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LİPAZ AKTİVİTESİNİN SPEKTROFOTOMETRİK YÖNTEMLE
BELİRLENMESİNDE ÇEVRESEL KOŞULLARIN P-NİTROFENİL 

PROPİYONAT SUBSTRATININ KARARLIĞINA ETKİSİ

Özet

Lipaz aktivitesinin spektrofotometrik yöntemle ölçülmesinde p-nitrofenol esterleri tercih edilmektedir.
Yöntem,  bu  substratlardan  lipaz  hidrolizi  ile  aç›k  sar›  renkli  p-nitrofenol  (pNP)  oluflturulmas›na
dayanmaktad›r. Bu çal›flmada, lipaz aktivite ölçümünde kullan›lan p-nitrofenil propiyonat (pNPP)
substrat›n›n kararl›l›¤›na ve pNP ürününün ›fl›k so¤urmas›na çevresel koflullar›n etkisi incelenmifltir.
Bekletme  s›cakl›¤›  veya  süresi  artt›kça,  daha  fazla  oranda  pNPP’nin  kendili¤inden  parçaland›¤›
görülmüfltür. On günlük bir depolama sonunda, 4° C’ye k›yasla 20° C’de 10 kat› oran›nda pNPP (0.512
mM) kendili¤inden parçalanm›flt›r. Birbirini takip edecek flekilde 30, 60 ve 95° C’lerde s›ras›yla 90, 20
ve 5 dakika inkübasyon süreleri, dakikada 0.0014, 0.0154 ve 0.0456 absorbans art›fllar›na neden olmufltur.
Öte yandan, oluflan pNP ürününün 400nm civar›nda gösterece¤i absorbans de¤eri pH 6-8 aral›¤›nda ortam
pH’s›na oldukça duyarl› iken; tampon kapasitesi artt›kça (0.1-1.0 M) pNP ürünün gösterdi¤i absorbans
(404 veya 348 nm) do¤rusal artarak en az 2 kat düzeyine ç›km›flt›r. Bu duyarl›l›klar, substrat›n kendili¤inden
hidrolizine neden olacak koflullar›n azalt›lmas›, pH ve tampon kapasitesinin standardizasyonu ile
minimize edilebilmektedir. Buna ilave olarak, enzim hariç tepkime kar›fl›m›n›n tüm bileflenlerini içeren
bir  "paralel  kontrol"  eflli¤inde  denemelerin  yürütülmesiyle  küçük  hata  kaynaklar›n›n  ço¤unlukla
s›n›rland›r›labilece¤i tespit edilmifltir.  
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GİRİŞ

Lipazlar biyoteknolojik uygulamalarda en önemli
enzimler aras›ndad›r (1). Normal koflullarda ya¤lar›
parçalayarak ya¤ asitlerini ay›ran hidrolazlar olarak
bilinmelerine ra¤men su yoklu¤unda esterifikasyon
ve    transesterifikasyon    tepkimelerini    de
katalizleyebildi¤inden biyodönüflüm ifllemlerinde
yayg›n olarak kullan›lmaktad›r (2-4). Lipaz aktivitesi,
enzimin kullan›m amac›na uygun bir tepkimeden
yararlanarak ölçülebilmektedir. Lipaz enziminin
hidrolitik aktivitesinin ölçülmesinde titrimetrik ve
spektrofotometrik yöntemler kullan›lmaktad›r
(5). Spektrofotometrik yöntemlerle lipaz aktivitesi
ölçümünde renk oluflturabilen substratlar aras›nda
özellikle p-nitrofenil alkonat esterleri s›kl›kla tercih
edilmektedir (6). p-Nitrofenil esterlerinin enzimatik
hidrolizine dayanan spektrofotometrik yöntemin
kolay,  oldukça  kullan›fll›  ve  hassas  oldu¤u
belirtilmektedir (7, 8). 

