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OZET

Bu calismada Kagizman cevizinden (Juglans regia L) lipazin saflastirilmasi ve
karakterizasyonunun yapilmasi amaglanmistir. Kagizman cevizi i¢in yapilan yag
uzaklastirma isleminin ardindan amonyum stilfatla ¢oktiirme, diyaliz ve jel filtrasyon
yontemleri kullanilarak lipaz yaklasik olarak 3,53 kat saflastirildi. Yapilan her asama
sonrasinda Lowry yontemiyle protein tayini yapildi. Bu islemin ardindan ise
spektrofotometrik olarak aktivite dlciimii yapildi. Saflastirilan lipaz enziminin optimum
pH’smin 9,5 ve optimum sicaklig1 40 °C olarak molekiil kiitlesi ise yaklasik olarak 67,6
kDa belirlendi.

Lipaz enzimi i¢in optimum iyonik siddet 900 mM ve glisin 9,5 tamponu olarak
belirlendi. Substrat olarak p-nitrofenil oktanoat ve p-nitrofenil biitirat kullanilarak Ky, ve
Vmaks degerleri hesaplandi. K, degeri p-nitrofenil oktanoat i¢in 0,21 mM, ve p-nitrofenil
biitirat i¢in 0,0558 mM olmakla beraber Vs degeri p-nitrofenil oktanoat i¢in 1.3 U/mg

ve p-nitrofenil biitirat i¢in ise 0,46 U/mg olarak ortaya konuldu.

Sonug olarak Kagizman cevizinden (Juglans regia L.) saflastirilan lipazin optimum pH,
optimum sicaklik, iyonik siddet, molekiil kiitlesi gibi parametreleri incelendi. Incelenen
bu parametrelerin lipaz igeren diger bitkisel kdkenli tiirlerden fakli oldugu belirlendi.

2016, 48 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kagizman Cevizi, lipaz, saflastirma ve karakterizasyon

Vil



ABSTRACT

The aim of this study was to purification and characterization of lipase enzyme from
Kagizman walnut (Juglans regia L). After removal of oil from walnut, approximately
3,53 times purification was performed by precipitation with ammonium sulfate, dialysis
and gel filtration techniques. After each step protein analysis was conducted by Lowry
method. Then, activity analysis was done spectrophotometrically. The optimum pH and
temperature of purified lipase enzyme were obtained as 9,5 and 40°C, respectively. In

addition, molecular mass was calculated about 67,6 kDa.

The ionic strength of lipase enzyme was observed as 9,5 and 900 mM and it was
determined as glycine tampon. K,, and Vy.x values were calculated by using p-
nitrophenyl octanoate and p-nitrophenyl butyrate as substrates. While K, values for p-
nitrophenyl octanoate and p-nitrophenyl butyrate were obtained as 0,21 mM and 0,0558
mM, Viax values for p-nitrophenyl octanoate and p-nitrophenyl butyrate were calculated

as 1,3 U/mg and 0,46 U/mg, respectively.
Consequently, optimum pH, optimum temperature, ionic strength, molecular mass of
lipase which was obtained from Kagizman walnut (Juglans regia L.). It was determined

that these parameters were different from other species with vegetal origin which

contain lipase.

2016, 48 pages

Key words: Kagizman walnut, lipase, purification and characterization.
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1. GIRIS

1.1. ENZIMLER

Enzimlerin insanlar tarafindan kullanimi medeniyetin eski zamanlarma dayanmaktadir.
Ilkel toplumlarda insanlar bilmeyerek de olsa bazi tiir yiyecek ve iceceklerin, post ve

deri giysilerin liretiminde enzimlerden yararlanmistir. [1].

Gilintimiizde yaklasik olarak 4000 enzim ¢esidi bilinmekte ve bunlardan 200 kadari
ticari amaglarla kullanilmaktadir. Kullanilan enzim ¢esitlerinin bir¢ogunu mikrobiyal

kaynakli enzimler olusturmaktadir [2, 3].

Organizmada meydana gelen reaksiyonlar biyolojik katalizérler olarak tanimlanan
enzimler tarafindan gerceklestirilir. Substratlar enzimlerin {ist kismida yer alan aktif
bolge adi verilen ylizeye baglanirlar ve enzim-substrat kompleksi olusur. Her enzim
molekiilii bir saniyede 100 ile 1000 substrat molekiiliinii iiriine ¢evirebilmektedir. Her
enzimin etkilesebilecegi bir ya da birka¢ tane substrat vardir ve boylelikle kendilerine

0zgii substratlarla etkilesirler [4].
1.1.1. Enzim Aktivite Birimleri
Enzim aktivite birimi Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan aktivite
birimlerinde karsilastirma yapilabilmesi i¢in “Uluslararast Birim” (U) seklinde

tanimlamistir.

Spesifik Aktivite: Dakikada 1 mg enzim ile doniisime ugrayan substratin pmol

cinsinden miktar1 olarak tanimlanir.

Unite (U): Standart kosullar icerisinde 1 dakikada 1 p mol substrati iiriine geviren

enzim miktar1 olarak tanimlanir.



Turnover Sayisi: 1 dakikada enzim tarafindan doniisiime ugrayan substrat miktaridir.

Katal: 1 saniyede enzim tarafindan {iriine doniistiiriilen 1 mol substrat miktar1 olarak

tanimlanir [5].

1.1.2. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim aktivitesini etkileyen faktorler pH, sicaklik, enzim konsantrasyonu, substrat

konsantrasyonu, zaman ve reaksiyon tirlinleri olarak siralanabilir.

pH’mm Etkisi: Enzimlerin kendilerine 6zgli yiliksek aktivite gosterdikleri belirli pH

araliklar1 vardir ve bu araliga optimum pH denir [6].

Sicakhigin Etkisi: Enzimler yiiksek sicaklik s6z konusu oldugunda denatiire olurlar.
Enzimlerin bozulmamalar1 i¢in hangi sicaklik aralifinda calistiklar1 tespit edilmelidir.
Uluslararas1 Biyokimya Birligi reaksiyon sicakligini 25 'C olarak belirleyerek dl¢timleri

bu sicakliga gore yapmaktadir [6].

Zamanin Etkisi: Enzimlerin etkisiyle reaksiyon hizinda zamanla azalma meydana
gelir. Reaksiyon sonucunda meydana gelen iriinlerin birlesmesi ile ters yonde bir
reaksiyon meydana gelmesi enzimin aktifligini yitirmesine ve substratin bitmesine

neden olur. Boylelikle reaksiyon hizi azalir [6].

Reaksiyon Uriinlerinin Enzim Aktivitesine Etkisi: Reaksiyon iiriinlerinde meydana
gelen artig reaksiyon hizinda azalmaya neden olur. Bunun sebebi ise meydana gelen

iirlinlin enzime substrattan daha fazla tutunmasindan kaynaklanmaktadir [7].

Enzim Konsantrasyonun Etkisi: Reaksiyonun hizi substrat miktari ile dogru orantili
olarak degisir. Enzim konsantrasyonu arttirildiginda reaksiyon hizinda da buna bagli

olarak artig goriiliir [7].



Substrat Konsantrasyonun Etkisi: Diisiik substrat konsantrasyonunda reaksiyon
hizinda azalma goriiliirken konsantrasyon artis1 ile reaksiyon hizinda da artig goriiliir.

Yiiksek konsantrasyonda zaman gegtikce reaksiyon hizi sabitlenir [8].

1.1.3. Michaelis-Menten Denklemi

Michaelis-Menten reaksiyon olarak basit bir reaksiyon mekanizmasi ile denkleme

aciklama getirmistir. Bir tek substrat molekiiliinii iceren denklem [4].

k X3
E+S ———FS =————sE+P

-~

S: Substrat

E: Enzim

ES: Enzim substrat

P: Uriin

ki, k2, k3: Hiz sabitleri

Michaelis-Menten denklemi ise; Reaksiyondaki hiz artis ya da azalismin substratin

konsantrasyonu ile nasil degiskenlik gosterdigini agiklamaktadir. Denklem ise asagidaki

gosterilmistir [4].

