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Yüksek Lisans Tezi 

ÖZET 
ZEYTİNYAĞI KATI ATIĞINDAN İZOLE EDİLEN Bacillus pp L1S LİPAZIN 

SAFLAŞTIRLMASI VE KARAKTERİZASYONU 
Yasemin KÖKSAL 

Karadeniz Teknik Üniversitesi 
Fen Bilimleri Enstitüsü 
Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Sabriye ÇANAKÇI 
2016, 59 Sayfa, 1  Ek Sayfa 

 Lipazlar karboksilik ester bağları üzerinde etkili olan hidrolazların bir parçasıdır. 

Lipazların fizyolojik rolü, trigliseritleri içinde bulunan digliseritleri, monogiliseritleri ,yağ 

asitlerini ve gliserolü hidrolize etmektedir Bu çok yönlülük lipazı  gıda, deterjan, ilaç, deri, 

tekstil, kozmetik ve kağıt sektörlerinde potansiyel uygulamalar için tercih edilen  enzim 

yapar. 

 Bu çalışmada, Yusufeli (Artvin, Türkiye) ve Söke (Aydın, Türkiye)  iki zeytin 

fabrikası atıksular dikkatle toplandı. Farklı koloni morfolojileri dikkate alınarak 13 farklı suş 

izole edildi ve tanımlama yapılmak için saflaştırıldı. 16S rRNA analizi izolatlar Bacillus 

cinse ait olduğunu ortaya koymuştur. Biz bu çalışmada 13 farklı izolattan Bacillus sp. L1S 

seçildi. Saflaştırılan enzimin optimum aktiviteyi 45oC ve pH 8 göstermiştir. Moleküler 

ağırlığı yaklaşık olarak 27 kDa olarak tespit edilmiştir. Elde edilen veriler ışığında, enzimin 

biyokimyasal özellikleri, enzimin önemli bir endüstriyel enzim olabileceğini göstermektedir. 

Anahtar Kelime: Bacillus sp. L1S ,lipaz, kararekterizasyon 
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Master Thesis 

SUMMARY 

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF LIPASE OF Bacillus sp. L1S 
ISOLATED FROM OLIVE OIL WASTE 

Yasemin KÖKSAL 

Karadeniz Technical University 
The Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Biology Graduate Program 
Supervisor: Prof. Dr. Sabriye ÇANAKÇI 

2016, 59 Pages, 1 Appendix Pages 

 Lipases are the part of the hydrolases that act on carboxylic ester bonds. The 

physiologic role of lipases is to hydrolyze triglycerides into diglycerides, monoglycerides, 

fatty acids ,and glycerol. This versatility makes lipase the enzyme of choice for potential 

applications in the food ,detergent , pharmeceutical, leather, textile, cosmetic, and paper 

industries. 

In this works, wastewater of an olive factory from Yusufeli (Artvin,Turkey) and Söke 

(Aydın,Turkey) were collected carefuluy. Based on differenciess of colony morphologies, 

13 isolates were selected and purified for identification. 16S rRNA analayses revealed that 

the isolates belong to  Bacillus genus. In this study , we choice Bacillus sp L1S  isolates the 

bacterial lipase. The purified lipase showed optimal activity at 45°C in pH 8. The molecular 

mass of the lipase was determined  approximately 27 kDa on SDS-PAGE. In the light of all 

data it has been suggested that the enzyme’s biocatalytic properties proved to be one of the 

important industrial enzymes. 

Key Words: Bacillus sp. L1S ,lipase, characterization 
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1.GENEL BİLGİLER

1.1. Giriş 

Enzimlere ait ilk bilgiler 1570’li yıllarda karşımıza çıkmaktadır. Yıllar içerisinde 

enzimler ait bilgiler arttıkça kullanım alanları genişledi. Sanayi alanındaki üretim 

çeşitliliğinin artması ve enzim biyoteknolojisi gelişmesi, bilim insanlarının bu yönde yeni 

araştırmalara teşvik etmektedir. Enzimlerin geliştirilmesi bilim insanları için büyük önem 

arz etmektedir. Hayvan, bitki ve mikroorganizmalara kadar çok çeşitli canlı gruplarında 

enzimler mevcuttur. Endüstriyel enzim kaynaklarına bakıldığında ise büyük çoğunluğu 

mikroorganizmaların oluşturulduğu bilinmektedir. Mikroorganizmaları hızlı şekilde farklı 

ekolojik ortamlarda gelişebilmesi, ekstrem koşullarda çoğalabilmesi, üretim maliyetinin 

düşük olması gibi birçok özelliğinden dolayı ezim endüstrisinde çok tercih edilmiştir 

Biyokatalizör olarak adlandırılan enzimler, ilaç ve kimya endüstrisi başta olmak üzere 

bilinen 300’ü aşkın işlemde kimyasal süreçte kullanıldığı bilinmektedir. 

Mikroorganizmaların enzim üretimin hem fizyolojik hem de fizikokimyasal açıdan kontrol 

edilebilir. Enzim miktarı, bitki ve hayvansal enzim kaynaklarına göre mikroorganizmalarda 

daha yüksektir. Mikrobiyal kaynaklı enzimler kolay indüklenebilir ve ucuz üretim 

maliyetine sahiptirler.  

Endüstrilerin ihtiyaç duyduğu enzim gruplarından  lipaz/esterazlar organik çözücü 

ortamında ,ester bağlarının oluşumunu ve sulu ortamlarda ise bu bağların hidroliznini ve 

modifikasyonu (transesterifikasyon) katalizleyen hidrolaz sınıfı enzimlerdir. Bu enzimler 

tarafından katalizlenen esterleşme/hidroliz reaksiyonları genellikle yüksek bir 

stereoseçicilik ile yani sadece tek bir ürünün oluşmasıyla gerçekleşir ki, bu durum 

lipazların/esterazların farmakoloji, gıda mühendisliği ve kimya endüstrilerinde önemli bir 

biyokatalizör olmasını sağlar.  
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Böylece enzimler kullanılarak ılımlı şartlarda ve çok kısa zaman dilimlerinde, yüksek verim 

ve saflıkta endüstrinin ihtiyaç duyduğu maddeler üretilebilmektedir (Bornshcheuer ve 

Kazlauskas, 1999)  

 

 

1.2. Zeytinyağı Katı Atığı 

Tüm dünyada sağlık açısından önemli avantajları nedeniyle zeytinyağı tüketimi her 

geçen gün artmaktadır. Zeytinyağı üretiminin yoğun olarak yapıldığı Akdeniz ülkelerinde 

yılda ortalama 30 milyon m3 karasuyun çevresel ortamlara deşarj edildiği sanılmaktadır.  

Prina zeytinyağı fabrikalarının bir atığı olup, Akdeniz ülkelerinde görülen önemli bir 

biyokütle çeşididir. Prina düşük maliyetle oldukça büyük miktarlarda elde edilebilir. Bitkisel 

yağlar ve prina, kükürt içermeyen alternatif yakıtlar olarak dikkate değer bir alternatif 

olamaya başlamıştır. Prina aslında bir atık madde olduğu için diğer atıklar gibi uygun ve 

kabul edilebilir bir kullanım olmaması halinde problemler yaratabilir. Enerji üretiminde 

verimli ve uygun bir şekilde prina kullanımı, temiz enerji üretimi ve zeytinyağı tesislerinin 

atığı olan bu maddenin tekrar kullanımı gibi, iki probleme birden çözüm sağlamaktadır. 

 

           Tablo 1 Pirina bileşimi (Ortalama ve yaklaşık değerler) (Haddadin vd. 1999) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pirinanın yukarıda belirtilen mevcut kullanımlarına ilaveten, karasu da olduğu gibi, 

uygun optimizasyonlar yapılarak, farklı mikroorganizmalarla ve katı kültür (veya katı-hal) 

fermantasyon tekniği ile daha faydalı ürünlere dönüşümü mümkündür.Yıllık, yaklaşık 1 

milyon ton zeytin, zeytinyağı üretimine girmekte ve yaklaşık 450.000 ton prina bu işlemden 

Bileşen  Ortalama Değerler 
Nem (g/kg) 
Kül (g/kg) 
Ham Protein (g/kg) 
Yağ (g/kg) 
Lignin (g/kg) 
Hemiselüloz (g/kg) 
Seluloz (g/kg) 
İndirgen şekerler (mg/kg) 

515 
19 
57 
112 
354 
155 
184 
17 
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sonra elde edilmektedir. Prinanın ısıl değeri yaklaşık 12.500-21.000 kJ/kg’dır. Odun ve 

yıkanmış kömürün ısıl değerleri sırasıyla 17.000 ve 23.000 kJ/kg’dır. Prinanın kükürt oranı 

kütlece % 0.05-0.1 değerindedir. Halen Türkiye’de zeytin üretim bölgelerine ve prina 

fabrikalarına yakın bazı sanayi kuruluşlarında da yağsız kuru prina, 2800 kCal/kg alt ısıl 

değeri ve fiyatının odun ve petrol ürünleri fiyatlarının çok altında bulunması ile yakıt olarak 

kullanımının ülke ekonomisine getireceği faydalar açıktır (URL 1) 

 

1.3. Enzimler 

Enzimler, hücrelerde biyokimyasal reaksiyonları katalize eden protein yapısında 

moleküllerdir. Diğer katalizörler gibi enzimlerde girdikleri reaksiyonların hızını artırarak 

çalışırlar. Enzimleri biyolojik katalizörler olması sebebi ile canınlar için büyük önem arz 

ettiği bilinmektedir. Enzimler canlı hücreler tarafında sentezlenmekte ve enzimlerin bir 

kısmı hücre içinde aktivite göstermekte diğer bir kısımı ise hücre dışında aktivite gösterdiği 

bilinmektedir. Enzimlerin etkileşime girdiği ve değişime uğrattığı moleküllere substrat adı 

verilir. (Öztürk ve ark, 2007). Biyokimyasal reaksiyonlarda enzimler substratları yapısal 

olarak değiştirerek istenilen ürüne dönüştürürken kendi yapısında her hangi bir değişiklik 

meydana gelmemektedir. Enzimler moleküler açıdan incelendiğinde; üzerinde kofaktör ve 

koenzimlerin yer aldığı, enzim-substrat kompleksinin şekillendiği aktif merkez bölgeleri 

ihtiva ederler.  Aktif merkezde substrat bağlanma merkezi ve bir veya daha fazla katalitik 

aktivite bölgeleri mevcuttur. Buralar aminoasit kalıntılarından oluşmuş ve özel geometrisi 

olan yerlerdir. 

Hücre içerisinde önemli görevleri yerine getiren enzimler, günlük ver ekonomik gibi 

birçok alanda da kullanılmaktadır. Enzimler endüstrin hemen hemen her alanında 

kullanılmakta olduğu günümüzde bilinmektedir. Enzimlerin bu kadar fazla alanda 

kullanılabilir olmasının sebepleri; maliyet bakımından ucuz olması, in-vitro şartlarda aktif 

olması, çok farklı alanlarda kullanılabilme özelliğinde olması ve en önemlisi de enzimin 

alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasıdır (Çelik, 2006). 

Enzimler, Uluslararası Biyokimya ve Moleküler Biyoloji Birliğine (IUBMB) bağlı 

Enzim komisyonu (E.C.) tarafından 4 numarayla tanımlanırlar ve E.C. X.Y.Z.V şekilinde 

gösterilir. Bu gösterimde, X; 6 büyük sınıftan birini, Y; birinci alt sınıf, Z; ikinci alt sınıf ve 
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V; ise enzim numarasını işaret eden semboller olarak kullanılırlar. Enzim Komisyonu, enzim 

sınıflandırılmasını 6 büyük grup altında toplamaktadır (Tsai, 2007). 

E.C.1.: Oksidoredüktazlar: Bir çok kimyasal gruba etki edip hidrojen ekleyerek veya 

çıkararak yükseltgenme-indirgenme tepkimelerini katalizlerler. 

E.C.2.: Transferazlar: Alıcı hidrojen dışında bir fonksiyonel grubun bir molekülden diğerine 

transferini katalizlerler. 

E.C.3.: Hidrolazlar: Su katılmasıyla kimyasal bağların parçalanmasını katalizleyerek 

hidroliz reaksiyonlarını katalizlerler. 

E.C.4.: Liyazlar : Çift bağ oluşturmak için, oksidasyon ve hidroliz dışındaki yollarla bağ 

kıran tepkimeleri katalizlerler. 

E.C.5.:İzomerazlar: Bir molekül içindeki geometrik ve yapısal değişikliklerin 

gerçekleştirildiği izomerasyon tepkimelerini katalizlerler. 

E.C.6.: Ligazlar : ATP enerjisi kullanarak iki molekülü birleştirirler.  

 

 

1.4. Lipazlar 

 

Dünya bioması incelendiğinde liptlerin yüzdesinin oldukça fazla olduğu bilinmektedir. 

Lipolitik enzimler suda çözünmeyen bu bileşiklerin hidrolizinde öenmli rol oynamaktadır. 

İlk olarak Claude Bernard 1856’da pankreatik sıvıdaki bir lipazı keşfetmiştir ve onu çözünür 

olmayan yağ damlalarını hidrolizleyen ve onları çözünür ürünlere dönüştüren enzimler 

olarak tanımlamıştır. Mikrobiyal kaynaklı lipazların varlığı ilk olarak 1901’de Bacillus 

prodigiosus, B. pyocyaneus ve B. fluorescens’de gözlenmiştir (Hasan ve ark,2006)     
Lipazlar (triaçilgliserol ester hidrolaz, EC 3.1.1.3) triaçilgliserolleri yağ asitleri ve 

gliserole hidroliz eden hidrolaz enzim grubudur. Lipazlar hayvanlarda, bitkilerde ve 

mikroorganizmalara kadar çeşitli canlı gruplarında bulunur. (Candenas ve ark. , 2001; 

Mohamed ve ar., 2000; Villeneuve ve ark., 2000, Aksoy 2003). Lipazlar esterlerin 

sentezlerini yapar. Ayrıca esterleri sentezinin yanı sıra esterlerin hidrolizi 

,transesterleşmesini reaksiyonlarını katalizler ve enantioselektif özellikler göstermektedirler. 

