
ve bu degere uyan faktor tablodan bulundu. COzeltinin igerdigi protein miktart

asagidaki formiile gore hesaplandi.

Protein mg/mL = Faktor X E2so (3,2)
Protein Konsantrasyonu (mg/mL)= 1,5 X Azso- 0,75 X Ao  (3,2.)

Tablo 2.1 Exso/Eze0 Warburg Yontemi ile Protein Miktar Tayininde Kullanilan
Faktor Tablosu (131).

E2s0/E260 % Nukleik asid Faktor*
1,75 0,00 1,116
1,63 0,25 1,081
1,52 0,50 1,054
1,40 0,75 1,023
1,36 1,00 0,994
1,30 1,25 0,970
1,25 1,50 0,944
1,16 2,00 0,899
1,09 2,50 0,852
1,03 3,00 0,814
0,979 3,50 0,776
0,939 4,00 0,743
0,874 5,00 0,682
0,846 5,50 0,656
0,822 6,00 0,632
0,804 6,50 0,607
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0,784 7,00 0,585
0,767 7,50 0,565
0,753 8,00 0,545
0,730 9,00 0,508
0,705 10,00 0,478
0,671 12,00 0,422
0,644 14,00 0,377
0,615 17,00 0,322
0,595 20,00 0,278

* 1 em’lik 151k yolu

2.2.8. Lipaz Aktivitesinin Tayini

Lipaz enzimi esteraz ve hidrolaz olmak tizere iki farkli aktiviteye sahiptir.
Calismamizda papatya bitkisi lipaz aktivitesi, esteraz aktivitesi tayin yontemine gore

spektrofotometrik olarak yapildi (155).

2.2.8.1. Esteraz Aktivitesi Tayini
2.2.8.1.1. Ayrraclar

0,060 M Sodyum asetat tampon ¢Ozeltisi (pH=5.0): 0,6804 g
NaCH3COO.3H:z0 destile suda ¢oziilerek balon jojede 100 mL’ye tamamlandi. 0,050
M asetik asid ¢ozeltisi ile pH’s1 5,0’e ayarlandi.

Dimetilsulfoksid (DMSO)
Substrat ¢ozeltisi: 18 mg p-nitrofenil asetat (p-NFA) 1 mL DMSO’te ¢6ziildii ve 99

mL 0,050 M NaCHsCOO.3H20 tamponu ilave edildi. Substrat ¢ozeltisi glnluk

olarak hazirlandi ve 1 saat icerisinde kullanildi.
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0.500 M Tris-HCI tamponu (pH=7.4) ¢0zeltisi: 6,55 g Tris destile suda
¢oziilerek balon jojede 100 mL’ye tamamlandi. 0,500 M HCI ¢ozeltisi ile pH’s1 7,4°¢

ayarlandi.

2.2.8.2. Deneyin Yapilisi

Esteraz aktivitesi, Erlanson’a gore substrat olarak p-NFA kullanilarak
spektrofotometrik yéntemle tayin edildi (132). Bir deney tupune substrat ve enzim
¢ozeltilerinden 0,5’er mL konarak, 0,5 mL 0,5 M Tris-HCI tamponu ilave (pH=7,4)
edildi. Karisim oda sicakliginda 5 dakika inkube edildi. Cozeltinin absorbansi
spektrofotometrede, 400 nm’de, 60 mM sodyum fosfat tamponuna kars1 (pH=7,0)
kars1 okundu. Bu absorpsiyon degerinin p-nitrofenol regresyon denklemine
uygulanmasiyla enzim tarafindan, oda sicakliginda, 1 dakikada agiga ¢ikarilan p-

nitrofenol miktar1 pmol/dakika olarak belirlendi.

Bir Gnite enzim aktivitesi; 1 dakikada agiga ¢ikan p-nitrofenol’iin miktaridir
(umol/dakika).

2.2.9. Sodyum Dodesil Sulfat -Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS -
PAGE) (156)

2.2.9.1. Kullanilan Cozeltiler

A. 1 M Tris-HCI tamponu pH=8,8: 2,4228 g (0,1 M) Tris 16 mL saf suda ¢6zuldu.
AN HCl ile pH=8,8’¢ ayarlandi. Toplam hacim 20 mL’ye tamamlandi.

