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Ozet

Bu ¢alismada, Giresun ili ve ¢evresinde bol miktarda yetisen papatyadan (Matricaria chamomilla L.) lipaz enzimi ilk
defa saflastir1ld1 ve kinetik 6zellikleri incelendi. Lipaz esteraz aktivitesi gosteren homojenizatin % 70’lik (NH4),SO4 kesiti
elde edildi. Dializden sonra bu kesit DEAE-seliiloz kolonlara uygulanarak lipaz enzimi 26 kat saflastirildi. Saflagtirma
islemlerinde protein miktar1 Lowry ve Eago/Ezs0 Warburg yontemlerine gore, lipaz esteraz aktivitesi ise Erlanson
yontemine gore tayin edildi. SDS-PAGE elektroforezi ile elde edilen saflagtirilmis enzimin molekiil agirliginin 30 kDa
oldugu bulundu. Optimum pH ve sicaklik degerleri belirlendi. Papatyadan saflagtirilan lipazin optimum pH’sinim 9,
optimum sicakliginin 50 °C oldugu bulundu. Enzimin ¢esitli substratlara kars1 ilgisi incelendiginde, lipazin ilgisinin en
¢ok p-nitrofenil palmitatta oldugu ve bu substrata karst Ky, ve Vi degerlerinin sirastyla 0,2899 mM ve 144,93 Unite
oldugu saptandi.Ayrica, papatyadan saflastirilan lipaz enzimi ¢esitli tastyicilar iizerine adsorpsiyon, kovalent ve iyonik
baglama yéntemleri ile immobilize edildi. iImmobilize edilmis papatya lipazinin optimum pH, optimum sicaklik gibi
kinetik &zellikleri de incelendi.

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

Lipase Enzymes Purification from the Chamomile (Matricaria chamomilla L.)
and Its Immobilization on Various Supports

Abstract

In this study, lipase enzyme was firstly purified from chamomile (Matricaria chamomilla L.) which is abundant in Giresun
(Turkey) and surroundings and the kinetic properties of the enzyme were investigated. 70 % of (NH4).SO4 fraction of
lipase esterase activity homogenate was obtained. After dialysis, this fraction was applied to DEAE-cellulose column,
and lipase was purified 26 times. In the purification process, the protein amount was determined by using Lowry and
Eas0/E20 Warburg methods while lipase esterase activtiy was assayed with Erlanson’s method. It was found that the
purified enzyme, which obtained with SDS-PAGE electroforesis, had a molecular weight of 30 kDa. The optimum pH
and temperature values were determined. It was found that the lipase purified from chamomile had an optimum pH value
of 9 and an optimum temperature of 50 °C. When the affinity against different substrates of the enzyme was examined,
the highest value was determined in p-nitrophenyl palmitate, with respectively Km and Vimax values being 0.2899 mM and
144.93 Units. Also, the lipase enzyme purified from chamomile was immobilized on various carriers by adsorption,
covalent and ionic binding methods. The kinetic properties of the immobilized chamomile lipase such as optimum pH,
optimum temperature were also studied.

Keywords: Chamomile (Matricaria chamomilla L.), Lipase, Purification, Characterization
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1. Giris

Lipazlar (triacilgliserol acilhidrolazlar, E.C. 3.1.1.3), yag-su ara yiizeyinde triagilgliserollerin
hidrolizini katalizleyerek di- ve monoagilgliserollere ve gliserole doniistiirme (Veeraragavan ve
ark.1990, Mogensen ve ark., 2005); susuz ortamda ise ester baglarini1 sentezleme 6zelligine sahip
enzimlerdir (Kim ve ark., 1996). Hidroliz, ¢esitli esterlesme reaksiyonlari, lipid sentezleri (Hong ve
ark., 1988), biyotransformasyon, organik sentezler gibi gesitli reaksiyonlar1 katalizleyen ve yag
kimyasi, deterjan, gida, deri, kagit, kozmetik, farmasdtik, mandiracilik gibi biyoteknoloji ve endiistri
alanlarinda ¢ok fazla kullanilan lipaz enzimi, memelilerin pankreas ve bagirsaklarindan, mantarlardan
(Fucinios ve ark., 2005, Sagiroglu ve ark., 1993) mikroorganizmalardan, hayvansal ve bitkisel
kaynaklardan farkli metodlarla saflastirilmistir (Taipa ve ark., 1992, Fucifios ve ark. 2005).