 

 



5 
 

 
 

Şekil 1. Trigliserid’in gliserol ve yağ asidine hidrolizi (İşbakan, 2006) 

 

 

Lipazlar çok spesifik kimyasal reaksiyonları gerçekleştirme yeteneklerinden dolayı 

gıda, deterjan, kozmetik, organik sentez ve ilaç endüstrisi gibi endüstriyel alanlarda aranan 

enzimlerden biri olmuştur. Endüstriyel olarak kullanılan enzimlerin çoğunluğu lipazlardır 

ve dolayısıyla çalışılan lipazlara birçok örnek, literatürler de ve son yayınlarda rastlanabilir 

(Kourist ve ark, 2010; Shu ve ark, 2010). Lipazlar hem sulu hem de susuz ortamlarda 

reaksiyonları gerçekleştirebilen biyokatalizörlerdir. Lipazlar geniş substrat kullanabilme, 

ekstrem koşullarda (pH, sıcaklık, organik çözücüler, vs) yapılarını büyük oranda korumaları 

gibi özelliklerinden dolay aranan enzim gruplarındandır. Lipazlar serin hidrolazları sınıfı 

içinde yer alır ve bu nedenle hiçbir kofaktöre ihtiyaç duymazlar (Saxena ve ark, 2008). Son 

yapılan çalışmalar ile birlikte üç boyutlu yapıları aydınlatılması birlikte yapı ve özelliklerini 

ortaya konulmuştur. Lipazlar kolay elde yöntemleri ve doğada yaygın yayılış göstermeleri 

sebebi ile fizyolojik ve endüstriyel öneme sahiptir. 
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Tablo 2.  Mikrobiyal lipazların sanayide önemli kullanım alanları (Öztürk, 2002) 

      

 

Lipazların görev aldığı biyokimyasal yolda enzim substrat etkileşimi iki basamakta 

olmaktadır (Şekil 2). Birinci basamakta tetrahedral etkileşim ile açilenzim kompleksi 

meydana gelir. Bu esnada etkileşim bölgesindeki oksijen atomları negatif yüklenerek peptit 

zincirindeki iki NH grubunun kararlı hale gelmesini sağlar. Oluşan bu yapıya oksianyon 

deliği denir. İkinci basamak ise açil-enzim kompleksinin hidrolizidir. His kalıntısı 

nükleofilik su molekünü aktifleştirir ve reaksiyon ikinci etkileşim ile devam eder. Oluşan 

asidik ürün ayrılarak su molekülü serbest kalmaktadır. 
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            Şekil 2. Lipazların görev aldığı biyokimyasal yolda enzim substrat etkileşimi  

                          (Gül, 2013) 

 

Farklı kaynaklardan izole edilen lipazlar incelendiğinde üç boyutlu yapıları 

birbirlerine büyük oranda benzerlik gösterdiği görülmüştür. Lipazların bilinen üç boyutlu 

yapılarının molekül ağırlıklarının 19-60 kDa aralığında değiştiği bilinmektedir.(Garrett ve 

Grisham, 1999; Gao 2004) Lipazlar, genel olarak C ve N olmak üzere iki kısma ayrılmış bir 

polipeptit zincirinden oluşmaktadır. Bunlardan N- kısmı, katalitik serinden yüzeye kadar 

uzanan ve uzun bir yağ asidi zinciri taşıyan bir hidrofobik tünel ile aktif merkezi 

kapsamaktadır (Akoh ve Min, 1998). Lipazın yapısında en önemli özelliklerinden biri 

GXSXG pentapeptiddir, burada G:glisin, S: serin, X:herhangi bir aminoasittir. Bu sıra bütün 

lipazlarda bulunur. Diğer ortak özellik serin, aspartik asit ve histidin amino asitlerinin 

varlığında yaklaşık ayrı 50 kalıntı bulunur. Bu üçlüde serin pentapeptid bulunur (Brady ve 

ark, 1990; Svendsen 1994). 
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Lipazlarda karakteristik olarak katalitik grupları içeren merkezi bir β-bandı göze 

çarpmaktadır. α/β hidrolaz yapıdaki proteinlerin moleküler yapısı incelendiğinde paralel β 

kıvrıml bantların heliks şeklindeki α yapıları ile ayrıldığı ve süper heliksel dönüşlerle bir 

şerit şeklini aldığı görülmüştür (Öztürk, 2002) 

 

                            

                           Şekil 4. α / β hidrolaz katlanma (Jaeger ve ark, 1999) 

 

Merkezi β-bandı ile α-bandı arasında lipaz enziminin aktif bölgesi bulunmaktadır. 

Aktif bölgede yapılan çalışmalar bir üçlünün varlığını göstermiştir. C ucuna yakın kısımda 

bulunan histidin amino asidi, üç boyutlu yapıda nükleofilik amino aside hidrojen bağları ile 

bağlı bulunmaktadır. Ayrıca bir asidik amino asit (aspartik asit ya da glutamik asit) yine 

hidrojen bağları ile nükleofilik amino aside bağlanır. Bu üçlü grubun, enzimin katalitik 

aktivitesinde önemli rol oynadığı düşünülmektedir (Jaeger ve ark, 1993).Üçlü, üç boyutlu 

yapıda bir α bandı ile oluşturulan kapak yapısı ile korunmaktadır. Katalitik aktivitenin 

başlaması için bu kapak yapısının ayrılması şarttır. Lipaz enziminin aktivite koşulu olan ara 

yüzeyin oluşmasıyla beraber kapak yapısı ortadan kalkar ve lipaz enzimi aktiflik kazanır. 

Rhizomucor miehei ve insan pankreatik lipazında yapılan çalışmalar ile bu kapak yapısı 

gösterilmiştir (Brzozowski ve ark, 1991). 
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                               Şekil 4.  Lipazın üç boyutlu yapısı  Pseudomonas aeruginosa (Jaeger ve          

                                          Reetz 1998) 

 

Lipazlar sadece belirli pH değerlerinde katalitik olarak aktiftirler ve aktif 

bölgelerindeki grupların iyonlaşma durumu ve orjinlerine bağlıdırlar. Bazik, asidik ve nötral 

fonksiyoneller lipazların aktif bölgelerini kapsar ve bundan dolayı katalitik bölgedeki 

fonksiyonel gruplar iyonlaşma halinde aktiftirler. Çoğu Lipazlar için optimum pH 7 ile 

9arasında değişir (Öztürk, 2001). Mikrobiyolojik kaynaklı lipazlar pH 6,0–7,5 civarında 

yüksek kararlılık gösterirler. Bakterinin doğasına kolayca uyum sağlaması sonucunda 

aktivite ve dayanıklılığının pH’a bağlılığı kültür şartlarına bağlıdır. Eğer bu organizmalar 

alkali pH’da yetişirse, üretilen bu lipazların da optimumu alkali bir pH’a olabilirler (Öztürk, 

2001, Fadıloğlu, 1996). 

Lipazlar sadece belirli pH değerlerinde katalitik olarak aktiftirler ve aktif 

bölgelerindeki grupların iyonlaşma durumu ve orjinlerine bağlıdırlar. Bazik, asidik ve nötral 

fonksiyoneller lipazların aktif bölgelerini kapsar ve bundan dolayı katalitik bölgedeki 

fonksiyonel gruplar iyonlaşma halinde aktiftirler. Çoğu Lipazlar için optimum pH 7 ile 9 

arasında değişir (Yılmaz, 2010). Mikrobiyal lipazların pH’ı 6 – 7,5 arasında yüksek kararlılık 

gösterdikleri bilinmektedir. Fakat bazı mikrobiyal lipaz pH 5 ile 5,5 arasında da kararlılık 

gösterdikleri bilinmektedir. Bakterinin doğasına kolayca uyum sağlaması sonucunda aktivite 

ve dayanıklılığının pH’a bağlılığı kültür şartlarına bağlıdır. Eğer bu organizmalar alkali 

pH’da yetişirse, üretilen bu lipazların da optimumu alkali bir pH’a olabilirler(Yılmaz, 2010). 
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Enzimlerin sıcaklık kararlıklarını en az iki faktör etkiler, bunlardan ilkini enzimin 

primer yapısıdır. Enzim molekülünde hidrofobik amino asitlerin yüksek içeriği dış çevredeki 

bir değişiklik ile kolaylıkla denatüre olmayan sıkı bir yapı sağladığı bilinmektedir. Buna 

ilaveten disülfit köprüleri ve diğer bağlar hem kimyasal denatürasyona hem de sıcaklık 

inaktivasyonuna yüksek dayanıklılık sağlar. Enzim sıcaklıklık kararlılığını etkileyen ikinci 

faktör ise, polisakkaritler ve iki değerlikli katyonlar gibi spesifik bileşikler eğer varsa 

molekülü stabilize edilebilirler (Öztürk 2001). Lipazların geniş sıcaklık aralıklarının 

üzerinde aktif oldukları bilinmektedir. 

 

1.4.1. Lipazların Arayüzey Aktivasyonu 

Lipazlarda arayüzey aktivasyonu olgusu Sarda ve Desnuelle tarafından 1958 yılında 

ara yüzey fenomenine dayanarak tanımlamışlardır. Sulu ortamlarda monomerlerin 

maksimium konstrasyonlarına doygunluk denilmektedir Triaçilgliserolarin bu doygunluğa 

ulaşması için emülsiyon formunun başlangıcıdır. Lipolisiz, su yağ arayüzünün oluşumu için 

gerekli olan olaydır. Esteraz enzimi de lipaz gibi ester bağlarına saldırmasına rağmen 

aralarında belirgin farklar vardır. 

Lipazlar, suda çözünen karboksilik ester moleküllerine karşı aktivite gösteren 

esterazlardan farklı olarak çözünür olmayan veya kümeleşen substratlara karşı aktiftirler. 

1990 yılında iki lipazın X-ışın kristallografisi ile yapıları aydınlatılmış ve diğer enzimlerden 

farklı olarak özel bir mekanizmaya sahip oldukları ortaya çıkarılmıştır: Bu enzimlerin üç 

boyutlu yapılarına bakıldığında, ara yüzey aktivasyonunun aktif bölgeyi çevreleyen kapak 

benzeri amfifilik peptidik bir ilmekten dolayı olabileceği ileri sürülmüştür. Lipaz 

substratıyla bir yağ/su ara yüzeyinde karşılaştığında bu kapak konformasyonel olarak 

yeniden düzenlenir ve aktif bölge substratın ulaşabilmesi için açılır (Şekil 5)  
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               Şekil 5. Mucor miehei lipazının kapalı (A) ve açık (B) formlarının yapısı.     

                          Sarı alanlar katalitik üçlüyü temsil etmektedir. Kapak‖ı yapısının   

                          açılması ile (B) katalitik bölgeye (sarı) erişilebilmektedir. Kaynak:   

                           (Schmid ve Verger, 1998). 

 

 

1.4.2. Lipazların Sınıflandırılması 

Lipazların sınıflandırılması gliseritleri parçalama yerlerine göre yapıları buan göre 

lipazları üç ana grupta toplamak mümükündür  

 

1.4.2.1. 1,3 - Spesifik Lipazlar 

İlk grup lipazlar 2. pozisyondan parçalayamaz (Şekil 6), terminal gruplardan 

parçaladığından 1,3 spesifik olarak adlandırılırlar. Reaksiyon sonunda triaçilgliserinlerden 

yağ asitleri, 1,2 (2,3)-diaçilgliserinler ve 2-monoaçilgliserinler oluşur. 1,2 (2,3)-

diaçilgliserinler ve özellikle 2-monoaçilgliserinler kimyasal olarak kararsız olup sırasıyla 

1,3-diaçilgliserinlere ve 1(3)-monoaçilgliserinlere izomerleşirler. Böylece oluşan izomerler 

enzim tarafından tekrar substrat olarak kullanılabilirler ve sonuçta 1,3-spesifik lipazlarda 

spesifik olmayan lipazlar gibi trigliseritleri gliserin ve serbest yağ asitlerine kadar 

parçalarlar. Aspergillus niger, Psedomonas fluorescens, Humicola lanuginosa, Rhizopus ve 

Mucor türlerinden elde edilen lipazlar 1,3-spesifiktir (Yılmaz, 2010). 
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1.4.2.2. Spesifik Olmayan (Non-Spesifik) Lipazlar 

İkinci grup lipazlar spesifik değillerdir, hem primer hem sekonder esterleri 

parçalayabilirler. Reaksiyonda ara ürün olarak diaçil ve monoaçilgliserinler oluşur. 

Trigliseritler gliserin ve yağ asitlerine parçalanırlar. Candida cylindracea, Corynebacterium 

acnes, Candida rugosa, Staphylococcus aureus ve Geotrichum candidum tarafından üretilen 

lipazlar spesifik olmayan lipazlar grubuna girerler (Yılmaz, 2010). 

 

1.4.2.3. Yağ Asiti Spesifik Lipazlar 

Üçüncü grup ise pozisyon olarak spesifik olmayan fakat yağ asidi seçimli birkaç 

lipazın oluşturduğu gruptur. Sadece özel bir tip yağ asidinin bulunduğu ester bağını 

parçalarlar (Geotrichum candidum ve çimlenmemiş yulaf tohumları özellikle 9,10 

doymamış yağ asitlerinin esterlerini parçalarlar). Lipazlar ayrıca zincir uzunluğu spesifikliği 

de gösterebilirler (peynir yapımında kullanılan lipazlar, kısa zincirli esterleri parçalarken, 

orta ve uzun zincir uzunluğuna sahip esterleri parçalamazlar). Lipazlar, birçok enzimin 

aksine oldukça geniş substrat spesifikliği ve organik çözücülere karşı toleranslardan dolayı 

geniş sentetik potansiyele sahiptirler. Çözücü sisteme bağlı olarak hidroliz ya da sentetik 

reaksiyonlardan birini katalizleyebilirler. Trigliseritlerden başka alifatik, bisiklik ve 

aromatik esterler hatta organometalik bileşiklerin esterleri lipazlar tarafından substrat olarak 

kabul edilir. Rasemik esterler ya da birden fazla hidroksil grubuna sahip substratlar 

kullanıldığında, lipazlar yüksek enantiyo ve bölge seçimlilik ile aktivite gösterirler. Ayrıca 

oldukça fazla tiyoester ve aktif aminler de substratları olabilirler (Yılmaz, 2010) 
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         Şekil 6. Farklı pozisyon spesifikliğine sahip lipazlar(Yılmaz,2010) 

 

 

1.5. Bakteriyel Lipolitik Enzimlerin Sınıflandırılması 

Enzimlerin sınıflandırılması, substrat spesifitelerine, aminoasit sekanslarına ve gen 

dizi analizlerine göre yapılabilir. Lipazların ve esterazların yapıları hakkında bilgiler son 

yıllarda bir çok gen dizisinin açıklanmasıyla ve kristal yapıların aydınlatılmasıyla birlikte 

büyük ölçüde artmıştır. Diğer taraftan yüksek dizin homolojisi enzimlerin benzer substrat 

spesifitesine, benzer optimum pH ya da sıcaklığa sahip olduklarını göstermemektedir. Hatta 

bazı durumlarda da benzer bir dizine sahip enzimlerin tamamıyla farklı reaksiyonları 

katalizledikleri görülmektedir.Bakteriyel lipolitik enzimler, amino asit sekansları ve 

biyolojik özellikleri esas alındığında temel olarak 7 sınıfa ayrılmaktadır (Arpigny ve Jaeger, 

1999); 

Aile I: Aile I olarak da adlandırılan bakteriyal gerçek lipazlar eskiden Pseudomonas 

grupları olarak üç alt grupta inceleniyordu. Çünkü Pseudomonas lipazları muhtemelen 

çalışılan ilk lipazlardır ve endüstride önemli bir role sahiptirler. Önemli lipazlar üreten bazı 

Pseudomonas türlerinin Burkholderia olarak yeniden adlandırılmasından ve pek çok lipazın 

farklı cinslerden elde edilmesinden dolayı gerçek lipazlar 6 alt aile temelinde yeniden 

sınıflandırılmıştır. Çeşitli Bacillus ve Staphylococcus türlerine ait lipazlar da bu grupta yer 

alırlar. Alt aile 5’de yer alan Staphylococcus hyicus’un lipazı önemli bir fosfolipaz aktivitesi 

göstermesi ile lipazlar içinde tektir. 