B. 1 M Tris-HCI tamponu pH=6,8: 2,4228 g (0,1 M) Tris 16 mL saf suda ¢ézuld.
AN HCIl ile pH=6,8"e ayarlandi. Toplam hacim 20 mL’ye tamamlandi.

C. Numune Tamponu: 0,65 mL 1M Tris-HCI (pH=6,8), 3 mL %10’luk SDS ve 1

mL % 87 gliserin, 1 mL % 0,1’lik brom timol mavisi karistirilarak son hacim saf su

ile 10 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi. 1M NaOH azar azar damlatilarak Mavi
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renk almasi saglandi. Bu tampona kullanmadan hemen 6nce 950 pL numune

tamponunda 50 pL olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

D. Yurutme Tamponu:1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 mL saf suda ¢6zuldu, 5 mL

%10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

E. Renklendirme Cozeltisi: 0,66 g Coomassie Brilliant Blue R-250’nin 120 mL
metanolde ¢oziinmesi ve bunun Gzerine 24 mL saf asetik asid ile 120 mL distile su

ilavesiyle hazirlandi.

F. Renksizlestirme Cozeltisi: 7,5 hacim asetik asid, 5 hacim metanol ve 87,5 hacim

destile suyun karigtirilmasiyla hazirlandu.

2.2.9.2. Jellerin Hazirlanmasi

Ayirma Jeli: 25 mL 1,5 M Tris-HCI (pH=8.8), 4 mL %30 akrilamid-%0,8’1lik
bisakrilamid, 0,1 mL %]10’luk SDS, 0,004 mL %99,99’luk N,N,N',N'-tetrametil
etilen diamin (TEMED) ve 3,3 mL distile su karistirildi. Bu karigimin iizerine son

olarak 0,1 mL %1,5’lik giinliik hazirlanmis amonyum persiilfat ¢ozeltisi ilave edildi.

Yigma Jeli: 1 M Tris-HCl (pH=6,8)'den 0,25 mL, %30 akrilamid-%0,8’lik
bisakrilamid’den 0,33 mL, %10’luk SDS’den 0,02 mL, %99,99’lik TEMED’den
0,002 mLve distile sudan 1,4 mL alinarak karistirildi. Son olarak giinliik hazirlanmis

%1,5’lik amonyum persilfat ¢cdzeltisinden 0,02 mL ilave edildi.

2.2.9.3. SDS - PAGE ile Enzim Safligimin Kontrolii

Papatya bitkisi lipazinin DEAE-seluloz  kolon kromatografisi ile
saflastirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli %3,
ayrma jeli %10 konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli SDS-PAGE jel
elektroforezi, Laemmli tarafindan belirtilen (156) yontemle yapilarak enzimin saflik

derecesi kontrol edildi.
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Ayirma jeli, ince uglu bir enjektér yardimi ile 0,7 cm ¢apindaki cam tiiplere,
ustten 2-3 cm bosluk kalacak sekilde, hava kabarcigi olmamasina dikkat edilerek
dolduruldu. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in etanol ile ince bir tabaka olusturuldu.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklasik 15 dakika) (st ylzeydeki
etanolmavi bant silizge¢ kagidi kesilerek ayirma jelinin yapisn1 bozmadan etanol
emdirilmis ve piiriizsiiz yiizey elde edildikten sorna polimerlesmis ayirma jelinin
lizerine y1igma jeli ilave edildi. Yigma jeli polimerlestikten sonra molekiil agirlig
standart ¢ozeltileri ve DEAE-seliiloz kolon kromatografisi sonunda elde edilen enzim
¢ozeltisi toplam hacim 20 pL olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponu ile
karistirildi. Sirasiyla Ham ekstre, DEAE kolon eluati, ve liyofize edilen DEAE kolon
eluati kuyucuklara yiiklemesi yapildi. Toplam hacim 20 pL olacak sekilde 1:1
oraninda numune tamponuyla karstirildi.Kuyucuklara yiiklendi. 40 mA akim
gecirildi. Brom timol mavisinden kaynaklanan mavi bant jelin altina 0,5-0,3 cm
kalana kadar yuratuldikten sonra akim kesilerek yiirtitme durduruldu. Elektroforez
camlarindaki jel dikkatlice ¢ikarildi, yigma jeli kesilip atild1 sonra protein bantlarini
iceren ayirma jeli, renklendirme ¢ozeltisine konuldu ve 1,5-2 saat yavas bir sekilde
calkalandi. Daha sonra jel renklendirme cozeltisinden ¢ikarilarak renksizlestirme
cozeltisine kondu. 30 dakikalik aralarla ¢ozelti degistirildi. Jel renksizlestirme

¢Ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra %7’°lik asetik asidde saklandi.