Vmax' [S]

Vp = o o
Ky + [S]
Vo=1ilk hiz K., = Michealis Menten sabiti = (k; + k) / k;
Vmaks = maksimum hiz [S] = substrat konsantrasyonu



1.1.4. Lineweaver—Burk Grafigi

Lineweaver-Burk grafigi ile sabit olan substratin en az 5 farkli konsantrasyonunun
kullanilmasi ile 1/V-1/S grafikleri ¢izilir (Sekil 1.1). Bu grafigin kesisim noktalar1 goz

oniine alinarak grafik hakkinda yorum yapilir [9].

Egim= —
= Vmax

| =

Sekil 1.1. Lineweaver-Burk grafigi [9].

1.2. LiPAZ

Lipazlar (E.C.3.1.1.3) triagilgliserollerin sulu ortamda serbest yag asitleri ve gliserine
kadar parcalanmasmi katalizler (Sekil 1.2) [10, 11]. Lipazlar i¢in yapilan enzim
siralamasi Oncelikle hidroazlar (E.C.3.), ester baglarii koparanlar (E.C.3.1), karboksilik
ester hidrolazlar (E.C.3.1.1) en son olarak da triacilgliserol lipazlardir [11].



R!—CO—O—CH, R!—COOH HO—CH,
| Lipaz |

R>—CO—O0—CH -+ 3H,0 =——>» R’—COOH + HO—CH
I — I

R3—CO—O—CH, R3—COOH HO—CH,

Trigliserid Yag asidi Gliserol

Sekil 1.2. Trigliseridlerin gliserol ve yag asidine hidrolizi [12].
1.2.1. Lipazlarin Reaksiyonlar
Lipazlar tarafindan katalize ugrayan reaksiyonlar sentez ve hidroliz reaksiyonlar1 olmak
iizere iki kisma ayrilir. Sentez reaksiyonlar: ise kendi arasinda alkoliz, esterifikasyon,
interesterifikasyon, asidoliz ve aminoliz olarak ayilmaktadir [13].

1) Sentez

Alkoliz

RCOOR; + R,OH RCOOR, + RjOH

e Esterifikasyon

RCOOH + R;OH RCOOR; + H;O

o Interesterifikasyon

RCOOR; + R,COOR; RCOOR; + R,COOR;

e Asidoliziz

RCOOR; + R,COOH R,COOR; + RCOOH




e Aminoliziz

R;COOR; + R3NH, R;COONHR; + R,OH
2) Hidroiz
RCOOR; + H,O RCOOH + R;OH

1.2.2. Lipaz Cesitleri

Spesifik Olmayan Lipazlar: Bu grup igerisinde yer alan lipazlar, triagilgliserollerin her
konumunda acil gruplarmi koparabilir. Reaksiyon durdugunda gliserin ve yag asidi
meydana gelirken bunun yani sira ara {iriin olarak da mono ve di-acilgliseridler olusur

[14].

Baglarna (1-3) Spesifik Lipazlar: Bu grupta yer alan lipazlar 1-3 pozisyonlarindan
spesifik olup reaksiyon durdugunda yag asidi ve bunun yani sira 2-monoagilgliserol ve
1,2 (2,3)- diagilgliserol meydana gelir. Yani 1-3 baglarina spesifik olan lipazlar

trigliseridleri serbest yag asitleri ve gliserine ayrir [15].

Yag Asidi Spesifik Lipazlar: Istenilen ama¢ dogrultusunda triacilgliserol elde
edebilmek i¢in yag asidi spesifik lipazlarm i¢ esterlesme reaksiyonlarmda kullanilmasi

gerekmektedir [16].

1.2.3. Lipazlarin Yapisi

Ug boyutlu yapiya sahip lipazlar farkli kaynaklardan da saflastirilmis olsa yap1

bakimindan birbirlerine benzerlik gostermektedir. Lipazlarin yapilarinda - bandi

oldugu ve o/f hidrolaz yapisina sahip proteinlerin ise yapisina birbirlerine paralel olan 8



kivrimlarinin a yapilari ile ayrildigi gozlemlenmistir [17]. Lipazlarin aktif bolgesi f ve

o bandi1 arasinda yer almakta ve bu bdlgede ii¢hii gruplar bulunmaktadir [18].

1.2.4. Lipaz Kaynaklan

Lipazlar bitki ve hayvan dokularindan ekstraksiyonla ya da mikro organizmalar ve
fungilerden fermentasyonla iiretilir. C ve N kaynaklariin tiiri ve derisimi; pH, sicaklik,

metal iyonlar1 ve ¢6zlinmiis oksijen derisimi lipaz tiretiminde 6nemlidir [19].

1.2.5. Lipazin Endiistrideki Uygulamalan

Lipazlar gida, kozmetik, farmasotiklerin sentezi, kagit imalat1 ve deterjan gibi birgok

endiistriyel kullanim alanina sahiptir.

e Gida Endiistrisinde Lipazlar: Gida endiistrisinde lipitlerde farkliliga yol
acarak trigliserollerde bulunan yag asidi zincirlerinin konumundaki degisime
neden olan ve lipidlerin 6zelliklerinin degismesini saglayan lipazlar kullanilir

[20].

e Kozmetik Endiistrisinde Lipazlar: Kozmetik endiistrisinde kisisel bakim

iirinlerinin, kokulu bilesiklerin {iretiminde yararlanilan lipazlardir [21].

e Organik Sentezlerde Lipazlar: Organik sentezlerde kullanilan lipazlardir.

Sentetik kimyada substrat farkliliklar1 g6z 6niine alinmalhidir [22].

e Kagit Endiistrisinde Lipazlar: Lipazin bir diger uygulama alani da kagit
endiistrisinde {iiretilen kagit hamurundan katranin ayrilmasida kullanilmasidir

[23].



e Deterjan Endiistrisinde Lipazlar: Lipaz ilk kez 1913 yilinda c¢amasir
deterjaninin daha giiglii bir sekilde etki gostermesi i¢cin kullanilmistir. 1994
yilinda ise ilk ticari rekombinant lipaz olan Lipolase piyasaya sunulmustur.
Lipazlar ticari anlamda c¢amasirhaneler ve evlerdeki bulasik makinalarinda
deterjanlara kimyasal baglar1 parcalamasi amaciyla ilave edilir. Yilda 13 milyar
ton deterjan icerisine 1000 ton lipaz ilave edilmektedir [23, 24]. Tablo 1.1°de

lipazlarm endiistri alanindaki kullanim alanlar1 verilmistir.

Tablo 1.1. Lipazlarin endiistri alaninda uygulamalar1 [25].

Endiistriyel alan Gorevi Uriin veya Uygulama alam
Un iceren yiyecek Tatlandiric1 Raf dmriinii arttirma
Deterjan Yag Hidrolizi Yag lekelerinin ¢ikarilmasi
Igecekler Aroma arttiric Igecekler
Saglikli yiyecekler ~ Transesterifikasyon Saglikl1 yiyecekler
Balik ve et Tatlandiricy Et ve balik tiriinlerinde; yagin

uzaklastirilmasi
Kimyasal Sentez, enantiyoseg¢icilik Kiral insa edici bloklar
Kozmetik Sentez Emiilgatorler, nemlendiriciler
Kagit Hidroliz Kagit niteliginin arttirilmasi
Gida paketleme Kaliteyi arttirma Paketleme

Kati ve siv1 yaglar

Temizlik
Deri

Ilag

Sut drunleri

Transesterifikasyon,
hidroliz

Hidroliz

Hidroliz
Transesterifikasyon,
hidroliz

Siit yaginin hidrolizi,
Peyniri olgunlastirmada,
tereyaginin degisimi

Kako yag1, margarin,yag
asitleri, gliserol, mono-
gliseridler

Yaglarin uzaklastirilmasi
Dert iirinleri

Ozel yaglar, sindirim
yardimcisi

Siit, peynir, tereyaginin aroma
maddelerinin geligsmesi

1.3. Enzimlerin Saflastirilmasi ve Kullanilacak Yontemler

Saflagtirma enzimlerin daha verimli bir sekilde kullanilmasina olanak saglayan bir
basamaktir. Genel olarak enzimlerin saflastirilmasinda ¢oktlirme, elektroforetik ve

kromotografik yontemler kullanilir. Biiyliklik ve kiitle incelemesinde jel

kromatografisinden, yiikk g6z Oniine alindiginda iyon kromatografisi veya izoelektrik



fokuslama, biyolojik aktivite i¢in afinite, polarite i¢cin revers faz, membran ve
hidrofobik  etkilesim  kromatografilerinden yararlanilir. Kolon kromatografi
yontemlerinin ¢alisma prensipleri aynidir. ilk adimda kolonun doldurulmas: igin sabit
faz adi1 verilen kat1 gozenekli bir dolgu maddesi secilirken daha sonraki adimda
hazirlanan karisim kolona ilave edilir ve ardindan hazirlanan tampon ¢o6zelti eklenir.
Hazirlanan bu tamponla kolon yikanir ve bu kisim ise hareketli faz kismini olusturur.
Kolondan 6nce kolonda tutunmayan enzimler daha sonra adsorbe olanlar kolonu terk

eder [26, 27, 28].