GDSL ailesi: Aile II olarak da adlandırılan bu enzimler geleneksel Gly-Xaa-Ser-Xaa-

Gly pentapeptit yapısını göstermezler, bunun yerine aktif bölgedeki serin amino asidi Gly-
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Asp-Ser-(Leu) (GDS(L)) motifini gösterir. Bu proteinlerde katalitik rol oynayan bu önemli 

amino asitler diğer lipolitik enzimlere göre N-terminale çok daha yakındırlar. Streptomyces 

scabies esterazı bu ailede yer almaktadır. 

Aile III: Bu enzim ailesi ilk olarak Cruz ve arkadaşları (1994) tarafından 

tanımlanmıştır. Moraxella cinsleri bu sınıfa dahildir.  

Hormon duyarlı lipaz ailesi: Birkaç bakteriyal enzim (aile IV), memelilerin hormon 

duyarlı lipazı (HSL) ile önemli oranda amino asit dizilim benzerliği gösterirler. Memeli 

hormon duyarlı lipazı ve Moraxella sp. lipazının düşük sıcaklıkta (15 °C’nin altında) oldukça 

yüksek bir aktivite göstermesi bu enzimlerdeki korunmuş amino asit dizilim sıralarına sahip 

olmalarına bağlanmıştır. Ancak benzer amino asit dizilim sıralarının çeşitli mezofilik 

(Escherichia coli, Alcaligenes eutrophus) ve termofilik (Alicyclobacillus acidocaldorius, 

Archeoglobus fulgidus) türlerde de bulunması bu korunmuş dizilimden sıcaklık 

adaptasyonunun sorumlu olmadığını göstermiştir. 

Aile V: Bu sınıf lipolitik enzimlerin çoğu Pseudomonas oleovorans, Haemophilus 

influenzae, Acetobacter pasteurianus gibi mezofil bakteri kökenlidir. Aminoasit sıraları o/|3-

hidrolaz yapısına sahip ve katalitik üçlü içeren epoksit hidrolaz, dehalojenaz ve 

haloperoksidaz gibi lipolitik olmayan enzimlerle benzerlik gösterir. 

Aile VI: 23-26 kDa'luk molekül ağırlıklarıyla bilinen en küçük esteraz sınıfını 

oluştururlar. Pseudomonas fluorescens karboksil esterazının üç boyutlu yapısı belirlenmiştir. 

Bu enzimin aktif formu bir dimerdir ve alt birimleri alfa/beta-hidrolaz yapısına sahiptir ve 

klasik Ser-Asp- His katalitik üçlüsünü içerir. Bu karboksil esteraz küçük substratları 

hidrolizlemesine rağmen uzun zincirli trigliseritlere karşı aktivite göstermemektedir. Bu 

ailede yer alan enzimler hakkında çok fazla bilgi bulunmamaktadır. Aminoasit sırasını veren 

gen sıraları başka gen sıralarıyla benzerlik göstermemektedir. Bununla birlikte yalnızca bir 

tane enzimin ökaryotik lizofosfolipaz ile (Ca+2 a bağımlı olmayan lizofosfolipaz A2) ile %40 

benzerlik gösterdiği bildirilmiştir (Arpigny ve Jaeger, 1999). Spirulina platensis, Rickettsia 

lipazları bu sınıfa dahildir.  

Aile VII: Bu sınıf bakteriyel esterazlar Aile VI enzimlerine göre daha büyük molekül 

ağırlığına (yaklaşık olarak 55 kDa) sahiptirler. Homolojileri, ökaryotik asetilkolin esteraz, 

bağırsak ya da karaciğer karboksil esterazları (domuz karaciğer esterazı) ile oldukça 

benzerdir. Bacillus subtilis esterazı p-nitrobenzil esterlerini hidrolizleyebilmektedir. 
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Aile VIII: Bu aileyi meydana getiren üç enzim de yaklaşık 380 aminoasit içermekte 

ve aktamaz sınıfı enzimlerle benzerlik götermektedir (Arpigny ve Jaeger, 1999). Bu ailedeki 

esterazların katalitik mekanizmasını açıklayabilmek için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır. 

 

1.6. Lipazların Katalizlediği Reaksiyonlar 

Lipazlar çeşitli reaksiyonlar için biyokatalizör olarak kullanıldığı bilinmektedir. 

Lipazlar birçok değişik reaksiyonu katalizlerler. Örneğin hidroliz ve hidroliz reaksiyonunun 

tersi de esterifikasyon, transesterifikasyon (asidoliz, interesterifikasyon, alkoliz), aminoliz, 

oksimoliz ve tiyotransesterifikasyon. İleri (hidroliz) ve tersi (sentez) reaksiyonları arasındaki 

denge, reaksiyon karışımının su aktivitesi ile kontrol edilir (Öztürk, 2001). 

 

1.6.1. Hidroliz  

Lipazlar su moleküllerinin tüketilmesiyle birlikte triaçilgliserollerin ester bağlarını  

katalizlerler  bu olaya hidroliz denir. Lipazların, gliserol ve uzun zincirli yağ asitlerinden 

ester sentezi reaksiyonlarından başka esterlerin gliserol ve uzun zincirli yağ asitlerine 

hidrolizi reaksiyonlarını da katalizledikleri bilinmektedir (Jaeger ve Reetz, 1998) Özelikle 

deterjan endüstrisinde yağ kaynaklı kirliliklerin daha etkili bir şekilde uzaklaştırılması, 

deterjan katkısı olarak lipazların kullanılmasıyla sağlanmaktadır (Jaeger ve Reetz, 1998). 

Burada lipazların hidroliz yönündeki reaksiyonu katalizledikleri bilinmektedir. Kağıt 

sanayinde odundan istenmeyen lipidik maddelerin uzaklaştırılamsında da lipazlar 

kullanıldığı bilinmektdir. (Yılmaz, 2010) 

 

1.6.2. Esterifikasyon 

Hidrolizin tersi olan, serbest yağ asitleri ile alkol arasında esterifikasyon reaksiyonları 

düşük su aktivitesi veya çözücüsüz sistem şartları altında az sulu organik çözücülerde 

lipazlar tarafından katalizlenir. Ester sentezi asit veya baz katalizli ile kimyasal olarak 

yapılabilmesine rağmen enzim teknolojisinin kullanımı, ılıman koşullarda çalışma, azalmış 

yan reaksiyonlar ve spesifitesi gibi avantajlarından dolayı önerilmektedir. Çok kıymetli 

kimyasallar laurik asit ve mentol veya bütirik asit ve geranolden metil ve geranil esterlerinin 
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üretimi ve primer ve sekonder alifatik ve terpenik alkollerden oleik asit esterlerinin üretimi 

lipaz katalizli ester sentezi ile yapılır(Villeneuve ve ark, 2000). 

 

 

1.6.3. Ester Değişimi (Transesterifikayon) 

Transesterifikayon terimi bir ester ve bir alkol (alkoliz), bir ester ve başka bir ester 

(interesterifikasyon) veya bir ester ve bir asit (asidoliz) arasındaki grupların yer değiştirmesi 

işlemi olarak tanımlanır. Transesterifikasyon, endüstriyel olarak uygun yüksek sıcaklıklarda 

susuz bir ester ile başka bir reaktant türlerinin bir karışımının ısıtılması sonucu 

gerçekleştirilir. Alternatif olarak daha düşük sıcaklıklarda alkali metaller veya alkali 

alkilatlar kullanılabilir. Bununla birlikte, transterifikasyonla hayvansal ve bitkisel yağların 

modifikasyonu için lipazların kullanımı ılıman koşullar, azalmış yan reaksiyonlar ve 

spesifite avantajlarından dolayı tercih edilir. Daha ucuz yiyecek maddelerinden kakao yağı 

üretimi buna bir örnektir. Bu reaksiyon palm yağı ve stearik asit veya palm yağı ve 

tristearogliserol içeren lipaz katalizli transesterifikasyonu ile gerçekleştirilmektedir (Şekil 7)  

(Villeneuve ve ark, 2000). 

 

1.6.4. Doğal Olmayan Substratların Katalizi 

Lipazlar karboksilik asit esterlerinin hidrolizi ve sentezinin katalizini sınırlamaz. Alkol 

ve sudan başka bileşenleri de nükleofil olarak tanırlar. Lipazlar, böylece seçicilikle organik 

çözücülerde oksimoliz, transesterfikasyon, aminoliz gibi farklı reaksiyonları kataliz etme 

kabiliyetine sahiptirler. Susuz ortamda esterlerin aminolizinde lipazların seçiciliği peptid ve 

yağ amit sentezi için başarıyla kullanılmıştır. Bu sonuçlar düşük maliyette yeni deterjanlar 

ve optikçe aktif peptidler, polimerler ve sürfaktantların sentezinde lipaz teknolojisi 

kullanılarak elde edilmektedir (Şekil 7)  (Villeneuve ve ark., 2000). 
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                    Şekil 7. Sulu ve susuz ortamlarda lipaz tarafından katalizlenen çeşitli  

                                  reaksiyonları (Villeneuve ve ark., 2000). 

 

 

1.7. Bakterilerde Lipaz/Esteraz Aktivitesi Tespit Yöntemleri 

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

çıkmasını sağlarlar. O nedenle, bu enzimler için analiz metotları genel olarak serbest yağ 

asitlerinin oluşumunun analiz edilmesi kriterleri etrafında gelişmiştir (Jensen ve ark, 1983). 

Serbest yağ asitlerinin oluşumunu araştırmak amacıyla kalitatif olarak jel difüzyon analizleri 

ve kantitatif olarak titrimetri, kolorimetrik analiz, floresans, kromatografik prosedürler 

(TLC/GC/HPLC) ve immünolojik metotlar kullanılmaktadır (Jaeger ve ark, 1994; Beisson 

ve ark, 2000; Gupta ve ark, 2003). 

 

1.7.1. Kalitatif Analiz 

Lipaz üreten suşlar tribütrin içeren agarda incelenebilmektedir. Dört karbonlu (Lee ve 

ark, 2001) sentetik bir trigliserit olan (Gao, 2000) tribütirinin hidrolizi ile oluşan zon ya 

esteraz ya da lipaz aktivitesini göstermektedir. Yapılan bazı çalısmalarda, zeytinyağı ilave 

edilen katı besiyerleri lipaz üreten kolonilerin seçilmesinde kullanılmıştır (Hube ve ark, 

2000; Martinez ve Soberón-Chávez, 2001). Alternatif olarak katı besiyerlerine indikatör 

eklenerek renkli zon olusumu gözlenmiştir (Gupta ve ark., 2003). Nile blue sülfat, Victoria 
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blue, metil red, fenol red indikatör olarak kullanılmıştır (Lawrence ve ark, 1967; Converse 

ve ark, 1981; Christen ve Marshall, 1984; Samad ve ark, 1989). Bu testler katı besiyerlerinde 

lipolitik mikroorganizmaların gelişimlerini hızlı bir sekilde araştırmak için uygundur. Ancak 

bazı pozitif yanlış sonuçlar görülebilir. Bu mikrobiyal lipazlar tarafından serbest bırakılan 

yağ asitlerinin, asidik metabolitler üretmesinden dolayı ortamın asidifikasyonundan 

kaynaklanmaktadır (Beisson ve ark, 2000; Gupta ve ark, 2003). Bunu engellemek için 

Kouker ve Jaeger (1987) floresan Rhodamine B boyasını kullanarak 350 nm dalga boyunda 

UV ışığı altında turuncu floresan olarak lipolizis zonlarını göstermişlerdir. Rhodamin, 

serbest yağ asitleriyle floresan bir kompleks olusturur. Böylece lipaz üreten koloniler UV 

ışığı altında floresan haleler oluşturur. Burada substrat olarak triolein (trioleoilgliserol) 

kullanılır (Gupta ve ark, 2003). Ayrıca bunun yerine zeytinyağı kullanılmaktadır (Jette ve 

Ziomek, 1994; Jarvis ve Thiele, 1997). 

 

1.7.2. Titrimetri 

Hidrolaz sınıfı enzimlerin katalizlediği reaksiyonların büyük çoğunluğunda H+ açığa 

çıkar. Olusan H+ konsantrasyonu reaksiyon hızı ile orantılıdır (Telefoncu, 1986). Özellikle 

substratları suda iyi çözünmeyen hidrolazların (lipazlar gibi) aktivite tayinleri için titrasyon 

çok uygun bir yöntemdir (Telefoncu, 1986; Ghosh ve ark,1996). Burada substrat olarak 

uluslararası kabul gören triolein veya buna ucuz bir alternatif olan zeytinyağı kullanılır 

(Jensen, 1983). Bundan başka tribütrin, triasetin (triasetilgliserol) ve tripropiyonin 

(tripropiyonilgliserol) de enzimatik aktivite tayininde substrat olarak kullanılabilir (Lanz ve 

Williams, 1973; Staubmann ve ark, 1999). Bununla birlikte lipazlar, kısa zincirli 

triaçilgliserollerle karşılaştırıldığında, triolein gibi uzun zincirli triaçilgliserolleri daha 

yüksek oranda hidrolize etmektedir (Gupta ve ark, 2003). Lipolitik reaksiyonda, asidin 

serbest bırakılması titrimetrik olarak analiz edilebilir. Nicel yöntemde reaksiyon yönünde 

pH ölçülür (Jaeger ve ark, 1994). Titrimetrik metotlar zamana bağlı olarak serbest yağ 

asitlerinin serbest bırakılmasıyla sodyum veya potasyum hidroksitin nötralizasyon oranını 

ölçmektedir (Naka ve Nakamura, 1992). 
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1.7.3. Spektrofotometrik Analiz 

Genel olarak yağ asidi zinciri çesitli uzunluğa sahip p-nitrofenil esterleri substrat 

olarak kullanılır ve meydana gelen p-nitrofenol 410 nm’de spektrofotometrik olarak ölçülür 

(Winkler ve ark, 1979) Kısa zincirli esterler suda çözünür ve o nedenle bu hidroliz lipaz 

aktivitesinden ziyade esteraz aktivitesinin ölçülmesini sağlar. Bununla birlikte p-nitrofenil 

palmitat lipaz aktivitesinin ölçülmesi için kullanılır. Bu analiz için sınırlayıcı olan enzimatik 

aktivitenin asidik pH’da p-nitrofenol’ün absorbans vermemesinden dolayı asidik pH’da 

yapılamamasıdır. Enzimatik aktivite sadece nötral veya alkali pH degerlerinde bu prosedürle 

tespit edilebilir (Kademi ve ark, 2000). Kalorimetrik analiz, renksiz alfa-naftil karpilat 

(oktanat) esterinin hidrolizi ile meydana gelen renkli alfa-naftol’un 560 nm’de 

spektrofotometrik olarak ölçülmesiyle de yapılabilir (Degrassi ve ark, 1999; Gandolfi ve ark, 

2000). Alfa-naftil asetat, naftil propiyonat ve naftil bütirat gibi alfa-naftil esterleri substrat 

olarak kullanılmaktadır (Gupta ve ark, 2003). Renk üretiminin ölçülmesinden baska 

spektrofotometrik analizler yağ asitlerinin, kalsiyum veya bakırla çöktürülmesiyle 

yapılabilir. Substrat olarak Tween kullanılır. Absorbans artışı 500 nm’de ölçülür (Von 

Tigerstrom ve Stelmaschuk, 1989) ve bu türbidimetrik metot, basit bir yöntem olup Tween 

20 ile yapılan titrimetrik analizden 36 kat, p-nitrofenil palmitatla yapılan spektrofotometrik 

analizden en az dört kat daha hassastır. 