Papatya bitkisi lipazinin molekiil agirligi standart proteinlerin molekl
agirliklar1 yardimiyla grafikten hesaplandi. Bantlarin orijine gore Ry degerleri
bulundu. Hesaplanan Ry degerleri apsise, protein bantlarina karsilik gelen molekiil
agirliklarinin logaritmas: da ordinata yazilarak molekiil agirhigr grafigi elde edildi.

Ayni sekilde lipazin Ry degeri hesaplanarak, grafikten molekiil agirlig: tayin edildi.

2.2.10. Papatyadan Elde Edilen Lipazin Esteraz Aktivitesine Gore

Kinetik Ozelliklerinin incelenmesi
Papatya bitkisinden elde edilen lipazin esteraz aktivitesinde kinetik 6zellikleri

incelemek sicakligin ve pH’nin etkisini incelemek i¢cin DEAE-seliiloz kolonundan

elde edilen fraksiyonlar kullanildi.
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2.2.10.1. Esteraz Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisinin Incelenmesi

Papatya bitkisinden elde edilen lipazin optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla
enzimin pH = 4-12 arahginda gosterdigi esteraz aktivitesi oOlgiildii. pH=4-5
araliginda asetat tamponu, pH=6-8 araliginda fosfat tamponu, pH=9-10 araliginda
glisin-NaOH tamponu, pH=11-12 araliginda ise Na,HPO4s-NaOH tamponu kullanildu.
Aktivite tayini, son hacim 0,3 mL olacak sekilde p-NFA’nin 0,1 mL sulu ¢ozeltisine,

0,1 mL enzim c¢Ozeltisi ve 0,1 mL 0,5 M Tris-HCI tamponu (pH=7,4)
ilavesiyle olusturuldu. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi ve 5 dakika sonunda
serbest kalan p-nitrofenol, 400 nm’de 60 mM sodyum fosfat tamponuna (pH=7,0)
kars1 spektrofotometrede okundu (132).

Tiim denemeler oda sicakliginda gergeklestirildi. Denemeler 3 kez yapilarak
ortalamalar1 alindi. Degisik pH degerlerinde elde edilen esteraz aktivitesi absorbans

degerleri ordinata, pH degerleri apsise konarak optimum pH egrisi ¢izildi.

2.2.10.2. pH Stabilitesi

Lipaz enziminin pH stabilite 6zelligini belirlemek amaciyla; enzimin pH=
4,0’dan pH= 12,0’a kadar degisen pH’larda, 20, 40, 60, 80, 100 ve 120 dakika
siireyle inkiibasyonu sonrasi korudugu esteraz aktivitesi degerleri, 100 mM p-

nitrofenil asetat substrati kullanilarak 6l¢tildii (155).

Her bir pH’daki bekleme siiresi sonunda yapilan dl¢limlerden elde edilen
aktivite degerleri % aktiviteye donistiiriildii. Zamana karst % korunan aktivite
grafigi ¢izildi.

2.2.10.3. Esteraz Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisinin Incelenmesi

Enzim ¢o6zeltisinden 3’er mL alinarak 10°C-70°C arasinda, sicaklik her

defasinda 10°C arttirilarak, su banyosunda 30 dakika siire ile tutuldu. Oda sicakligina
getirilen ¢ozeltilerde lipaz aktivitesitayinleri yapildi (155). Denemeler 4 kez
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tekrarlanarak ortalamalar1 alindi. Sicaklik degerleri apsise, elde edilen enzim aktivite
degerleri ordinatta olmak iizere optimum sicaklik egrisi ¢izildi. Oda sicakliginda
yapilan denemelerin aktiviteleri 100 kabul edilerek (kontrol) her bir sicaklik i¢in %

aktivite degerleri hesaplandi.