1.3.1. Coktiirme

Saflagtrmanm ilk basamaginda kullanilan bir yontemdir. Saflastirmada kullanilan
coktiirme yontemi biiylik dlgciide amonyum siilfat kullanilarak gergeklestirilmektedir.

Coktiirme islemi proteinlerin ¢ozlniirliiklerinden yararlanilarak yapilmaktadir [19].

1.3.2. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, sabit faz ile tasiyici1 faz arasinda, sekil, ¢Oziniirlikk, biiyliklik gibi
ozellikleri goz Oniine almarak madde karigimlarimi ayrilmasidir [19]. Saflastirma i¢in
kullanilacak kromatografik yOntemleri jel filtrasyon, iyon degisim ve afinite

komatografisi olarak siniflandirilabilir.

1.3.2.1. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Proteinlerin molekiil biiylikliigiine gore ayrilmasini saglayan bu yontem elek
kromataografisi olarak da bilinmektedir. Proteinler, polisakkaritler gibi molekiillerin
saflastirilmasi asamasinda yararlanilan yontemdir. Jelin meydana getirdigi gbzeneklere
bagli olarak molekiillerin engellenmesi esasma dayanir (Sekil 1.3). Molekiillerin

kolonda kalmas1 molekiil bliyiikliigii ile ters orantilidir [29].
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Sekil 1. 3. Jel filtrasyon kromatografisi sematik gosterimi [30].

1.3.2.2. iyon Degisim Kromatografisi

Elektrostatik ¢cekim esasli olan bu yontemde iyon degistiriciler kovalent bagh yiikli

gruplar ve stabil olmayan kars1 iyonlar olmak iizere ikiye ayrilir [31].

Iyon degistiricide dolgu olarak kullanilacak madde pozitif olan gruplar ile bagl ise
anyon, negatif ylklii gruplar bagh ise katyon degisim kromatografisi olarak adlandirilir
(Sekil 1.4). Aliminyum silikatlar, sentetik recineler gibi dolgu maddeleri mekanik
kararlilik, biyolojik maddelere karsi davranislarini belirlemeyi saglar. ilk kullanilan

iyon degistiricileri Sephadex, Sepharose ve Sephacel olarak siralayabilir [32].

10



yirtitiicii faz

@ :Biiyiik nct pozitif yiik
® :Net pozitif yiik
@ :Net negatif yiik

@ :Biiyiik net negatif yiik

Negatift yukli
islevsel grup
igeren polimer
vatak

katyon degistiriciler
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Uygulanan pH'taki net yiiklerine gore
enzimlerin kolondan ayrilis hizlan tayin
edilir. Katyon degistiriciler uygulandiginda
net negatif yiikiu fazla olan enzimler daha
hizhh ve ¢cabuk ayrilirlar

Sekil 1.4. Iyon degisim kromatografisi sematik gosterimi [30].

1.3.2.3. Afinite Kromatografisi

Proteinin bir molekiile baglanma spesifikliginden yararlanilarak yapilan kromatografi
yontemidir. Istenilen proteinler liganda bagl iken istenmeyen proteinler yikama islemi
yapilarak kolondan ayrilir ve bu islemin ardindan serbest ligand igeren c¢ozelti
yardimiyla istenilen proteinler kolondan ayrilirlar (Sekil 1.5). Bu sekilde saf halde

istenilen protein elde edilmis olur [30].

11
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Sekil 1.5. Afinite kromatografisi sematik gosterimi [30].

1.3.2.4. Dogal Elektroforez

Elektroforez belirli bir yiike sahip proteinlerin elektrik alaninda ayrilmasi esasina
dayanan oOnemli bir saflastirma yontemidir. Belirli olan hizlarda ¢6ziinmiis olan
molekiillerin sahip olduklar1 elektrik yiiklerinin kiitlelerine oranlanmasiyla elektriksel
alanda hareket etme prensibine dayanir. Proteinler, amino asitler ve niikleik asitler
yapilarinda iyonize olan gruplar barmdirdigindan elektrik yiikiine sahip olan katyonlar
ve anyonlar bir pH ¢6zeltisi icinde bulunurlar. Yiikli olan bu partikiiller elektrik alanin
yapmis oldugu etki ile sahip olduklar1 net yiiklere bagl olarak katoda ve anoda dogu
hareket ederler [33].
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1.3.2.5. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yaygm olarak
kullanilan ve protein karisimlarini 6zellikleri bakimindan incelenmesini saglayan bir
yontemdir. Bu teknikte proteinlerin en iyi sekilde jel igerisinde kosturulmasi i¢in ve
daha 1yi bir ayrimin gergeklestirilebilmesi i¢in proteinler arasinda var olan elektriksel
yiik farkinin ortamdan uzaklastirilmasi ayni1 zamanda proteinlerin bozunmasi ve lineer
halde olmas1 gerekir. Proteinlerin bozunmasi islemi ve elektriksel yiikiin ortamdan
uzaklastirilmast islemi 2-merkaptoetanol, iire, SDS ve 1s1 ile denatiire islemleri

kullanilarak gerceklestirilmektedir [34].

1.4. Ceviz ve Beslenmedeki Rolii

Gegmis zamanlardan itibaren bilinen ve liretimi siiren meyve ¢esidi olarak bilinir. Agag
iizerinde yetisen ceviz yesil kabuk, sert kabuk ve i¢ meyvesinden meydana gelir.

Toplamda diinyada 18 tiir ceviz bulunur.

Bitkisel olarak cevizin 6zellikleri,
» Yaprak bakimindan bilesik yaprak tiiriindendir.
» Toplamda ii¢ ¢esit tomurcuk yapist bulunur.
» Riizgar vasitasiyla dollenme gerceklesir.

» Meyveler senelik siirgiinlerle meydana gelir [35].

Ceviz biiyiik oranda doymamus yag asidi igermektedir. Iceriginde folik asit, B6 vitamini
ve ¢inko, demir, magnezyum, fosfor, demir icermektedir. Ceviz ayn1 zamanda linoleik

ve linolenik asit bakimindan zengindir [35].
Ceviz agac1 hizl bir sekilde biiyiir ve 25-30 metre yiiksekligine ulasabilir. Fazla uzayan

cevizlerin budanmasi ve ilaglanmasi zorlasacagi icin meyve icin yetistirilen agaglarin

fazla uzamamasi gereklidir.
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Cevizdeki kokler ise, kazik kok olup derinlere kadar iner. Ayni zamanda bolca kilcal

koke sahip olan ceviz yaklasik 2 veya 4 metre derinliklere kadar inebilir.

Cevizdeki dallar ise zeytin yesiline benzeyen bir renge sahiptir ve orta kisminda
yumusak bir 6z igceren siirglinler bulunmaktadir.

Cevizde dallanma 1-2 metre iist kisimda olur. Yaklasik olarak 5-6 metre civarinda bir
genisleme meydana gelebilir. Ilk yillarinda daha diizgiin bir yapiya ve daha agik renge
sahip olan govde yillar gectikge koyulasmaya baslar ve govde yiizeyinde uzun bir
sekilde catlakliklar meydana gelir.

Koyu renge sahip olan gozler, dallarin u¢ kisminda bulunmaktadir. Toplamda ii¢ goz
bulunur. Bu gozler boyunlu, diigme ve nokta olmak {izere ii¢ ¢esit olup nokta g6z her

zaman bulunmayabilir.

Say1 olarak 5 ile 13 arasinda arasin da degisen yaprak¢ik bir sap lizerinde yer alir ve
buda yaprak olarak adlandirilir. Boyutlar1 6 ile 12cm arasinda degisir. Parlak ve yesil

renge sahiptir. Disi ve erkek cigekler ayni1 agac tizerinde ayn1 yerde bulunmazlar [36].