 

1.7.4. Florimetrik Analiz 

Floresan bileşikler lipaz analizi için kullanılırlar. Metot, lipaz aktivitesinden dolayı 

serbest bırakılan floresan yağ asitlerinin ölçümünü gerektirir. Triaçilgliserollerin alkil 

grubunun, pirenil gibi floresan grupla yer değistirmesiyle analiz gerçekleşir. Floresan 

özellikte serbest pirenil grupları olusur. Triaçilgliseroller hidrolize olduktan sonra pirin 

grupları 400 nm’de yer değiştirir (Thuren ve ark., 1987; Negre-Salvayre ve ark., 1991). 

Floresan olmayan 4-metilumbelliferil oleat substratı, lipaz etkisinden sonra floresan 4-

metilumbelliferonu serbest bırakır (Jacks ve Kircher, 1967). Hızlı bir yöntem olmasına 

rağmen substratların pahalı olması bunların kullanımını sınırlandırmaktadır  (Gupta ve ark, 

2003). 
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1.7.5. Kromatografik Prosedür 

Kromatografi; lipit substratında, enzim katalizinin hidrolizini takiben serbest bırakılan 

yağ asitlerinin doğrudan tespit edilmesi için kesin bir metottur. Spesifik kolonlar vasıtasıyla 

ürün veya artakalan substratın miktar tayini ve analizi yapılır. Rutin analizler için zaman 

alıcı olmasına rağmen substrat spesifikliğinin tayininde kullanımı tavsiye edilmektedir 

(Gupta ve ark., 2003). TLC; triaçilgliserollerden serbest yağ asitlerinin kalitatif analizde, 

işaretlenmiş triaçilgliseroller densitometrik veya autoradiografik metotları kullanılarak 

uygulanır. Bunlar çok hassas metotlar olmalarına rağmen zaman alıcıdır (Ruiz ve Rodriguez, 

1982). GC; resmi American Oil Chemists Society metoduna göre; yağ asitleri bunların metil 

esterlerine çevrilir ve GC ile miktar tayinleri yapılır. HPLC; lipolizis ürünleri kolaylıkla 

HPLC kullanılarak tanımlanabilir. Alfa-naftil laurat’ın substrat olarak kullanıldığı Maurich 

ve ark. (1991) tarafından lipaz aktivitesini tanımlanması için HPLC metodu geliştirilmiştir. 

 

1.7.6. İmmünolojik Prosedür 

İmmünolojik metotlar veya ELISA yüksek hassasiyet ve lipazların tespiti ve miktar 

analizleri için spesifik sistemlerdir. Bu immünolojik metotlar aktif veya aktif olmayan 

lipazların tespit edilmesinde kullanılırlar (Grenner ve ark, 1982)Lipazların immünolojik 

tespitinde doğal veya rekombinant kaynaklardan enzimin saflaştırılmasına ihtiyaç vardır 

(Beisson ve ark, 2000). 

 

1.8. Lipaz Üretimi 

Sharma ve arkadaşları (2001), mikrobiyal lipazların çoğunlukla sıvı kültür olarak 

üretildiklerini, fakat katı kültür fermentasyon metotlarının ve birkaç çalışmada da 

immobilize hücre kültürlerinin kullanıldığını bildirmişlerdir. Sıvı kültür yöntemiyle lipaz 

üretiminde optimum kültür koşullarının ve besin gereksinimlerinin belirlenmesine yönelik 

pek çok çalışma yapılmaktadır. Lipid yapıdaki karbon kaynakları genellikle lipaz verimini 

artırmaktadırlar, bununla beraber birkaç araştırmacı yağ kullanmadan iyi bir verim elde 

ettiklerini bildirmişlerdir (Sharma, 2001). Karbon ve azot kaynaklarının uygunluğu, 

aktivatörlerin, stimülatörlerin, inhibitörlerin, surfaktanların bulunması, inkübasyon sıcaklığı 

ve pH’sı, inokülüm seviyesi ve kaynağı ve oksijen miktarı gibi büyüme koşulları lipaz 
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sentezini etkileyebilmektedir (Hasan ve ark, 2009). Shelley (1987), lipaz-pozitif bir 

bakterinin belirlenebilmesi için üç faktörün birlikte bulunması gerektiğini söylemiştir: (1) 

organizma üremeli; (2) organizma genel büyüme koşulları altında lipaz üretmeli veya ortama 

salmalı ve (3) aktivite tayini için kullanılan metot yeterli hassasiyette olmalı (Hasan ve ark, 

2009). 

 

1.9. Lipazların Saflaştırılması 

Woolley ve Peterson (1994), pek çok lipazın pH, sıcaklık, metal iyonları ve şelatlayıcı 

ajanlar karşısındaki aktivite ve stabiliteleri göz önüne alınarak geniş ölçüde saflaştırılıp 

karakterize edildiklerini bildirmişlerdir. Araştırıcılar, kullanılan saflaştırma metotlarının 

genellikle presipitasyon, hidrofobik etkileşim kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi 

ve iyon değişim kromatografisi gibi spesifik olmayan teknikler olduğunu fakat bazı 

durumlarda saflaştırma adımlarının sayısını azaltmak için afinite kromatografisinden 

yararlanıldığını bildirmişlerdir (Sharma ve ark, 2001). Mikrobiyal lipazların çoğu 

ekstraselülerdir ve fermentasyon işleminden sonra hücreler kültür sıvısından santrifüjle veya 

filtrasyonla uzaklaştırılır. Daha sonra kültür sıvısı ultrafiltrasyon, amonyum sülfat 

çöktürmesi veya organik çözücülerle ekstraksiyon işlemlerinden biriyle konsantre edilir 

(Saxena ve ark, 2003). Eğer enzim hücre içi ise bu defa hücreler santrifüjle kültür sıvısından 

ayrılır ve tekrar tamponda çözülerek parçalanır. Hücrelerin parçalanmasında sonikasyon 

veya French pres gibi fiziksel yöntemler kullanılabileceği gibi enzimler (bakteriler için 

lizozim ve mayalar için zimoliyaz) veya çeşitli kimyasalların (safra tuzu, SDS ve Triton gibi 

deterjanlar) kullanıldığı kimyasal yöntemler de kullanılabilir (Metin, 2007). Hücreler 

parçalandıktan sonra santrifüjle hücre atıkları uzaklaştırılır ve süpernatant enzim kaynağı 

olarak kullanılır.  

Saflaştırma işlemlerinin yaklaşık % 80’inde ilk olarak çöktürme işlemi yapılır. 

Çöktürme işlemlerinin % 60’ında amonyum sülfat ve % 35’inde etanol, aseton veya bir asit 

(genellikle hidroklorik asit) kullanılır. Aires-Barros ve ark (1994), diğer tekniklerle 

karşılaştırıldığında çöktürme yöntemlerinde genellikle yüksek bir ortalama verim (% 87) 

elde edildiğini bildirmişlerdir (Saxena ve ark, 2003). Çöktürme işlemini çeşitli 

kromatografik yöntemler izlemektedir. Çoğu zaman istenilen saflaştırma düzeyine ulaşmak 

için tek bir kromatografik basamak yeterli değildir ve birkaç kromatografi adımı ard arda 
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kullanılır. Lipazların saflaştırılmasında, iyon değişim kromatografisi en çok kullanılan 

kromatografik yöntemdir; saflaştırma işlemlerinin % 67’sinde kullanılmışlardır ve bunların 

% 29’unda birden çok kez kullanılmışlardır. En çok kullanılan iyon değiştiriciler, bir anyon 

değiştirici olan dietilaminoetil (DEAE) (% 58) grubu ve bir katyon değiştirici olan 

karboksimetil (CM) (% 20) grubudur. Jel filtrasyon kromatografisi en çok kullanılan ikinci 

saflaştırma yöntemidir; saflaştırma işlemlerinin % 60’ında kullanılmışlardır ve bunların % 

22’sinde birden çok kez kullanılmışlardır. Afinite kromatografisi saflaştırma işlemlerinin % 

27’sinde, hidrofobik etkileşim kromatografisi ise % 18’inde kullanılmıştır. Hidrofobik 

etkileşim kromatografisinde en çok kullanılan hidrofobik adsorbenler oktil veya fenil 

fonksiyonel grubuna sahip olanlardır (Saxena ve ark, 2003). Aires-Barros ve ark (1994), bir 

proteini, % 30 verimle ve 320 katlık bir saflaştırma katsayısı ile saflaştırmak için dört veya 

beş tane saflaştırma adımının gerekli olduğunu bildirmişlerdir. Bu değerleri her bir 

saflaştırma planından elde edilen verimlerin ve saflaştırma katsayılarının ortalamalarından 

elde etmişlerdir (Saxena ve ark, 2003). Lipaz saflaştırmasının alışılmış işlemleri oldukça güç 

ve zaman alıcı olabilmektedir ve sonuçta oldukça düşük bir verim elde edilebilmektedir.  

Lipazların saflaştırılmasında son zamanlarda bazı yeni saflaştırma teknolojileri 

uygulanmaktadır. Bunlar arasında, membran işlemleri, immüno saflaştırma, durgun faz 

olarak epoksi bağlanmış ligand ve sefaroza immobilize edilmiş polietilen glikolün 

kullanıldığı hidrofobik etkileşim kromatografisi ve sıvı iki-faz sistemleri sayılabilir (Saxena 

ve ark, 2003). 

 

1.10. Lipazların Endüstriyel Kullanım Alanları 

Günümüzde yaklaşık olarak 4000 enzim bilinmekte olup, bunlardan 200’ü ticari olarak 

kullanılmaktadır (Sharma ve ark, 2001). Bu ticari enzimler içerisinde % 3 pazar payına sahip 

olan lipazlar, hem sulu hem de susuz çözücü sistemlerinde aktivite gösterdikleri için (Gupta 

ve ark, 2004; Nie ve ark, 2006), endüstride ve tıp alanında önemli bir yere sahiptirler 

(Bjokling ve ark, 1991). Bu enzimlerin lipit içeren atık suların enzimatik degradasyonu, 

organik sentez, deterjan formülasyonu, biyosurfektanların sentezi, oleokimyasal endüstri, 

süt endüstrisi, agrokimyasal endüstri, kağıt yapımı, besin, kozmetik, kimyasal analiz ve ilaç 

prosesinde umut verici uygulama alanları bulunmaktadır. Lipaz teknolojisindeki 

gelişmelerle birlikte yeni bileşiklerin sentezi için de bu enzimlerin kullanımları hızla 
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artmaktadır (Ghosh ve ark, 1996; Sharma ve ark, 2001). Mikrobiyal lipazların, biyosensör 

olarak kullanılmaları ise yeni bir alan olarak üm it vaat etmektedir (Whiteve White 1997; 

Kazlauskas ve Bornscheuer 1998; Schmid ve Verger 1998). 

 

1.10.1. Gıda Endüstrisinde Lipazlar  

Gıda endüstrisinde lipazların önemli bir kısmı lipitlerin özellikle bitkisel ve hayvansal 

yağların biyokatalizinde rol oynarlar (MacRae ve Staines, 1994 ; McGee, 1986). Depolama 

sırasında lipit fraksiyonunda olan en önemli değişiklerden biri de bu ürünlerin karakteristik 

lezzeti için çok önemli olan serbest yağ asitleri tutularak lipazlar ile katalizlenmiş 

trigliseritlerin hidrolizidir (Langrand ve ark, 1990). Aksitakdirde trigliseritin istenilen 

fonksiyonel grubu, kontrollü ester yer değiştirme reaksiyonları ve esterifikasyon ile 

çıkarılabilir veya yer değiştirilebilir. 

Lezzet ve güzel kokuca zengin dondurmalar modern yaşamda büyük bir pazara 

sahiptir. Dondurmada kullanılan kısa veya orta zincirli yağ asitleri içeren lezzetli esterleri 

üretmek için birçok bilim adamı tarafından araştırılmıştır  (Langrand ve ark, 1990 ;Takahata 

ve ark, 1993). Bununla birlikte, çözücüsüz sistemlerde üretilen lezzet bileşikleri leziz krema 

yapmak için güvenilir avantajlara (ürünler kirlilik olarak çözücü içermezler) sahiptirler 

(Oguntimein, 1994). Ester değiştirme reaksiyonları istenilen lezzetli esterleri elde etmek için 

günümüzde kullanılmaktadır (McCrae ve ark, 1990). 

