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ÖZET 

 

Geobacillus stearothermophilus AH22 BAKTERİSİ MEMBRANINA BAĞLI LİPAZIN 

KARAKTERİZASYONU 

 

Engin İSKENDER 

 

Recep Tayyip Erdoğan Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi 

Danışmanı: Dr. Öğr. Üyesi Barbaros DİNÇER 

 

Lipazlar veya diğer adıyla triaçilgliserol açilhidrolazlar  (E.C. 3.1.1.3), lipid içeren atık suların 

enzimatik degradasyonunda, organik sentez tepkimelerinde, deterjan sanayinde, tekstil 

sanayinde, biyosürfaktanların sentezinde, kağıt üretiminde, farmasötiklerde, agrokimyasal 

(tarım kimyası) endüstride, pestisitlerde, gıda endüstrisinde, süt endüstrisinde, kozmetiklerde, 

oleokimyasal endüstride, deri gibi birçok endüstriyel uygulamalarda kullanılmaktadırlar. Bu 

çalışmada Geobacillus stearothermophilus Ah22 membranına bağlı lipaz üretebilme kapasitesi 

belirlenerek, lipazı en iyi üretebileceği ortam tespit edildi.  Üretilen membrana bağlı lipazın en 

iyi aktivite gösterdiği pH, sıcaklık gibi bazı parmetreler belirlendikten sonra,  p- Nitrofenil 

asetat (pNFA), p-Nitrofenil bütirat (pNFB), p-Nitrofenil oktaonat (pNFO), p-Nitrofenil laurat 

(pNFL) substratları varlığında Km ve Vmaks değerleri olan kinetik verileri elde edildi. Ah22 

membrana bağlı lipazın en yüksek aktiviteyi çalışmada kullanılan substralarının varlığında pH 

9,0’da ve düşük karbon zincirli yağ asidine sahip substratları 20-40 oC’de, uzun karbon zincirine 

sahip substratların ise 50-60 oC’de gösterdiği tespit edildi. Vmaks/Km (dk-1) oranlarına 

bakıldığında 0,068 oranı ile en iyi etkileştiği substratı pNFB olurken bunu sırasıyla pNFL, 

pNFO ve pNFA takip ettiği belirlendi. Ayrıca liyofilizasyon yöntemiyle kurutulan hücreler toz 

haline getirildikten sonra da lipaz aktivitesini gösterdiği gözlendi. Ancak tekrar kullanım 

açısından yaş hücrelerin toz halindeki hücrelere oranla daha verimli olduğu belirlendi. Ah22 

memebrana bağlı lipazın aktivitesinin anyon ve katyonlar varlığında fazla değişmediği, ancak 

deterjanlar ve -ME varlığında kayda değer oranda azladığı tespit edildi. 

 

2019, 57 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Geobacillus, stearothermophilus, Lipaz, Membran. 
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ABSTRACT 

 

CHARACTERIZATION OF LIPASE BOUND TO MEMBRANE OF Geobacillus 

stearothermophilus AH22 BACTERIA 

 

Engin İSKENDER 

 

Recep Tayyip Erdoğan University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Chemistry 

Master Thesis 

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Barbaros DİNÇER 

 

Lipases, also known as triacylglycerol acylhydrolases (EC 3.1.1.3), are used  in many industrial 

applications such as in enzymatic degradation of lipid-containing effluents, organic synthesis 

reactions, detergent industry, textile industry, synthesis of biosurfactants, paper production, 

pharmaceuticals, agrochemical (agricultural chemistry) industry, pesticides, food industry, the 

dairy industry, cosmetics,  oleochemical industry and leather. In this study, the capacity to 

produce the Geobacillus stearothermophilus Ah22 membrane-bound lipase and the best the 

medium with which lipase could be produced was determined. Following of determination of 

certain parmeters such as pH and temperature, where the produced membrane-bound lipase 

exhibits the best activity,  the kinetic data as Km and Vmax were obtained in the presence of p-

Nitrophenyl acetate (pNFB), p-Nitrophenyl octaonate (pNFO) and p-Nitrophenyl laurate 

(pNFL) substrates. The highest activity of Ah22 membrane-bound lipase was found at pH 9.0 in 

the presence of the substrates, at 20-40 oC in substrates with low carbon chain fatty acid and at 

50-60 oC in substrates with long carbon chain. In terms of Vmax / Km (min-1) ratios, pNFB was 

the most effective substrate with 0.068, followed by pNFL, pNFO and pNFA. In addition, it was 

observed that the cells dried by lyophilisation showed lipase activity after they were pulverized. 

However, in terms of re-use, it was determined that wet cells were more efficient than powdered 

cells. It was found that the activity the Ah22 membran-bound lipase had not changed much in 

the presence of anions and cations, but decreased significantly in the presence of detergents and 

-ME. 

 

2019, 57 pages 

Keywords: Geobacillus, stearothermophilus, Lipase, Membrane. 
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1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1. Giriş 

 

Günümüzde çevre duyarlılığı, doğal yaşam ve doğal ürün kullanımı giderek artan 

bir ihtiyaç olmaktadır. Bu ihtiyaçların karşılanabilmesi için insanoğlu daha temiz 

teknolojilere yönelmektedir.  Bu teknolojiler hem çevreye ve doğaya verilecek zararı en 

aza indirgemeyi hem de özellikle insan ve canlı sağlığını her şeyin üstünde tutmaya 

yöneliktir. 

 

Günümüz koşullarında artan tüketim ve buna bağlı olarak artan üretim 

ihtiyaçlarını karşılamak için çeşitli kimyasal süreçler izlenmektedir.  Ancak izlenen bu 

kimyasal süreçler çeşitli olumsuzluklar da (uzun zaman alma, organik temelli olmama, 

süreç sırasında istenmeyen yan ürünler oluşumu veya düşük verim gibi) içermektedirler. 

Endüstride yaklaşık 50 yıldır aktif bir şekilde kullanılan enzim adı verilen biyolojik 

katalizörler bu süreçler içerisinde önemli bir avantaj sağlamış durumdadırlar. 

Günümüzde beyaz, kırmızı ve yeşil biyoteknoloji uygulamaları sözkonusudur. Enzim 

üretimi, beyaz biyoteknoloji olarak isimlendirilen sınıfta yer alır ve çeşitli endüstriyel 

proseslerde doğal uygulamalar olarak kullanılır. Beyaz biyoteknoloji uygulamaları, 

kırmızı  (medikal) ve yeşil  (tarımsal) biyoteknoloji uygulamalarından farklı olarak 

karşımıza çıkmaktadırlar. Bu teknoloji çevreye ve ekonomiye iyi imkânlar sunma 

avantajı sağlarlar. Beyaz biyoteknolojide yüksek enerji verimliliği amaçlanmış,  ham 

materyal tüketimi ve CO2 emisyonları önemli derecede azaltılmış ayrıca üretim maliyeti 

de genellikle düşürülmüştür (Ratledge ve Kristiansen, 2006). 

 

Üstdüzeyde organize olmuş kimyasal tepkimeler hayatın temelini 

oluşturmaktadırlar.  Fakat bu tepkimelerin çoğunluğu hayatı devam ettirecek kadar hızlı 

meydana gelmemektedirler. Hayatın devamı enzimlerin fizyolojik ortamlarda 

gerçekleşen kimyasal tepkimelerin hızlarını 10
10

-10
12 

kat arttırması ile sağlanmaktadır. 

Enzimler; karbon, oksijen, hidrojen, azot ve kükürtten oluşan, protein yapılı 

moleküllerdir.  Enzimler canlı yapılarında oluşan çok sayıdaki reaksiyonun özgüllüğünü 

değiştirmeden hızlarını düzenlerler (Ekinci, 2015).  
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Biyokimyasal katalizör olan enzimlerin kullanılmasının önemli bazı avantajları şu 

şekilde özetlenebilir; 

1. Enzim katalizli tepkimelerde yan ürün oluşmaz, verim %100’e yakın bir 

orandadır ve tepkime hızı kimyasal katalizörlerle gerçekleştirilen tepkimelere göre daha 

yüksektir.    

2. Enzimler pH 5-8 arasında, oda sıcaklığında ve atmosferik basınçlarda aktivite 

gösterirler.  

3. Enzimler enantiyoseçimlilik, kemoseçimlilik, diastereoseçimlilik gibi 

seçimlilik gösterirler.  

4. Enzimler spesifiktirler. Sadece bir substrata veya aynı fonksiyonlu grubu olan 

substrat serisine karşı etkilidirler. Molekül yapısı yakın olsa bile bunun dışındaki 

maddelere karşı etkinlik göstermez. 

5. Doğal substratlarla sınırlı değildirler ve organik bileşiklere de uygulanabilirler. 

Günümüzde yapılan çalışmalarla enzimlerin yapı ve tepkime mekanizmaları 

aydınlatılmış bu sayede enzimler; gıda, ilaç, kozmetik, tekstil, kâğıt, temizlik ürünleri 

gibi çeşitli endüstriyel uygulamalarda, üretim amaçlı çeşitli tepkimelerin 

katalizlenmesinde ve fizyolojik rahatsızlıkların tedavisinden tıptaki tanı çalışmalarına 

kadar varan yeni birçok alanda kullanılmaya başlanmıştır  (Bailey ve Ollis,  1986).   

 

Enzim konusundaki gelişmeler 1897’de Büchner’in canlı maya hücrelerinden ilk 

aktif enzimi ekstrakte etmeyi başarması ile başlamıştır. Büchner’in bu çalışmasıyla 

enzimlerin katalitik aktivitelerini içinde bulundukları hücrelere bağlı kalmaksızın 

değişik ortamlarda da devam ettirebildikleri gösterilmiştir.  1926 yılında Sumner 

enzimlerin protein yapısına sahip olduğunu ortaya çıkarmış ve ilk enzim saflaştırma 

olayını sağlamıştır (Geminos ve Greenfield, 1978). 

 

Endüstriyel amaçlı olarak hemen her alanda yaygın olarak kullanılmakta olan 

enzimler genellikle mikroorganizma kökenlidirler. Bunun başlıca sebepleri arasında; 

mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin bitki veya hayvansal kökenli enzimlere 
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göre katalitik aktivitelerinin çok yüksek olması,  tepkime sırasında istenmeyen yan ürün 

oluşturmamaları, daha kararlı ve ucuz olmaları, sürekli ve fazla miktarda 

üretilebilmeleri söylenebilir.  Enzim üretici mikroorganizmaların seçimi yapılırken 

sadece enzim üretme yeteneklerine değil, toksik ve patojen olmamalarına da dikkat 

edilmektedir (Çoban, 2009). Zamanımızda 4000 civarında enzim tanımlanmış ancak 

bunlardan yaklaşık 200 kadarı endüstriyel amaçlar için kullanılmaktadır (Ekinci, 2015).  

 

Enzimlerin endüstriyel, analitik ve tıbbi alanlaraki uygulamaları her geçen gün 

ivme kazanmaktadır. Enzimlerin katalizleme potansiyelleri sadece analitik amaçlar için 

değil aynı zamanda sentetik amaçlar ve modifikasyonlar için de değerlendirilmektedir.  

Bu kapsamda başta gıda sektörü olmak üzere,  ilaç sanayi,  kimya sanayi,  deri ve tekstil 

sanayi gibi birçok sanayi dalında enzimler geniş uygulama alanlarına sahiptirler.  Uygun 

ve yeterli şartların oluşturulması durumunda etkilerini göstermeye devam edebilmeleri 

enzimlerin doğal ortamlarının dışındaki pek çok alanda kullanılabilmelerine olanak 

sağlamaktadır.  Endüstriyel amaçlı olarak kullanılan enzimlerin yaklaşık  % 30-35’i 

deterjan endüstrisinde, %20-25’i nişasta ile ilgili alanlarda,  % 20’si süt ve süt ürünleri 

endüstrisinde kullanılmaktadır. Enzimlerin; bira, meyve, şarap, unlu mamuller, tekstil,  

kâğıt, deri ve yem sanayinde kullanılan her alanın yaklaşık % 1-5 arasında bir payı 

bulunmaktadır (Telefoncu, 1995). 

 

Endüstriyel enzimlerin birçoğu  (yaklaşık  %75’i)  hidrolitik etkiye sahiptir. 