Cevizin cevreyle ilgili o6zellikleri iklim ve toprak basligi altinda asagidaki gibi
aciklanmastir [37].

iklim: Yazlar1 ve ilkbahar aylarinda yeterli sicaklik alarak biiyiime olgunlasma
gerceklesir. Bu sicaklik yaklasik olarak 25°C ile 30 C arasinda degisir. Kis ayinda ise
yeterli soguklama ihtiyacini karsilar. Ceviz -20’den daha diisiik sicakliklarda dayaniksiz
olsa da -40C’ye kadar dayanikl tiirlere de sahiptir. Ceviz yetistiriciliginde yagisin
diizenli olmas1 onemlidir ¢linkii ¢iceklenme doneminde meydana gelen riizgar ve asiri
yagmur ddllenme ve tozlanmayi olumsuz etkiler [37].

Toprak: Topragin yaklasik olarak 2 veya 4 metre kadar derinine inebilen kdklere sahip
olan ceviz toprak derinligin az olmast durumunda sorun dogurabilmektedir. Saglikli bir
ceviz yetistiriciligi i¢in toprak derinliginin en az 2 metre civarinda olmasi gerekir ve
aynt zamanda toprak yiizeyinin geg¢irgen olmasma da Ozen gosterilmelidir. Bu

ozelliklerin yani sira ceviz yetistiriciliginde pH’da 6nemli rol oynamaktadir. Bu ylizden
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pH’nin 6-7 aras1 olmasina 6zen gosterilip ayn1 zamanda da topragin su tutma oranina ve

tuz oranima dikkat edilmesi gerekir [37].

Cevizde bulunan ve doymamis yag smifinda yer alan linoleik ve alfalinolenik yag
asitleri insan saglig1 i¢in 6nem tasimaktadir. Bu asitlerden linoleik asitin linolenik asite

orani ise 4:1 olup bu miikkemmel denge olarak adlandirilmaktadir.

Atardamarlarda iltihaplanmayi, kanda pihtilasmay1 engeller ve ayn1 zamanda kolestrolii
diismesini saglayarak kalp sagligini korur. Bu islevlerinin yaninda egzama hastaligina
1yi gelir ve yaralari iyilestirir. Cevizdeki besin degeri bir hayli yliksek oldugundan beyin
icin olduk¢a 6nemlidir [35].
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

Calismada materyal olarak Kagizman yoresinde yetisen ekim-kasim aylarinda hasat

edilen kabuklu ceviz kullanild1.

2.2. Metot

2.2.1.Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar, iiretici firmalari ile beraber Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan cihazlar ve markalari.

Kullanilan Cihaz Adx

Marka Adr

Sogutmali santrifiij
Spektrofotometre
pH Metre
Elektroforez
Peristaltik pompa
Karistirict (Shaker)
Karistirict (Vorteks)
Hassas terazi

Jel filtrasyon kolonu
Otomatik pipet
Calkalayici
Magnetik karistirict

Saf'su cihazi

Su banyosu
Kar makinesi

Buz dolab:
Gii¢ kaynagi

Hermle Z 323 K (Germany)
Beckman Coultur

Thermo Scientific Orion Star A211
BIO RAD (dikey)

Ismatec

GFL 3025

Fisons Whirlimixer

Gec avery

Sigma

Eppendorf

Midi Dual 14

Chilten Hotplate Magmetic Stirrer
HSBI

Barnstead Easy Pure UV/UF

Niive
Scotsman AF-20

Arcelik

1-Bio Rad Pover Pac 3000 2-
Apparatus Corporation EC/35
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2.2.2. Kullanmilan Kimyasallar
Kagizman cevizinden (Juglans regia L.) lipazin saflastirilmas1 ve karakterizasyonu
calismasi sirasinda kullanilan kimyasallar ve markalar1 asagidaki tabloda verilmistir

(Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Calismada kullanilan kimyasallar ve markalari.

Firma Adi Kimyasal Ad1

Aseton, Asetonitril, p-Nitrofenil biitirat, p-Nitrofenil oktanoat,
Tris-Base, Amonyum siilfat, Sodyum dodesil siilfat, TEMED,
Sodyum hidroksit, N,N bis akrilamid, Sigir serum albiimini

Sigma (BSA), Sethadeks G-100, Diyaliz Torbasi, Sodyum asetat,
Asetik asit, Sodyum tiyosiilfat, Glutaraldehit, Gliserin,
Formaldehit, = Amonyum  Persiilfat, p-merkaptoetanol,
Bromtimol, Hidroklorik asit.

Fermentas Protein marker
Daymn Glimiis nitrat

CUSO4.5H20, Na-K, Na2C03, Na2804, 1 2H20,

Merck
ere NaH,SO0, H,0, Etanol

Fluka Folin reaktifi

2.2.3. Kullamilan Cozeltiler
2.2.3.1. Protein Tayini i¢in Gerekli Cozeltiler
1. Lowry A ¢ozeltisi (0,1 N NaOH ,% 2 (w/v) Na,CO3): 0,4 g NaOH ve 2 g Na,CO;

saf su icerisinde ¢Oziiliip, hacim 100 mL tamamlandiktan sonra ¢ozelti +4C ’de

sakland:.
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2. Lowry B cozeltisi (% 1’lik CuSO4.5H,0): 1 g CuSO4.5H,0 saf suda ¢oziiliip,

hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandi ve +4 C ’de saklandi.

3. Lowry C cozeltisi (% 2 Na-K cozeltisi): 2 g Na-K tartarat saf su icerinde

¢Oziildiikten sonra hacmi 100 mL olacak sekilde tamamland1 ve +4 ‘C *de sakland.

4. Lowry D cozeltisi: Esit miktarda Lowry B ve Lowry C karistirilarak hazirlandi.

5. Lowry E cozeltisi: 0,5 mL Lowry D ve 25 mL Lowry A karistirilmasi ile hazirland:.

6. Sigir serum Albumin ¢ozeltisi (1 mg/mL): 5 mg sigr serum albiimin saf suda

¢Oziiliip hacmi 5 mL olacak sekilde tamamlandi ve +4 C ‘de saklanda.

7. 0,1 N NaOH icinde % 0,1 (w/w) SDS cozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf suda

¢Oziilerek hazmi 100 mL olacak sekilde tamamland1 +4 ‘C *de sakland:.

8. Folin reaktifi (v/v): 1mL folin reaktifi 1 mL saf su igerisinde ¢ozildii.

2.2.3.2. Aktivite Tayini I¢in Gerekli Cozeltiler

1. Fosfat tamponu (pH:7): 50 mM, 100 mL fosfat tamponu i¢in Na,HPO,4.12.H,0’dan
0,680 g ,NaH,PO4.H,0’dan 0,427 g alinip 100 mL su igerisinde ¢ozildii.

2. pNPO substrat (p-Nitrofenil oktanoat (kaprilat)): 2,4 pL p-nitrofenil oktanat
(Ma:265.30g/mol, d:1.095g/mL) alinip, ImL asetonitril icerisinde ¢oziilerek substrat

hazirlandi.

3. pNPB (p-Nitrofenil Biitirat): 1,8 uL p-nitrofenil biitirat (Ma: 209,20 g/mol,
d:1,19g/mL) alinip, 1 mL asetonitrilde ¢oziildii.
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2.2.3.3. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Jel Elektroforezi Cozeltileri

1. 1 M Tris-HCI tamponu (pH=8,8): 12,114 g (0,1 mol) Tris, 80 mL saf suda ¢ozildii.
1 M HC1 ile pH=8,8’¢ ayarlanip, toplam hacim 100 mL’ye tamamlanda.

2. 1 M Tris-HCI tamponu (pH=6,8): 12,114 g (0,1 mol) Tris, 80 mL saf suda ¢oziildii.
1 M HC1 ile pH=6,8’¢ ayarlanip, toplam hacim 100 mL’ye tamamlanda.

3. Numune tamponu: 0,65 mL 1 M Tris-HCI (pH=6,8), 3 mL %10’luk SDS ve 1 mL
%100’ Lik gliserin, 1 mL 0,1’lik brom timol mavisi karistirilarak, son hacim saf su ile 10
mL’ye tamamlandi. Bu tampona kullanmadan hemen 6nce 950 uL numune tamponunda

50 uL olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.
4. Yiiriitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin, 50 mL saf suda ¢6ziildii. Daha sonra
bunun tizerine 5 mL %10’lik SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 500 mL’ye

tamamlandi.