 

1.10.2. Deterjan Endüstrisinde Lipazlar 

Lipazların en önemli ticari uygulamalarının başında çamaşır deterjanlarındaki 

kullanımları gelmektedir. Toplam lipaz satışının % 32’sini deterjan enzimleri 

oluşturmaktadır (Jaeger ve Reetz, 1998 ; Akkuş 2006).Enzimler deterjanlardaki istenmeyen 

kimyasalların azaltılmasını sağlar ve zararlı kalıntı bırakmadan biyolojik olarak 

ayrıştırılabilirler. Ayrıca daha düşük yıkama sıcaklığını sağlayarak enerji tasarrufuna katkıda 

bulunurlar (Karaca, 2006). Lipazların yağları hidrolizleme yeteneklerinden dolayı, 

endüstride ve evlerde kullanılan deterjanlarda ilave katkı maddesi olarak büyük bir kullanım 

alanı bulunmaktadır. Sert yıkama koşullarına dayanıklılığı, farklı kompozisyonundaki 

yağları hidroliz etme yeteneği ve zarar verici yüzey aktif maddelere dayanabilme yeteneği 



24 
 

deterjan endüstrisinde aranan özelliklerdir. Ayrıca deterjan uygulamalarına lipazlar yanında 

selulaz, amilaz, proteazlarda katkıda bulunurlar (Pandey ve ark. 1999). 

 

1.10.3. Deri Endüstrisinde Lipazlar 

Deri üretimindeki post ve deri işleme işlemi gelenekseldir. Deri işleme, deri altı 

yağlarının kaldırılması, kılların ayıklanması ve doldurma işlemlerini gerektirir. Proteazlar 

gibi diğer hidrolitik enzimlerle birlikte lipazlarıda içeren bir enzim karışımı deri işlemede 

kullanılır (Pandey ve ark, 1999, Karaca, 2006). 

 

1.10.4. Kağıt Hamuru Ve Kağıt Endüstrisinde Lipazlar 

Kağıt endüstrisinde üretilen kağıt hamurundan katranı ayırmakta lipaz kullanılır. 

Katran, kağıt hamuru ve kağıt üretiminde ciddi sorunlara sebep olan trigliseridler ve 

balmumu olarak adlandırılan ağacın hidrofobik bileşenlerini tanımlamak için kullanılır. 

Ağacın hidrofobik içeriği olarak tanımlanan ‘pitch’ (trigliseritler ve mumlar), kâğıt hamuru 

yapımında sorun yaratmaktadır. Lipazlar kâğıt yapımı için kullanılan kâğıt hamurundan 

belirtilen maddelerin uzaklaştırılması için kullanılır (Yılmaz,2010) 

 

1.10.5. Biyodizel Üretiminde Lipazlar 

Petrol rezervlerinin kritik boyuta ulaşması, çalışmaları ister istemez yeni enerji 

kaynakları yönüne çevirmiştir. Bu çerçeve içerisinde alkil esterlere yani biyodizele olan ilgi 

de artmış ve bu konuda birçok yeni araştırmalar yapılmıştır. Biyodizel, toksik olmayan, 

biyobozulur ve yenilenebilir bir enerji kaynağıdır. Ayrıca, eksoz emisyonu ve CO, CO2, SOx 

gibi sera etkisi yaratan gazların düşük oranda olması diğer avantajları arasındadır. Alkil 

esterlerin konvansiyonel sentezi, kimyasal transesterifikasyonla kısa sürelerde ve yüksek 

verimle elde edilmesine rağmen, ortamda su bulunması durumunda kullanılan substratın 

önceden işlenmesini gerektirmektedir. Katalizörün ve reaksiyon sonrası açığa çıkan 

gliserinin geri kazanımı ve ayrıca yüksek enerji gereksinimi, asit ya da alkali katalizli 

proseslerdeki mevcut dezavantajlardır. Biyodizelin petrol kökenli yakıtların yerine 

kullanılabilirliği, biyolojik yollarla biyodizel üretimi çalışmalarının artmasına neden 
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olmuştur (Shimada ve ark, 1999; Samukawa ve ark, 2000; Ban ve ark, 2001; Matsumoto ve 

ark, 2001). 

Biyodizel yüksek oranlarda elde edilmesine rağmen, yüksek fiyatından dolayı 

kullanımı sınırlı kalmaktadır. Biyodizel fiyatını aşağılara çekmek ve kullanımını artırmak 

için, düşük maliyetli veya atık sayılan substratların biyodizel üretiminde kullanımı şüphesiz 

iyi bir alternatif olabilir. Özellikle enzimatik yolla biyodizel üretimi hem diğer 

konvansiyonel üretimdeki ağır proses şartlarını hafifletecek, hem de üretilen biyodizelin ve 

gliserin gibi yan ürün olarak açığa çıkan maddelerin kalitesini artıracaktır. 

Lipazlar çift yönlü kataliz özelliğine sahip olan ve organik çözücülerin varlığında ve 

de yokluğunda reaksiyonu gerçekleştirebilen enzimlerdir. Literatürde lipaz katalizli, 

ayçiçeğinden, soya yağından, karışık bitkisel yağlardan, gres ve donyağından ve çeşitli lokal 

yağlardan biyodizel çalışmaları mevcuttur. (Yılmaz,2010) 
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2. YAPILAN ÇALIŞMALAR

2.1. Kullanılan Kimyasallar 

Tripton (Merck V441613949), Yeast ekstrakt (Merck VM175053), NaCl (Merck 

K34243404), Etil alkol, Genomik DNA İzolasyon Kiti (Promega A1125), Jelden Çıkarma 

Kiti (Fermentas K0513), EDTA (Merck 84211000), pGEM-T Easy Klonlama Vektörü 

(Promega A1360), CaCl2 (Aktar Kimya), Commassie Brillant Blue G-250, Commassie 

Brillant Blue R-250 (Merck 2C2133453),  , Sodyum Asetat (Merck TA867065), K2HPO4 

(Merck A678671), KH2PO4 (Merck 567300), Trizma Baz (Sigma T1503), , SDS, Akrilamid 

(Sigma A8887), Bis-akrilamid (Promega), Bromofenol mavisi (Gerbu 080702), β-

merkaptoetanol (Merck 805740), Metanol, Asetik asit (Riedel-dan Haen 27225), Gliserol 

(Merck K40789992008), NaH2PO42H2O (Merck K91147745938), MgSO4.7H2O,Glukoz 

(Sigma G7528), Triptofan, MgCl2, EDTA (Sigma ), CaCO3 (Botaforma lab), Amonyum 

Sülfat (Merck A734116), Malt Ekstrakt (Merck VM264491106), C4HI2N206, 

CuS04.5H20,MgS04•7H20, Fe4(S04)4, CaCl2•2H20, MnS04.H20, Agar (Himedia 

RM026), KMnO4 (Merck), Sodyum Sitrat tribasic dihidrat (Sigma S4641). 

2.2. Mikroorganizmaların Seçimi 

2.2.1. Mikroorganizma ve Kültür Koşulları 

Artvin Yusufeli ilçesi ve Aydın Söke ilçesinde bulunan zeytinyağı fabrikalarından 

alınan pirina örnekleri soğuk zincir şartlarında laboratuvara getirilmiştir. İki ayrı fabrikadan 

getirilen pirina örnekleri karıştırılmış ve 1000- 2000 g santirfüj edilmiştir ve posası 

uzaklaştırılarak sıvı kısmı alınmıştır. Alınan sıvı örnek 0,45 µm filtreden geçirilmiştir. Filtre 

LB agar üzerine koyuldu bir gün 37 oC’de inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyona bırakılan 
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petriler kolonilerden tek koloni seçimi yapılmış ve LB agar üzerinde tekrar büyüme 

bırakılmıştır.  

 2.2.2. Lipaz Aktivitesi Olan Mikroorganizmaların Seçimi 

2.2.2.1.  Lipaz Varlığının Petride Belirlenmesi 

Saflaştırılan bakterilerden lipaz aktivitesini petride gözlemlemek için Rhodamine B ve 

substrat olarak zeytinyağı içeren LB agar kullanılmış. 1 mg/ml’lik Rhodamine B ddH2O da 

çözülerek hazırlanmış ve filtre ile steril edilmiştir. LB sıvı besiyeri ( 5g/l NaCl, 5 g/l yeast 

extract ve 10 g/l tripton) hazırlanarak pH’sı 7,4 e ayarlanmıştır. İçerisine substrat olarak 

%2,5 w/v olacak şekilde zeytinyağı ilave edilmiş ve otoklavda steril edilmiştir. Sıcaklığı 

yaklaşık 60ºC ‘ye düşünce, %0,001 w/vol olacak şekilde filtre ile steril edilen rhodamine B 

besiyeriye eklenerek iyice karışması için bir süre çok hızlı bir şekilde sallayıcıda 

karıştırılmıştır. Petrilere dökülerek saflaştırılan bakeriler ekim yapılmış ve 48 saat  37  oC 

‘de büyüme bırakılmıştır. 48 saat sonunda petrilere UV ışık altında bakılmıştır. 

2.2.2.2. Seçilen Mikroorganizmalara Substrat Muamelesi 

UV altında ışıma yapan 13 izolattan   3 ml LB sıvı besiyerine gece kültürü atılmıştır. 

1000 ‘lik erlene 500 ml LB sıvı besiyeri eklenmiş ve yapılan gece kültüründen bu besiyeri 

üzerine OD’si 0,1 olacak şekilde ekim yapılmıştır. 12 saat sonunda %1 zeytin yağı ( ticari) 

eklendi ve 3 gün inkübasyona bırakılmıştır. Elde edilen hücre solüsyonları  8000 g’de 15 dk 

boyunca santrifüj edildi . Süpernatantlar ve pelletler ayrılmıştır. . Elde edilen pelletler Fosfat 

(pH 8) tamponunda çözülerek %70 şiddetinde, 0,6 devirde 5 dk Sartorius Labsonic sonikatör 

ile sonike edilmiştir. Elde edilen hücre solüsyonları 14800 rpm’de 15 dk boyunca santrifüj 

edilmiştir. Her farklı izolata ait olan süpernatant ve pellet kısımlar; sırası ile  4-nitrofenil – 

butirat, 4- nitrofenil-kaprilat,  4- nitrofenil-laurat, 4- nitrofenil- miristat,4- nitrofenil- 

palmitat substraları ile muamale edilmiştir.  
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2.3. Moleküler Çalışmalar 

 

 

2.3.1. Genomik DNA İzolasyonu 

 

Genomik DNA izolasyonu Promega Genomik DNA İzolasyon Kiti kullanılarak 

yapılmıştır. Lipaz aktitesi belirlenen 13 farklı koloni  3 ml LB besiyerine ekilmiş ve 37°C’de 

gece boyunca bir sulu çalkalayıcıda inkübe edilmiştir. Büyümüş olan gece kültürü 13.000 

rpm’de 2 dk santrifüj edildi ve süpernatant atılmıştır. Hücreler 480 µl 50 mM EDTA 

içerisinde çözüldü. 120  µl 10 mg/ml lizozim ilave edilmiş, hafifçe pipetleyerek karıştırılmış 

ve 37°C’de 60 dk inkübe edilmiştir. Elde edilen karışım 13.000 rpm’de 2 dk santrifüj edilmiş 

ve süpernatant atılmıştır. Tüpe 600 µl Nuclei Lyzis solüsyonu eklendi ve hafifçe pipetle 

karıştırılmıştır. Karışım 80°C’de 5 dk inkübe edildi ve oda sıcaklığına ulaştıktan sonra 3 µl 

RNase solüsyonu eklenmiştir. Tüp 2-5 kez alt-üst edilmiş ve 37°C’de 30 dk inkübe 

edilmiştir. Karışım oda sıcaklığına ulaştıktan sonra 200 µl Protein Precipitation solusyonu 

eklenmiş ve 20 sn vortekslendikten sonra 5 dk süreyle buza bırakılmıştır. 5 dk sonunda 

13.000 rpm’de 3 dk santrifüj edilmiştir. Süpernatant içinde 600 µl izopropanol bulunan yeni 

bir ependorfa aktarılmıştır. Ependorf pelet oluşuncaya kadar alt üst edilmiş ve 13.000 rpm’de 

2 dk santrifüj edilmiştir. Süpernatant döküldü ve kurutma kağıdı kullanarak tüm süpernatant 

sıvısının atıldığından emin olunmuştur. Pelletin üzerine 600 µl oda sıcaklığında % 70’lik 

etanol eklendi ve alt üst edildikten sonra 13.000 rpm’de 2 dk santrifüj edilmiştir. Pipetörle 

süpernatant uzaklaştırılmış ve etanolun tamamının uzaklaşması için mikrosantrifüj tüpü 15 

dk 37°C’de bekletilmiştir.Pellet üzerine 100 µl DNA Rehydration solüsyonu eklenmiş ve 

65°C’de 1 saat inkübe edilmiştir. Genomik DNA izolasyonu tamamlandıktan sonra, elde 

edilen DNA kullanılacağı zaman kadar +4 °C’de saklanmıştır. 
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2.3.2. 16S rRNA Geninin PCR Yardımı ile Artırılması  

 

16S rRNA genleri Sambrook ve arkadaşlarının prosedürüne göre izole edilen genomik  

DNA’lar UNI16S-L (5’-ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3’) ileri ve UNI16S-R ( 

5’-ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA) geri primerleri kullanılarak  PCR 

yardımıyla çoğaltılmıştır. PCR reaksiyon şartları Beffa ve arkadaşlarına (1996) göre 

oluşturulmuştur. 12 ng  kalıp DNA, 5 µl 10X PCR tamponu (100 mM Tris-HCl, pH 8,3 

;500mM steril KCl), 1,5mM MgCl2 ,1 U Taq DNA Polimeraz ,0,25 mM ileri primeri, 

0,25mM geri primeri, 170mM dATP, 170 dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karışımı 

steril dH2O ile 50 µl tamamlanmıştır. Çoğaltma işlemi 200 µl’lik tüplerde ,” Biometr 

Personal Cycler ‘da gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon sıcaklıkları ve süreleri ise: İlk 

denatürasyon basamağı 95 oC de 2 dakika olarak gerçekleştirilmiş sonra ,36 döngü 94 oC ‘de 

1 dakika  (denatürasyon için ), 56 oC’de 1 dakika (hibridizisyon  için )ve 72 oC’de 2 dakika 

(polimerazasyon için) şeklinde gerçekleştirilmiştir. Elde edilecak PCR ürünlerinin 5 µl’si 

%1,1 ‘lik agaroz jelde yürütülmüş ve etidyum bromür boyası (0,5 µg/ml) ile boyanmış ve 

daha sonra “BioDocAnalyze” sistemiyle görüntülenmişitr. PCR reaksiyonu ile çoğaltılmış 

16S rRNA genleri, pGEM-T Esay Klonlama Kiti kullanılarak, pGEM-T Esay Klonlama 

vektörüne firmanın öngördüğü konstrasyonlar ve şartlar gerçekleştirlerek klonlanmıştır. 