Hidrolazlar,  çok geniş substrat spesifikliği gösteren bir enzim sınıfıdır.  Hidrolazlar 

peptidleri,  amidleri,  esterleri ve trigliseritleri hidrolizleyebilirler.  Hidrolazların iki 

büyük sınıfı olan lipazlar  (EC 3.1.1.3,  triaçilgliserol hidrolazlar)  ve esterazlar  (EC 

3.1.1.1, karboksilester hidrolazlar)  endüstriyel uygulama potansiyeli yüksek olan 

önemli biyokatalizörlerdir.  Bununla birlikte lipolitik enzimler  (lipazlar ve esterazlar),  

hem hidroliz  hem  de  sentez  reaksiyonlarını  katalizleyebilmektedirler  (Sharma  vd.,  

2001). Endüstriyel enzim pazarında büyük bir paya sahip olan hidrolitik enzimler içinde 

yer alan lipazlar, endüstriyel uygulamalarda yüksek oranda kullanılmalarıyla karşımıza 

çıkmaktadırlar (Jaeger vd., 1994; Pandey vd., 1999). Lipazların katalizlediği 

reaksiyonlar, metabolik reaksiyonlara benzediği için kimyasal reaksiyonlara göre daha 

çevre dostudur denilebilir (Şimşek, 2017). 
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Lipaz enzimi endüstriyel uygulamalarda;  lipid içeren atık suların enzimatik 

degradasyonunda, organik sentez tepkimelerinde, deterjan sanayinde, tekstil sanayinde, 

biyosürfaktanların sentezinde, kağıt üretiminde, farmasötiklerde, agrokimyasal (tarım 

kimyası) endüstride, pestisitlerde, gıda endüstrisinde, süt endüstrisinde, kozmetiklerde, 

oleokimyasal endüstride, deri endüstrisinde sıklıkla kullanılmaktadırlar (Jaeger vd., 

1994; Gunstone, 1999; Pandey vd., 1999; Sharma vd., 2001; Gupta vd., 2004). 

 

Lipazlar veya diğer adıyla triaçilgliserol açilhidrolazlar  (E.C. 3.1.1.3) fiziksel ve 

endüstriyel açıdan önemli olan   uzun  zincirli  triaçilgliseitlerin  (10  C’lu  <)  sulu  

fazla  organik  faz arayüzünde;  diaçilgliseritlere,  monoaçilgliseritlere,  gliserol  ve  yağ  

asitlere parçalanmasını  katalizleyen ve birçok ortamda bulunan  enzimlerdir (Brockman 

vd., 1988 ; Verger, 1997; Thomson vd., 1999). Lipazların düşük su konsantrasyonlarında 

hem ester sentezi hem de transesterifikasyon reaksiyonu katalizleyebilirler. Yani 

günümüzde lipazların  tersinir  bir  özelliği de  olduğu  çok  iyi  bilinmektedir  (Saxena  

vd.,  1999; Gupta  vd.,  2004  ) (Şekil 1). 

 

 

Şekil 1.  Lipazların katalitik etkisi.  Bir trigliseridin,  gliserole ve yağ asitlerine hidroliz 

edilmesi veya tersinir reaksiyon ile gliserol ve yağ asitlerinden trigliseritler 

sentezlenmesi (Jaeger ve Reetz, 1998). 

 

Lipazların misel,  küçük kümeler veya emülsiyon halindeki çözünmeyen uzun 

zincirli yağ asidi esterlerinin hidrolizini katalizleme kabiliyetleri onları diğer 

çözünmeyen esterlere tercihen çözünür esterlerin hidrolizini katalizleyen esterazlardan 

ayırır (Macrae, 1983). Lipazlar doğal substratlarının yanısıra enantiyo ve bölgesel seçici 

olarak büyük oranda doğal olan ve olmayan esterlerin sentezini de katalizleyebilirler 

(Schmidt-Dannert, 1999).  Lipazlar triaçil gliserol molekülüne gelişigüzel veya 

pozisyona bağlı olarak etki edebilmektedirler (Marangoni ve Rousseau,  1995). Spesifik 

olmayan lipazlar triaçilgliserolleri bütün pozisyonlarda sınırlı sayıda katalizlerler. 
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Bunun yanısıra,  bölgesel seçici lipazlar  (örneğin 1,3-spesifik lipazlar)  endüstri 

uygulamalarında örneğin yapısal yağların üretiminde tek fonksiyonel özelliği sayesinde 

büyük bir öneme sahip olmaktadırlar (Sonnet ve Gazzillo, 1991). Bölgesel seçici 

lipazlar kimya, ilaç, kozmetik ve deri endüstrisinde büyük öneme sahiptirler  (Iwai ve 

Tsujisaka,  1984). Enzimlerin özellikle de lipazların hidrolitik veya sentetik kiral 

katalizörü olarak kullanılmasında ilginç bir artış gözlenmektedir  (Hou ve Johnston,  

1992).  Enantiyo seçici  lipazlar  çeşitli  kiral  bileşiklerin  biyosentezi  için  

kullanılabilirler  (Shen vd., 2000; Kim vd., 2002; Qian  ve  Xu, 2004). Örneğin lipazlar; 

antikanser ve diğer kemoterapik ajanlar için kullanılan kiral ara maddelerin sentezinde 

kullanılmışlardır ( Patel vd., 1996). 

 

Lipazlar sadece sulu ortamlarda değil susuz organik çözücülerde de aktivite 

göstermektedirler.  Bu özellikleri lipazların daha çok organik sentez tepkimelerinde 

biyokatalizör olarak kullanılmalarına imkân sağlamaktadır. Lipazları göstermiş olduğu 

normal hidrolitik etki, organik ortama az miktarda su eklenerek kontrol altına alınıp,  

esterleşme ve interesterleşme tepkimelerinde etkili bir biyokatalizör olarak 

kullanılmaktadır  (Klibanov,  1990;  Margolin,  1993;  Vulfson,  1994). 

 

Lipazlar,  geniş bir substrat spektrumuna sahip olup,  ekstrem sıcaklık ve pH 

şartlarında etkinlik gösterebilme, organik çözücülere karşı yüksek kararlılık 

sergileyebilmesinden dolayı önemli biyokatalizörler arasında yer alırlar. Termofilik 

mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar mezofilik mikroorganizmalardan elde edilen 

lipazlara göre daha yüksek termal kararlığa sahiptirler  (Nawani ve Kaur 2000). Bu 

nedenle termofilik bakterilerden enzim izolasyonuna,  karakterizasyonuna ilgi gün 

geçtikçe giderek artmaktadır. 

 

Bu çalışmada kullanılan çalışma materyali yeni bir termofilik bakteri olan 

Geobacillus Stearothermophilus Ah22 Suşu Atatürk Üniversitesi Fen Fakültesi 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Bölümü araştırmacıları tarafından Erzurum Ilıca 

İlçe’sindeki kaplıcalardan izole edilmiştir. Ayrıca bu bekteriden elde edilen hücre içi 

lipaz kısmen saflaştırılmış ve karakterize edilmiştir (Adıgüzel vd., 2009). Ancak bu 

hücrenin membrana bağlı hücre dışı lipaz da ürettiği belirlenmiş ve çalışmada bu lipazın 

üretilmesinin arttırılması ve karakterize edilmesi hedeflenmiştir.   Bununla birlikte 
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lipazın kullanıldığı endüstri alanlarına, saflaştırma ve immobilizasyon işlemlerine gerek 

kalmadan alternatif, ucuz ve pratik kullanıma sahip,  termofilik enzim kaynağı 

oluşturulması amaçlanmıştır.  

 

1.2. Lipazlar ve Özellikleri 

 

Lipazlar, ilk olarak 1834’de Eberle ve 1856’da Bernard tarafından pankreastan 

elde edilmiş olup amilaz ve proteaz enzimleri ile birlikte, bilinen ilk üç ana sindirim 

enziminden biri olmuştur (Hou, 2002). Lipazlar, enzim sınıflandırma sisteminde 

sırasıyla hidrolazlar (E.C.3), ester bağlarını parçalayanlar (E.C.3.1), karboksilik ester 

hidrolazlar (E.C.3.1.1) ve triaçilgliserol lipazlar (E.C.3.1.1.3) içinde yer almaktadırlar.   

 

Lipazlar (E.C. 3.1.1.3), çeşitli ökaryotik hücreler de dahil olmak üzere pek çok 

farklı mikroorganizma tarafından üretilebilen ve α/βhidrolaz süper ailesinin, uzun 

zincirli açilgliserol sentez ve hidroliz reaksiyonlarını katalizleyen, karboksil ester 

hidrolazlardır. Lipazların molekül boyutları tiplerine göre değişiklik göstermekle 

birlikte, 19,4 kDa kadar küçük boyutlu lipazların bulunduğu ve ayrıca her bir alt birimi 

yaklaşık 50 kDa olan 300 kDa’dan daha büyük oligomerik yapıya sahip lipazların 

bulunabileceği çeşitli araştırmalar sonucunda raporlanmıştır ( Kawasaki vd., 2002). 

Günümüzde 8 lipaz enzim sınıfı tanımlanmış olup (Arpigny ve Jaeger, 1999). 60’tan 

fazla bakteriyel lipaz geni klonlanmış ve sekanslanmıştır (Jaeger vd., 1999). 

 

Lipazların primer dizilerdeki amino asit sayılarında farklılık olsa da bütün 

lipazların ortak özelliği aktif bölgede serin, aspartat, glutamat ve histidin amino asitleri 

bulundurmasıdır. Tüm lipaz enzimlerinin üç boyutlu yapıları incelendiğinde benzer bir 

yapı ile karşılaşılmaktadır. Karşılaşılan bu yapı lipazlarda birbirine paralel sekiz β- sheet 

ve bunları çevreleyen α-heliksler bulunmasıdır (Schmid ve Verger, 1998) (Şekil 2). 
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Şekil 2. Lipazların α-sarmal ve β-yaprak yapılarının şematik gösterimi (Silindirler α-

sarmalları, oklar β-yaprakları simgelemektedir. Aktif bölge kalıntıları ise (Ser, 

Asp/Glu, His) siyah yuvarlaklar halinde gösterilmiştir.  

 

Lipazlar lipit-su ara yüzeyinde aktif olup (Jensen vd., 1983; Zheng vd., 2011), 

suda çözünmeyen uzun zincirli trigliseritlere karşı maksimum aktive göstermektedirler 

(Dröge, 2004) ve bunlar esterazlardan, sulu solüsyonlardaki suda çözünmeyen lipidik 

substratlar tarafından oluşturulan ara yüzeydeki keskin aktivasyonları ile ayırt 

edilmektedirler (Jaeger ve Eggert, 2002).  

 

Lipazlar, doğal olarak triaçilgliserollerin ester bağlarını parçalayan hidrolitik 

aktiviteye sahip olsalar da, suyun az bulunduğu ortamlarda ester sentezini de 

katalizleyebilmektedirler (Balcão vd., 1996). Karışımdaki su miktarı ayarlanarak, 

lipazın katalizleme reaksiyonunun yönüde belirlenebilmektedir (Sharma vd., 2001). 

Suyun çok az olması veya hiç bulunmaması halinde esterifikasyon ve 

transesterifikasyon tepkimleleri tercih edilmektedir (Jennings ve Akoh, 2000; 

Adlercreutz vd., 2002). Su miktarının fazla olduğu durumlarda ise sadece hidroliz 

reaksiyonu meydana gelmektedir (Klibanov, 1997). Lipazlar, hem sulu hem de susuz 

solvent sistemlerinde aktivite gösterdikleri için (Wang vd., 2001; Nie vd., 2006) 

endüstride ve tıptaki uygulamalarda önemli bir yer edinmişledir (Bjokling vd., 1991). 

 

Lipazları diğer hidrolaz ve özellikle de esterazlardan ayırtedebilen değişik bir 

özellikleri vardır. Genellikle esterazlar Michaelis–Menten kinetiği gösterir ve çözünür 

substratlarla tepkimeye girerler (kısa zincirli yağasitlerine sahip triaçilgliseroller; 

triasetin gibi). Çözünmeyen gliseritlerde (uzun zincirli yağ asitlerine sahip 
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triaçilgliseroller; trilaurin gibi) ise daha düşük aktivite gösterirler. Çözünmüş 

monomerin maksimum konsantrasyonu olarak ifade edilen doygunluk noktasından önce 

lipaz enzimi maksimum reaksiyon oranına ulaşılır (Salameh ve Wiegel, 2007). 