2.2.10.4. Termal Stabilite

Lipaz enziminin termal stabilite 6zelligini belirlemek amaciyla; enzimin 10,
20, 30, 40, 50, 60 ve 70°C’lerde 20, 40, 60, 80, 100 ve 120 dakika siireyle
inkiibasyonu sonrasi korudugu esteraz aktivitesi degerleri, 100 mM p-nitrofenil

asetat substrat1 kullanilarak 6l¢iildi (155).

Her bir sicakliktaki bekleme siiresi sonunda yapilan ol¢iimlerden elde edilen
aktivite degerleri % aktiviteye doniistiiriildii. Zamana karsi % korunan aktivite

grafigi ¢izildi.

2.2.10.5. Uygun Reaksiyon Siiresinin Bulunmasi

Lipaz esteraz aktivitesinin uygun reaksiyon siiresinin bulunmasi amaciyla
substrat, enzim ve tampon cozeltilerden aktivite tayin yodnteminde belirtilen
miktarlarda alinarak reaksiyonun 1, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30. dakikalarinda esteraz
aktivitesi Erlanson yontemine gore tayin edildi (155).

2.2.10.6. Esteraz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun

Etkisinin incelenmesi

Papatya bitkisinden saflastirilan lipaz enziminin sadece p-nitrofenil asetata
ilgisinin fazla oldugu saptandigindan bu enzimin p-nitrofenil asetat icin Km ve Vmax
degerleri tayin edildi. Bu amagcla p-NFA, p-NFB, p-NFP, p-NFK, p-NFL ve p-
NFM’m 0,25 mM, 0,5 mM, 2,0 mM, 4,0 mM, 6,0 mM ve 8,0 mM’lik izopropil
alkoldeki ¢ozeltileri hazirlandi. Enzim aktivitesi Vonderwulbecke ve arkadaglari
(1992) ile Winkler ve Stuckman (1979)’1in yontemleri degistirilerek tayin edildi
(157,158). Deneyler 10 defa tekrarlandi. En kiiglik kareler yoOntemine gore
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Lineweaver—Burk dogru denkleminden ve grafikten p-nitrofenil asetat igin Km ve

Vmax degerleri hesaplandi

2.2.10.7. Enzim Konsantrasyonunun Esteraz Aktivitesine Etkisi

Enzim konsantrasyonunun esteraz aktivitesine etkisini incelemek amaciyla
enzim cozeltisi, 0,1 — 1,0 mL arasinda degisen hacimlerde alinarak yukarida
belirtilen sekilde esteraz aktivitesi tayin edildi (132).

2.2.10.8. Substrat Konsantrasyonunun Esteraz Aktivitesine Etkisi

Substrat konsantrasyonunun esteraz aktivitesine etkisini arastirmak amaciyla
p-nitrofenil asetat ¢ozeltisinden 0,1 — 1,0 mL arasinda degisen hacimlerde alinarak

yukarida belirtilen sekilde esteraz aktivitesi Erlanson yontemine gore tayin edildi
(155).

59



2. BULGULAR

3.1. Papatya Lipazinin Saflastirilmasi

3.1.1. Uygun Amonyum Silfat Konsantrasyonu

Papatya bitkisi ham ekstresinde lipazi ¢Oktiiren uygun amonyum siilfat

konsantrasyonunun %70 oldugu belirlendi.

3.1.2. DEAE-Seluloz Kolon Kromatografisi

100 mM fosfat eluatinin DEAE-seliiloz kolonuna uygulanmasi sonucunda
lipazin 1 mM NaCl/0,5 M fosfat tamponu ile tek pik seklinde oldugu gézlemlendi
(Sekil 3.1).

Papatya bitkisinden lipazin saflastirilma evreleri ve bu evrelere ait sonuglar

Tablo 3.1°de gosterildi.