Bu  çal›flmada  Rhizomucor  miehei’ye  ait  lipaz
aktivitesinin  belirlenmesinde  substrat  olarak
kullan›lan p-nitrofenil propiyonat (pNPP) esterinin
kararl›l›¤›na  bekleme  süresi,  s›cakl›k,  pH  ve
tampon kapasitesi gibi çeflitli koflullar›n etkisi
incelenmifltir. Yöntem, substrat olarak kullan›lan
p-nitrofenil  ya¤  asidi  esterinin  lipaz  etkisi  ile
parçalanmas›ndan oluflan aç›k sar› renkli pNP

ürününün 400 nm civar›nda bir dalga boyunda
oluflturdu¤u absorbans›n spektrofotometrik olarak
ölçülmesine dayanmaktad›r (9-12). Bu yöntemde
kullan›lan esterler, esterlerin haz›rland›¤› çözücüler,
ölçümün gerçeklefltirildi¤i dalga boyu, enzim
aktivitesinin belirlendi¤i süre, s›cakl›k ve pH
de¤erleri  farkl›l›k  gösterebilmektedir.  Lipaz
aktivitesinin pNPP substrat› ile ölçümü sürecinde,
kullan›lan   esterin   enzim   d›fl›   etmenlerle
kendili¤inden  parçalanmaya  yatk›n  oldu¤u
gözlenmifltir.  Literatürde  çeflitli  olumsuzlar›
nedeniyle  yöntemin  dikkatlice  uygulanmas›
önerilmifl   (13),   pNP   ürününün   gösterdi¤i
absorbans de¤erinin ortam pH’s›ndan etkilendi¤i
tart›fl›lm›fl (11) ve lipaz içermeyen bir kontrol
tepkimesi kullan›ld›¤› gözlenmifltir (14). Ancak,
kullan›lan p-nitrofenil alkanoat esterlerinin s›cakl›k
ve bekleme süresi gibi çevresel faktörlerin etkisi
ile   kendili¤inden   parçalanmaya   duyarl›l›¤›
incelenmemifltir. Enzim d›fl› etmenlerle substrat›n
parçalanabilmesi ve oluflan ürüne ait absorbans›n
de¤iflebilmesi, yöntemin güvenilirli¤ini do¤rudan
etkilemektedir. Lipaz enziminin özelliklerinin
belirlendi¤i birçok çal›flmada, substrat›n önemli
oranda kendili¤inden hidrolizini katalizleyebilecek
derecede uzun süre veya yüksek s›cakl›klarda
denemeler yap›ld›¤›; yine kullan›lan blank kontrolün
koflullar› belirtilmeksizin düflük ve yüksek pH
düzeylerinin kullan›ld›¤› (2, 13, 15-17) dikkate
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STABILITY of P-NITROPHENYL PROPIONATE SUBSTRATE for
SPECTROPHOTOMETRIC MEASUREMENT of LIPASE ACTIVITY

Abstract

p-Nitrophenol alconate esters are preferred substrates for spectrophotometric measurement of lipase
activity. The method relies on lipolytic release of chromogenic p-nitrophenol (pNP) from the substrates.
The study aimed to investigate susceptibility of p-nitrophenyl propionate (pNPP) substrate against
non-enzymatic hydrolysis and absorptivity of pNP under various conditions. In general, greater
amounts of pNPP were self-hydrolyzed upon increases in storage temperature or duration. Compared
to refrigeration temperature, the storage at room temperature for 10 days resulted in ten-fold increase
in spontaneous hydrolysis from 0.512 mM pNPP solution. Upon sequential incubation at 30, 60 and 95°
C for the corresponding durations of 90, 20 and 5 minutes, the rates of non enzymatic hydrolysis were
0.0014, 0.0154 and 0.0456 absorbans per min, respectively. pNP product absorbans at 404 nm was
strongly affected by pH between 6 and 8. Also, increasing buffer capacity from 0.1 to 1.0 M resulted in
at least twofold linear increase in absorbans at 404 or 348 nm. These susceptibilities may be corrected
by avoidance of conditions leading to non-enzymatic hydrolysis as well as standardizations of pH and
buffer capacity in the assay medium. Finally to minimize minor errors, the enzyme assay should be carried
out along with a "parallel control" which contains all components of assay mixture except for the enzyme.

Keywords: p-nitrophenyl propionate, lipase assay, spectrophotometric method, nonenzymatic hydrolysis



al›nd›¤›nda     konunun     önemi     daha     da
belirginleflmektedir.