Hidrolitik lipazlarin ticari olarak kullanim alani deterjanlardir. Toplam lipaz kullaniminin
%32’si deterjan endiistrisinde ger¢eklesmektedir (Rua ve ark., 1993). Lipaz kullanim alanlarina siit
irtinleri, unlu mamiiller, icecekler, yiyecek soslari, et ve balik {iriinleri, yaglar, kimyasallar ve
temizlik iiriinlerinde ilave edilmelidir (Mohamed ve ark., 2000). Lipaz enzimleri, hidrolitik enzimler
arasinda en yaygin kullanim alanina sahip enzimlerdir. Lipazlar, etki ettikleri substratlarin ¢esitliligi
ve sicaklik, pH gibi ekstrem kosullarda kararli yapilarii koruyabildiklerinden dolay1 6nemli
biyokatalizorler arasinda yer alirlar (Sharma ve ark., 2001).

Papatya bitkisi, Asteraceae (Compositae) familyasina ait olup, bu familyadaki bitkilerin ¢cogu
otsu, az bir kismi1 ¢ali veya agactir. Asteracea ailesindeki bitkilerin halk hekimliginde kullanilan
birgok tiirli mevcuttur. Bu ¢alismada kullanilan papatya (Matricaria chamomilla) lilkemizde mayi1s
papatyasi olarak bilinmektedir. Mayis papatyasi ¢iceklerinin sahip oldugu ugucu yagin en énemli
maddesi kamazulendir ki; bu madde yaygin olarak eczacilikta, yiyecek, parfiim ve tatlandirici (¢cesni)
sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Arslan, 2012).

Bu caligmada, Giresun'da yetisen papatya bitkisinden (Matricaria chamomilla L.) lipaz enzimi

ilk defa saflagtirilmis, gesitli tastyicilara immobilize edilmis ve kinetik 6zellikleri incelendi.
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2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, disodyum hidrojen fosfat, petrol eteri
(40-60 °C), amonyum siilfat, Tris, s1ir serum alblimini, Folin C ayiraci, dipotasyum tartarat, sodyum
karbonat, sodyum hidroksit, sodyum asetat, metanol, asetik asit, gliserin, deniz kumu, glutaraldehit,
3-aminopropiltrietoksi silan, Coomassie Brilliant Blue R-250, NaCl, H2SOs, toluen, aseton, HCI
Merck (Darmstadt, Germany); bakir siilfat, dializ kesesi {D-9527 genisligi 43 mm (1,7"), cap1 27
mm (1,1")}, dietil amino etil (DEAE)-seliiloz, dimetilsiilfoksit (DMSO), p-nitrofenil asetat (p-NFA),
p-nitrofenil butirat (p-NFB), p-nitrofenil palmitat (p-NFP), p-nitrofenil kaproat (p-NFK), p-nitrofenil
laurat (p-NFL) ve p-nitrofenil miristat (p-NFM), sodyum dodesil siilfat (SDS), glisin, N,N,N',N'-
tetrametil etilen diamin (TEMED), amonyum persiilfat, akrilamid, bisakrilamid, cam boncuk (¢ap1
212-300p), aliimina, Amberlite IRA-900 Sigma-Aldrich (Germany); p-nitrofenil asetat (p-NPA),

Silikajel 60, alumina Fluka firmasindan saglandi.

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Hazirlanan ekstrelerin ve DEAE-seliiloz kolon kromatografisi ¢ikisinda elde edilen
fraksiyonlarin saklanmasinda Argelik marka Nofrost ve dondurucusu kullanildi. Absorbans
Olctimleri, Shimadzu UV Mini-1240 model UV-VIS Spektrofotometrede okundu. Blender King, pH
metre Butech, hassas terazi Sartorius, manyetik karistirict Chiltern Hotplate HS 31, vorteks Velp
Scientifica, su banyosu Memmert, sonik su banyosu Selectra, sogutuculu santrifiij Sigma 3K 30,

Molekiil agirligr tayini Bio-Rad Marka elektroforez cihaziyla yapilda.