 

Bunun aksine gerçek lipazlar su-yağ arayüzeyinde aktive edilir. Substrat 

monomerik formda iken az aktivite gösterirler, aktiviteleri lipitlerin emülsiyonlar 

oluşturmaya başladığı doygunluk limitinin üzerinde aktiviteleri belirgin şekilde artar. Bu 

etki arayüzey aktivasyonu olarak bilinen kavramdır ve lipolitik reaksiyonun meydana 

gelmesi için emülsiyonların gerekliliğini açıklar. Bu durum, lipazların uzun zincirli 

açilgliseroller ile lineer olmayan enzim kinetiğini yani non-Michaelis–Menten kinetiği 

karakterini gösterdiği şeklinde açıklanabilir (Salameh ve Wiegel, 2007).  

 

Lipazları günümüzde kullanılabilir ve çekici kılan bazı özellikleri göze 

çarpmaktadır. Bu özelliklerden birisi;  öncelikle mükemmel bir kimyasal, bölgesel ve 

çift yönlü seçicilik göstermeleridir. İkinci olarak fungi ve bakteriler gibi 

mikroorganizmalar tarafından yüksek verimlerle üretilebildiğinden büyük miktarlarda 

kullanılabilir olmalarıdır. Üçüncü olarak ise, çoğu lipazın kristal yapıları bilimsel 

araştırmalarla anlaşılmış olup mühendislik stratejilerinin tasarımını oldukça 

kolaylaştırmaları olarak söylenebilir.  Tüm söylenen bu özellikler, organik kimya 

sektöründe en çok kullanılan biyokatalizör olarak lipazların seçilmesinin nedenidir 

(Kamini vd., 2000). 

 

1.3. Bakteriyel Lipazların Literatürde Yer Alan Özellikleri 

 

1.3.1. pH ve Sıcaklık Özellikleri 

 

Genellikle bakteriyel kökenli lipazlar en iyi aktivitelerini nötral pH’da, 

(Dharmsthiti ve Luchai, 1999; Lee vd., 1999) veya alkali pH’da (Kanwar ve Goswami, 

2002a; Yoo vd., 2011) göstermekle birlikte asidik pH’larda da maksimum aktivite 

gösterebilen çeşitli lipaz enzimleride bulunmaktadır (Andersson vd., 1979; Kandasamy 

vd., 2010; Ramani vd., 2010). Bakteriyel lipazlar pH 4.0-11.0’in üzerindeki geniş pH 

değerlerinde karalılığa sahiptirler (Kojima vd., 1994; Wang vd., 1995; Khyami- Horani, 

1996; Dong vd., 1999; Sharma vd., 2011).  
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Bakteriyel kökenli lipazların optimum aktivite gösterdikleri sıcaklıklar genellikle 

30-60°C aralığındadır (Kanwar vd., 2002b; Kandasamy vd., 2010; Sharma vd., 2011). 

Ancak bu değerlerin altında (Cai vd., 2009; Sharma vd., 2011) veya üstünde de (Castro- 

Ochoa vd., 2005; Horchani vd., 2009; Wang vd., 2009; Sharma vd., 2011) optimum 

sıcaklığı olan bakteriyel lipazlar bulunmaktadır. Yüksek termotolerant lipaz 100ºC’de 

15-25 dakika yarılanma ömrü ile Bacillus stearothermophilus’da kaydedilmiştir 

(Bradoo vd., 1999; Guncheva ve Zhiryakova, 2011). Bacillussp A30-1 75ºC’de 

aktivitesinin %50’sini 8 saat boyunca muhafaza etmiştir (Wang vd., 1995, Guncheva ve 

Zhiryakova, 2011).  Geobacillus stearothermophilus MC7 ve Geobacillus 

thermoleovorans ID1 için 75 °C’de aktiftir ve 70 °C’de 30 dk. sonunda aktivitesinin 

yarısını koruyabilmektedir (Lee vd. 1999; Kamburova vd., 2003; Guncheva ve 

Zhiryakova, 2011). Termofilik Bacillus sp. enzimi ise optimal aktiviteyi 60 °C’de 

(Nawani vd., 2006a), Pseudomonas sp. 90ºC (Rathi vd., 2000) ve P. Aeruginosa 70 

ºC’de göstermiştir (Karadzic vd., 2006). Bunlara ek olarak bir çok Pseudomonas ve 

Bacillus türünden termostabil lipaz enzimi izole edilmiş ve çalışmalarda kullanışmıştır 

(Nawani ve Kaur, 2000; Kumar vd., 2005; Ahmed vd., 2009; Dutta ve Ray, 2009). 

Termal stabilite lipazlar için istenen bir karakteristiktir özelliktir (Janssen vd., 1994). 

Sıcaklığın her 10°C artması durumunda tepkime hızı yaklaşık iki katına çıkmaktadır ve 

yüksek sıcaklıklarda stabil olduğu bilinen bir enzim ile çalışmanın yüksek sıcaklıklarda 

üretilebilmesi tepkimenin verimliliğini arttıracaktır. Bu nedenle termal stabilite lipazlar 

için aranan bir özelliktir (Sharma vd., 2001). 

 

1.3.2. Organik Çözücülerde Kararlılığı 

 

Sentez tepkimelerinde organik çözgen karalılığı istenen ve aranan bir özelliktir. 

Az sayıdaki stimülasyon veya inhibisyon haricinde lipazlar genellikle organik 

çözgenlerde kararlılık göstermektedirler. P. Aeruginosa YS-7 lipazı için aseton ve 

Bacillus sp. Lipazı için hekzan inhibitor iken, aseton, etanol ve methanol B. 

Thermocatenulatus lipazının aktivitesini arttırmaktadır. A. Calcoaceticus LP009 lipazı 

çeşitli organik çözgen sistemlerinde yüksek oranda kararlıdır (Gupta vd., 2004). 

Endüstriyel amaçlı olarak kullanılan birçok tepkime organik solvent varlığında 

gerçekleşmektedir. Bu durumda enzimatik katalizli tepkimelerde organik solvent 

kararlılığı oldukça önemli bir durum olarak karşımıza çıkmaktadır. Bundan dolayı son 
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zamanlarda yapılan enzim karakterizasyon çalışmalarda organik solvent kararlılığıda  

yaygın olarak çalışılmaya başlanmıştır (Castro-Ochoa vd., 2005; Rahman vd., 2005; 

Cadirci ve Yasa, 2009; Dandavate vd., 2009; Wang vd., 2009). Genellikle enzimler, 

organik solventlerde kararlı değillerdir ve denatüre olma eğilimindedirler (Schmid ve 

Verger, 1998; Sharma vd., 2001). Ancak lipazlar organik solventlerde bir stabilizer 

olmadan aktiftir ve stabil kalırlar (Schmid ve Verger, 1998; Gupta vd., 2004). Lipazlar 

organik solventlerin varlığında çalışırken tepkimenin yönünü değiştirebilir ya da farklı 

açilgliseroller, alkoller, esterler, glikozidler, aminler ve hatta bazı bileşenlerin farklı 

kimyasal grupları arasındaki açil gruplarıyla da yer değiştirebilmektedirler (Pandey vd., 

1999; Schmidt-Dannert, 1999; Gupta vd., 2004).  

 

Lipazların organik solventlere karşı davranışları enzimin ve solventin polaritesine 

bağlı olarak değişir. Yapılan çalışmalarda polar solventlerin apolar solventlere göre 

enzim kararlılığına etkisinin daha fazla olduğu görülmüştür (Ahmed vd., 2010; 

Sangeetha vd., 2011). Organik solventlerin enzim aktivitesine etkisinin ise tamamen 

inkübasyon süresine bağlı olarak değiştiği söylenebilir (Schmidt ve Dannert, 1996; 

Quyen vd., 2003; Castro-Ochoa vd., 2005; Guncheva ve Zhiryakova, 2011). Organik 

solvent kararlılığı sentez tepkimelerinde istenen bir durumdur (Gupta vd., 2004). 

Organik solvent etolerant lipazlar biyopolimerlerin oluşturulması, transesterifikasyon 

reaksiyonlarında ve biyodizel üretiminde etkileyici bir katalist olarak rol oynamaktadır 

(Singh ve Banerjee, 2007; Dizge vd., 2009; Sangeetha vd., 2011). 

 

1.3.3. Metal İyonlarının Etki Özelliği 

 

Genellikle lipazlar aktivite göstermek için bir kofaktörlere ihtiyaç 

duyulmaktadırlar, fakat kalsiyum gibi divalent katyonlar enzim aktivitesini teşvik 

edebilirler. 

 

Mikrobiyal organizmalardan üretilmiş lipazlar üzerine metal iyonlarının hem 

aktivatör hem de inhibitör olarak etki gösterdikleri gözlenmiştir. Özellikle Ca
2+ 

iyonu 

lipazın yapı ve fonksiyonunda önemli bir rol oynamaktadır ve bazıları tamamen 

kalsiyuma bağımlıdırlar. Ca
2+

 iyonları enzimi aktive ederken Zn
2+

, Fe
2+

,  Fe
3+ 

iyonları 

ise inhibison etkisi gösterdiği belirtilmektedir.  Mg
2+

, Mn
2+

, Co
2+

,  Al
3+

 ve Na
+
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tuzlarının ise az bir inhibisyon etkisi gösterirler (El Khattabi vd., 2003; Kumar ve 

Kanwar, 2011). 

 

1.3.4. Lipaz İnhibitörleri 

 

Lipaz inhibitörleri lipazların yapısal ve mekaniksel özelliklerinin çalışılmasında 

kullanılmıştırlar. Lipaz inhibitörleri obezitive, akne problemlerinin tedavisinde etkili 

olacak ilaçların geliştirilmesinde kullanılmaktadır. Bu yönde lipaz inhibitörler 

çalışmaları farmolojik açıdan ilgi çekici bir durumdadır.  

 

Enzim inhibitörleri genel olarak tersinir veya tersinir olmayan olarak 

sınıflandırılmıştır. Tersinir inhibitörler ise spesifik ve spesifik-olmayan inhibitörler 

olarak ayrılmaktadır (Gupta vd., 2004). Aktif bölge üzerine doğrudan etki etmeyen 

ancak lipazın konformasyonel yapısı ya da yüzeyler arası özelliklerini değiştirerek lipaz 

aktivitesini inhibe eden maddelere spesifik olmayan inhibitörler adı verilir. Ancak bu 

grupta bulunan sürfaktanlar ve safra tuzları bazı durumlarda enzimi aktive de  

etmektedirler (Gupta vd., 2004). Enzimin aktif bölgesi ile doğrudan etkileşime giren 

maddelere ise spesifik inhibitörler adı verilir. Bu inhibitörler hem geri dönüşümlü hem 

de geri dönüşümsüz olarak çalışabilmektedirler. Geri dönüşümsüz olarak çalışan 

inhibitörler aktif merkez çevresindeki aminoasitlerle etkileşime girerek katalitik 

aktiviteyi inhibe etmektedirler (Gupta vd., 2004). Lipazlar Serin- Histidin- Aspartik 

asit/Glutamik asit katalitik üçlüsü ile serin hidrolazlar grubuna dâhildirler. Bu nedenle, 

fenilmetilsulfonil fluorit (PMSF), fenilboronik asit, dietil p-nitrofenil fosfat gibi serin 

inhibitörleri potansiyel olarak geri dönüşümsüz olarak etki eden aktif merkez lipaz 

inhibitörleridir (Gupta vd., 2004). EDTA (Etilen diamin tetra-asetik asit)’nın bazı lipaz 

aktivitesini etkilemediği (Gilbert vd., 1991; Sugihara vd., 1992; Kojima vd., 1994; 

Abramic vd., 1999; Nthangeni vd., 2001; Sharma vd., 2002; Ruiz vd., 2003, Ruiz vd., 

2004; Rahman vd., 2005; Singh ve Banerjee, 2007; Guncheva ve Zhiryakova, 2011), 

bazı lipazların aktivitesini de inhibe ettiği rapor edilmiştir (Van Oort vd., 1989; Lee ve 