Klonlama sonucunda oluşan rekombinat plazmitler, Maniatis ve arkadaşlarının (1982) 

geliştirdiği plazmit izolasyon yöntemine göre izole edilmiştir. Daha sonra izole edilen bu 

plazmitlerin  hangilerinin istenilen parçayı taşıdığı belirlenecek ve doğruluğu teyit edilen 

klonların baz dizi  analizi,baz dizini otomatik dizi analizatörleri aracılığla  (Macrogen 

,Hollanda) belirlenmiştir. Elde edilecek yaklaşık 1400 bp uzunluğundaki 16S rRNA dizileri 

Gen Bankasında var olan diğer bakteriyel dizilerle karşılaştırılar aralarındaki benzerlik 

oranları ortaya çıkarılmıştır. Cins seviyesinde izolatların sınıflandırılması sağlanmıştır. 
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2.4. Biyokimyasal Çalışmalar  

          

 

2.4.1.  Lipazın Ekstraksiyonu 

 

Seçilen izolattan  3 ml LB sıvı besiyerine gece kültürü atılmıştır. 1000 ‘lik erlene 500 

ml LB sıvı besiyeri eklenmiş ve yapılan gece kültüründen bu besiyeri üzerine OD’si 0,1 

olacak şekilde ekim yapılmıştır. 12 saat sonunda %1 zeytin yağı ( ticari) eklenmiş ve 3 gün 

inkübasyona bırakılmıştır. Elde edilen hücre solüsyonu 8000 g’de 15 dk boyunca santrifüj 

edilmiştir. Süpernatant kısım atılmış ve elde edilen pellet Fosfat (pH 8) tamponunda 

çözülerek %70 şiddetinde, 0,6 devirde 5 dk Sartorius Labsonic sonikatör ile sonike 

edilmiştir. Elde edilen hücre solüsyonu 14800 rpm’de 15 dk boyunca santrifüj edilmiştir. 

Elde edilen süpernatant kontrol olarak enzim aktivitesi yapılmış ve protein SDS 

poliakrilamid jel elektroforezinde yürütülerek tespit edilmiştir.  

 

 

2.4.2. Lipaz Akktivitesinin Araştırılması 

 

Enzim aktivitesinin spektrofotometrede tayini için substrat çözeltisi; 1:4:95 (v/v/v) 

oranında olacak şekilde sırasıyla; asetonitrilde çözülmüş PNPB,  etanol, tampon 

bileşenlerinden hazırlanmıştır. Rutin çalışmalarda Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy 

System cihazında kör olarak; 900 μl substrat çözeltisi ve 300 μl 50 mM Fosfat (pH 8) 

tamponu,  numune olarak 900 μl substrat çözeltisi, 250 μl 50 mM Fosfat (pH 8) tamponu ve 

50 μl enzim kullanılarak 405 nm de ölçümleri yapılmıştır (Lee ve ark, 1999).Reaksiyonun 

gerçekleştirildiği tüm koşullar (reaksiyon sıcaklığı, reaksiyon pH’sı, enzim miktarı) enzim 

karekterize edildikçe yeniden düzenlenmiştir. 

 

2.4.3. Lipaz Varlığının SDS PAGE ile Teyit Edilmesi  

 

Protein jel elektroforezleri Hoeffer SE 600 marka elektroforezde % 12’lik jel 

kullanılarak 15 mA’lik akım altında gerçekleştirilmiştir. Seçilen izolatın lipazının moleküler 

ağırlığını hesaplamak ve saflığını kontrol etmek amacıyla saflaştırılan enzim, moleküler 
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ağırlığı belli olan bir protein markırı ile SDS poliakrilamid jel elektroforezinde yürütülerek 

belirlenmiştir. Her bir örnekten 50 μg protein kullanılarak yürütülmüştür. Her bir örnek  

üzerlerine eşit miktarlarda muamele (0,15 M Tris-HCl pH 6,8; % 4 SDS; %20 Gliserol; % 6 

β-merkaptoetanol) tamponu ilave edilmiştir ve sonrasında 95°C’de 4 dakika bekletilerek 

Maniatis ve arkadaşları (1982) tarafından tanımlanan %12’lik sodyum dodesil sülfat-

poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yüklenmiş ve  15 mA akım altında, yürütme boyası jelden 

çıkana kadar yürütülmüştür. Yürütme işlemi sonrasında jel, Commasie Brillant Blue (% 

0,125 Commasie Brillant Blue R-250, %50 metanol,  %10 asetik asit) boyası ile 1 saat 

boyandı ve hemen ardından 1. yıkama solüsyonunda (%50 Metanol, %10 Asetik asit %40 

ddH2O)  1 saat bekletilmiştir. Daha sonra 2. yıkama solusyonunda ( %7 asetik asit ve %5 

metanol) bantlar belirginleşinceye kadar bekletildikten sonra bilgisayar tarayıcısı ile 

fotoğraflanmıştır. 

 

 

2.4.4. Lipaz Aktitesinin SDS PAGE ile Teyit Edilmesi 

 

Enzim SDS PAGE’de lipaz aktivitesinin tayini için %12 ‘lik native jel kullanılmıştır. 

Enzim muamele tamponu eklendikten sonra ısıtmadan veya herhangi bir işlem yapılmadan 

direk jele yüklenmiştir. Yürüttükten sonra ayrı ayrı hazırlanmış solüsyon  A ve solüsyon B 

karıştırılıp bu jel karışımda, koyu kahverengi –kırmızımsı bantlar oluşuncaya kadar 

beklenmiştir. 

 

 

2.5. Lipazın Saflaştırılması 

 

 

2.5.1. Amonyum Sülfat Çöktürmesi  

 

Hazırlanan hücre içi enzim özütü ilk olarak amonyum sülfat çöktürmesine tabi tutuldu. 

Bu enzim özütü ( 20 ml)  100 ml ‘lik bir beher içerisine aktarılarak buz dolu bir kap içerisinde 

manyetik karıştırıcı üzerine konulmuştur. Enzim özütü %40, %50 ,%60,%60, %70 

amonyum sülfat ile doyuruldu. Bu yüzdelerdeki amonyum sülfat miktarları aşağıdaki 

denkleme göre hesaplanmıştır. 
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 1,77 x V x ( S2 –S1) 
                     % (NH4)2SO4 = 
                                                      3,54 – S2 

 

V= Enzim çözeltisinin hacmi 

S1= 1’in kesri olarak amonyum sülfat doygunluğu 

S2 = 1’in kesri olarak istenen amonyum sülfat doygunluğu 

 

Her seferinde gereken amonyum sülfat miktarı oldukça yavaş bir şekilde enzim 

özütüne azar azar eklenmiş ve eklendikten sonra 1 saat boyunca karışmaya bırakılmıştır. 

Ardından 9.000 rpm de 10 dakika santirfüj edilerek pellet ayrılmıştır. Ayrılan pellet 50 mM 

Fosfat (pH 8) tamponunda çözülmüştür. Süpernatant ile diğer doygunluk yüzdeleri için aynı 

şekilde çalışmaya devam edilmiştir. 

 

 

2.5.2. Çöken Enzimlerde Spektrofotometrik Olarak Lipaz Aktivitesinin Tayini 

 

Amonyum sülfatın, aktivite tayinin de kullanılan substrat çözeltisi ile reaksiyona 

girdiği fark edildiğinden dolayı lipazın hangi amonyum sülfat doygunluk yüzdesinde 

çöktüğünü tespit etmek için, her bir doygunluk yüzdesinde çökerek ayrılan enzimler diyaliz 

edilmiştir Spektrofotometrik olarak lipaz aktivitesi veren enzimler seçilmiştir. 

 

 

2.5.3. İyon Değişimi Kromatografisi 

 

İyon Değişimi Kromatografisi için 50 cm uzunluğundaki ve 1,5 cm çapındaki bir kolon 

kullanılmıştır. Bu çalışmada kolon malzemesi olarak anyonik iyon değiştirici olan DEAE-

Sepharose kullanılmıştır. Hareketli faz olarak 20 mM Fosfat (pH 8) tamponu kullanılmıştır. 

Kolon malzemesinin ve deneyde kullanılan tüm tamponların gazı bir vakum pompasında 

alınmış ve sonrasında bir pastör pipeti kullanılarak kolona yavaş bir şekilde doldurulmuştur. 

Doldurma işlemi bittikten sonra kolon 500 ml 20 mM Fosfat (pH 8) tamponu ile dengeye 

getirilmiştir. Özüt kolondan geçirilerek içerisinde bulunan proteinlerin kolon dolgu 
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malzemesine bağlanmaları sağlanmıştır. Sonrasında kolondan 50 ml daha tampon 

geçirilerek kolona tutunmayan proteinler uzaklaştırılmıştır. Daha sonra kolonun tuz (NaCl) 

içeriği 0 molardan 0,6 molara kadar çıkarıldı. Bunun için 200 ml’lik NaCl gradient köprüsü 

kullanılmıtır. Tamponun akış hızı 1 ml/dk olarak ayarlandı ve kolondan çıkan fraksiyonlar 

cam tüpler içerinde 3,5 ml olacak şekilde toplanmıştır. İyon değişimi grafiğinden 

kullanılmak üzere, elde edilen tüm tüplerde spektrofotometrik olarak 405 nm’de  protein 

absorbansları ölçülmüştür. Diğer taraftan tüm tüplerde lipaz taraması yapılarak aktivite 

veren tüplerde yine iyon değişimi grafiğinde kullanılmak üzere ünite hesabı yapılmıştır. En 

fazla enzim bulunduran tüpler seçilerek birleştirildi ve SDS-PAGE’de saflığı kontrol 

edilmiştir. 

 

2.5.4 Protein Konsantrasyonu Tayini   

 

Protein konsantrasyonu tayini Bradford’un (1976) yılında geliştirdiği yönteme göre 

yapılmıştır. 1000 ml boya solusyonu hazırlanırken 100 mg Commassie Brillant Blue G-250 

boyası önce 50 ml % 95’lik etanol içinde iyice çözülerek, üzerine 100 ml %85’lik fosforik 

asit eklenmiştir. Daha sonra oluşan karışım saf su ile 1000 ml’ye tamamlanmıştır. Hazırlanan 

çözelti karanlık bir yerde filtre kağıdı ile filtre edilmiştir. Bu boya ile ilk olarak BSA (Bovin 

Serum Albumin) kullanılarak 595 nm dalga boyunda protein konsantrasyonu standardı 

grafiği oluşturulmuştur. Standart grafik için 12, 4, 6,10, 15, 20, 40, 60, 80 µg BSA içeren 

çözeltiler 0,15 m NaCl ile 100 µl’ye tamamlanmıştır. Her bir örneğin üzerine 3 ml hazırlanan 

boyadan eklenmiştir. Protein ve boya karışımları vortekslendi ve oda sıcaklığında 15 dk 

bekletildi. Standart grafik oluşturulduktan sonra, örneklerin ölçümü yapılırken değişik 

miktarlarda örnek 0,15 m NaCl ile 100 µl’ye tamamlandı ve üzerine 3 ml boya eklenmiştir 

Protein ve boya karışımı vortekslendikten sonra oda sıcaklığında 15 dk bekletilmiştir. Süre 

sonunda standart grafiğin yüklendiği Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System  cihazı 

kullanılarak 595 nm’de ölçümler yapılmış ve protein konsantrasyonu µg/µl cinsinden   

hesaplanmıştır. 
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2.6. Lipazın Karakterizasyonu 

 

 

2.6.1. Optimum Sıcaklık 

 

 Seçilen izolatın lipazının en iyi çalıştığı optimum sıcaklık değeri25, 30, 35, 40, 45, 

50, 55, 60 oC’ye ayarlanmış ısıtıcı blokta gerçekleştirilen bir seri reaksiyonlar ile 

belirlenmiştir. Bu reaksiyon serisinde enzimin en iyi çalıştığı sıcaklık değeri daha sonraki 

çalışmalarda kullanılacak olan reaksiyon sıcaklığı olarak belirlenmiştir. 

 

 

2.6.2. Optimum pH 

 

Seçilen izolatın lipazının aktivitesine pH’nın etkisinde, 50 mM fosfat tamponu (pH 5-

8), 50 mM  glisin tamponu (pH 9- 10 ) kullanıldı. Reaksiyonlar belirlenen optimum sıcaklık 

değerinde gerçekleştirldi. Gözlenen optimum pH aktivite değeri daha sonra yapılacak olan 

kinetik parametrelerin belirlenmesi gibi çalışmalarda reaksiyon pH’sı olarak kullanılmıştır.    

 

 

2.6.3.  pH Kararlılığı 

 

Seçilen izolatın lipazının  pH kararlılığı belirlemek için enzim, pH’sı  5 – 8 olan 50 

mM fosfat tamponunda pH’sı 9-10 olan glisin tamponlarında,  optimum sıcaklıkta 1 saat  

inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında kalan aktivite; optimum pH ve sıcaklıkta pNPB ile 20 

dakikalık bir reaksiyon sonucunda ölçülerek enzimin en kararlı olduğu pH değeri belirlendi. 

 

 

2.6.4. Isıl Kararlılığı 

 

Seçilen izolatın lipazının kararlılığına ısının etkisini incelemek için 30 dakika 50 mM  

Fosfat (pH 8) tamponunda,  4,25,30,37 ve 45oC ‘de inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında 

kalan aktivite; optimum pH ve sıcaklıkta pNPB ile 20 dakikalık bir reaksiyon sonucunda 

ölçüldü. 
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2.6.5.  Metal İyon Etkisi 

 

Bacillus sp. L1S izolatının lipazının aktivitesi üzerine metal iyonlarının etkisi; Mg+2, 

Li, Ca+2, K, Zn+2 ve Co+2 metal iyonlarının klorür tuzları ile gerçekleştirilmiştir. Enzim, ilave 

edilen 1 mM metal iyonlarıyla 30 dakika inkübe edilmiştir. Bekletilen enzimlerle para-

nitrofenilbutirat substrat olarak kullanılarak aktivite bakıldı. Enzimin metalsiz hali 100 kabul 

edilerek metal içeren enzimlerin % kalan aktivitesi hesaplanmıştır.        

 

 

2.6.6. İnhibitör ve Aktivatörlerin Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisinin İncelenmesi  

 

Deterjan ve organik çözücülerin  Bacillus sp. L1S izolatının lipazının aktivitesi üzerine 

etkileri incelendi. Enzim, 30 dk, % 1 (v/v) DMSO, ß- merkaptoetanol, twen 20 etanol, 

izopropanol,tripton 10X, 5 mM EDTA, %0,1 (v/v)  SDS içerecek şekilde 50 mM Tris-HCl 

(pH 8) tamponunda 30 dakika inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında kalan aktivite; optimum 

pH ve sıcaklıkta pNPB ile 20 dakikalık bir reaksiyon sonucunda ölçüldü. Enzimin 

kimyasalları içermeyen hali 100 kabul edilerek kimyasalları içeren enzimin % kalan 

aktivitesi hesaplandı.        