2.2. Metot

2.2.1. Saflastirma Islemleri

Papatya (Matricaria chamomilla) bitkisi bir blender yardimiyla pargalanip yaginin
uzaklastirilmast amaciyla petrol eteri (40-60 °C) ile sokslet ekstraksiyonu yapildi. Yagi

uzaklastirilmig papatya, ham ekstre hazirlamak iizere 1:7 (w/v) oraninda 60 mM fosfat tamponu

(pH=7,0) ile +4 °C’de manyetik karistirici ile 1 saat karistirildiktan sonra, bir gece bekletildi. Ertesi
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giin homojenizat iki kat bezden siiziildii. 0 °C’de 18000 rpm’de, 30 dakika santrifiij edildi. Ustteki
berrak kisim alindi. Bu islemlerin sonucunda papatya ham ekstresi elde edildi. Ham ekstrede lipaz
esteraz aktivitesi ve protein miktar tayinleri yapildi. Papatya ham ekstresinin uygun amonyum stilfat
konsantrasyonunu saptamak iizere % 10-90 arasinda c¢oktiirme yapildi. Amonyum siilfati
uzaklagtirmak amaciyla +4 °C’de, 100 mM fosfat tamponu (pH=7,0) ile dializ islemi yapildi ve
DEAE-seliiloz kolonuna uygulandi. Kolondan 0,5 mM fosfat tamponunda ¢oziilmiis 10-500 mM
NaCl gradienti uygulandi. Fraksiyonlarin spektrofotometrede 280 nm’de absorbanslari okunarak
eliisyon grafigi ¢izildi. Ayrica, eliisyonlardaki lipaz aktivitesi tayin edilerek aktivite degerleri de ayn1
grafikte gosterildi. Cozelti uygun hacimlere boliinerek, daha sonra kinetik 6zellikleri incelemede

kullanilmak tizere derin dondurucuda saklandi.

2.2.2. Protein Miktar Tayini

Papatya bitkisinden lipazin saflastirilmasi sirasinda, ham ekstre ve % 70’lik amonyum siilfat
fraksiyonunun elde edilmesi evrelerinde, protein miktar1 Lowry yontemine gore tayin edildi (Lowry
ve ark., 1951). DEAE-seliiloz kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlardaki protein miktar
tayinlerinde ise E2s0/E260 Warburg yontemi kullanildi (Warburg ve Christian, 1941).

2.2.3. Lipaz Esteraz Aktivite Tayini

Lipaz esteraz aktivitesi, Erlanson’a gore substrat olarak p-NFA kullanilarak spektrofotometrik
yontemle tayin edildi (Erlanson, 1970). Bir deney tiipiine substrat ve enzim ¢ozeltilerinden 0,5’ er ml
konarak, 0,5 ml 500 mM Tris-HCI tamponu ilave (pH=7,4) edildi. Karisim oda sicakliginda 5 dakika
inkube edildi ve 400 nm’de absorbans1 okundu. Bu absorpsiyon degerinin p-nitrofenol regresyon
denklemine uygulanmasiyla enzim tarafindan, oda sicakliginda, 1 dakikada aciga cikarilan p-
nitrofenol miktar1 pmol/dakika olarak belirlendi. Bir {inite enzim aktivitesi; 1 dakikada agiga ¢ikan

p-nitrofenol’iin miktaridir (umol/dakika).

2.2.4. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Papatya bitkisi lipazinin DEAE-seliiloz kolon kromatografisi ile saflagtirilmasindan sonra iki
farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, ayirma jeli % 10 konsantrasyonlarinda olacak
sekilde kesikli SDS-PAGE jel elektroforezi, Laemmli tarafindan belirtilen yontemle yapilarak

enzimin saflik derecesi kontrol edildi (Laemmli, 1970).
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2.2.5. Esteraz Aktivitesi Uzerine pH ve Sicakhigin Etkisi

Papatya bitkisinden elde edilen lipazin optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla enzimin pH = 4-
12 araliginda gosterdigi esteraz aktivitesi olgiildii. pH = 4-5 aralifinda asetat tamponu, pH = 6-8
araliginda fosfat tamponu, pH = 9-10 araliginda glisin-NaOH tamponu, pH = 11-12 arali§inda ise
Na,HPO4-NaOH tamponu kullanildi. Tiim denemeler oda sicakliginda ve 3 kez gercgeklestirildi.