Rhee, 1993; Baral ve Fox, 1997; Nawani vd., 2006a; Sharon vd., 1998; Dharmsthiti ve 

Luchai, 1999; Nawani vd., 2000; Snellman vd., 2002; Jinwal vd., 2003; Kojima ve 

Shimizu, 2003; Castro-Ochoa vd., 2005; Kanwar vd., 2006; Takac vd., 2008; Zhang vd., 

2008; Zhao vd., 2008; Sabri vd., 2009; Guncheva ve Zhiryakova, 2011). Sulu 
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solüsyonlardaki enzim- sürfaktan etkileşimi ilaç, kozmetik ve deterjan, membran 

proteinleri ve lipitleri arasındaki etkileşim ile ilgili çalışmalar gibi teknik uygulamalarda 

yaygın bir şekilde kullanılmaktadır (Savelli vd., 2000) ve bu iki komponentin birbiri ile 

uyumlu olma mecburiyeti vardır (Polizelli vd., 2008). Potansiyel enzimin (lipaz, 

proteaz, amilaz ve selülaz gibi) çamaşır deterjan katkısı olarak kullanılması 

düşünüldüğünde, enzimin sıcaklıkta ve/veya sürfaktan varlığındaki kararlılığı önemli bir 

hale gelmektedir (Malmos, 1990). Sürfaktanların lipid-su ara yüzeyini arttırarak, 

substrat çözünürlüğünü arttırıcı etkileri vardır ve enzimin açık konformasyonunu kararlı 

tutarak agregat oluşumunu engellemektedirler (Guncheva ve Zhiryakova, 2011). Bu 

nedenle sürfaktanın yoğunluğuna bağlı olara lipolitik aktivitede değişiklik 

gösterebilmektedir. Tween 80’in %1’lik konsantrasyonu  Bacillus pumilus’un 

aktivitesinde inhibisyona neden olurken %0.5’lik konsantrasyonu aktiviteyi 

arttırmaktadır (Sangeetha vd., 2011). Triton X-100 ve Tweenenzim aktivitesini 

arttırırken SDS’in reaksiyonu inhibe ettiği tespit edilmiştir (Lianghua ve Liming, 2005; 

Sangeetha vd., 2011). 

 

1.4. Lipaz Katalizli Reaksiyonlar ve Tepkime Mekanizmaları 

 

Lipazlar hidroliz, interesterifikasyon, esterifikasyon, asidoliz ve aminoliz gibi 

çeşitli biyodönüşüm reaksiyonlarını gerçekleştiren çok amaçlı biyolojik katalizörlerdir. 

İlaç, pestisit, kozmetik, gıda, biyosensörler ve deterjan sanayi gibi birçok alanda lipaz 

enzimi kullanılmaktadır (Bassegoda vd., 2012). Lipazlar, hidroliz, esterleşme ve 

transesterleşme tepkimelerini katalizlerler (Tablo 1). Transesterleşme tepkimeleri, 

esterdeki açil grubu değişimi, bir asit ile yapılıyorsa asidoliziz, alkol kullanılıyorsa 

alkoliziz, bir başka ester kullanılıyorsa interesterleşme ve bir amin kullanılıyorsa 

aminoliziz adını alır (Kösali, 2005). 
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Tablo 1. Lipaz Reaksiyonları.  

Reaksiyon Türü              Reaktanlar                                         Ürün 

 
Hidroliz                   R1– C –OR2   +   H2O                  R1–C–OH   +   R2 –OH  

                          ║                                                  ║  
                          O                                                  O 

 
 
Ester sentezi             R1– C – OH  +  R2–OH               R1– C– OR2  +  H2O  

                           ║                                                   ║  
                           O                                                   O  

 
Asidoliz                     R1– C–OR2   +  R3– C-OH             R3– C–OR2   +   R1– C–OH  

                            ║                        ║                           ║                         ║  
                            O                        O                           O                         O  

 
İnteresterifikasyon    R1–C – OR2  +  R3–C-OR4          R3–C–OR2  +  R1–C–OR4  

                           ║                        ║                        ║                      ║  
                           O                        O                        O                      O  

  
Alkoliz                     R1–C–OR2  +  R3–OH                  R1–C–OR3  +  R2–OH  

                          ║                                                    ║  
                          O                                                    O   

  
Aminoliz                  R1– C–OR2   +  R3–NH2              R1–C–NHR3  +  R2–OH  

                           ║                                                   ║  
                           O                                                   O  

 

Lipazlar için hidroliz kavramı, bir yağ veya esterin suyun varlığında kendini 

oluşturan asit ve gliserol veya alkole ayrılmasını ifade eder. Yağların geleneksel 

kimyasal yöntemlerle parçalanması yüksek sıcaklık ve basınçta gerçekleşmektedir. 

Enzim kökenli yöntemlerin kimyasal tepkimelerle karşılaştırılmasında, maliyetin daha 

az olduğu, oluşan ürünlerin daha iyi koku ve renge sahip oldukları görülür. Ayrıca 

enzimatik yöntemlerde reaksiyon şartları daha ılımlı, çalışma riski ve enerji tüketimi 

daha azdır ve istenmeyen yan ürün oluşumu gerçekleşmez. 

Lipazların sahip olduğu geri dönüşümlü sentez tepkimelerini katalizleme 

yetenekleri istenilen bazı ürünlerin üretimini sağlamaktadır. Esterifikasyon, su ve ester 

oluşumuna yol açarken, alkolizis, asidolizis ve interesterifikasyon gibi 

transesterifikasyon işlemleri sırasında su yerine alkol, asit veya ester oluşumu 

gerçekleşir. Bu nedenle, bu oluşan ürünlerden herhangi biri istenilen bir ürün ise, 

transesterifikasyon reaksiyonları esterifikasyona göre daha karlı bir işlem haline gelmiş 

olur. Esterifikasyon temel olarak bir asitin alkolle tepkimesini içerirken, lipazlar çok 

daha geniş bir substrat spektrumu gösterirler. Bu da lipazlara şeker esterleri, tiyol 
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esterleri, peptitler, yağ amidleri gibi ürünlerin sentezlerini katalizleme olanağı sağlar. Bu 

durumun sonucu olarak, lipazlar potansiyel uygulamalar için bilinen diğer enzimlerden 

çok daha önemli bir yere sahiptirler (Gandhi, 1997). 

Yapılan çalışmalar sonucunda tüm lipazların  α/β-hidrolaz katlanması (merkezde 

her iki taraftan  α-heliksler ile kaplanan hidrofobik  β-düzlemi), Ser-His-Asp/Glu 

katalitik üçlüsünden oluşan bir aktif konum, bir oksianyon boşluğu (substratın karbonil 

grupları üzerindeki oksianyonların gelişiminin dengede tutulmasını sağlar)  ve pek çok 

durumda aktif konumu kapatan  α-heliksten oluşan bir kapak içerdikleri belirlenmiştir 

(Jaeger ve Reetz 1998) ( Şekil 3).  

 

 
Şekil 3. Açık ve kapalı kısımların da eklendiği Candida rugosa lipazının üç boyutlu 

yapısı. Açık mavi; merkezde her iki taraftan α-heliksler ile kaplanan hidrofobik 

β-düzlemini, koyu yeşil; merkez  β-düzlemini kaplayan heliksleri, sarı; kapalı 

konformasyonu, kırmızı; açık konformasyonu göstermektedir. 

 

Lipazların açık ve kapalı form olmak üzere iki farklı durumu sözkonusudur 

(Cygler ve Schrag 1999). Bu durumlardan; aktif konumdaki katalitik üçlüyü kaplayan 

yapısal elementlerin (α-heliks) olduğu yapı aktif olmayan form, diğeri ise ara yüzey 

aktivasyonu sırasında bu kapağın açılması ile ara yüzey alanını artmasını sağlayarak 

aktif konumun daha fazla substrat almak için düzenlendiği yapı; aktif formdur (Şekil 4). 
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Şekil 4. Candida rugosa lipazının açık ve kapalı formları a. Kapalı form b. Açık form 

(Cygler ve Schrag, 1999). 

 

α /β –hidrolazların sekonder yapıları incelendiğinde 5-6 kadar alfa –sarmal ve 8 

kadar da beta- tabaka yapısından oluştuğu görülür. Ayrıca aktif bölgede bulunan 

katalitik üçlünün(Ser-His-Asp/Glu) hidrofobik aminoasitlerce (Phe, Trp ile Leu ve Try 

gibi) zengin, l veya 2 alfa- sarmal yapı da polipeptid zincirinden ibaret, bir kapakla 

çevrelendiği de bilinmektedir (Jaeger ve Reetz,1998). Bu hidrofobik birimlerin çoğu 

lipazların lipid-su ara yüzeyine tutunabilmesinde etkili olurlar ve böylece lipid 

yüzeyinin hidrofobik kısmına enzimin etki etmesini sağlarlar (Jaeger ve Reetz,1998). 

Bir aktivasyon olduğunda enzimin kapağı kapalı formdan açık forma dönüşür ve 

böylece aktif bölge substratın etkileşebileceği bir hale gelir. Bu aktivasyon işlemi 

sırasında katalitik serin birimi üzerinde açil gruplarının ulaşabilmesi için uzanmış bir 

cep şeklinde hidrofobik bir yarık oluşur. Birçok lipazda kapağın hareketiyle ayrıca bir 

oksianyon boşluk oluşmaktadır. Bu boşluk substrata yapılacak nükleofilik saldırı 

sırasında oluşan negatif yükleri kararlı kılan elektrofilik bir çevre sağlar (Jaeger ve 

Reetz, 1998). Genel olarak, α /ß-hidrolaz enzim ailesi esterazları tipik serin hidrolaz 

mekanizmasını kullanırlar, bu serin proteazların mekanizmasına benzerdir. Ester 

hidrolizi ve oluşumu reaksiyonları esterazlar için benzerdir ve dört adımdan oluşur 

(Jaeger ve Reetz, 1998) (Şekil 5). 

1- İlk basamakta aktif bölgedeki serin biriminin substratın karbonil karbonuna 

nükleofilik saldırısıyla tetrahedral bir ara ürün oluşur. Bu ara ürün histidin ve asparagin 

aminoasitleri tarafından kararlı kılınır. 

2- İkinci adımda alkol salınır ve açil-enzim kompleksi oluşur. 

3- Yine bir nükleofilin saldırısı ile (hidroliz reaksiyonlarında su molekülü ve 
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transesterifikasyon/esterifikasyon reaksiyonlarında bir alkol ya da ester) açil-enzim 

kompleksi hidrolizlenerek ikinci bir tetrahedral ara ürün oluşur. 

4- Son olarak bir asit ya da esterin ayrılması ile enzim yeniden elde edilir.  

Her iki tetrahedral ara ürün bir oksianyona sahip olup bu oksianyon, oksianyon 

boşluğundaki protein atomlarının hidrojen bağı kapasitesi ile kararlı kılınır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5. Bir lipaz reaksiyonunun basitleştirilmiş katalitik mekanizması. 

1.5. Lipazların Katalitik Özelliklerine Göre Sınıflandırılması 

 

1.5.1. Spesifik Olmayan Lipazlar 

 

Spesifik olmayan lipazlar trigliseridlerin tüm pozisyonlarındaki açil gruplarını 

koparabilme yeteneğine sahiptirler. Bu tepkimenin sonucunda trigliserid gliserin ve 

serbest yağ asitlerine kadar parçalanır  (Şekil 6).  Tepkimede ara ürün olarak diaçil ve 

monoaçilgliserinler oluşur. Candida cylindracae,  Corynebacterium acnes,  
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Staphylococcus aureus, Choromobacterium viscosum,  Geotrichum candidum  

tarafından üretilen lipazlar bu gruba girer ( Erdoğan, 2003; Telefoncu, 1995). 

 

 

Şekil 6. Spesifik olmayan lipazların katalizlediği hidroliz reaksiyonu. 

 

1.5.2. 1,3-Spesifik Lipazlar 

 

Bu gruptaki lipazlar nötral yağları eşdeğer konumda olan 1 ve 3 pozisyonlarından 

spesifik olarak hidrolizlerler. Tepkime 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 kullanılır ve 1,3 spesifik lipazlar da spesifik 

olmayan lipazlar gibi trigliseridleri serbest yağ asitleri ve gliserine kadar parçalarlar 

(Erdoğan, 2003; Telefoncu, 1995). Domuz pankreas lipazı,  Aspergillus niger,  

Pseudomonas fluorescens,  Humicola lanuginosa,  Rhizopus delemar,  R.  Japonicus,  

R.  arrhizus ve Mucor javanicus lipazları 1,3 spesififik lipazlara örnek olarak verilebilir 

(Iwai ve Tsujisaka, 1984). 