 

 

2.6.7. Lipazın  Km ve Vmax değerlerinin hesaplanması 

 

 Bacillus sp L1S izolatının kinetik verileri, değişik substrat konsantrasyonları ile 

gerçekleştirilen seri reaksiyonlar ile belirlenmiştir. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve 

maksimum hız (Vmax) değerleri hazırlanan Lineweaver–Burk grafiğinde, x ve y eksenleri 

kestiği noktalara karşılık gelen değerlerin tersi olarak belirlenmiştir.(Lineweaver ve Burk, 

1934). Km  ve Vmax değerleri OriginPro8.1 programıyla hesaplanmıştır. 
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3.BULGULAR 

 

3.1. Mikroorganizma Seçimi 

 

 LB besiyerine 1 mg/ml’lik Rhodamine B eklenen petrilere ekim yapılmıştur. Deneyde 

kontrol olarak lipaz negatif E.coli BL21 suşu kullanılmıştır. 1 günlük bir inkübasyon süresi 

sonunda E.coli BL21 suşunun lipaz aktivitesi göstermediği aktivite gösteren koloniler UV’ 

nin altında turuncu renk vermekte, aktivite göstermeyenler pembe göründüğü bilinmektedir. 

13 farklı koloni UV altında turuncu ışıma yapıldığı görülmüştür. Işıma yapan koloniler 

%1’lik zeytinyağı (ticari)  içeren LB içerisinde 3 gün inkübe edilmiştir. 13 farklı suşun 

süpernatant ve pellet kısımları sırası ile 4-nitrofenil – butirat, 4- nitrofenil-kaprilat,  4- 

nitrofenil-laurat, 4- nitrofenil- miristat,4- nitrofenil- palmitat substraları ile muamale 

edilmişitr. Hücre içi ve hücre dışı aktivitelerine bakılmıştır. Biz bu çalışmada L1S izolatını 

seçtik. L1S izolatı UV ışık altında bir günlük inkübasyonun ardından turuncu renk 

gözlenmiştir. 

 

 

3.2. 16S rRNA Geninin Benzerlik Değerlendirilmesi  

 

UV altında ışıma yapan 13 farklı suşa 16S rRNA ve PCR yapılmıştır.16S rRNA dizin 

analizi sonuçlarına göre elde edilen izolatların;   L1S Bacillus sp. , L2 Bacillus sp. ,L3 

Bacillus sp.,  L5 Bacillus sp. ,  L6 Bacillus sp. ,  L7 Bacillus sp. , L8 Bacillus sp. , L9 Bacillus 

sp. , L10 Bacillus sp ,L11 Bacillus sp. ,L12 Bacillus sp. , L13 Bacillus sp. ,L15 Bacillus sp. 

‘dır. L1S bakterisinin benzerliği aşağıdaki tabloda verilmiştir ( Tablo3) (EK1). 
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               Tablo 3. L1S izolatının 16S rRNA benzerlik yüzdeleri 

 

Benzerlik Yüzde (%) 

Bacillus subtilis subsp. İnaquosorum 

Bacillus tequilensis 

Bacillus mojavensis    

Bacillus subtilis subsp. Subtilis  

Bacillus subtilis subsp. Spizizenii  

Bacillus atrophaeus    

Bacillus siamensis    

Bacillus methylotrophicus   

Bacillus vallismortis    

Bacillus vanillea    

Bacillus licheniformis 

%99,80 

%99,80 

%99,70 

%99,70 

%99,70 

%99,59 

%99,39 

%99,36 

%99,29 

%98,79 

%98,08 

 

 

 

3.3. Lipazın SDS  PAGE ile Varlığının Belirlenmesi  

 

 Bacillus sp. izolatı 24 ,48 ,72 saat büyümeye bırakıldı. Kültür çökütürüldü ve hücreler 

sonikatörle patlatılmıştır. Enzimler hücre dışına alınmış ve alınan örnekler %12’ilk SDS jel 

elektroforezinde görüntülenmiştir.   

 

 

3.4. Lipazın Aktitesini  Zimogram ile Varlığının Belirlenmesi  

 

Zimogram jeli hazırlandı ve hazırlanan örnekler jelde yürütülmüştür. Jel üzerine 

Solüsyon A ve B eklendi bir saat inkübasyon sonunda kahverengi bant oluşumu görülmüştür 

(Şekil 8). 
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                 Şekil 8 .   Bacillus sp  L1S izolatının hücre içi lipazın Native Jel               

                                  Görüntüsü 

 

 

3.5. Amonyum Sülfat Çöktürülmesi 

 

Yapılan % 40, 50, 60, 70 ‘lik çöktürmeler yapıldı. Daha sonra yapılan örneklere 

spektrofotometrik olarak lipaz aktivitesi bakıldı. % 40 ve %50 ‘lik çöktürmelerde aktivite 

görüldü. 

 

 

3.6. İyon Değişimi Kolon Kromatografisi ve Jel Görüntüsü 

 

Amonyum sülfat çöktürme sonucunda alınan 100 µl enzim kolona yüklendi ve 70 tüp 

elde edildi. Elde edilen tüplere aktivite bakıldı ve 55.  tüpte aktivite tespit edildi. Örnek SDS 

jel elektroforezine  protein markeri ile yüklendi ve Lipazın ağırlığının yaklaşık 27 ≈ kDa 

olarak tespit edildi (Şekil 9). 
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                       Şekil 9. Saflaştırılmış Bacillus sp. L1S izolatının hücre içi lipazının    

                                       SDS PAGE  analizi 1. Saf  lipaz 2. Marker 

 

 

3.7. Lipazın Karakterizasyonu 

 

 

3.7.1. Optimum Sıcaklık   

 

Bacillus sp. lipazının 25, 30, 40, 50, 55, 60°C’de aktivitesi ölçülerek enzimin 

çalışmasına sıcaklığın etkisi araştırıldı ve sıcaklık-aktivite grafiği oluşturularak enzimin 

optimum sıcaklığı 45ºC olarak belirlendi, sonraki deneylerde reaksiyonlar bu sıcaklıkta 

gerçekleştirildi (Şekil 10). 

 

  
 

 Şekil 10. Bacillus sp. L1S izolatına  ait Lipazın Optimum Sıcaklık Grafiği 
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 3.7.2. Optimum pH  

 

 Bacillus sp. pH’nın lipaz aktivitesi üzerine etkisi pH 5-10 aralığındaki tamponlarda 

gerçekleştirilen bir seri reaksiyon ile incelendi. Elde edilen aktivite ölçümlerine göre pH-

Aktivite grafiği oluşturuldu.  Şekil ’da da görüldüğü üzere lipaz aktivitesi en yüksek pH 8’de 

gözlendi (Şekil 11). 

 

           
          

        Şekil 11. Bacillus sp  L1S izolatına ait lipazın optimum pH grafiği 

 

 

3.7.3. Isıl Kararlılığı 

 

Bacillus sp.  lipazının kararlılığına ısının etkisini incelemek için enzim, 4 ºC, 25 ºC, 

30 ºC, 37 ºC, 45oC ‘de inkübe edildi. İnkübasyon boyunca belirli zaman aralıklarında 

tüplerden alınan örneklerde kalan aktivite, optimum pH ve sıcaklıkta standart aktivite testine 

göre ölçüldü. Deney başlangıcında yani sıfırıncı dakikada tüplerden alınan örneklerin 

aktivitesi ile istenilen zamanlarda alınan örneklerdeki aktiviteler kıyaslanarak bir ısıl 

kararlılığı grafiği çizildi (Şekil 12). 
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Şekil 12.  Bacillus sp  L1S izolatının lipazına ait  ısıl karalılık grafiği 

 

Lipazın ısıl kararlılık grafiğine bakıldığında 4oC iki güne kadar kararlığı olduğu , 

25,30,37 oC’de ise bu kararlılığı 38 saate kadar koruduğu gözlendi. Optimum sıcaklığı olan 

45o C ‘de ise 240. Dakikada aktivitesinin %20’lere düştüğü gözlendi. 

 

 

3.7.4. pH Kararlılığı 

 

Lipazın pH kararlılığını belirlemek amacıyla enzim pH’sı 5,0 - 8,0olan 50 mM fosfat 

tamponlarında,  ve pH ‘ı 9,0 -10,0 olan 50 mM glisin tamponularında enzimin en iyi çalıştığı 

optimum sıcaklıkta 360 dakika boyunca inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında kalan aktivite; 

optimum pH ve sıcaklıkta standart aktivite testine göre ölçülerek enzimin en kararlı olduğu 

pH’nın, optimum pH’sı olan 7 ve pH ‘ı 7,5 yakın olan pH değerleri olduğu görüldü. pH 10,0 

ve 5’de ilk 60 dakikada enzim aktivitesinde önemli bir düşüş olduğu belirlendi (Şekil 13).  
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                Şekil 13. Bacillus sp L1S izolatının lipazına ait pH kararlılık grafiği 

 

 

2.6.5.  Metal İyon Etkisi 

 

Bacillus sp. L1S izolatının lipazının aktivitesi üzerine metal iyonlarının etkisi; Mg+2, 

Li, Ca+2, K, Zn+2 ve Co+2 metal iyonlarının klorür tuzları ile gerçekleştirilmiştir. Enzim, ilave 

edilen 1 mM metal iyonlarıyla 30 dakika inkübe edilmiştir. Bekletilen enzimlerle para-

nitrofenilbutirat substrat olarak kullanılarak aktivite bakılmıştır.(Şekil 14) 

 

 

 
 

 Şekil 14. Bacillus sp. L1S izolatına ait lipazın metal iyon etkisi grafiği 
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İnkübasyon sonucunda Bacillus sp. L1S izolatının Mg+2, Li, Ca+2, Kve Co+2 metal 

iyonlarının klorür tuzlarının enzimin aktivitesini % 40 oranında artırdığı gözlemlenmiştir. 

Zn+2 metal tuzunun lipazın üzerine herhangi bir aktivite değişimi olmadığı gözlemlenmiştir. 

 

 

3.6.6. İnhibitör ve Aktivatörlerin Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisinin İncelenmesi  

 

Deterjan ve organik çözücülerin  Bacillus sp. L1S izolatının lipazının aktivitesi üzerine 

etkileri incelendi. Enzim, 30 dk, % 1 (v/v) DMSO, ß- merkaptoetanol, twen 20 etanol, 

izopropanol, tripton 10X, 5 mM EDTA, %0,1 (v/v)  SDS içerecek şekilde 50 mM Tris-HCl 

(pH 8) tamponunda 30 dakika inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında kalan aktivite; optimum 

pH ve sıcaklıkta pNPB ile 20 dakikalık bir reaksiyon sonucunda ölçülmüştür. Enzimin 

kimyasalları içermeyen hali 100 kabul edilerek kimyasalları içeren enzimin % kalan 

aktivitesi hesaplanmıştır (Şekil 15).     

 

 
 

Şekil 15. Bacillus sp. L1S izolatına ait lipazın inhibitör ve aktivitör etkisi  
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3.6.7. Lipazın  Km ve Vmax değerlerinin hesaplanması 

 
Bacillus sp. L1S izolatının lipazının substrat olarak p-nitrofenilbutirat varlığında substrat-

aktivite grafiği çizilerek enzimin basit Michaelis- Menten kinetiğine uyduğu tespit edildi. Substrat 

olan p-nitrofenilbutirat için çizilen Lineweaver-Burk eğrilerinin oluşturduğu doğrunun x-eksenini 

kestiği nokta  -1/ Km’ye eşitlenerek Km değeri 0,11 mM y-eksenini kestiği nokta ise 1/ Vmax’a 

eşitlenerek Vmax değeri 24,85 µmol/dk/mg olarak hesaplandı (Şekil 16). 

 

 

 
Şekil 16. Bacillus  sp. L1S izolatının lipazına ait Michaelis- Menten grafiği 
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4. TARTIŞMA 

 

Yapılan bu çalışma ile Artvin Yusufeli ve Aydın’ın Söke ilçesinden alınan Zeytinyağı 

katı atığından (pirina)  lipaz aktivitesi gösteren mikroorganizmalar aranmıştır.  Rhodamine 

B ve substrat olarak zeytinyağı içeren LB agar içeren petirlere ekim yapılan 

mikroorganizmalardan UV altında ışıma yapan 13 farklı suş seçilmiştir. Seçilen suşları 

%1’lik yağ içerem LB besiyerinde büyütülmüş ve her bir izolatın hem hücre içi hem hücre 

dışında ile 4-nitrofenil – butirat, 4- nitrofenil-kaprilat,  4- nitrofenil-laurat, 4- nitrofenil- 

miristat,4- nitrofenil- palmitat substraları ile muamale edilmiş ve suşlar 16S rRNA analizi 

yapılmıştır. UV altında 1 günde ışıma yapan ve  C16  substartını parçalayan  Bacillus sp L1S 

suşu seçilmiştir. L1S suşundan lipaz enzimi üretilmiş, saflaştırılmış ve karakterize edilmiştir.        

Lipazlar (triasilgliserol asilhidrolazları; EC 3.1.1.3) yağ-su interfazı üzerinden 

trigliseridlerin gliserol ve serbest yağ asitlerine hidrolizini katalizleyen bir çeşit hidroliz 

sınıfıdır. Ayrıca, lipazlar esterlerin sentezinin yanı sıra diğer esterlerin hidrolizini ve 

transesterleşmesini katalizlerler ve enantioselektif özellikler gösterirler. Lipazların çok 

spesifik kimyasal transformasyon gerçekleştirme yeteneği onlara gıda,deterjan, kozmetik, 

organik sentez ve ilaç endüstrisinde gittikçe artan bir popülarite kazandırmıştır (Park ve ark, 

2005; Gupta ve ark, 2007; Grbavcic ve ark, 2007; Franken ve ark, 2009). Lipazlar pek çok 

lipid teknolojisi biyoendüstrisine katkıda bulunmak amacıyla başta gelen 

biyokatalizörlerden biri olarak önem arzetmektedir ve hem in situ lipid metabolizması hem 

de ex situ kompleks endüstriyel uygulamalarda kullanılmaktadırlar (Joseph ve ark, 2008). 

1980’lerden beri mevcut lipaz sayısı artmaktadır. Bu temel olarak; spesifite, stabilite, pH ve 

sıcaklık gibi yeni ve spesifik özellikleri ile bu biyokatalizörlere olan talebin artmasının yanı 

sıra, mikroorganizmalardan elde edilen enzimin klonlanması ve ekspresyonunda elde edilen 

büyük başarıların sonucudur (Bornscheuer ve ark, 2002; Menoncin ve ark, 2009). 