Enzim ¢ozeltisi 10-70 °C arasinda, sicaklik her defasinda 10 °C arttirilarak, su banyosunda 30
dakika siire ile tutuldu. Oda sicakligina getirilen ¢ozeltilerde lipaz aktivitesi tayinleri yapildi.

Denemeler 4 kez tekrarlanarak ortalamalart alindi ve % aktivite degerleri hesaplandi.

2.2.6. Papatya Lipazinin K,, ve Vyax Degerleri

Papatya bitkisinden saflastirilan lipaz enziminin sadece p-nitrofenil asetata ilgisinin fazla
oldugu saptandigindan bu enzimin p-nitrofenil asetat i¢in Km ve Vmax degerleri tayin edildi. Bu amagla
p-NFA, p-NFB, p-NFP, p-NFK, p-NFL ve p-NFM’1n 0,25 mM, 0,5 mM, 2,0 mM, 4,0 mM, 6,0 mM
ve 8,0 mM’lik izopropil alkoldeki ¢ozeltileri hazirlandi. Enzim aktivitesi Vonderwulbecke ve
arkadaglar1 (1992) ile Winkler ve Stuckman (1979)’mn yontemleri degistirilerek tayin edildi
(Vorderwulbwcke ve ark., 1992; Winkler and Stuckmann, 1979). Deneyler 3 kez tekrarlandi. En
kiiciik kareler yontemine gore Lineweaver—Burk dogru denkleminden ve grafikten p-nitrofenil asetat

icin Km ve Vmax degerleri hesaplandi.

2.2.7. Papatya Lipazinin Immobilizasyonu

Papatya lipazi, kovalent, iyonik ve adsorpsiyon yontemleri ile ¢esitli tasiyicilara immobilize
edildi. Reaktif olmayan tastyicilar oncelikle ¢esitli reaksiyon ve yikama islemleri ile aktiflestirildi.
Silikajel, deniz kumu ve gozenekli cam, kovalent baglama; Aliimina ve gdzenekli olmayan cam
boncuk adsorpsiyon; Amberlite IRA-900 ise iyonik baglama yontemleri ile enzime immobilize edildi
(Yagar, 2000). Kurutulmus olarak elde edilen immobilize enzimler aseton ile iyice yikanarak
tutuklanmayan veya zayif tutuklanan enzimler uzaklastirildi. Vakumlu desikatérde kurutulduktan
sonra derin dondurucuda saklandi. Yikama sularinda protein tayinleri yapildi ve enzimin cesitli

tastyicilardaki % tutuklanmalar1 hesaplandi.
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2.2.8. Immobilize Lipazin Esteraz Aktivitesi Uzerine pH ve Sicakligin Etkisi

Immobilize lipazin optimum pH’s1 serbest enzimdeki tamponlar kullamlarak oda sicakliginda
gerceklestirildi. Immobilize enzim 10-70 °C arasinda, sicaklik her defasinda 10 °C arttirilarak, su
banyosunda 30 dakika siire ile tutuldu. Denemeler 10 kez tekrarlanarak ortalamalar1 alind1 ve hem

pH hem de scaklik i¢in % aktivite degerleri hesaplandi.
3. Bulgular
3.1. Kromatografi ve Saflastirma Tablosu

Papatya lipazini ¢oktiiren uygun amonyum siilfat konsantrasyonunun % 70 oldugu belirlendi.
100 mM fosfat eluatinin DEAE-seliiloz kolonuna uygulanmasi sonucunda lipazin 1 mM NaCl/0,5 M
fosfat tamponu ile tek pik seklinde oldugu gozlemlendi (Sekil 1). Papatya bitkisinden lipazin
saflastirilma evreleri ve bu evrelere ait sonuglar Tablo 1°de gosterildi. Papatya bitkisinden lipaz

enzimi DEAE- seliiloz kolon kromatografisi sonucu 26 kat saflastirildi (Tablo 1).