 

1.5.3. Yağ Asidine Özgün Lipazlar  

 

Bu gruba ait lipaz türleri açilgliserinlerdeki bazı yağ asitlerinin oluşturduğu ester 

bağlarını parçalarlar.  Şekil 7’de yağ asidi spesifik lipzların hidroliz reaksiyonu 

görülmektedir. 
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Şekil 7.  Yağ asidi spesifik lipazların katalizlediği reaksiyon. 

 

1.6. Lipazların Uygulama Alanları 

 

Endüstriyel enzimlerin çoğu mikrobiyal kökenlidir. Bakteriyel ve fungal 

kökenden elde edilen lipazlar çeşitli biyoteknolojik uygulamalarda geniş bir çapta bir 

uygulama alanı bulmaktadırlar. Lipazlar, sterospesifiklik ve substrat seçimliliği gibi 

özelliklerinden dolayı kaliteli ürün üretmesi, düşük aktivasyon enerjisine ihtiyaç 

duymalarından, düşük ısı ve pH’larda reaksiyon verdikleri için reaksiyonda ihtiyaç 

duyulan enerjinin azalması ve reaksiyon ürünlerinin ortamın ısısından dolayı 

görecekleri zararın azalması (Seren, 2013) gibi daha birçok özelliği sayesinde 

günümüzde organik kimyacılar, eczacılar, biyofizikçiler, biyokimyacılar, 

biyomühendisler, biyoteknologlar ve mikrobiyologlar tarafından tercih edilen (Çakar, 

2016)  ve çeşitli uygulamaları olan önemli biyokatalizörlerdir.  Lipazlar endüstriyel 

enzim pazarında % 5‘lik bir pay sahip olsada biyoteknolojide önemli enzimler olarak 

ilgi çekmektedirler.  Gıda,  deterjan ve ilaç endüstrilerinde lipazlar yaşamsal roller 

oynamaktadır (Sangeetha vd., 2011). Endüstriyel uygulamalarda lipazlara gösterilen 

ilgi; organik solventlerde doğal ve yapay bileşiklerin kullanılmasıyla hidroliz, sentez ve 

açil değişimi yapabilmeleri ve bunun gibi farklı tepkimeleri katalizleyebilme özellikleri 

nedeniyle çok yönlü biyokatalizör olmaları (Bornscheuer, 2002; Gupta vd., 2004), 

kimyasal seçicilik (kemoselektivite), bölgesel seçicilik (regiyoselektivite), izomer 

seçicilik (stereoselektivite = enantioselektivite) gibi özelliklere sahip olmaları 

(Gunstone, 1999; Villeneuve vd., 2000; Sharma vd., 2001; Jaeger ve Eggert, 2002; 

Snellman vd., 2002), organik solventlerde (Schmid ve Verger, 1998; Sharma vd., 2001; 

Hasan vd., 2006 ) ve geniş pH ve sıcaklıklarda aktif ve kararlı olabilmeleri (Schmidt ve 

Dannert, 1999; Gupta vd., 2004), yapı ve fonksiyonlarının iyi bilinmesi ve yeni 

kullanımlar için modifiye edilebilmeleri (Schmidt ve Dannert, 1999; Jaeger ve Eggert, 
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2002), ılımlı koşullar altında işgördüklerinden ve düşük enerji ve az ekipman 

gerektirdiklerinden  kullanım maliyetlerinin düşük olması ve daha az kirliliğe yol 

açmaları (Gunstone, 1999; Pandey vd., 1999; Jaeger ve Eggert, 2002), 

mikroorganizmalardan yüksek miktarda üretilebilmeleri, pek çok lipazın kristal 

yapısının aydınlatılmış olması ve son olarak lipazların genellikle kofaktöre ihtiyaç 

duymamalarından (Patkar ve Björkling, 1994; Jaeger ve Eggert, 2002; Ghanem ve 

Aboul-Enein, 2004; Gupta vd., 2004; Singh ve Banerjee, 2007) kaynaklanmaktadır. Bu 

özellikler, lipazları organik kimyada kullanılan en yaygın biyokatalizör grup 

yapmaktadır (Sugihara vd., 1992). Enzimlere ait endüstriyel uygulamaların çoğu sulu 

çözeltilerde gerçekleştirilmektedir (Telefoncu, 1986). Enzimolojinin gelişimiyle susuz 

ortamlardaki lipaz uygulama alanlarıda büyük ölçüde artmıştır. Geçtiğimiz yıllarda 

lipazlar organik sentez, yağ modifikasyonu ve rasemik kararlılığından dolayı yeni 

kullanım alanları bulmuştur. Organik ortamda lipazlar tarafından gerçekleştirilen, 

esterifikasyon (Chowdary vd, 2001; Hamsaveni vd, 2001; Kiyota vd, 2001; Krishna ve 

Karanth, 2001; Rao ve Divakar, 2001), transesterifikasyon (Metin ve Akpınar, 2000) ve 

interesterifikasyonu içine alan çeşitli tepkimelerle ürünlerdeki değişiklikler gözlenmiştir 

ve bunların yüksek oranlarda sentezlenmesi sağlanmıştır (Gao vd., 2000). Lipazlar, lipid 

içeren atık suların enzimatik degradasyonunda (Pandey vd., 1999; Masse vd., 2001; 

Suzuki vd., 2001), organik sentezlerde (Gitlesen vd., 1997; Gupta vd., 2004), deterjan 

formülasyonlarında (Jaeger vd., 1994 Ateslier ve Metin, 2006; Bora ve Kalita, 2007), 

tekstil sanayinde (Jaeger vd., 1994 Ateslier ve Metin, 2006; Bora ve Kalita, 2007), 

biyosürfaktanların sentezinde (Sharma vd., 2001; Kanwar vd., 2002b; Ateslier ve Metin, 

2006; Bora ve Kalita, 2007), kağıt yapımında (Jaeger vd., 1994; Houde vd., 2004), 

farmasötiklerde (Jaeger vd., 1994; Jesus vd., 1995; Dröge, 2004; Houde vd., 2004; 

Gulati vd., 2005), agrokimyasal (tarım kimyası) endüstride (Kirchner vd.,1985; Dröge, 

2004), pestisitlerde (Kirchner vd., 1985; Jaeger ve Eggert, 2002), gıda endüstrisinde 

(Jaeger vd., 1994; Reetz, 2002; Gulati vd., 2005), süt endüstrisinde (Reetz ve Jaeger, 

1998; Sharma vd., 2001; Kanwar vd., 2002b; Gupta vd., 2004; Ateslier ve Metin, 2006; 

Bora ve Kalita, 2007; Gupta vd. 2007), kozmetiklerde (Jaeger vd., 1994; Houde vd., 

2004), oleokimya endüstrisinde (Jesus vd., 1995; Faber, 1997; Gupta vd., 2004), deri 

endüstrisinde (Jaeger vd., 1994; Gulati vd., 2005) yaygın olarak kullanılmaktadır. Tablo 

2’de mikrobiyal lipazların bazı uygulamaları verilmiştir. 
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Tablo 2. Mikrobiyal Lipazların Endüstriyel Uygulamaları. 

Endüstri Görevi Ürün ya da Uygulama 

   

Deterjan Yağların Hidrolizi 
Kumaşlardan yağ lekelerinin 

uzaklaştırılması 

 

 

Süt 

ürünleri 

Süt yağının hidrolizi 
Peynir ve tereyağındaki tatlandırıcı 

ajanların geliştirilmesi 

Hızlı olgunlaştırma Peynir 

Yağların 

modifikasyonu 
Tereyağ 

Kozmetik Sentez Emülsifiye ediciler, nemlendiriciler 

Kağıt Hidroliz Geliştirilmiş kalitede kağıt 

Deri Hidroliz Deri ürünleri 

Temizlik Hidroliz Yağların uzaklaştırılması 

İlaç Transesterifikasyonu 
Sindirimi kolaylaştırıcı düzenleyiciler 

Hidroliz Özel lipidler 

 

Yağ 

Transesterifikasyon 
Kakao yağı, margarin, yağ asitleri, 

gliserol 

Hidroliz Mono ve diaçil gliseroller 

İçecek Aroma geliştirilmesi İçecekler 

Ekmek Tat geliştirilmesi Raf ömrünün uzatılması 
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2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Materyal 

 

Bu çalışma sırasında enzim kaynağı olarak Erzurum’un Ilıca ilçesi kaplıcasından 

Atatürk Üniversitesi Fen Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik Bölümü 

araştırmacıları tarafından izole edilen ve yeni bir termofilik bakteri olan Geobacillus 

stearothermophilus Ah22 suşu (Adıgüzel vd., 2009) kullanıldı. 

 

2.2. Yöntem 

 

2.2.1. Kullanılan Araçlar 

 

Çalışmada kullanılan tüm cihazlar, üretici firmalar ve modelleriyle birlikte 

markaları Tablo 3’ de verilmiştir. 

 

Tablo 3. Çalışmalarda kullanılan cihazlar ve markaları. 

Cihaz Adı Firma Model 

Spektrofotometre Shimadzu UV-1601UV-Visible 

Santrifüj ThermoFisher Scientific Heraeus Multifuge 3 SR+ 

Centrifuge Saf Su Cihazı SartoriusStedim Biotech Arium 61316 ProUV 

pH Metre Thermo Scientific ORION 3 Star pH Benchtop 

Otoklav Tomy SS-325 

Vorteks Velp Scientifica Vortex Mixer 

Terazi Precisa XB 220A 

Steril Kabin Tezsan — 

 

 

2.2.2. Kullanılan Kimyasallar 

 

Tez çalışması sırasında kullanılan kimyasal maddeler ve markaları aşağıdaki 

tabloda verilmiştir (Tablo 4). 

 



 

 22  

 

Tablo 4. Çalışma sırasında kullanılan kimyasallar ve markaları. 

Firma Adı Kimyasal Adı 

Sigma /Aldrich  

Chem. Co(St. Louis. MO. 

USA) 

CH3COOH, Glisin, NaOH, p- Nitrofenil asetat, p-Nitrofenil 

bütirat, p-Nitrofenil oktaonat, p-Nitrofenil laurat, Triton X-
100, Tris- Base. 

Merck  

A.G(Darmstadt, Germany) 
CH3COONa,  Na2CO3,  NaHSO3, 
Tris, Mg2SO4, CuSO4.5H2O, EDTA, 2-Merkaptoetanol, 

MgCl2, BaCl2, CaCl2, MnCl2, NiCl2, HgCl2, ZnCl2, CoCl2, 

NaCl, FeCl2, CuCl2, NaOH, NaClO4, Na3PO4, NaN3, 

NaCN, NaCl, Na2HPO4, Na2B4O7,   Na2CO3,   NaAc,   

Na2CO4,   NaNO3,   NaHCO3, 

Na2SO4, Na2SO3, NaC8H4N2O3, NaHSO4, SDS,  

Himedie Agar 

 

 

2.2.3. Kullanılan Tampon Çözeltiler ve Hazırlanışları 

 

1. Asetat Tamponu (50 mM, pH 4.0): 0,205 g sodyum asetat yaklaşık 45 

mL saf suda çözüldükten sonra pH’ sı 1 N asetik asit ile ile 4,0’ e ayarlanarak 

hacmi 50 mL’ye tamamlandı. 

2. Asetat Tamponu (50 mM, pH 5.0): 0,205 g sodyum asetat yaklaşık 45 

mL saf suda çözüldükten sonra pH’ sı 1 N asetik asit ile ile 5,0’ e ayarlanarak 

hacmi 50 mL’ye tamamlandı. 

3. Fosfat Tamponu (50 mM, pH 6,0): 0,039g NaH2PO4.2H2O ve 0,67g 

Na2HPO4.7H2O ayrı ayrı yaklaşık 20 mL saf suda çözüldükten sonra çözeltiler 

birleştirilerek pH’ sı 1 N asetik asit ile ile 6,0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye 

tamamlandı. 