    Bacillus sp. L1S izolatının  lipazının aktivitesine hem floresans bir boya olan 

Rhodamine B ve zeytinyağı içeren LB agarda hem de p-nitrofenil bütirat ile 

spektrofotometrik olarak bakılmıştır (Lee, vd. 1999). Lipaz üreten bakteriler petri üzerinde 

genellikle tribütrin (Lawrence ve ark. 1967) veya Tween 80 (Sierra.,1957) substrat olarak 

kullanılarak seçilmektedir. Bu substratlar gerçek lipazı tespit etmek için uygun değillerdir 

çünkü esterazlar da lipazlar gibi bu substratları parçalamaktadır. Bu nedenle lipazların 
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varlığını tespit etmek için bir çeşit triaçilgliserol olan zeytinyağı substrat olarak 

kullanılmıştır (Gısela kouker and Karl-Erıch Jaeger, 1987). Lipaz aktivitesiyle serbest kalan 

yağ asitleri sayesinde Rhodamine B ile UV altında  koloniler turuncu gözükmektedir. Lipaz 

geninin kaynağını oluşturan Bacillus sp. L1S  kolonileri rhodamin B ve zeytinyağı içeren 

LB agarda UV altında turuncu renk vermektedir. 

Endüstriyel reaksiyonlar göz önünde bulundurulduğunda ısıtma işlemi işletme için  

fazladan masraf ve enerji kaybına neden olur. Oda sıcaklığına yakın sıcaklıkta çalışabilen 

enzimlerle ısıtma işlemi yapılmaksızın aktivite gözlenmektedir. Deterjanlar da soğuk suda 

bile aktivite gösteren enzimler son zamanlarda rağbet görmektedir. Deterjan endüstrisinde 

tercih edilen Acinetobacter radioresistensis optimum sıcaklığı 45 oC olarak görülmüş ve 

yüksek sıcaklıklarda da aktivite göstermiştir. İzolatımız olan  Bacillus sp L1S suşu  30oC  ve 

oda sıcaklığına yakın sıcaklıklarda da  aktivite gösterdiği görülmüştür. Bu özelliğininden 

dolayı endüstriyel işlemlerde tercih edilebilir. 

 Ortamın pH’sı enzimin primer ve sekonder yapısını, dolayısıyla aktivitesini etkiler.  

Lipazlar sadece belirli pH değerlerinde katalitik olarak aktiftirler ve aktif bölgelerindeki 

grupların iyonlaşma durumu ve orjinlerine bağlıdırlar. Bazik, asidik ve nötral fonksiyoneller 

lipazların aktif bölgelerini kapsar ve bundan dolayı katalitik bölgedeki fonksiyonel gruplar 

iyonlaşma halinde aktiftirler. Çoğu Lipazlar için optimum pH 7 ile 9 arasında değiştiği 

bilinmektedir (Yılmaz,2010). Çalıştığı optimum pH bakımından Bacillus sp L1S izolatının 

lipazı, alkali ortamda asidik ortamdakinden daha iyi çalışması açısından literatürdeki diğer 

lipazlara benzediği görülmektedir. 

Literatürde bulunan diğer lipazların moleküler ağırlıkları 30 kDa ile 103 kDa arasında 

değişmektedir. Bu çalışmada kullanılan Bacillus sp L1S kaynaklı lipazının moleküler 

ağırlığı ise yaklaşık 27 kDa olarak tespit edilmiştir. Bu, endüstride kullanılan enzimlerin 

düşük moleküler ağırlıkta olmasının istenen bir özellik olması açısından bir avantaj olarak 

görülebilir. 

Deterjan enzimlerinin ısıl kararlı olması istenmektedir. Soğuk aktfif lipazların deterjan 

formülasyonlarında enerji tüketimini azaltır ve tekstil liflerinin yıpranmaması için tercih 

edilir. (Feller ve Gerdey, 2003) . Soğuk aktif enzimler çevresel yükü azaltma için endüstriyle 

çevrelerde tercih edilmeye başlanmıştır (Vakhlu ve Kour, 2006). Deterjanlara soğuk aktif 

lipazlar eklenince doğada daha kolay çözülebilir hale getirilmekte, bununla birlikte doğaya 

herhangi bir tehlikeli kalıntı bırakmazlar sucul yaşamada zarar vermezler (Joseph ve ark., 

2007). Deterjan endüstirsinde yaygın kullanılan lipazın kaynağı olarak 
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kullanılan Acinetobacter radioresistens ısıl kararlılığı ve pH stabiletisi açısından 

değerlendiriliğinde 37 o C de enzimin aktivitesinin az olduğu 70 o C ise stabilitesini 2 saat 

koruyabilidiği literatürde görülmüştür. (Khoramnia ve ark, 2011).  Bir diğer  tercih edilen 

ticari lipaz kaynağı olan Pseudomanas mendocina M-37 suşu  incelendiğinde  30 o C ‘de 2 

saat boyunca stabilitesini korudğu gösterilmiş. pH 7-11 arasında da stabilitesini 2 saat 

boyunca koruduğu ortaya konmuştur(Dahiya p.ve ark, 2010)Bacillus sp L1S izoları ısıl 

kararlı karalılığı incelendiğinde ise lipaz +4 oC aktivitesini 60 dakikalık inkübasyonda 

aktivitesini % 90 oraında, 25,30, 37 ve 45 oC de ise aktivitesini %80 oranında koruduğu 

gözlenmiştir. Optimum sıcaklığı olan 45 oC ‘de ise enzim aktivtesi 180 dakikalık inkübasyon 

sonunda ölçülüdüğünde aktivitenin % 20 olduğu görülmüştür. Bacillus sp L1S izolatının 

lipazı +4 oC aktivitesini 48 saat boyunca koruduğu gözlemlenmiştir. Endüstriyel açıdan 

değerlendirildiğinde Bacillus sp L1S izolatı lipaz açısından deterjanlarda tercih 

edilebilinirliği görülmüştür. Acinetobacter sp (Khoramnia ve ark ,2011) stabilitesi 6 -11 

arasında incelenmiş pH 10 da 2 saat boyunca stabil olduğu görülmüşür. Bacillus sp L1S 

izolatı pH kararlılığı açısından değerlendiğinde ise pH 5 – 10 aralığında 60 dakikalık 

inkübasyon sonucunda aktivitesinin aktivitesinin %80’ e düştüğü gözlemlendi. Aynı pH 

aralıklarda ölçüm yapıldığında 180 dakikalık inkübasyon sonunda ise enzim aktivitesinin  

%40’a düştüğü gözlemlendi. Enzimin bu pH ‘larda aktivitesini %40 oranında koruyor 

olması, alkali tolerant olarak kabul edilebilir düzeydedir. Langrand ve ark (1990) alkali 

pH’larda (pH=8.0-11.0, aralığında, kalan aktivite %50 ve üzeri) stabil olan enzimler, enzim 

katkılı toz ve sıvı deterjanlarda kullanılabilecek potansiyelde olduğunu rapor etmişlerdir. 

optimum pH  literatürdeki bakteriyal lipazlarla karşılaştırıldığında ise ortalama seviyede 

olduğu görülmektedir. 

Farklı kimyasallar enzim aktivitesini, enzim çeşidi, reaksiyon koşulları, kimyasalın 

konsantrasyonu gibi pek çok parametreye bağlı olarak etkileyebilmektedir. Bu etkiler 

enzimin kullanılacağı prosese göre olumlu ve/veya olumsuz yönde olabilir. Kullanılacak 

proseste enzimin etkinliğini artırmak, uygun proses seçimi için öngörüde bulunmak veya 

proseste bulunması muhtemel kimyasalları değiştirmek gibi koşulların saptanması açısından 

bu parametre enzim karakterizasyonunda önem arzetmektedir. Hatta bazı enzimlerin çeşitli 

inhibitör, şelatör gibi kimyasallarla etkileşimi ile enzimleri belirli düzeyde sınıflandırmak 

mümkün olmaktadır. Yapılan çalışmada belirli kimyasalların Bacillus sp. L1S lipazın 

üzerinde etkisi incelenmiş. Çeşitli metal tuzları ile enzim muamele edilmiş ve 30 dakikalık 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonucunda Bacillus sp. L1S izolatının  Mg+2, Li, 
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Ca+2, K ve Co+2 metal iyonlarının klorür tuzlarının enzimin aktivitesini % 40 oranında 

artırdığı gözlemlenmiştir. Zn+2  metal tuzunun lipazın üzerine herhangi bir aktivite değişimi 

olmadığı gözlemlenmiştir.  ETDA ,β- merkaptoethenol, DMSO yapılan inkübasyon sonucu 

enzim aktivitesinde % 40 ‘a yakın bir aktivite gözlenmiştir ve SDS ile yapılan çalışma 

sonucu 30 dakikalık inküsbasyon sonucunda enzim aktitesinde %20 oranında bir azalma 

görülmüştür. Twen 20 ,Tripton 10X , izopronanol  ve etil alkol ile inkübasyonu ile yapılan 

deneylerde enzim aktivitesinin %40 oranında arttığı gözlemlenmiştir. Khoramnia ve ark 

2011 yılında çalıştıkları Acinetobacter sp.’la karşılaştırıldığın da aktivite artış oranlarının 

benzer olduğu görülmüştür. 
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5. SONUÇLAR 

 

 Yapılan bu çalışmada zeytinyağı katı atığından (pirina)  lipaz aktivitesi olan 

mikroorganizmalar aranmış ve akivitesi iyi olan Bacillus sp L1S izolatının optimum sıcaklık, 

optimum pH,  metal iyon,  ihibitör gibi kinetik parametleri incelendi. 

Aydın Söke ve Artvin Yusufeli ilçesinde alınan pirina örnekleri karıştırıldı. 

Karıştırılan pirina 0,45 µm filtreden geçirildi. LB üzerine bırakılan filtre üzerinde koloniler 

saflaştırıldı. Saflaştırılan kolonileden lipaz aktivitesini petride gözlemlemek için Rhodamine 

B ve substrat olarak zeytinyağı içeren LB agar kullanıldı. 13 farklı suşun UV altında turuncu 

renk ışıma yapıldığı görüldü. Işıma yapan izolatlar %1 yağ içeren LB içinde 3 gün 

inkübasyona bırakıldı. Her bir izolatın hem hücre içi hem hücre dışı lipaz aktivitesine 

bakıldı. Substrat olarak sırası ile 4-nitrofenil – butirat, 4- nitrofenil-kaprilat,  4- nitrofenil-

laurat, 4- nitrofenil- miristat,4- nitrofenil- palmitat substraları ile muamale edildi.  

13 farklı suşa 16S rRNA analizi yapıldı. Yapılan analiz sonucu gen sekans 

benzerliklerine göre izolatlar ; L1S Bacillus sp. , L2 Bacillus sp. ,L3 Bacillus sp.,  L5 Bacillus 

sp ,  L6 Bacillus sp. ,  L7 Bacillus sp. , L8 Bacillus sp. , L9 Bacillus sp. , L10 Bacillus sp, 

L11 Bacillus sp. ,L12 Bacillus sp. , L13 Bacillus sp. ,L15 Bacillus sp.’dır. UV altında 1 

günde turuncu ışıma yapması ve substrarlar yapılan deneyşerde C16 parçalayan  Bacillus 

sp.L1S   izolatı seçildi. 

Bacillus sp. L1S izolatının hem hücre içi hemde hücre dışı lipaz aktivitesine bakıldı. 

Hücre içi aktivitesinin aktivitesinin daha iyi olduğuna karar verildi. Bacillus sp.  L1S 

izolatını lipazının optimum pH değerinin 8 optimum çalışma sıcaklığının ise 45°C olduğu 

tespit edildi. pH kararlılığı incelendiğinde 7,7,5,8 tamponlarında enzimin aktivitesini 2 saat 

süresince devam ettiği gözlendi. 3. Saatin sonunda ise aktivitenin %30 ‘lara düştüğü görüldü. 

Isıl kararlılığı incelediğinde ise 25,30 ve 37 o C sıcaklıklarda enzim aktivitesini 38 saat 

boyunca korumuş, 48 saat boyunca 4 0C enzim aktivitesini koruduğu görülmüştür. 

Bacillus sp. L1S lipazın üzerinde etkisi incelenmiş. Çeşitli metal tuzları ile enzim 

muamele edilmiş ve 30 dakikalık inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonucunda Bacillus 

sp. L1S izolatının  Mg+2, Li, Ca+2, K ve Co+2 metal iyonlarının klorür tuzlarının enzimin 

aktivitesini % 40 oranında artırdığı gözlemlenmiştir. Zn+2  metal tuzunun lipazın üzerine 
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herhangi bir aktivite değişimi olmadığı gözlemlenmiştir.  ETDA ,β- merkaptoethenol, 

DMSO yapılan inkübasyon sonucu enzim aktivitesinde % 40 ‘a yakın bir aktivite 

gözlenmiştir ve SDS ile yapılan çalışma sonucu 30 dakikalık inküsbasyon sonucunda enzim 

aktitesinde %20 oranında bir azalma görülmüştür. Twen 20 ,Tripton 10X , izopronanol  ve 

etil alkol ile inkübasyonu ile yapılan deneylerde enzim aktivitesinin %40 oranında arttığı 

gözlemlenmiştir. 
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6. ÖNERİLER

Lipaz enzimi, kolay ulaşımı, düşük substrat spesifitesi, yüksek kararlılık gibi birçok 

özelliğinden dolayı zaten endüstrinin birçok alanında kullanılmaktadır. Lipazın 

prokaryotlardan ökaryotlara kadar çok çeşitli organizmalardaki yayılışı ve her türlü ortamda 

bulunabilirlğine dayanarak endüstride kullanımı için endüstriyel şartlara en iyi derecede 

uyum gösteren mikroorganizmalardan lipazın varlığı ve bu organizmalardaki moleküler yapı 

ve işlevleri araştırılabilir Bu nedenle düşüş sıcaklığa, yüksek pH ya ve kimyasal 

denatürasyona dayanıklı yeni enzimlerin elde edilmesine ihtiyaç vardır. Yapılan bu 

çalışmada enzimin çalışma pH ve sıcaklığının endüstride kullanılabilecek bir enzim olduğu 

tespit edildi fakat enzim daha ileri derecede karakterize edilmeli ve organik çözücü 

ortamlarındaki kararlılığı ve kimyasal sentez reaksiyonlarında kullanılabilirliği ayrıntılı bir 

şekilde ele alınmalıdır. Bunun için endüstride kullanılabilir olan lipaz enzimi taşıyan 

mezofilik bakteriler araştırılabilir. Ayrıca lipazın çeşitli tipteki organizmalarda yapılan 

değişken moleküler yapıları ve aktiviteleri göz önüne alınarak mutasyon ve mobilizasyon 

çalışmaları ile performansı artırılabilir. 
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EKLER 

EK -1  

Bacillus sp.L1S  l6S rRNA  sekans sonucu 

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTC

GAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG

TAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTT

GAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGC

GCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG

GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG

AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCG

GATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGAC

GGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG

CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT

GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAG

GAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCG

AAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT

TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCC

CTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAA

CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC

GCGAAGAACCTTACCAG 
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