0,8 - - 1,25
0,7 -
0,6 -
0,5 1 - 0,75
0,4 -
0,3
0,2
0,1

0

Protein
Aktivite

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120130140150160170

—&—Protein Absorbansi (nm)  ==Enzim Aktivitesi

Sekil 1. Papatya Ham Ekstresinin % 70 Amonyum Siilfat Fraksiyonunun DEAE-Seliiloz Kolon
Kromatografisi Eliisyon Grafigi

Kolon Boyutu: 1.4x10 cm, Kolona uygulanan protein: 200 mg/ml, Eliisyon tamponlari: pH’s1 7,0 olan 0,5 mM
sodyum fosfatta ¢oziilmiis 10 mM, 20 mM, 30 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 500 mM NacCl.
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Tablo 1. Papatyadan Lipazin Elde Edilme Evrelerinin Esteraz Aktivitesine Gére Incelenmesi

. Total Total Aktivite Spesifik
Islem

Evreleri Protein U) Aktivite Saflastirma Orant
(mg) (U/mg)
Ham Ekstre 2910,8 278578,114 95,71 1
. )
/0 70 Amonyum Silfat 40, 173471,91 127,39 1,33
Kesiti
Dializat 2124 5007042 235,74 2.46
DEAE-Selilloz  Kolon ¢ 493718.4 2488.5 26

Kromatografisi

3.2. SDS-PAGE Elektroforezi

Saflagtirilan lipaz enziminin SDS-PAGE uygulanarak tek protein bandi icerdigi saptandi.
Molekiil agirligi tayininde kullanilan standart proteinler ile ¢izilen egriden lipazin molekiil agirliginin

30 kDa oldugu saptandi. (Sekil 2).

Sekil 2. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Bovine serum albumin (Mr = 14,2 kDa), 2. Karbonik anhidraz (Mr = 29 kDa), 3. Serum albumin (Mr = 45 kDa ),
4. Alfa lakta albumin (Mr=132 kDa ), 5. Ureaz (Mr= 272 kDa), 6. Ham ekstre (Mr = 20,5 kDa), 7. DEAE-seliiloz enzim
cozeltisi ( Mr =30 kDa)

3.3. Lipaz Esteraz Aktivitesine pH ve Sicakhigin Etkisi
Farkli pH’larda (pH = 4-12) lipaz aktivitesinin 400 nm’de, 100 mM p-nitrofenil asetat substrati

kullanilarak Erlanson yontemine gore incelenmesi sonucunda papatya bitkisi lipazinin en yiiksek

aktiviteyi pH = 9-12 aralifinda gosterdigi goriildii (Sekil 3).
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Sekil 3. Lipaz Esteraz Aktivitesi Uzerine pH'nin Etkisi

Sicaklhigin lipaz aktivitesi lizerine etkisi 10-70 °C arasinda p-NFA substrati kullanilarak
incelendiginde, en yliksek aktivitenin 50 °C’de oldugu bulundu. Sicakligin daha da artmasiyla
aktivitenin azaldig1 saptandi (Sekil 5).
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Sicaklik (* C)

Sekil 4. Lipaz Esteraz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

3.4. Lipazin Farkh Substratlara Gore Ky, ve Vmax Degerleri

Lipaz enziminin Km ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk denkleminden yararlanilarak

hesaplandi (Tablo 2). Lipazin substrat olarak en fazla ilgisinin p-NFA’ta oldugu goriildii (Sekil 5).
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Sekil 5. p-Nitrofenil Asetat Konsantrasyonunun Lipaz Esteraz Aktivitesine Etkisi