4. Fosfat Tamponu (50 mM, pH 7,0): 0,039g NaH2PO4.2H2O ve 0,67g 

Na2HPO4.7H2O ayrı ayrı yaklaşık 20 mL saf suda çözüldükten sonra çözeltiler 

birleştirilerek pH’ sı 1 N asetik asit ile ile 7,0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye 

tamamlandı. 

5. Tris-HCl Tamponu (50 mM, pH 8.0): 0,3028 g Tris yaklaşık 45 mL saf 

suda çözüldükten sonra pH’ sı 1 N HCl ile 8.0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye 

tamamlandı. 

6. Tris-HCl Tamponu (50 mM, pH 9.0): 0.3028 g Tris yaklaşık 45 mL saf 
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suda çözüldükten sonra pH’ sı 1 N HCl ile 9.0’ a ayarlanarak hacmi 50 mL’ye 

tamamlandı. 

7. Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 10.0): 0.187 g Glisin yaklaşık 45 

mL saf suda çözüldükten sonra pH’ sı 1 N NaOH ile 10’ a ayarlanarak hacmi 50 

mL’ye tamamlandı. 

8. Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 11.0): 0.187 g Glisin yaklaşık 45 

mL saf suda çözüldükten sonra pH’ sı 1 N NaOH ile 11’ e ayarlanarak hacmi 50 

mL’ye tamamlandı. 

9. Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 12.0): 0.187 g Glisin yaklaşık 45 

mL saf suda çözüldükten sonra pH’ sı 1 N NaOH ile 12’ ye ayarlanarak hacmi 50 

mL’ye tamamlandı. 

 

2.3. Deneysel Çalışmalar 

 

2.3.1. Sıvı Besiyeri Hazırlanması 

 

Bakteri büyüme ortamları aşağıda tabloda verilen karışım oranlarında hazırlanarak 

hacimleri saf su ile litereye tamamlandı (Tablo 5) (Deak vd., 1998). Hazırlanan 

karışımlar 1,1 atm basınçta 121
o
C’de 20 dakika süre ile otaklavda steril edilerek 

kullanıldı.  

 

Tablo 5. Sıvı besi ortamı hazırlanışı. 

Madde Miktarı 

Glukoz 1,6 g 

Tripton 4,0 g 

MgSO4.7H2O 0,08 g 

K2HPO4 0,8 g 

Sıvı Yağ 16 mL 

Gum arabic 0,8 g 

Distile Su 800 mL 
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2.3.2. Lipaz Üretimi için Uygun Çalışma Ortamının Belirlenmesi 

  

Yukarda hazırlanışı belirtilen sıvı besi ortmalarına karbon kaynağı olarak 

ayçiçeği, mısır, zeytinyağı, susam ve fındık yağları ayrı ayrı konularak otaklavda steril 

hale getirildi. Hazırlanan ortamalar 4 eşit parçaya bölünerek üç erlene Geobacillus 

stearothermophilus Ah22 suşu ekimi gerçekleştirilirken bir erlen kör olarak ayrıldı. 

Tüm hazırlanan çözeltiler 55 
o
C’de 150 rpm hızında hava ısıtmalı çalkalayıcıda 5 gün 

boyunca inkübe edildi. Büyüme sırasında 24 saat ara ile lipaz aktivitesi ve bakteri 

yoğunluğu tayinleri yapıldı. 24 saatlik peryotlarla alınan numuneler +8 
o
C’de 10.000 

rpm de 10 dak. santrifüjlenerek çökelek ve süpernatan kısımlara ayrıldı. Çöleklerin 

yarısı sonikasyonla parçalanarak hücre özütü ve hücre memebran bileşenleri +8 
o
C’de 

15.000 rpm’de 20 dak. santrfüjlerenerek ayrılmaları sağlandı. Oluşan dört farklı 

fraksiyonda lipaz aktivitesi ölçümü gerçekleştirildi. Çalışmalar üç erlen için tekararlandı 

ve kör olarak kullanılan erlen verilerinden çıkarılarak hesaplandı. Çalışma sırasında 

çökelekler supernatan kısımlardan gelebilecek enzim aktivitesini berteraf etmek için 50 

mM pH’ı 7,0 olan fosfat tamponu ile üç kez yıkanarak +8 
o
C’de 5.000 rpm de 10 dak. 

santrifülenerek kullanıldı. Lipaz aktivitesi ölçümleri oda sıcaklığında, pH 7,0 fosfat 

tamponunda, pNPB sustratı varlığında 405 nm’de gerçekleştirildi. Aktivite sonuçları 

karşılaştırılarak en yüksek membrana bağlı lipaz aktivitesi gösteren ortam belirlendi. 

 

En iyi büyüme koşulları belirlendikten sonra Geobacillus stearothermophilus 

Ah22 suşu 72 saat büyütüldü. Hazırlanan kültür +8 
o
C’de 10.000 rpm’de 10 dak. 

santrifüjlenerek bakteriler çöktürüldü. Çöktürülen bakteriler pH 7,0 fosfat tamponunda 

süspanse edilerek 1 ml lik ependorflara aktarıldı ve -20 
o
C’de muhafaza edildi. 

 

2.3.3. Ah 22 Membranına Bağlı Lipaz Aktivitesinin pH ile Değişimi 

 

G. stearothermophilus Ah22 suşu hücre membranına bağlı lipaz aktivitesinin pH 

ile değişimini belirlemek için 4,0-12,0 arasındaki pH değerelerine sahip tamponlarda 

aktivite ölçümleri gerçekleştirildi. Çalışmada 50 mM konstrasyonlarda hazırlanan pH 

4,0 - pH 5,0 arasında asetat,  pH 6,0 - pH 7,0 aralığında fosfat, pH 8,0 - pH 9,0 

aralığında tris -HCl ve pH 10,0 - pH 12,0 aralığında Glisin-NaOH tamponları kullanıldı. 

Ölçümler belirtilen tampon değerlerinde p-nitrofenil asetat (pNFA),  p-nitrofenil bütirat 
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(pNFB),  p-nitrofenil oktoanat (pNFO) ve p-nitrofenil laurat (pNFL) substratlarının 0,1 

mM konsantrasyonları varlığında gerçekleştirildi. Çizilen pH - % Bağıl aktivite 

grafiğinden en yüksek aktivite gösterdiği pH belirlendi. 

  

2.3.4. Ah22 Membranına Bağlı Lipaz Aktivitesinin Sıcaklıkla Değişimi 

 

En uygun pH değerinde G. stearothermophilus Ah22 suşu membranına bağlı lipaz 

aktivitesinin sıcaklıkla değişimi belirlemek için 10’ar 
o
C’lik artışlarla 10 – 90 

o
C 

aralığında; p-nitrofenil asetat,  p-nitrofenil bütirat,  p-nitrofenil oktaonat ve p-nitrofenil 

laurat substratlarının 0,1 mM konsantrasonlarında lipaz aktivitesi ölçümleri 

gerçekleştirildi. Ölçümler sırasında hazırlanan enzim, susbstrat ve tampon karışımı 

belirtilen sıcaklık aralığında 5 dakika inkübe edildi ve 405 nm dalgaboyunda ölçümler 

yapıldı. Çizilen sıcaklık - % Bağıl aktivite grafiğinden en yüksek aktivite gösterdiği 

sıcaklık belirlendi. 

 

2.3.5.  Ah22 Membranına Bağlı Lipaz Aktivitesi Üzerine Substrat 

Konsantrasyonunun Etkisi 

 

G. stearothermophilus Ah22 suşu hücrelerine bağlı lipaz aktivitesinin farklı 

karbon zincir uzunluğuna sahip substratlarıyla olan davranışlarını belirlemek için 

değişen substrat konsantrasyonlarında enzimin aktiviteleri tayin edildi. Lipaz aktivitesi 

ölçümü, 30 L hücre süspasiyonu (yaklaşık 1,3 mg yaş hücre) ile p-nitrofenil asetat,  p-

nitrofenil bütirat,  p-nitrofenil oktaonat ve p-nitrofenil laurat substratlarının 0,001-0,2 

mM konstrasyon aralığında gerçekleştirildi. Tris – HCl tamponu (pH 9,0), 10 L farklı 

konsantrasonlardaki subsrat ve 30 L hücre süspasiyonu ile hazırlanan karışımlar 5 

dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Daha sonra 10 
o
C’de, 5000 rpm de 10 dakika 

santrifüjlenerek 405 nm’de absorbans değişimleri ölçüldü. Absorbans ölçümleri ve 

molar absorbite katsayısı kullanılarak aktiviteler hesaplandı. Ölçümler sonucu elde 

edilen verilerle Lineweaver-Burk grafiği Mikrosoft Excel 2010 programı kullanılarak 

çizildi ve her bir substrat için Km ve Vmaks değerleri hesaplandı. 

Bir ünite, oda sıcaklığında 1 dakikada 1 µM yağ asidini açığa çıkarmak için 

gerekli enzim miktarı olarak belirlendi.  
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2.3.6. Ah22 Lipazının Tekrar Kullanılabilirliği 

 

G. stearothermophilus Ah22 suşundan elde edilen hücreler +4 
o
C’de 10.000 rpm 

de 10 dak. Santrifüjlendikten sonra sıvı azot ile dondurularak liyoflizatörde 3 gün 

boyunca kurutuldu. Elde edilen numuneden 20 µg alınarak 1000 µL 50 mM tampon 

çözeltisi (pH 7,0) ile süspanse edildi. Lipaz aktivitesi ölçümleri, kurutulmuş örnek ve 

bakteri numuneleri için pH’ 9,0 olan 50 mM Tris–HCl tamponunda ayrı olarak 

hazırlanmış 0,1 mM pNFB substratının varlığında oda sıcaklığında 5 dakika 

inkübasyonu ile gerçekleştirildi. İnkübasyon sonunda hücrelerin ışık yolunu 

engellememesi için karışım 10 
o
C’de 5000 rpm’de 5 dakika santrifüjlendi ve 405 nm de 

absorbans değişimleri kayedildi. Ölçümler enzim aktivitesinin başlangıç durumuna göre 

yaklaşık yarıya düşünceye kadar tekrarlanarak enzimin tekrar kullanılabilirliği test 

edildi.  

 

2.3.7. Bazı Metal Katyonlarının, Bazı Anyonların ve Bazı Detarjanların Ah22 

Lipazı Aktivitesine Etkileri 

 

2.3.7.1. Metal İyonlarının Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

G. stearothermophilus Ah22 suşundan elde edilen lipaz aktivitesi üzerine bazı 

metal katyonlarının etkisini incelemek amacıyla, K
+
, Na

+
, Mg

2+
, Mn

2+
, Ni

2+
, Ca

2+
, Fe

2+
,
 

Sr
2+ 

Cu
2+ 

ve Al
3+

 iyonlarının klorür tuzları ile EDTA kullanıldı. Bu tuzların 100mM’  lık 

stok çözeltileri hazırlanarak karışımdaki konsnatrasyonları 0,1 mM, 0.5 mM ve 1,0 mM 

olacak şekilde eklenerek,  uygun şartlardaki aktiviteleri ölçüldü.  