5. Amonyum persiilfat cozeltisi (% 10’luk): 1 g Amonyum persiilfat 9 g saf suda

¢oziildil.

6. SDS cozeltisinin (% 10’luk) c¢ozeltisi: 1 g sodyum dodesil siilfat 9 g saf suda

¢oziildil.

7. Akrilamid(%30) Bisakrilamid (%0,8) c¢ozeltisi: 15 g akrilamid ve 0,4 g

bisakrilamid 34,6 mL saf su igerisine eklenerek ¢oziildii.

2.2.3.4. Giimiis Boyamada Kullamlan Cozeltiler

1. Tespit c¢ozeltisi: 60 mL saf su, 30 mL %96°lik etanol, 10 mL asetik asit ilave

edilmesi ile hazirlandi.
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2. Rediiksiyon ¢ozeltisi: 4,8 g sodyum asetat, 45 mL etanol ve 80 mL saf su ilave
edilip, asetik asit eklenerek 150 mg sodyum tiyosiilfat, 3 mL gluteraldehit ilave edilip
pH 6’ya getirildikten sonra hacim saf su eklenerek 150 mL’ye tamamlandi.

3. Boyama ¢ozeltisi: 100 mg giimiis nitrat, 100 mL saf su icerisinde ¢6ziilerek lizerine

30 uL formaldehit ilave edildi.

4. Yikama cozeltisi 1: 3,75 g sodyum karbonat, 270 mL saf su igerinde ¢oziilerek 120
pL formaldehit ilave edildi.

5. Yikama ¢ozeltisi 2: 1 mL gliserin ve 250 mL’lik %5 'lik asetik asit karistirilmasi ile

hazirlandi.

2.2.4. Deneysel Calismalar

2.2.4.1. Yagsizlastirma

Kabuklarindan ayrilan cevizler ogiitiicii degirmen (IKA Al1 Basic) yardimi ile homojen

hale getirildi ve 37C’ de kurumaya birakildi. Bir sonraki asamada aseton kullanilarak

yagsizlastirma islemi yapildi ve yagsizlastirilan ceviz lipaz elde etmek icin saklandi

(Sekil 2.1) Bu islem aktiviteye en az zarar verecek en uygun ¢dzelti olan asetonla +4 C’

de gerceklestirildi [38].
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]

260 g 6gutulmus ceviz + 760ml Soguk aseton
+4°C 200 rpm 60 dk homojenizasyon+
Suzme

L|

) ]
Cokelti
L 37C'de 2 gece Stzuntd
beklemeye alindi

]

150 g aseton tozu
elde edildi

Sekil 2.1. Cevizde yagsizlastirma islemi

2.2.4.2. Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Yagsizlastirma isleminin ardindan asetonun uzaklastirilmas: icin 37°C’de 1 gece
bekletilen 6giitiilmiis cevizden 40 gram almarak 7 kati1 fosfat tamponun ilavesiyle
+4°C’de 200 rpm 50 dk su banyosunda karistirildi. Bu islemin ardindan +4 ‘C’de 10.000
rpm de 25 dakika santrifiij edildi. Siipernatan kismi alinarak stizme islemi yapildi ve

daha sonraki asamalarda kullanilmak {izere -20 C’ de sakland1 (Sekil 2.2).
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40 gram aseton tozu + 280 mL fosfat
tamponu pH=7

Homojenizasyon 45 dakika +4°C 200
rpm 20 dakika 10.000 rpm de

santrifiij

SUpernatan

Stizme Ham
ekstrakt
(150 mL)

Sekil 2.2. Cevizden fosfat tamponu ile ham enzimin elde edilmesi

Cokelti
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2.2.4.3. Lipaz Aktivitesinin Tayini

Lipaz aktivitesi p-nitrofenil oktanoat substrati kullanilarak spektrofotometrik olarak
belirlendi. Asetonitril icerisinde substratin 10 mM’lik konsantrasyonluk ¢ozeltisi, pH’s1
7,0 olan 50 mM’lik fosfat tamponu eklenmesi ile substrat karisimi hazirlandi.
Hazirlanan bu ¢ozeltiden 985uL alinarak iizerine 15uL enzim ilave edildi ve 405 nm’de
okundu. Bu degerler belirlenirken 6n ¢alisma yapildi ve enzim aktivitesinin en yiiksek
oldugu enzim ve substrat konsantrasyonu denemeler sonucunda bulundu (Sekil 2.3-4).
Denemeler sonucundaki en uygun grafik asagida verilmistir. Enzim iinitesi 1pmol p-
nitrofenol agiga c¢ikarmak icin gerekli olan enzim miktarmin oda sicakliginda

belirlenmesidir. Spesifik aktivite ise mg protein basina diisen aktivite olarak belirlendi.

0,35 -

Aktivite (U/mL)

O T T T T T T T T T T T T T T T 1

0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5 0,55 0,6 0,65 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9
Substrat Konsantarasyonu (mM)

Sekil 2.3. Substrat—Aktivite iligkisi
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0,360 -

Aktivite (U/mL)
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Sekil 2.4. Enzim—Aktivite iliskisi

2.2.4.4. Lipaz Enziminin Saflastirma Basamaklar

Asetonla yagsizlastirma islemini izleyerek amonyum siilfatla ¢oktiirme, sonra diyaliz
islemi ve en son jel filtrasyon kolonu ile saflastirma yapildi ardindan elektroforez islemi

ile saflastirma tamamlanmis oldu [39].

2.2.4.4.1. Amonyum Siilfatla Coktiirme

Amonyum siilfatla ¢oktiirme islemi magnetik karistirici tizerinde 0 'C’de ham ekstrakta
azar azar amonyum siilfat ilavesi ile gerceklestirildi. Coktiirme isleminde ilave edilen
amonyum siilfatin ¢oziiniip ¢oziinmedigine dikkat edildi. Her defasinda bir onceki
asamada ilave edilen amonyum siilfatin ¢dzlinmesine Onem gosterildi. Amonyum
siilfatla ¢oktiirme %0-20, %20-40, %40-60, %60-80 ve %80-100 araliklarinda yapildi.
Coktiirme islemlerinin ardindan her basamakta 10.000 rpm de +4 'C’ de 20 dakikalik bir
santriflij isleminin ardindan siiziintli kism1 ayrildi. Cokelek kismi ise en az hacim olacak
sekilde S0mM pH?7 fosfat tamponu igerisinde ¢ozildii. Aktivite ve protein tayini i¢in bir

kismi alind1. Geriye kalan kismui ise diyaliz islemine tabi tutuldu.
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2.2.4.4.2. Diyaliz

Protein ¢ozeltisi igerisindeki kiiciik iyonlarin uzaklastirilmas: amaciyla diyaliz yontemi
kullanildi. Diyaliz igsleminin uygulanacagi numune onceden yikanarak hazirlanan 25
mm (1.0 in.), MWCO 12,000 Da 6zelliklerine sahip diyaliz torbasmin i¢ine aktarildi.
Aktarim tamamlandiktan sonra her iki ucuda baglanan diyaliz torbas1 50 mM’lik fosfat
tamponu igerisine birakildi. Daha sonra magnetik karistirici iizerine alinarak +4 ‘C’de bir
gilin bekletildi. Bu islem gerceklestikten sonra elde edilen diyalizat icin aktivite ve

protein tayini yapild.

2.2.4.4.3. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi lipaz iceren protein ¢ozeltisi fosfat tamponunda
(pH 7,0) dengeye getirilmis olan sephadexs G-100 kolonuna ilave edildi. Protein ¢ikis1
son bulana kadar pH 7,5 50 mM fosfat tamponu gecirildi. Kolondan ¢ikan eliiatlar 1,5
mL’lik fraksiyonlar halinde ayr1 ayr1 toplandi. Toplanan bu eliiatlarda 280 nm dalga
boyunda 6l¢tim yapilda.