Tablo 2. Papatya Lipazinin Farkli Substratlar1 i¢in Ky, ve Viax Degerleri

Substrat Kn Kun (mM) Vmax (U)
p-NPA 0,000454 0,4545 151,52
p-NPB 0,000416 0,4167 138,89
p-NPK 0,000389 0,3896 129,87
p-NPL 0,000422 0,4225 140,85
p-NPM 0,000410 0,4109 136,99
p-NPP 0,000289 0,2899 144,93

3.5. Lipazin Cesitli Tasiyicilardaki % Tutuklanmalar:

Cesitli tasiyicilara farkli immobilizasyon yontemleri ile immobilize edilen lipazin bu
tastyicilardaki % tutuklanmalar1 Tablo 3’te verildi. Lipaz enziminin 98,12 oraninda kovalent baglama
yontemine gore, silikajele immobilize edildigi goriildii. Adsorpsiyon metoduna gore yapilan

immobilizasyon yonteminde, lipaz enziminin en diisiik oranda Aluminaya adsorplandigi bulundu.

Tablo 3. Cesitli Tastyicilara Immobilize Edilmis Lipaz Enziminin % Tutuklanmalar1

Tastyici Immobilizasyon Sekli % Tutuklanma
Alumina Adsorpsiyon 16,71
Deniz kumu Kovalent 98,44
Cam Boncuk Kovalent 23,80
Silika jel Kovalent 32,81
Cam boncuk Adsorpsiyon 13,70

Amberlite IRA-900 Iyonik 11,50
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3.6. Immobilizasyonun Lipaz Esteraz Aktivitesinin pH ve Sicaklik Degerlerine Etkisi

Serbest ve immobilize papatya lipazlarinin optimum pH degerleri Tablo 4’te verildi. Buna gore
immobilize lipazlarin optimum pH degerlerinin yaklasik 10 civarinda oldugu goriildi. Bu ¢alismada
papatya lipazinin da optimum pH degerinin degeri 9 olarak bulunmustu (Sekil 3).

Immobilize lipazlarin optimum sicakligmnin 40 °C oldugu bulundu. Saflastirilan lipaz enziminin

ise optimum sicaklik degerinin 50 °C oldugu bulunmustu.

Tablo 4. Immobilize ve Serbest Enzimin Optimum pH ve Sicaklik Degerleri

Immobilizasyon Optimum Optimum
Tiri pH Sicaklik (°C)
Serbest Enzim - 9 50
Cam boncuk-enzim Kovalent 10 40
Cam boncuk- enzim Adsorpsiyon 10 40
Silikajel Kovalent 10 40
Deniz kumu Kovalent 10 40
Alumina Adsorpsiyon 10 40
Amberlite IRA-900 Iyonik 10 40

Lipazlar, siit ve yag endiistrisi, deterjan ve gida endiistrisi, saf kimyasallarin ve ilaclarin sentezi,
kagit ve kozmetik endiistrisi, eczacilik ve tekstil gibi ¢esitli endiistriyel alanlarda kullanim alanlarina
sahip olup; fungus, alg, bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan saflastirilmis ve bazi kinetik
ozellikleri incelenmistir. Lipazin papatya bitkisinden saflagtirilmasi ile ilgili literatiirde herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu ¢calismada, papatya lipazi ilk kez saflastirilmis, bazi kinetik 6zellikleri
ve cesitli tastyicilara immobilizasyonu incelenmistir.

Enzimlerin ¢esitli bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan saflastirilmasinda, farkli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlere ve kaynaklarina gore calismalarda saflastirma oranlari da
degismektedir. Yapilan ¢aligmalarda lipaz, kayisi tohumundan 21,03 kat (Bilgin S6kmen, 2005),
pirin¢ kepeginden 7,6 kat (Bhardwaj ve ark., 2001), siitten izole edilen Serratia marcescens’ten 20,88
kat (Abdou, 2003), Pseudomonas sp.’den 37 kat (Dong ve ark.,1999) ve kestaneden 186,87 kat (Ilgiin,
2016) saflastirilmistir. Calismamizda papatya lipazi1 26 kat saflastirilmistir. Bu deger, diger bitkilerle
ilgili caligmalarla uygunluk gdstermektedir.