 

2.3.7.2. Anyonların Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

Enzim aktivitesine anyonların etkisini araştırmak için OH
-
,  N

3-
, CN

-
, C2O4

2-
, 

SO4
2-

, HCO3
-
, HPO4

2-
, PO4

3-
 ve CO3

2-
-anyonlarının sodyum tuzlarının 100 mM’ lık stok 

çözeltileri hazırlanarak karışımdaki son konsantrasyonları 0,1 mM, 0,5 mM ve 1,0 mM 

olacak biçimde eklenerek uygun şartlarda aktiviteler ölçüldü.  
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2.3.7.3. Bazı Deterjanların Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

Bazı deterjanların aktivite üzerine etkisini incelemek için Triton X-114,  Triton X-

100, SDS, sıvı bulaşık deterjanı, toz bulaşık makinesi deterjanı, tablet bulaşık makinesi 

deterjanı, çamaşır makinesi deterjanı ve toz el deterjanının %10’luk stok çözeltileri 

hazırlandı. Hazırlanan bu stok çözeltilerden reaksiyon karışımındaki miktarları 100 µL, 

200 µL ve 400 µL olacak şekilde alınarak uygun koşullarda lipaz eziminin aktivitesi 

ölçüldü. Ayrıca  β-merkaptoetanolün   (β-ME)  karışımdaki konsantrasyonu sırasıyla 

0,1,  0,5 ve 1,0 mM olacak şekilde eklenerek aktiviteler ölçüldü. Elde edilen sonuçlar 

herhangibir inhibitör madde içermeyen kontrol aktivitesine oranlanarak % bağıl 

aktiviteler hesaplandı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 28  

 

3. BULGULAR 

 

G. stearothermophilus Ah22 suşu 5 farklı yağ içerikli ayrı besin ortamlarında 

55
o
C’de 150 rpm’de çalkalayıcılı hava ısıtıcısında büyüyütüldü.  Büyütme sonrası 650 

nm’de yapılan optik yoğunluk ölçümünde en yüksek değer 1. gün sonunda zeytinyağı 

ile fındık yağında gözlenirken, 5. günün sonunda fındık yağı ile ayçicek yağında 

gözlendi (Şekil 8). Fakat bakterilerin sonikasyon sonrası parçalanma ürünü olan 

membranlarda yapılan lipaz aktivitesi ölçümü sonucunda, en yüksek aktiviteyi fındık 

yağı içeren besin ortamında büyütülen Ah22 suşu gösterdi. Bu nedenle membrana bağlı 

lipaz üretimi için fındık yağı içeren besi ortamı tercih edildi (Tablo 6). Enzim kaynağı 

olan hücreler 72 saat büyütüldükten sonra santrfüj edildi ve 50 mM fosfat tamponunda 

süspansiyon edilerek -20 
o
C’de saklandı.  

 

 

 
Şekil 8.  Farklı yağ içerikli farklı ortamlarda büyütülen Ah22 suşuna ait bakteri büyüme 

grafiği. 
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Tablo 6.  G. stearothermophilus Ah22 suşu bakterilerin farklı yağ kaynaklarında 

büyütüldükten sonra yapılan sonikasyon işlemi sonrası membrana bağlı 

lipaz aktiviteleri. 

 1. Gün 2. Gün 3. Gün 4. Gün 5. Gün 

Ayçiçek Yağı 0,0 682,5 0,0 0,0 0,0 

Mısır Yağı 419,5 323,0 309,5 0,0 0,0 

Zeytin Yağı 273,0 409,5 473,0 0,0 0,0 

Fındık Yağı 2183,9 2910,9 3058,0 0,0 0,0 

Susam Yağı 209,5 211,4 222,0 0,0 0,0 

 

Fındık yağı içeren besi ortmalarında büyütülen G. stearothermophilus Ah22 suşu 

hücrelerinin her çalışmanın başında hücre yoğınluklarının aynı olmasına dikkat edildi. 

Hücre yoğunluğu yaklaşık olarak 2,40±0,19 olarak alındı. Çalışmada reaksiyon 

ortamına katılan yaş hücrelerin kütlesi yaklaşık olarak 1,13 mg olarak hesaplandı. 

Liyofilizasyon ile kurutulan hücrelerin reaksiyon ortamına katılan kütlesi ise 0,6 mg 

olarak tespit edildi.
 

Her iki hücre formunda yapılan ölçümde lipaz aktivitesi yaş hücre için 901,1 U/g, 

Liyofilizasyonla kurutulmuş hücre için ise 1018,1 U/g olarak belirlendi.  

Ah22 suşu hücreleri pNFA, pNFB, pNFO, pNFL substratları varlığında en yüksek 

lipaz aktivitesini pH 9,0’da gösterdiği belirlendi (Şekil 9-12 ).  

 
Şekil 9.  G. stearothermophilus Ah22 suşu hücrelerinin pNFA substratı varlığında pH-

lipaz aktivitesi değişimi grafiği. 
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Şekil 10.  G. stearothermophilus Ah22 suşu hücrelerinin pNFB substratı varlığında pH-

lipaz aktivitesi değişimi grafiği. 

 

 

 

 

Şekil 11.  G. stearothermophilus Ah22 suşu hücrelerinin pNFO substratı varlığında pH-

lipaz aktivitesi değişimi grafiği. 
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Şekil 12. G. stearothermophilus Ah22 suşu hücrelerinin pNFL substratı varlığında pH-

lipaz aktivitesi değişimi grafiği. 

 

Ah22 suşu hücreleri pNFA varlığında 20-40 
o
C arasında, pNFB varlığında 20 

o
C’de, pNFO varlığınıda 50 

o
C’de, pNFL substratı varlığında ise 60 

o
C’de en yüksek 

lipaz aktivitesini gösterdiği tespit edildi (Şekil 13). Ah22 hücrelerinin kısa zincirli 

yapıya sahip olan yağ asitlerini daha düşük sıcaklıklarda, uzun zincirli yağ asitli 

yapılarla ise daha yüysek sıcaklıklarda hidroliz edebildiği görüldü. 
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Şekil 13. G. stearothermophilus Ah22 suşu hücrelerinin pNFA, pNFB, pNFO pNFL 

substratları varlığında sıcaklık-lipaz aktivitesi değişimi grafiği. 
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Membrana bağlı lipaz Enzimin aktivite gösterdiği en uygun substrat 

konsantrasyonunu belirlemek amacıyla, daha önceden ifade edilen optimum şartlarda 

enzim aktivitesi farklı substratların değişen miktarlarına (0,001-0,2 mM) karşı 

belirlendi. Substrat olarak p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil bütirat, p-nitrofenil oktaonat 

ve p-nitrofenil laurat kulanıldı. Lineweaver-Burk eğrisi yardımıyla her bir substratın Km 

ve Vmaks değerleri hesaplandı. Km ve Vmaks değerleri sırasıyla, pNFA için 0,03 mM ve 

0,70 U (Şekil 14 , Tablo 7 ), pNFB için 0,05 mM ve 3,4 U (Şekil 15, Tablo 7), pNFO 

için 0,12 mM ve 5,2 U (Şekil 16, Tablo 7), pNFL için 0,012 mM ve 0,8 U (Şekil 17, 

Tablo 7) olarak belirlendi. Enzim katalitik etkinliği olan Vmaks/Km oranına bakıldığında 

enzimin en iyi pNFB ve pNFL substratlarınla etkinleştiğini sırasıyla bunu pNFO ve 

pNFA takip ettiği belirlendi (Tablo7).  
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Şekil 14. G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın p-nitrofenil asetat 

substratı varlığında aktivitesinin Lineweaver-Burk eğrisi grafiği. 

 



 

 33  

 

y = 0,0149x + 0,2969

R² = 0,986
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Şekil 15. G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın p-nitrofenil 

bütirat substratı varlığında aktivitesinin Lineweaver-Burk eğrisi grafiği. 
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Şekil 16. G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın p-nitrofenil 

oktaonat substratı varlığında aktivitesinin Lineweaver-Burk eğrisi grafiği. 
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Şekil 17. G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın p-nitrofenil 

laurat substratı varlığında aktivitesinin Lineweaver-Burk eğrisi grafiği. 

 

 

Tablo 7. G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın bazı kinetik 

verileri. 

Substrat Km (mM) Vmaks (U) Vmaks/Km (dk
-1

) 

p-nitrofenil asetat 0,03 0,7 0,023 

p-nitrofenil bütirat 0,05 3,4 0,068 

p-nitrofenil oktaonat 0,12 5,2 0,043 

p-nitrofenil laurat 0,012 0,8 0,067 

 

G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın tekrar kullanımı 

belirlemek için hücreler ve hücrelerin liyofilizatörde kurutulmuş ve öğütülmüş hücre 

bileşenleri kullanıldı. Lipaz aktivitesi pNFB substratı varlığında bakıldıktan sonra 

santrifüj edilerek bir kez 0,05 M pH’ı 7,0 fosfat tamponunda yıkanıp santrifüjlendikten 

sonra tekrar aktivite aynı enzim kaynağı kullanılarak ölçüm yapıldı. Yapılan ölçümler 

sonucunda direk hücrenin lipaz aktivitesini 4 kullanıma kadar muhafaza ettiği 5. 

Kullanımdan sonra ilk lipaz aktivitesini %30 oranında, 6. Kullanımdan sonra ise %50 

oranında kaybettiği tespit edildi (Şekil 18). Hücrelerin liyofilizatörde kurutulmuş ve 

öğütülmüş tozları ise ilk kullanımdaki aktivitesini 2. Kullanımda %20,  3. Kullanımda 

%40 ve 4. kullanımdan sonra ise yaklaşık %70 oranında kaybettiği belirlendi (Şekil 18). 
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Şekil 18. G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın pNFB sustratı 

varlığında tekrar kullanım grafiği. 

 

 

G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın farklı katyon, 

anyon, bileşik ve deterjan ortmalarındaki aktivitesi incelendi. Katyon varlığında Ca
+2

 ve 

Ni
+2

 hariç lipazın ilk aktivitesini koruduğu hatta bazı metallerin varlığında arttıdığı 

tespit edildi (Tablo 8).  

 

Tablo 8. G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın bazı katyonlar 

varlığındaki aktivitesi. 

Katyon Adı 0,1 mM 0,5 mM 1,0 mM 

 Kalan aktivite (%) Kalan aktivite (%) Kalan aktivite (%) 

Cu
+2

 106 111 108 

Al
+3

 105 107 104 

Mg
+2

 107 101 98 

Ca
+2

 100 81 70 

Ni
+2

 109 68 63 

K
+
 99 101 99 

Na
+
 103 104 104 

Mn
+2

 103 107 123 

Sr
+2

 100 97 97 

 

Bazı anyonların sodyum tuzu varlığında membrana bağlı lipazın davranışı 

incelendi.  N3
-
, CN

-
, HCO3

-
 gibi anyonlar varlığında lipazın ilk aktivitesini çok az 

miktarda arttığı, diğer kullanılan anyonlar avrlığında ise ilk aktivitesini %20-30 

oranında kaybettiği tespit edildi (Tablo 9). 
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Tablo 9. G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın bazı anyonlar 

varlığındaki aktivitesi. 

Anyon Adı 0,1 mM 0,5 mM 1,0 mM 

 Kalan aktivite (%) Kalan aktivite (%) Kalan aktivite (%) 

NaN3 109 107 102 

NaCN 105 100 102 

Na2SO4 89 91 89 

Na2PO4 79 82 81 

Na2CO3 65 78 70 

NaHCO3 105 112 106 

Na2HPO4 97 91 91 

NaHSO3 89 91 92 

NaOH 83 79 77 

NaC2O4 72 71 82 

 

G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın EDTA varlığında 

düşük konsantrasyonlarda aktivitesinin değişmediği 1,0 mM EDTA konsantrasyonunda 

ilk aktivitesini %21 oranında kaybettiği belirlendi. β-ME varlığında lipazın ilk 

aktivitesini %50 oranından fazlasını kaybettiği belirlendin (Tablo 10).  

 

Tablo 10. G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın EDTA ve β-ME 

varlığındaki aktivitesi. 

Konsantrasyon  0,1 mM 0,5 mM 1,0 mM 

 Kalan aktivite 

(%) 

Kalan aktivite 

(%) 

Kalan aktivite 

(%) 

EDTA 100 91 79 

β-ME 57 16 10 

 

Ah22 hücre membranına bağlı lipazın farklı deterjan ve deterjan hammaddeleri 

varlığında büyük oranda inhibe olduğu tespit edildi. Yalnızca sıvı bulaşık deterjanında 

lipaz aktivitesini %80-90 oranında koruyabildiği tespit edildi (Tablo 11 ). 
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Tablo 11.  G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın bazı deterjanlar 

varlığındaki aktivitesi. 