2.2.4.5. Protein Tayini

Cevizde protein tayini Lowry yontemiyle [40], yapild1 ve standart olarak ise sigir serum
alblimini (BSA) kullanildi. Kalibrasyon grafiginin hazirlanabilmesi igin BSA
cozeltisinden (1mg/mL) deney tiiplerine sirasiyla 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100 uL
ilave edildi. BSA’ nin son konsantrasyonun 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200
pg/mL olmast saglandi. Standartlardan ayri olarak ham ekstraktan, diyaliz sonrasi
enzimden, kolon sonrasi enzimden yaklasik 15 pL alinarak standart ve orneklerin son
hacimleri 500 pL olacak sekilde 0,1 N NaOH i¢indeki % 0,1 (w/v) SDS ilave edilerek

vortekslendi.
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Hazirlanan tiiplere ayr1 ayr1 Lowry E ¢6zeltisi eklendikten sonra vortekslenip 10 dakika

karanlikta beklendi.

Safsu ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan folin reaktifinden standartlara ve numuneye 100
pL ilave edildi ve 30 dakikalik bekleme siiresinin ardindan spektrofotometrede 650
nm’de okuma yapildi. Kalibrasyon grafiginden yararlanilarak protein konsantrasyonu

saptandi.

Tablo 2.3. Lowry yontemi ile protein tayini (S: Standart, N: Numune)

Kor S1 S2 S3 S4 SS S6 S7 S8 S9 S10 N
(L)  (uL) (uL) (L) (L) (@L) @L) (@L) @L) (@L) (@L) (@L)

NaOH
500 490 480 470 460 450 440 430 420 410 400 485
/SDS
Numune e - - - - - e - - - - 15
BSA
-—-- 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 ---
(1mg/mL)

LowryE 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Vortekslendi ve 10 dakika karanhkta bekletildi

Folin/Su

(1) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Vortekslendi ve 10 dakika karanhkta bekletildi

2.2.4.6. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid (SDS) Jel Elektroforezi

Lipaz enzimi jel fitrasyon kolonundan saflastirildiktan ve diyaliz edildikden sonra %3-
8 sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile saflastirilan
enzimin safligina bakildi. Molekiil agirlig1 bilinen proteinler standart olarak kullanildi
[41]. Bu islem icin elektroforez plakalar1 ilk olarak su sonrasinda alkol ile iyice
temizlendi. iki kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka iist iiste getirilerek

kiskaglarla tutturuldu, ayirma ve yigma jelleri hazirlandi [42].
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Tablo 2.4. SDS- PAGE elektroforezinde kullanilan bilesenler ve oranlari

Ayirma jeli Yigma jeli

(mL) (mL)

Saf su 3,13 2,45
1 M Tris-HCI (pH: 8,8) 5 0,41
akrilamid %30 —bisakrilamid %0,8 4.4 0,4
SDS (%10) 0,2 0,03
TEMED%5’lik 0,13 0,03
0,2 0,1

(NH4)2S:05 (%10°’luk Amonyum persiilfat)

Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasma iist kesimde 0,5 cm oluncaya kadar pipetle
dokme islemi gergeklestirildi ve jelin donmasi i¢in beklendi, ayirma jelinin katilastigini
gordiikten sonra yigma jeli hazirlanmaya baslandi. Bu islemin ardindan yigma jeli {ist
yiizeye kadar eklendi. Ust kismina tarak dikkatli bir sekilde yerlestirildikten sonra
kurumasi i¢in jel bir siire bekletildi. Tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak plakalarin
elektroforez tankina yerlestirilmesi saglandi. Yiiriitme tamponu elektroforez tankinin alt
ve Ust kismina konuldu. Her birinde 20 pg protein olacak sekilde numuneler hazirlandi.
Toplam hacim 100 pg olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu eklendi. Kaynar su
banyosuna konularak 15 dakika beklendi. Sogutulan numuneler, pipet yardimiyla
elektroforeze uygulandi. Kapagi kapatilan tankin alt kismma (+) anot, iist kismina (-)
katot yerlestirildi. Ik olarak 30 dakika 80 voltta bekletildi ve daha sonra akim 120 volta
getirilerek 1,5 saat oda sicakliginda yiiriitiilmesi saglandi. Cam plakalar arasindaki jel
akim kesildikten sonra dikkatli bir sekilde c¢ikarildi. Elektroforez isleminin sona
ermesinin ardindan cam plaklardan ¢ikartilan jel 30 dk karistiricida tespit ¢cozeltisinde
ardindan rediiksiyon ¢ozeltisinde karistiricida 30 dk bekletildi. Jel 3 kez saf su ile 1yi bir
sekilde yikandi. Bu islem sonrasinda 20 dk giimiis nitrat ¢cozeltisiyle karistirici izerinde
boyama islemi gerceklestirildi. Boya kisa bir siire once hazirlanip karanlik ortamda
bekletildi. Cozeltisiyle kisa ve hizlica yikayip siyah rengini alan sivi dokiildii. Bantlarin
goriilmesinin ardindan jel karistiricinin tistiinde 1 mL gliserin ve 250 mL %35 'lik asetik

asitten olusan ¢ozeltiyle iyi bir sekilde yikandi [42].
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2.2.4.7. Kagizman Cevizi Lipazinin Biyokimyasal Karakterizasyonu

Lipaz enzimin karakterizasyonunu tespit etmek amaciyla optimum sicaklik ve pH,
1y0nik siddet, K, ve Vmaks degerlerinin belirlenmesi, alt bitrimlerinin molekiil kiitlesi

tayin edildi.

2.2.4.7.1. Optimum Sicakhgin Belirlenmesi

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicakligi belirlemek i¢in 30-80C araligindaki
sicakliklarda dlgiimler yapildi. Istenilen sicakliklar, su banyosu kullanilarak ayarlandi.
En yiiksek aktivitenin hangi sicaklikta oldugu tespit edildi.

2.2.4.7.2. Optimum pH’1n Belirlenmesi

Optimum pH araligmin belirlenmesi pH 5,0, pH 5,5, pH 6,0, pH 7,0, fosfat tamponu,
pH 7,5, pH 8,0, pH 8,5 tris-HCI tamponu ve pH 9,0, pH 9,5, pH 10, pH 10,5 Glisin-
NaOH tamponlar1 kullanilip enzimin aktivitesi spektrofotometrik olarak 06lgiilerek
optimum pH aralig1 belirlendi.

2.2.4.7.3. Tyonik Siddet

Belirlenen optimum pH, sicaklik ve substrat ile iyonik siddet tespit edildi. Optimum pH

gosteren tamponun farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanarak iyonik siddet

belirlendi.
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2.2.4.7.4. K, ve Vyax Degerlerinin Belirlenmesi

Optimum pH’s1, sicakligi belirlenen enzimin farkli substrat konantrasyonlar:
hazirlanarak enzim aktiviteleri 405 nm’de 6lgiildii. Lineweaver burk garafigi ¢izilerek

grafikten elde edilen denklem ile Ky, ve Vax degerleri hesaplandi.

2.2.47.5. Cevizden Saflastirllan Lipaz Molekiil Kiitlesinin Belirlenmesi Icin

Yapilan Cahsmalar

Molekiil kiitlesinin belirlenmesi Laemmli’nin kullanmis oldugu teknik ile yapildi [41].
Standart olarak 250, 150, 100, 70, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 5 kDa’luk proteinlerden
yararlanildi. Lipaz enziminin elektroforez isleminin ardindan Rf degerinin
hesaplanmasiyla logMk-Rf grafigi ¢izildi. Daha sonra ise bu degerin antilogaritmasi
almarak molekiil kiitlesi belirlendi. Asagidaki formiil kullanilarak Rf hesaplamasi
yapild1.

Ry — at
4 Xboya

X, = Proteinin yiirlime mesafesi

Xhoya = Boyanin yiiriime mesafesi
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3. BULGULAR

3.1. Yagin Uzaklastirilmas1 ve Ham Ekstraktin Elde Edilmesi

Cevizden yagin uzaklastirilmasi isleminde aktivite kaybinin en aza indirilmesi amaciyla
asetondan yararlanildi. Bu islemin yapilmasi ile 150 gram aseton tozu elde edildi.
Aseton tozunun 40 grami alinarak 150 mL ham ekstrakt elde edildi.