SDS-PAGE ile papatya lipazinin molekiil agirliginin 30 kDa oldugu bulundu. Bitki lipazlari ile
ilgili yapilan ¢aligmalarda, lipazlarin molekiil agirliklarinin nispeten kii¢iik oldugu, 6rnegin; Jatropha
curcas L. tohum lipazinin molekiil agirliginin 21,6 (Staubman ve ark., 2001), piring kepeginin 9,4
kDa (Prabhu ve ark., 1999), palm meyvasinin 32 kDa (Hiol ve ark., 2000), kayis1 tohumunun 32,2

kDa molekiil agirliginda olduklar1 bulunmustur.
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Bitkisel kaynakli yagli tohumlarin lipaz aktivitesine etki eden pH degerleri iizerine yapilan
caligmalarda, aygi¢ek tohum lipazinin optimum pH’s1 8-9 (Beisson ve ark., 1997), piring kepegi
lipazinin optimum pH’s1 7-7,5 (Prabhu ve ark., 1999), Umbellularia californica tohumundan
saflastirilan lipazin optimum pH’s1 8.5 olarak (Haas ve ark., 2001), kayist tohumundan saflastirilan
lipazin optimum pH’s1 10 (Bilgin S6kmen, 2005), kestaneden saflastirilan lipazin optimum pH’s1 ise
9 olarak belirtilmistir. Saflastirilan papatya lipazinin optimum pH’s1 ise 9 olarak belirlenmistir.

Bitkisel kaynakli yagl tohumlar tizerine yapilan ¢aligsmalarda lipaz aktivitesinin sicaklik etkisi
degerlendirildiginde optimum sicakligin 30-60 °C arasinda oldugu goriilmektedir (Hiol ve ark., 2000;
Haas ve ark., 2001). Kayisi tohumundan saflastirilan lipazin 30 °C (Bilgin Sokmen, 2005),
kestaneden saflastirilan lipazin 30 °C (Ilgiin, 2016), palm yag: (Elaeis guineensis)’ndan saflastirilan
lipazin optimum sicakliginin 30 °C (Abigor ve ark., 1985), ac1 bakladan saflastirilan lipazin ise 25
°C oldugu verilmistir (Sanz ve Olais, 1990). Papatya lipazinin optimum sicaklik degeri ise 50 °C
olarak tayin edilmistir.

Immobilizasyon teknigi ile enzimlerin kararliligi arttirilmakta ve bu Ozellikleri nedeniyle
enzimler ¢esitli endiistri alanlarinda uzun siire kullanilabilmektedir. Bu ¢aligmada iyonik, kovalent
ve adsorpsiyon yontemi ile papatya lipazi farkli tasiyicilar {izerine immobilize edilmis ve 6zellikleri
incelenmistir. Papatya lipazi, en yliksek oranda (% 98,44) kovalent baglama yontemi ile deniz
kumuna tutuklanmig; bunu kovalent bagli olarak tutuklanan silikajel izlemistir (% 32,81).
Tutuklanma en diisiik oranda iyonik baglama yontemi ile Amberlite IRA-900 {izerine ger¢ceklesmistir.
Enzimin aktif merkezi etkilenerek {i¢ boyutlu yapisinda degisiklik meydana geldigi i¢in substrata olan
ilgi azalmistir. Bu nedenle aktivitenin azaldig1 diigiiniilmektedir.

Immobilize papatya lipazlari i¢in yapilan pH calismalarinda immobilize lipazlarin optimum
pH’lar1, 10; serbest enziminki ise 9 olarak belirlendi. Immobilizasyonla enzimin daha bazik bélgeye
kaydig1 gériilmektedir. Immobilizasyon sonucu lipazin optimum sicakligi pratik olarak fazla
degismemistir. Lipazin alginata immobilize edilmesiyle de immobilize lipazlarda ayni sonuglar

bulunmustur (Kiling,1990).
4. Sonuclar ve Oneriler
Elde edilen sonuglardan, iilkemizde yetisen papatya bitkisinden lipaz enziminin saflastirilip

farkl1 tasiyict maddeler ve farkli immobilizasyon islemleriyle c¢esitli endiistriyel alanlarda

kullanilabilecegi kanisina varildi.
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