Calismamizda papatya bitkisi ham ekstresi hazirlama, amonyum siilfat kesiti
ve DEAE-seliiloz kolon kromatografisi evrelerinde lipaz aktivitesi, esteraz (155)
aktivitesi olarak tayin edildi. Papatya bitkisinden lipaz enzimi DEAE- seliiloz kolon

kromatografisi sonucu 26 kez saflastirildi (Tablo 3.1).
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Sekil 3.1 Papatya Ham Ekstresinin %70 Amonyum Sulfat Fraksiyonunun DEAE-

Seliiloz Kolon Kromatografisi Eliisyon Grafigi

Kolon Boyutu: 1.4x10 cm

Kolona uygulanan protein: 200 mg/mL
Eliisyon tamponlari: pH’s1 7,0 olan 0,5 mM sodyum fosfatta ¢oziilmiis 10 mM, 20

mM, 30 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 500 mM NacCl.

Tablo 3.1 Papatyadan Lipazin Elde Edilme Evrelerinin Esteraz Aktivitesine Gore

Incelenmesi
; Total Spesifik
Islem . Protein thal Aktivite Saflastirma Orani
Evreleri Aktivite (U)
(mg) (U/mg)
Ham Ekstre 2910,8 | 278578,114 95,71 1
%70 Amonyum
. 1361,7 173471,91 127,39 1,33
Siilfat Kesiti
Dializat 2124 500704,2 235,74 2,46
DEAE-Seliiloz Kolon
198,4 493718,4 2488,5 26
Kromatografisi
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3.1.3. SDS-PAGE Elektroforezi

Saflastirilan lipaz enziminin SDS-PAGE uygulanarak tek protein bandi
icerdigi saptandi. Molekiil agirligi tayininde kullanilan standart proteinler ile ¢izilen

egriden lipazin molekiil agirliginin 30 kDa oldugu saptandi. (Sekil 3.2).

1

- 272
~cmadh 66
— .
— 29
14.2
1 2 3 4 5 6 7

Sekil 3.2 SDS-PAGE Jel Elektroforezi

1. Bovine serum albumin (Mr = 14,2 kDa)
2.Karbonik anhidraz (Mr = 29 kDa)

3. Serum albumin (Mr =45 kDa )

4. Alfa lakta albumin (Mr=66 kDa )

5. Ureaz (Mr= 272 kDa)

6. Ham ekstre (Mr = 20,5 kDa)

7. DEAE-seluloz enzim ¢ozeltisi ( Mr =30 kDa)

3.1.4. Lipaz Esteraz Aktivitesine pH’nin Etkisi
Farkli pH’larda (pH=4-12) lipaz aktivitesinin 400 nm’de, 100 mM p-
nitrofenil asetat substrati kullanilarak Erlanson yontemine gore incelenmesi

sonucunda papatya bitkisi lipazinin en yiiksek aktiviteyi pH=12’de gosterdigi
goraldi (Sekil 3.3) (155).
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Sekil 3.3 Lipaz Esteraz Aktivitesi Uzerine pH'nin Etkisi

3.1.5. Lipaz Esteraz Aktivitesinin pH Stabilitesi

Esteraz aktivitesinin pH’a bagimli stabilitesini belirlemek amaciyla pH=4-10
arasinda; 20, 40, 60, 80, 100 ve 120 dakikalardaki bekleme siireleri sonucunda
hesaplanan aktivitelere gore ¢izilen grafikte pH=10’da enzim aktivitesinin en yiiksek
oldugu ve zamana bagl olarak aktivitenin 100. dakikadan sonra az da olsa arttig1

saptand1. Diger pH’larda 6nemli farkliliklar goriilmedi (Sekil 3.4).

160 -
140 -

=¢—pH= 4
120 A

=l—pH=5
100 -

e=te=PH= 6
80 -

==pH=7
60 1 =¥=pH=8
40 =@—pH=9
20 A

O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Sekil 3.4 Lipaz Esteraz Aktivitesinin pH Stabilitesi
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3.1.6. Lipaz Esteraz Aktivitesine Sicakhgin Etkisi

Sicakligin lipaz aktivitesi tizerine etkisi 10°C-70°C arasinda p-NFA substrati
kullanilarak incelendiginde, en yiiksek aktivitenin 30°C’de oldugu bulundu.
Sicakligin daha da artmasiyla aktivitenin azaldig1 saptandi (Sekil 3.5).