3.2. Protein Tayini icin Kullamlan Standart Grafik

Standart protein grafiginin olusabilmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda alinan BSA’ nin

bu konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri grafige gecildi (Sekil 3.1).
Boylelikle toplamdaki protein igerikleri hesaplandi.

y =0,0039x
R2=0,9939

O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Protein (ug/mL)

Sekil 3.1. Standart protein grafigi
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3.3. Saflastirma Asamalan

3.3.1. Amonyum Siilfatla Coktiirme

Amonyum siilfatla ¢oktiirme % 0-20, % 20-40, % 40-60, % 60-80 ve % 80-100
araliklarinda yapildi. Bu ¢oktiirme asamalarinda aktivite ve protein tayini yapildi ve en
yiiksek aktivite araligr % 60-80 aralig1 olarak belirlendi. Coktiirme islemi ardindan
homojenant en az hacimde tamponda ¢oziildii ve protein miktar1 1,63 mg/mL aktivite
0,162 U/mL olarak belirlendi. Geriye kalan kisim diyalizlendi. Diyalizlenen siipernant
icin aktivite ve protein tayini yapild1 ve protein miktar1 1,05 mg/mL, aktivite 0,144

U/mL olarak belirlendi.

3.3.2. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Fraksiyonlar i¢in protein ve aktivite ¢alismasi yapildi. Protein yogunlugunun fazla
oldugu faraksiyonlarda ayni zamanda aktiviteninde yiiksek oldugu gozlemlendi. Protein
miktar1 0,71 mg/mL, aktivite 0,214 U/mL olarak belirlendi. Diger protein olan
fraksiyonlarda aktivite goriilmemesinin sebebi lipaz disi olan proteinlerin ortamdan

uzaklastirildigimi gostermektedir (Sekil 3.3)

0,08 -

0,07 -

o
o
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—

o

o

o
1

o

o

w
1
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2

o

o

N
1

o

o

e
]

o

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiip Sayisi

Sekil 3.2. Jel filtrasyon sonrasinda tiip sayilar1 ve absorbans degerleri
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Sekil 3.3. Tiip sayis1 ve aktivite

Hacim (mL): Ilk olarak kullanilacak enzimi miktar1 ve daha sonra her bir adimda

geriye kalan hazirlanan enzim ¢ozeltisi.

Protein (mg/mL): Lowry protein tayini sonrasi elde edilen protein miktari.

Toplam protein (mg): Hacim x protein miktar1

Aktivite: AA/E.t -AA: Absorbans farki €: Ekstinksiyon katsayisi (14,8) t: zaman

Toplam aktivite: Aktivite x hacim

Spesifik aktivite: Toplam aktivite/ toplam protein miktari

Saflastirma Kkatsayisi: ilk katsayr 1 olarak alinir. 2. Asamadan son asamaya kadar

Spesifik aktivitenin 2. Degeri/ 1. Degeri

Verim: ilk verim 100 almir ve isleme devam edilir

(Toplam aktivite 2/toplam aktivite 1) x100
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Tablo 3.1. Cevizden saflastirilan lipaz enzimine ait saflastirma tablosu

Toplam Toplam Spesifik
Hacim  Protein rotein Aktivite Aktivite Aktivite Saflastirma Verim
(mL) (mg/mL) P (mg)  (U/mL) ) (Umg  Katsayist (%)
g protein)
Homojenat 150 2,58 387 0,221 33,15 0,085 1 100
Amonyum
siilfatla 42 1,63 68,4 0,162 6,84 0,10 1,17 22
¢oktiirme
Diyaliz 3 1,05 3,15 0,144 0,432 0,14 1,64 1,30
oophadeX 15071 1065 0214 0321 030 353 0,96

3.3.3. Kagizman Cevizden Saflastirllan Lipazin Karakterizasyon Calismalan

Sonuglar
3.3.3.1. Optimum Sicakhk fle Tlgili Bulgular
Lipaz enzimine sicakligin etkisinin incelenmesi amaciyla 30-80 C arasinda calisiimis ve

sonuglar (Sekil5.8)’de verilmistir. Optimum sicaklik 40 C olarak bulunmustur (Sekil
3.7).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Bagil Aktivite ( %)

30 40 50 60 70 80 90
Sicakhk (° C)

Sekil 3.4. Optimum sicaklik grafigi
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3.3.3.2. Optimum pH 1le Tlgili Bulgular

Kagizman cevizden saflastirilan lipaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi pH
araligmi belirlemek i¢in Fosfat tamponu (pH 5,0-7,0), Tris-HCI1 (pH 7,5-8,5), Glisin-
NaOH (pH 9,0-10,5) tamponlarindan yararlanildi. En uygun pH araligi1 Glisin NaOH 9,5

tamponunda bulunmustur (Sekil 3.6).

110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
O ’_H T T T T T T T T T T 1

555 6 65 7 75 8 85 9 95 10 10,5 11 11,5 12
pH

Bagil aktivite (%)

Sekil 3.5. Optimum pH grafig

3.3.3.3. Optimum Iyonik Siddet ile lgili Bulgular

Cevizden saflastirilan lipaz enziminin optimum iyonik siddetinin belirlenmesi ig¢in
optimum pH’da farkli konsantrasyonlarda Glisin-NaOH tamponu ile farkli
konsantrasyonlarda aktivite Ol¢timleri yapildi. Yapilan bu dl¢iimler sonucunda aktivite
ile konsantrasyon degerlerini igeren grafik ¢izildi. Yapilan ¢alismalarin sonucunda ise

optimum iyonik siddetin 900mM, Glisin pH 9,5 tamponu oldugu belirlendi (Sekil 3.8).
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Aktivite (EU/ml)

500 600 700 800 900 1000
iyonik Siddet (mM)

Sekil 3.6. Iyonik siddet grafigi

3.3.3.4. Lipaz Enziminin K, ve V. Degerinin Bulunmasi

Aktivitenin en yiiksek oldugu optimum kosullarda en uygun substrat konsantrasyonuna

karar verebilmek i¢in p-nitrofenil oktanoat ve p-nitrofenil biitiratin degisik miktarlar1

almarak enzimin aktivitesi substratlarin degisen miktarina gore ortaya konuldu.

10 - P-Nitrofenil Oktaonat
) 8 - L
= °
=
s 61
=3
Eﬁ 4 - y=0,1648x+0,7878
= R?=0,9105
é ( ]
2 -
[ J
~ [ J
-20 /10/ 0 10 20 30 40 50 60
2
1/S (1/mM)

Sekil 3.7. Lipaz i¢in p- nitrofenil oktanoat substrati ile Lineweaver-Burk grafigi.

Her substrat icin Lineweaver- Burk egrisi yardimiyla Ky, ve Viax degerleri hesaplandi.

K., degeri p-nitrofenil oktanoat i¢in 0,21 mM, ve p-nitrofenil biitirat icin 0,0558 mM
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olmakla beraber Vs degeri p-nitrofenil oktanoat i¢in 1,3 U/mL ve p-nitrofenil biitirat

icin ise 0,46 U/mL olarak ortaya konuldu (Sekil3.9-3.10).

P-Nitrofenil Biitirat

y=0,1178x+2,15
R?=0,9448

1/V (mg protein / U
)
S

-100 -50 1‘) S0 100 150 200 250 300
1/S (1/mMD)

Sekil 3.8. Lipaz i¢in p-nitrofenil biitirat substrati ile Lineweaver-Burk grafigi.
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3.3.3.5. Elektroforez ve Giimiis Nitratla Boyama

Lipaz enzimi jel filtrasyon kolonundan saflastirilip, diyaliz edilmesinin ardindan %3-8
sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile saflastirilan
enzimin safligmin kontrol edilmesinin ardindan molekiil agirligi belli olan proteinler

standart olarak kullanild1 [41].

Sekil 3.9. Lipaz enziminin SDS-PAGE giimiis boyama fotografi

1. Standartlar; a. (170 kDa), b. (130 kDa), ¢. (100 kDa), d. (70 kDa), e. (55 kDa), f. (40 kDa), g. (35
kDa), h. (25 kDa), 1. (15 kDa)
2: Lipaz enzimi
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3.3.3.6. SDS-PAGE ile Molekiil Kiitlesinin Belirlenmesi

Jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirilan enzim SDS-PAGE’de yiiriitme yapildiktan
sonra standart proteinlerin ve saf enzimin Rf degeri hesaplanarak logMk-Rf degerleri ile

grafigi ¢izildi. Alt biriminin molekiil kiitlesi yaklasik olarak 67,6 kDa tayin edildi (Sekil
3.5).