Deterjan Adı %1,0 %2,0 %4,0 

 Kalan aktivite  Kalan aktivite  Kalan aktivite  

Triton-X100 89 67 49 

Triton-X114 48 41 24 

SDS 52 43 32 

Çamaşır Makinası Det. 22 17 11 

Sıvı Bulaşık Det. 91 83 53 

Tablet Bulaşık Mak. Det. 19 16 13 

Toz Bulaşık Mak. Det. 22 17 12 

Çamaşır Toz El Det. 20 16 14 
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4. TARTIŞMA ve SONUÇLAR 

 

Günümüzde bazı endüstri alanlarında kimyasal işlevlerin yerini enzimatik 

reaksiyon işlevleri almaktadır. Enzimlerin endüstri alanında yaygın olarak 

kullanılmamasının sebeplerinden biri enzimlerin saflaştırılmalarının zahmetli ve pahalı 

işlemler olması ve diğer sebepler arasında enzimlerin tek kullanımdan sonra tekrar geri 

kazanılmasının ayrı bir maliyet gerektirmesidir. Günümüzde saf enzim kullanımını 

yaygınlaştırmak, geri kazanımını kolaylıştırmak ve maliyeti düşürmek için 

immobilizasyon teknikleri kullanılmaktadır. Fakat bu işlemlerde ilave maliyete sebep 

olmaktadır. Bir başka yöntem tam hücre immobilizasyondur. Genellikle bu yöntem 

ekstrasellüler enzim üretebilen hücreler için kullanılmaktadır.  Bu çalışmada ekstra bir 

enzim saflaştırma ve immobilizasyon uygulamasına ihtiyaç duyulmadan direk hücrenin 

kendisi enzim kaynağı olarak kullanılmıştır. Hücreler sıvı halde kararlılılarını kısmende 

olsa yitirebilmektedirler. Bu çalışmada hücreler liyofilizatörde kurutularak toz halinde 

de lipaz kaynağı olarak kullanıldı. Çalışma sonucunda G. stearothermophilus Ah22 

suşu hücrelerinin her iki halde de lipaz aktivitesi gösterdiği ispatlandı.  

G. stearothermophilus Ah22 suşu hücreleri membrana bağlı lipazı en çok fındık 

yağı içeren ortamda ürettiği belirlendi.  

pH enzim aktivitesinin ifade edilmesinde önemli faktörlerden biridir. Enzimin 

kullanılabileceği endüstriyel koşullardaki verimli şekilde kulanılması için önemli bir 

parametredir. Bakteriyal lipazlar, birkaç asidik lipaz hariç genelde alkali veya nötral 

pH'larda aktivite gösterirler (Pascoal vd., 2018). Ah22 hücresi membrana bağlı lipaz en 

yüksek aktivitesini tüm substratları için pH 9,0’da gösterdi. G. stearothermophilus Ah22 

suşundan kısmi olarak saflaştırılan intraselüller lipazın en yüksek aktiviteyi p-nitrofenil 

asetat için pH 9.0’ da, p-nitrofenil bütirat için pH 8.0-9.0’da, p-nitrofenil oktaonat için 

pH 9.0’da ve p-nitrofenil laurat için ise pH 10.0 ve 11.0 arasında gösterdiği belirtilmiştir 

(Ekinci, 2015). Bununla birlikte literatürde yapılan incelemelere göre Bacillus cereus 

C71’dan saflaştırılan lipaz için optium pH değeri 9.0 olarak (Chen vd., 2007), 

Pseudomonas stutzeri PS59 suşundan  saflaştırılan  lipaz için optimum pH 8.5 olarak 

(Li vd., 2014), Pseudomonas stutzeri LC2-8 ve Bacillus sphaericus MTCC 7542 

lipazları için optimum pH değeri  8.0 olarak (Cao vd., 2012; Tamilarasan ve Kumar, 

2012) kayedilmiştir.  G. stearothermophilus Ah22 memebranına bağlı lipazın optimum 
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pH bakımından literatürle uyumlu olduğu gözlendi. 

G. stearothermophilus Ah22 hücrelerinin kısa zincirli yapıya sahip olan yağ 

asitlerini daha düşük (20-40 
o
C) sıcaklıklarda, uzun zincirli yağ asitli yapılarla ise daha 

yüksek (50-60 
o
C) sıcaklıklarda hidroliz edebildiği görüldü. Bakteriyal lipazlar 

genellikle en yüksek aktiviteyi 30-60 °C sıcaklık aralığında göstermektedirler. G. 

stearothermophilus Ah22 suşundan kısmi olarak saflaştırılan intraselüller lipazın, p-

nitrofenil oktaonat substratı için 50 °C, p-nitrofenil laurat substratı için ise 60 °C’de en 

yüksek aktivite gösterdiği belirlenmiştir (Ekinci, 2015). Literatürde mevcut farklı 

organizmalardan isole edilmiş lipazların optimum sıcaklıkları G. stearothermophilus 

Ah22 memebranına bağlı lipaz ile benzerlik gösterdiği tespit edilmiştir. Bunlardan 

bazıları,  Mortieralla alliacea lipazının 50 °C (Jermsuntiea vd., 2011), Bacillus 

coagulans BTS-3,  Bacillus stearothermophilus P1 ve Staphylococcus aureus 

lipazlarının 55 °C (Sinchaikul vd., 2001; Kumar vd., 2005; Sarkar vd., 2012),  Bacillus 

thermoleovorans ID-1,  Geoacillus sp. SBS-4S ve Thermomyces lanuginosus 

lipazlarının 60 °C’de (Lee vd., 2001; Tayyab vd., 2011; Zheng vd., 2011) en yüsek 

aktivite göstredikleri belirtilmektedir. Bununla birlikte farklı mikroorganizmalardan 

saflaştırılan lipazların optimum sıcaklıkları 20 °C (Li vd., 2014; Florczak vd., 2013) ile 

80 °C (Chen vd., 2007) arasında değişmektedir. Ah22 suşu hücre membranına bağlı 

lipazın orta derecede termofilik davrandığı tespit edildi. 

G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın pNFA sustratı 

varlığında 0,03 mM Km ve 0,7 U Vmaks değerine, pNFB sustratı varlığında 0,05 mM Km 

ve 3,4 U Vmaks değerine, pNFO sustratı varlığında 0,12 mM Km ve 5,2 U Vmaks değerine, 

pNFL sustratı varlığında 0,01 mM Km ve 0,8 U Vmaks değerine değerlerine sahip olduğu 

Lineweaver-Burk grafikleri çizilerek hesaplandı. Ah22 hücre membranına bağlı lipazın 

en iyi bütirat ve laurat yağ asitlerine sahip substratlarıyla etkileştiği belirlendi. G. 

stearothermophilus Ah22 suşundan izole edilen lipazın Km değerleri p-nitrofenil asetat 

için 0,156 mM, p-nitrofenil bütirat için 0,018 mM, p-nitrofenil oktaonat için 0,190 mM 

ve p-nitrofenil laurat için 0,55 mM olarak, Vmaks değerleri ise sırasıyla 0,52 EU mg−1, 

1,03 EU mg−1, 0,72 EU mg−1 ve 0,15 EU mg−1 olarak belirtilmiştir (Ekinci, 2015). Ayrıca 

bu enzimin ilgisinin en fazla pNFB sustratına olduğu belirtilmiştir (Ekinci, 2015).  

Literatürlerde yer alan bazı çalışmalarda pNPL’ın substrat olarak kullanıldığında, 
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Bacillus sp.’den saflaştırılan lipazın Km ve Vmaks değerleri sırasıyla 0,5 mM ve 0,139 

μM/min/mL (Nawani, vd., 2006b), Aureobasidium pullulans HN2.3 lipazının 0.608 mM 

ve 0.039 mM/dak (Liu vd., 2008), Anoxybacillus flavithermus HBB 134 lipazının 83.47 

μM ve 500 EU/mg protein olarak belirlenmiştir. Substrat olarak p-nitrofenil palmitat 

(pNPP) kullanıldığında bu değerler sırasıyla, Spirulina platensis lipazı için 0,02 mM ve  

38,9 µmol dak
-1

 mg
-1

 (Saygıdeğer  Demir ve Tükel, 2010), Bacillus stearothermophilus 

MC 7 lipazı için 0,33 mM ve 188 µM /dak.mg (Kambourova vd., 2003) ve 

Burkholderia multivorans V2 lipazı için 1,56 mM ve 5,62  µmol /dak.mg (Dandavate 

vd., 2009) olarak bildirilmiştir. Tayyab vd., (2011) Geoacillus sp. SBS-4S lipazının,  

pNPA substrastı varlığında  Km ve Vmaks değerlerini sırasıyla 3.8 mM ve 2273 µmol dak
-1

 

mg
-1

 olarak belirlemişlerdir.  

G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın tekrar kullanımı 

belirlemek için hücreler ve hücrelerin liyofilizatörde kurutulmuş ve öğütülmüş hücre 

bileşenleri kullanıldı. Yapılan ölçümler sonuncunda hücrelerin lipaz aktivitesini 4. 

kullanıma kadar ilk aktivitelerini koruduğu, liyofilizatörde kurutulmuş kurutulmuş 

hücrelerin ise ilk kullanımdan sonra aktivitelerinin düştüğü gözlendi. Her ne kadar 

hücre başına düşen membrana bağlı lipaz aktiviteleri biribirine yakın olsa da Ah22 suşu 

hücrelerin direk enzim kaynağı olarak kullanılmasının tekrar kullanım açısından daha 

verimli olacağı tespit edildi.   

G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın aktivitesini, Ni
+2

 ve 

Ca
+2

 katyonları hariç çalışmada kullanılan diğer katyonların fazla değiştirmediği 

belirlendi. Sodyum tuzu N3
-
, CN

-
, HCO3

-
 anyonlarının Ah22 membran lipazının 

aktivitesini çok düşük oranda arttırdığı,  PO4
-3

, CO3
-2

, OH
-
, C2O4

-2
 anyonlarının %20-30 

oranında, SO4
-2

, HSO3
-
, HPO4

-2
 anyonlarının ise yaklaşık %10 oranında düşürdüğü 

gözlendi. EDTA lipaz aktivitesini %10-20 oranında azaltırken, -ME ise %90 oranında 

azaltığı belirlendi. Çalışmada kullanılan deterjanların, Ah22 membranına bağlı lipaz 

aktivitesi üzerinde oldukça etkili olduğu ve aktiviteyi düşürdüğü tespit edildi. 

Deterjenlerın lipaz aktivitesi üzerine bu denli etkili olması çalışmada kullanılan lipazın 

membrana bağlı olduğunu ispatlamaktadır. Deterjen etkisi ile bozulan membran 

bütünlüğüyle lipaz aktivitesi de düşmektedir.  

Sonuç olarak; G. stearothermophilus Ah22 hücre membranına bağlı lipazın 
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oldukça yüksek aktivite gösterdiği ve bu aktivitenin hücre içi mevcut olan lipaz 

aktivitesinden bağımsız olduğu gözlendi. Uzun karbon zincirine sahip yağ asitlerinde 

50-60 
o
C sıcaklıklarda rahatlıkla kullanılabileceği belirlendi. Bununla birlikte anyon ve 

katyonlar varlığında aktivitesinin fazla değişmediği, ancak deterjanlar ve -ME 

varlığında aktivitesinin kayda değer oranda azladığı tespit edildi. Kurutularak toz haline 

getirilen hücreler de lipaz kaynağı olarak kullanılabileceği, fakat tekar kullanım 

açısından yaş hücrelerin kullanımının daha verimli olacağı belirlendi.  
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5. ÖNERİLER 

 

Bu çalışmada kullanılan yeni bir termofilik bakteri olan Geobacillus 

stearothermophilus Ah22 suşundan lipaz enzimi kısmi olarak daha önce yapılan bir 

çalışmada kısmen saflaştırılmış ve karakterize edilmiştir. Bu tezde bu bakterinin hücre 

dışı membrana bağlı lipaz da üretebildiği belirlendi ve bu lipaz karakterize edildi. 

Üretilen lipazın saflaştırmaya ve immobilizasyona gerek duyulmadan kullanılabileceği 

gözlendi. Ayrıca yaş hücrelerin, kurutularak toz haline getirilmiş hücrelere oranla daha 

fazla tekrar kullanılabildiği belirlendi. Bununda kurutulmuş hücrelerin reaksiyon 

ortamında hemoliz olmasından kaynaklandığı düşünülmüktedir. Bundan dolayı 

liyofilizasyon ile kurutma aşamalı olarak yapılarak hücre dayanıklığı artırılabilir. 

Bununla birlikte yaş hücrelerin uygun tam hücre immobilizasyonu gerçekleştirilerek 

tekrar kullanımı arttırılabilir. Böylece endüstriyel kullanımda enzim tekrar kullanımının 

artırılmasıyla maliyet daha da düşürülebilecektir.  
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