200 -

Z 150 -

-

%

5 100 -

£

= 50 -

&

E 0 T T T 1

. 0 20 40 60 80
Sicaklik (° C)

Sekil 3.5 Lipaz Esteraz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

3.1.7. Lipaz Esteraz Aktivitesinin Termal Stabilitesi

Lipazin sicakliga bagimli stabilitesini belirlemek amaciyla 10-70°C arasinda
20, 40, 60, 80, 100 ve 120. dakikalardaki bekleme sureleri sonucunda hesaplanan
aktivitelere gore cizilen grafiklerden lipazin aktivitesinin tiim sicakliklarda bekleme
stirelerindeki aktivite degerlerinde ¢ok azalma oldugu saptandi. En yiiksek aktivite

kayb1 100. dakikadan sonra goriildii (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 p-Nitrofenil Asetatin Sicaklik Stabilitesi

3.1.8. Uygun Reaksiyon Siiresinin Bulunmasi

Lipaz esteraz aktivitesinin 1, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30. dakikalarindaki
reaksiyonlar sonucunda aktivitenin zamana bagli olarak arttig1 saptandi. Ancak

aktivitede artisin 5. dakikada baslamasi nedeni ile aktivite tayininde 5 dakikada

Ol¢iimlerin yapilmasina karar verildi (Sekil 3.7).

Aktivite (U/mL) dakika

120

100

80

60

40

20

20
Zaman (Dakika)

30

40

Sekil 3.7 Zamanin Lipaz Esteraz Aktivitesine Etkisi
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3.1.9. Lipazin Farkl Substratlara Gore Km ve Vmax Degerleri

Lipaz enziminin Ky ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk denkleminden
yararlanilarak hesaplandi. Lipazin substrat olarak en fazla ilgisinin p-nitrofenil

asetada oldugu goriildii (Sekil 3.8).

0.025 +

/v

0.02 - y = 3E-06x + 0.0066

0.015

0.01

1/s[M™]

[e»]

-3000 -2000  -1000 0 1000 2000 3000 4000 5000

Sekil 3.8 p-Nitrofenil Asetat Konsantrasyonunun Lipaz Esteraz Aktivitesine Etkisi

0.025 ¢ 1y

0.02 - y =3x107°x + 0,0072_4

0.015

0.01

005 -
1/s[M™]

[en]

-3000 -2000  -1000 T 1000 2000 3000 4000 5000

-0.005

Sekil 3.9 p-Nitrofenil Bitirat Konsantrasyonunun Lipaz Esteraz Aktivitesine Etkisi
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Sekil 3.10 p-Nitrofenil Kaprat Konsantrasyonunun Lipaz Esteraz Aktivitesine Etkisi
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1/v

y = 3x107%x + 0,007

0.015

0.01

7005 -
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-3000 -2000 -1000 ) 1000 2000 3000 4000 5000
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Sekil 3.11 p-Nitrofenil Laurat Konsantrasyonunun Lipaz Esteraz Aktivitesine Etkisi
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Sekil 3.12 p-Nitrofenil Miristad Konsantrasyonunun Lipaz Esteraz Aktivitesine
Etkisi
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Sekil 3.13 p-Nitrofenil Palmitat Konsantrasyonunun Lipaz Esteraz Aktivitesine
Etkisi
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Tablo 3.2 Papatya Lipazinin Farkli Substratlari Igin Km Ve Vimax Degerleri

Substrat Km Km (MM) Vmax (U)
p-NPA 0,0004545 0,4545 151,52
p-NPB 0,0004167 0,4167 138,89
p-NPK 0,0003896 0,3896 129,87
p-NPL 0,0004225 0,4225 140,85
p-NPM 0,0004109 0,4109 136,99
p-NPP 0,0002899 0,2899 144,93

3.1.10. Enzim Konsantrasyonunun Esteraz Aktivitesine Etkisi

0,1-1,0 mL arasinda degisen hacimlerde alinan enzim ¢ozeltileriyle lipaz
esteraz aktivitesi Ol¢iimleri yapildi. Enzim hacminin artmasi ile lipaz aktivitesinin
arttigt  goriildii. Ancak 0,1 mL enzim hacminde aktivite belli bir degerde
dengelendigi yinede enzim hacminin artmasi ile aktivitenin ¢ok fazla artis

gostermedigi saptandi (Sekil 3.14).