Sonuç olarak, bu araflt›rmada kolay ve kullan›fll›
bir yöntem olarak spektrofotometrik yöntemin
muhtemel aktivite ölçüm koflullar›na duyarl›l›¤›
incelenmifl ve yan›lt›c› bulgulara yol açmadan bu
duyarl›l›klar›n nas›l giderilebilece¤i tart›fl›lm›flt›r. 

MATERYAL VE YÖNTEM

MATERYAL

Bu çal›flmada kullan›lan Rhizomucor miehei lipaz›
(RML, Novozym 388) Novozymes (Danimarka),
p-nitrofenol (pNP) ve p-nitrofenil propiyonat
(pNPP) MP Biomedicals, Inc. (Fransa) asetonitril
(Merck)    firmalar›ndan   temin   edilmifltir.
Spektrofotometrik  analizler  için  Shimadzu
UV-1700 marka spektrofotometre kullan›lm›flt›r. 

YÖNTEM

Lipaz aktivitesi ölçümü

Lipaz aktivitesi, pNPP substrat› kullan›larak
spektrofotometrik yöntemle belirlenmifltir. pNPP
substrat çözeltisi %80 oran›nda potasyum fosfat
tamponu (pH 7; 50 mM) ve %20 asetonitril s›v›
kar›fl›m›  (çözücü)  kullan›larak  0.512  mM
konsantrasyonda haz›rlanm›flt›r (pH: 7.4). S›v›
formdaki enzim solüsyonunun istenen oranlara
seyreltilmesinde distile su kullan›lm›flt›r. Reaksiyon
mikrosantrifüj tüplerinde gerçeklefltirilmifl olup,
1200 µL substrat çözeltisine 200 µL enzim çözeltisi
ilave  edilmesi  ile  bafllat›lm›flt›r.  Tepkime  25
°C'de su banyosunda kar›flt›rma yap›lmaks›z›n
gerçeklefltirilmifl ve süre sonunda do¤rudan 404
nm dalga boyundaki absorbans de¤erleri elde
edilmifltir. Tan›k olarak tampon ve asetonitril
kar›fl›m çözeltisi (çözücü) kullan›lm›flt›r. ‹nkübasyon
sonras› lipaz aktivitesini durdurmak için herhangi
bir denatüre edici ifllem uygulanmam›fl ve aksi
belirtilmedikçe enzim aktivite ölçümü bu koflullarda
gerçeklefltirilmifltir. 

Çevresel Koşulların Substrata Etkileri

Substrat›n (pNPP) kendi kendine parçalanmas›
üzerine s›cakl›k, süre, gün ›fl›¤›, pH ve tampon
kapasitesi  faktörlerinin  etkileri  incelenmifltir.
Afla¤›da belirtilen koflullar d›fl›nda enzim aktivitesi

ölçüm koflullar› veya absorbans belirleme flartlar›
enzim aktivitesi ölçüm yönteminde belirtildi¤i gibidir.
Çözücü ile haz›rlanan farkl› konsantrasyonlardaki
pNP çözeltilerinin absorbanslar›ndan elde edilen
standart e¤riden yararlan›larak pNP ürününün
molar absorbsiyon katsay›s› (ε=8736 L/M.cm)
hesaplanm›fl ve pNPP substrat›n›n parçalanma
oran›n›n belirlenmesinde kullan›lm›flt›r.

Depolama Süresi: Taze haz›rlanm›fl veya oda
s›cakl›¤›nda 2 hafta depolanm›fl 1050 µL 0.512
mM pNPP çözeltilerine 350 µL lipaz çözeltisi veya
ayn› miktar fosfat tampon (kontrol) ilave edilmifltir.
S›cakl›¤› 25° C’de su banyosundaki inkübasyonun
5. ve 30. dakikalar›nda al›nan örneklerin 300-500 nm
dalga boyu aral›¤›nda spektrofotometrik taramalar›
elde   edilmifltir.   Uzun   süreli   depolaman›n
pNPP'nin kararl›l›¤›na etkisini incelemek amac›yla,
mikrosantrifüj tüplerindeki substrat çözeltilerinin
s›ras›yla a) oda s›cakl›¤›nda ve ›fl›k görebilen bir
konumda; b) oda s›cakl›¤›nda; c) 4 °C'de; d) -18 °C'de
depolaman›n 10. ve 16. günlerinde 404 nm'de
absorbans de¤erleri çözücüye karfl› belirlenmifltir.