2,5 y =-0,9232x + 2,1912
R?=0,903
°
2 J
N
°
1,5 | ®
7 4
=
oo
s} ]
1 J
0,5 -
0 —
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Re

Sekil 3.10. SDS-PAGE sonrasi ¢izilen log Mk-Rf grafigi
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4. TARTISMA VE SONUC

Yapilan bu ¢alismada Kagizman ilinden temin edilen Kagizman cevizinden (Juglans
regia L.) ¢coktiirme ve kromatografik yontemler kullanilarak lipaz enzimi saflastirildi ve

enzimin biyokimyasal 6zellikleri belirlendi.

Kagizman cevizinden elde edilen 150 mL ham enzimin 6n saflastirma islemi, amonyum
siilfat ile ¢oktiirme yapilmak suretiyle gerceklestirildi. Coktliirmeden sonra uygulanan
santiflijleme isleminden elde edilen protein ¢ozeltilerinin aktivite degerleri dlgiilerek, en
uygun amonyum siilfat ¢oktiirme aralig1 tespit edildi. En yiiksek aktivitenin goriildiigi
araliktaki protein ¢ozeltisi once bir diyaliz membrani yardimiyla diyaliz islemine tabi
tutuldu. Daha sonra diyalizlenen bu ¢ozelti, Sefadeks G-100 dolgu maddesinin
yiiklendigi jel filtrasyon kolonuna aliarak fosfat tampon ¢ozeltisi (pH = 7) ile yikandi
ve elde edilen eluatlar 1,5 mL’lik Eppendorf tiiplerinde toplandi. Ham enzim
kaynaginda enzimin spesifik aktivitesi 0,085 U/mg protein iken, bu deger amonyum
stilfat ile ¢oktiirme sonras1 0,10 U/mg protein, diyaliz sonras1 0,14 U/mg protein, jel
filtrasyon kolonu Sefadeks G-100 sonras1 0,30 U/mg protein olarak elde edildi (Tablo
3.1). Bu sonuglar géz oniine alindiginda enzim % 0,96 verimle 3,53 kat saflastirildi.
Daha oOnceki ¢alismalardan lipaz enziminin, badem tohumundan 5,4 kat [43],
Debaryomyces hansenii mikroorganizmasindan 1,39 kat [44], oraninda saflastirilarak
elde edildigi bilinmektedir. Bu ¢alismada elde edilen degerin, bu iki deger arasinda yer
aldig1 g6z Oniine alindiginda, farkli kaynaklardan saflastirilan lipazin saflastirma

katsayisinin ayni olmadigy, tiire gore farklilik gosterdigi sdylenebilir.

Yapilan kromatografik saflastirma isleminin ardindan en yiiksek aktivite degerini ortaya
koyan enzim fraksiyonu, elektroforeze tabi tutuldu. Hazirlanan % 3-8 SDS-PAGE
elektroforezine enzim eluat: ilave edildi ve glimiis nitratla boyamanin ardindan
saflastirildi. Enzim eluatmin eklenmesi sonucu gozlemlenen band, lipazin varligmni
gostermektedir. Molekiil agirliklar1 11-92 kDa araliginda degisen lipazlar tek zincirli
polipeptitlerden olugmaktadir [45, 46, 47]. Kagizman cevizinden (Juglans regia L.)
saflastirilan lipazin molekiil agirligi SDS-PAGE sonrasi ¢izilen logMk-Rf grafiginden
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hesaplanarak 67,6 kDa olarak bulundu (Sekil 3.10). Lipaz, daha dnceki ¢aligmalarda 20
kDa molekiil agirligr diizeyinde findiktan [48], 92 kDa molekiil agirlig1 diizeyinde
Pseudomonas gessardi susundan [49], 49 kDa molekiil agirlig1 diizeyinde Mucor
hiemalis t.Hiemalis’ten [50] saflastirilmistir. Bu ¢calismadan elde edilen sonucla birlikte
degerlendirildiginde, farkli biyolokiitle kaynaklarindan saflastirilan lipaz enziminin

molekiil kiitlesinin farkli degerlerde olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir.

Bu calismada elde edilen lipazin aktivitesinin optimizasyon ¢alismasimdan en uygun pH
degerinin 9,5 oldugu bulundu (Sekil 3.5). Lipaz aktivitesinin belirlendigi pH
calismalarinda; yine ceviz ile yapilan bir baska ¢alismada optimum pH 9,0 [51], piring
tohumuyla yapilan ¢caligmada 11,0 [52], yulaf ile yapilan caligmada 9,0 [53], Hindistan
cevizi ile yapilan bir diger calismada 8,5 [54] degerleri elde edilmistir. Bu sonuglar

lipaz enziminin ¢ok genis bir pH (8,5-11) araliginda etki ettigini gostermektedir.

Ceviz ile yapilan optimum pH calismasiyla kiyaslama yapildiginda her iki ceviz

tiirliniinde bazik pH’da en yiiksek aktivite gosterdigi kaydedildi.

Elde edilen lipaz enziminin en yliksek aktiviteyi 40°C’de gosterdigi bulundu (Sekil 3.4).
Fransiz fistig1 ile yapilan ¢alismada optimum sicakligin 40°C [55], ac1 bakla tohumu ile
yapilan bir ¢alismada 45°C [56], kolza tohumu ile yapilan ¢alismada ise 37°C [57]
oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligmadan elde edilen sonug, Fransiz fistigindan elde edilen
sonugla uyum gostermekle beraber, genel olarak aci bakla tohumu ve kolza tohumu ile

yapilan ¢alismalardaki degerler arasinda yer aldig1 sonucu sdylenebilir.

Saflastirilan lipaz i¢cin uygun substrat konsantrasyonunu ortaya koymak amaciyla farkl
substrat konsantrasyonlar1 kullanilarak aktivite 6lgtimleri yapildi. Substrat olarak ise p-
nitrofenil oktanoat ve p-nitrofenil butirat kullanildi. Substrat olarak kullanilan p-
nitrofenil oktanoat ve p-nitrofenil butirat icin bulunan verirlerle Lineweaver-Burk egrisi
cizildi (Sekil 3.7 ve 3.8), buradan K, ve Vs degerleri bulundu. Yapilan calismada
Kagizman cevizinden saflastirilan lipazin K, degeri p-nitrofenil oktanoat i¢in 0,21 mM,
p-nitrofenil butirat i¢cin ise 0,0558 mM olarak hesaplandi. Vs degeri ise p-nitrofenil

oktanoat i¢in 1,3 U/mL ve p-nitrofenil butirat i¢in 0,46 U/mL olarak kaydedildi. Bu
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calismada kullanilan substratlar icerisinde en kiiciik K;,, degerine sahip substrat olan p-
nitrofenil butiratin (0,0558 mM), lipaz enziminin en fazla ilgi gosterdigi substrat oldugu
sOylenebilir. Ayg¢icegi ile yapilan ¢alismada aycicegi yagina karsi1 Ky, degeri 1,33 mM,
Vmaks degeri 555 U/mg [58], ac1 bakla ile yapilan ¢calismada ac1 bakla yagma kars1 Ky,
degeri 1,63 mM, Vs degeri 37,3 pmol mL™'.min™" [56], yulaf ile yapilan calismada
lipazin 1zo enzimleri (EII ve EIIl ) i¢cin p-nitrofenil palmitat’a kars1 Ky, degeri 0,52 ve
Vaks, 0,38 mM [53], barbados yemisi ile yapilan ¢alismada ise zeytin yagina karst Ky,
degeri 0,02 MM, Vs degeri ise 0,24 pmolmg.min" olarak bildirilmistir [59]. Bu
calismada elde edilen Km degeri, literatiirde verilen deger araliginda, alt smira yakin bir

konumda elde edilmistir.

Literatiirdeki caligmalar genellikle hem enzim saflastirma agisindan, hem de aktivite
belirlemede kullanilan substratlar ag¢isinda dogal kaynakli olup (6rn. ceviz, , ac1 bakla,
aygicegi) [S1, 56, 58], titrimetrik olarak yapilmistir. Bu ¢alisma ise spektrofotometrik
olup, yapay substratlar (p-nitrofenil oktanoat ve p-nitrofenil biitirat) kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Bu calismanin sonucunda Kagizman cevizinden lipaz (Juglans regia L.) saflastirildi.
Saflagtirilan lipazin optimum pH, optimum sicaklik, iyonik siddet, molekiil kiitlesi gibi
parametreleri incelendi. incelenen bu parametrelerin lipaz igeren diger bitkisel kokenli

tiirlerden fakli oldugu kanaatine varildi.
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