350
300 -
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200 -
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100 -
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Sekil 3.14 Enzim Konsantrasyonunun Lipaz Esteraz Aktivitesine Etkisi
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3.1.11. Substrat Konsantrasyonunun Esteraz Aktivitesine Etkisi

Farkli miktarda p-nitrofenil asetat substratina karsi lipazin esteraz aktiviteleri
Olculdid. En yuksek aktivitenin 0,7 mL substrat ile oldugu bulundugundan

calismamizda 0,7 mL substrat kullanarak aktivite deneyleri yapildi (Sekil 3.15).

250

200

150
100

50

Aktivite (U/mL) dakika

0 T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Substrat Hacmi

Sekil 3.15 Substrat Konsantrasyonunun Lipaz Esteraz Aktivitesine Etkisi
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4. TARTISMA VE SONUC

Cesitli endiistriyel islemlerde (margarin, siit ve yag endiistrisinde, deterjan ve
gida endiistrisinde, saf kimyasallarin ve ilaglarin sentezinde, kagit imalatinda,
kozmetik endiistrisinde, eczacilikta ve tekstilde) kullanim alanlarina sahip olan
lipazlarin, cesitli bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan saflastirildigi ve bazi
kinetik oOzelliklerinin incelendigi goriilmiistiir. Lipazin papatya bitkisinden
saflagtirilmast ile ilgili literatiirde herhangi bir g¢alismaya rastlanmamistir. Bu
calismada, papatya lipazt ilk kez saflastirilmis ve baz1 kinetik 0Ozellikleri

incelenmistir.

Bitki tohumlarindaki yaglarin uzaklastirllmasinda ¢oziicii olarak, hekzan
(64,159), aseton (64) kloroform (111), petrol eteri, izopropil alkol (160) gibi
coziiciiler kullanilmistir. Calismamizda papatyadaki yagi uzaklastirmak igin farkli
coziicliler kullanilarak en yiiksek oranda ekstrakte eden c¢oziiclinlin petrol eteri

oldugu bulunmustur.

Enzimlerin ¢esitli bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan saflastirilmasinda,
farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlere ve kaynaklarina gore ¢aligmalarda
saflagtirma oranlar1 da degismektedir. Yapilan ¢aligmalarda lipaz, kayis1 tohumundan
21,03 kat (23), aycicek tohumundan 603 kat (119), piring kepeginden 7,6 kat (161),
slitten izole edilen Serratia marcescens’ten 20,88 kat (162), Aspergillus niger’den 50
kat (163), P.seudomonas sp.’den 37 kat (164) ve kestane tohumundan 186,87 kat
(165) olarak saflastirilmistir. Calismamizda papatya lipazi 26 kat saflagtirilmigtir. Bu
deger, diger bitkilerle ilgili ¢aligsmalarla uygunluk gostermektedir.

Lipazin saflagtirillmas1 evrelerinde, ham ekstre ve DEAE-seliiloz kolon
kromatografisi ¢ikisli enzim Orneklerinde yapilan SDS-PAGE sonucunda, ham
ekstrenin birden fazla protein bandi igerdigi, DEAE-sellloz kolon kromatografisi
sonucu elde edilen enzimin ise tek bir protein bandi igerdigi goriildii. Bu bandin R
degerinin standart olarak kullanilan proteinlerin R, degerleri ile karsilastirilmasi
sonucu lipazin molekiil agirliginin 30 kDa oldugu bulundu. Bitki lipazlar ile ilgili

yapilan caligmalarda, lipazlarin molekiil agirliklarinin nispeten kiiclik oldugu,
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ornegin; Mucor hiemalis f. hiemalis lipazinin 49 kDa (166), Jatropha curcas L.
tohum lipazinin molekiil agirliginin 21,6 (167), aycicek tohum lipazinin 22 kDa
(119), piring kepeginin 9.4 kDa (64), Brassica napus L. bitkisinin ise 55 kDa (161),
palm meyvasinin 32 kDa (166) molekiil agirliginda olduklar1 bulunmustur.