Depolama Sıcaklığı: K›sa inkübasyon sürelerinin
substrat kararl›l›¤›na etkisini belirlemek için,
birbiri ard› s›ra artan s›cakl›k derecelerinde, belli
süreler inkübe edilen ayn› substrat çözeltisinde
gözlemlenen parçalanma düzeyi incelenmifltir.
Mikrosantrifüj tüplerine 1050 µL konulan substrat
çözeltisine  (3  gün  depolanm›fl)  herhangi  bir
enzim içermeyen 350 µL çözücü ilave edilmifltir.
Su banyosunda 30 °C'de 90 dak inkübasyonun
ard›ndan, s›cakl›k 60 °C'ye ç›kar›larak inkübasyona
20 dak devam edilmifl ve son olarak s›cakl›k 95 °C'ye
yükseltilerek 5 dak inkübasyon uygulanm›flt›r.
Farkl›  s›cakl›klarda  toplamda  115  dak  devam
eden inkübasyon sürecinde al›nan örneklerin
absorbans ölçümleri yap›lm›flt›r.

pH: Substrat çözeltisi absorbans düzeyine pH’n›n
etkisini belirlemek için 0.1 N NaOH veya HCl
kullan›larak substrat çözeltileri (0.256 mM) 6-8
aral›¤›nda  belirlenen  pH'lara  getirilmifltir.
Herhangi  bir  enzim  ilavesi  veya  inkübasyon
yap›lmaks›z›n pH’s› ayarlanan çözeltilerin 404 ve
348   nm   dalga   boylar›nda   çözücüye   karfl›
absorbans ölçümleri yap›lm›flt›r. 

Tampon Kapasitesi: Mikrosantrifüj tüplerine
1200 µL  ilave  edilen  pNPP çözeltisine 200 µL
lipaz çözeltisi veya fosfat tamponu (kontrol)
ilave edilerek 25 °C'deki su banyosunda 5 dak
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inkübe edilmifltir. Substrat çözeltisi (0.256 mM
pNPP) çözücü (%20 Asetonitril ve %80 oran›nda
0.1-1.0 M aral›¤›nda (pH 7) fosfat tamponu) ile
haz›rlanm›flt›r.

BULGULAR ve TARTIŞMA

Spektrofotometrik yöntem, substrat olarak kullan›lan
pNPP esterinin lipaz›n etkisiyle parçalanmas›
sonucu oluflan aç›k sar› renkli pNP ürününün
oluflturdu¤u      absorbans      belirlenmesine
dayanmaktad›r. Bu araflt›rmada yap›lan denemelerle
lipaz etkisine benzer flekilde, çeflitli çevresel
faktörlerin substrat›n kendili¤inden parçalanmas›na
etkisi incelenmifltir (fiekil 1). 

Depolama Süresi ve Sıcaklığı

‹lk olarak, taze haz›rlanan substrat çözeltisine
k›yasla oda s›cakl›¤›nda iki hafta bekletilmifl
(eski)  substrat  çözeltisinin  lipaz  aktivitesinin
ölçümünde kullan›labilme olana¤› incelenmifltir.
fiekil 2’de taze ve eski substratlar›n lipaz veya
tampon etkisi ile parçalanma düzeyleri k›yaslamal›
olarak verilmifltir. Lipaz ilave edilen taze pNPP
substrat›n›n (renksiz) etki süresiyle do¤ru orant›l›
bir flekilde hidrolize oldu¤u ve pNP ürünün giderek
artt›¤› görülmektedir. Ancak ayn› enzim eski
substratta nerdeyse aktivite gösterememektedir.
Sonuç olarak, substrat oda s›cakl›¤›nda bekletildikçe,
giderek  parçalanmakta,  do¤al  olarak  enzim
aktivitesine karfl› duyars›z hale gelmekte ve normal
bir aktivite ölçümü mümkün görünmemektedir.