Bitkisel kaynakli yagli tohumlarin lipaz aktivitesine etki eden pH degerleri
izerine yapilan calismalarda, kestane tohum lipazinin optimum pH’s1 8-9 (23),
aycicek tohum lipazinin optimum pH’s1 8-9 (119), piring kepegi lipazinin optimum
pH’s1 7-7,5 (64), hint yag: bitki tohumundan elde edilen lipazin optimum pH’s1 4,2
(118,168,169), Umbellularia californica tohumlarindan saflastirilan lipazin optimum
pH’s1 8,5 olarak (170) bulunmustur. Ayrica, amerikan fistigi, aygicek, hiyar, pamuk,
findik, domates tohumu ve misirdan elde edilen lipazlarin optimum pH degerleri de
9,0 olarak bulunmustur. Papatya lipazinin pH stabilitesi incelendiginde pH 12’de
enzimin dayanikligmin en yiiksek oldugu goriilmektedir. Saflastirilan enzimin
optimum pH degerinin ve dayanikliginin pH=12 olmasi nedeni ile, bu enzimin bazik

yapida bir enzim oldugu sdylenebilir.

Bitkisel kaynakli yagli tohumlar iizerine yapilan c¢alismalarda lipaz
aktivitesinin sicaklik etkisi ve dayanikliligi degerlendirildiginde optimum sicakligin
30-60°C arasinda, sicaklik stabilitesinin de farkli sicaklik degerleri arasinda oldugu
gorulmektedir (64,171,169). Kayisi tohumundan saflastirilan lipazin 25°C (23), palm
yagi (Elaeis guineensis)’ndan saflastirilan lipazin optimum sicakliginin 30°C (169),
ac1 bakladan saflastirilan lipazin ise 25°C oldugu verilmistir(172), Trichosporon
asteroide’ten saflastirilan lipazin optimum sicakliginin 60°C oldugu ve enzimin
70°C’deki sicakliga karsi stabil oldugu bulunmustur (173). Aeromonas sobria
LP004’den saflastirilan lipazin optimum sicakliginin 45°C oldugu ve 40°C’den daha
yiiksek sicakliklarda enzimin kararliligini kaybettigi goriilmiistiir (174). Papatya
lipazinin sicaklik stabilitesi incelendiginde enzimin 20-70°C arasinda farkli
inkiibasyon siirelerinde dahi kararli oldugu (fazla bir aktivite kaybinin olmadig)

gorilmiistiir.

Bu calismada, sicaklik ve pH stabilitesi géz Oniline alindiginda enzimin

sicakliga dayanikli bir enzim oldugu ve pH stabilitesinin de kararl bir yapida oldugu
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sOylenebilir. Uygun enzim Kkonsantrasyonu, substrat ve reaksiyon surelerinin

tayininde buldugumuz degerler, enzim aktivitesinin uygun reaksiyon sartlarinda

yapildigin1 gostermektedir.

Sonug olarak papatyadan lipaz enzimi ilk kez saflagtirllmis ve bazi kinetik

ozellikleri incelenmistir. Buna gore;

Papatyadan lipaz, esteraz aktivitesine gore 26 kat saflagtirildi.

Papatyadan saflastirilan lipazin, SDS-PAGE elektroforezi sonucunda molekdl
agirhiginin 30 kDa oldugu bulundu.

Lipaz enziminin p-nitrofenil asetat substratina gore optimum sicaklik
degerinin 50°C, optimum pH degerinin 12 oldugu bulundu.

Lipaz esteraz aktivitesi i¢in uygun reaksiyon suresi ise 5 dakika olarak
belirlendi.

Lipaz enziminin en ¢ok ilgi gosterdigi p-nitrofenil palmitat substratina kars1
Km ve Vmax degerlerinin, sirasiyla 0,2899 mM ve 144,93 U oldugu bulundu.
Lipaz esteraz aktivitesinin uygun enzim ve substrat konsantrasyonunun

sirastyla 0,1 ve 0,7 mL oldugu belirlendi.

Elde edilen sonuglardan, tlkemizde yetisen papatya bitkisinden lipaz

enziminin saflastirilip ¢esitli endiistri alanlarinda kullanilabilecegi diisiincesindeyiz.
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