Haz›rlanm›fl bir substrat çözeltisinin uzun süreli
bekletilmesi sürecinde substrat›n kendili¤inden
parçalanmas›na ortam s›cakl›¤› ve ›fl›¤›n etkisi
fiekil 3’de  gösterilmifltir.  Herhangi  bir  enzim
olmaks›z›n substrat›n oda s›cakl›¤›nda (20 °C) 10
gün bekletilmesi ile absorbans düzeyi 0.1'den
2.0'ye yükselmifltir. Oda s›cakl›¤›na k›yasla s›cakl›k

düfltükçe parçalanma h›z› da düflmektedir. Ancak,
4 °C'de bile ayn› süre içerisinde bafllang›çtaki
seviyenin 3 kat› bir absorbans art›fl› görülmüfltür.
Substrat›n  dondurularak  muhafaza  edildi¤i
koflullarda (-18 °C) herhangi bir absorbans art›fl›
gerçekleflmemifltir. Ifl›k, s›cakl›k kadar olmasa da
parçalanma düzeyini artt›rmaktad›r. 

K›sa süreli s›cakl›k uygulamalar›n›n sonuçlar›
incelendi¤inde  (fiekil  4),  s›cakl›¤›  30  °C'ye
ayarlanm›fl su banyosunda bekletilen substrat
çözeltisinde örne¤in 15 dak süresince küçük bir
absorbans  art›fl›  (~%2)  olurken  sürenin  90
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fiekil 1. p-Nitrofenil  propiyonat  substrat›n›n  hidrolizi  ile
p-nitrofenol (pKa 7.2) ve propiyonik asit oluflumu.
Figure 1. Hydrolysis of p-nitrophenyl propionate to p-nitrophenol
(pKa 7.2) ve propionic acid.

fiekil 2. Taze haz›rlanm›fl ve eski (iki hafta oda s›cakl›¤›nda
bekletilen) substrat çözeltisinin 30 °C'lik su banyosunda
RM lipaz› ile parçalanmas›n›n 5. ve 30. dakikalardaki
spektrofotometre taramalar›. 
Figure 2. Spectrophotometric scans of RM lipase reaction
mediums with a freshly prepared and an old (incubated for
two weeks at room temperature) substrate solutions after 5
and 30 minutes of incubation at 30 °C.

fiekil 3. Düflüfl s›cakl›klarda uzun süreli bekletmenin substrat›n
kendili¤inden parçalanmas› üzerine etkisi
Figure 3. The  effect  of  various  storage  temperatures
for longer periods on the stability of substrate against self-
hydrolysis.



dakikaya ç›kmas› ile bafllang›ç düzeyine k›yasla abs
seviyenin %20 artt›¤› görülmektedir. Parçalanma
oran›  hesapland›¤›nda  30,  60  ve  95  °C'lerde,
dakikada 0.0014, 0.0154 ve 0.0456 absorbans art›fllar›
oldu¤u görülmektedir. Ortam s›cakl›¤›ndaki art›fl
kendili¤inden parçalanma h›z›n› artt›rmaktad›r.

pH ve Tampon Kapasitesi

fiekil 5’de pH 6 ile 8 aral›¤›nda farkl› pH'lardaki
substrat çözeltisi bünyesindeki pNP'nin 348 ve
404 nm dalga boylar›nda gösterdi¤i absorbans›n
düzeyleri görülmektedir. 404 nm dalga boyunda
substrat içerisinde var olan pNP'nin gösterdi¤i
absorbans pH artt›kça sigmoidal olarak artt›¤›
görülmektedir. Yani, pH 6.8 ile 7.8 aral›¤›nda flekil

üzerinde gösterilen pNP'nin (pKa 7.2) iyonlaflmas›
404 nm dalga boyunda gözlemlenen absorbans›
etkilenmektedir.  Buna  karfl›n,  348  nm  dalga
boyunda elde edilen absorbans de¤erleri pH
de¤ifliminden önemli düzeyde etkilenmemektedir.

Farkl› konsantrasyonlardaki fosfat tamponunun
enzim aktivitesine etkisi fiekil 6’da gösterilmifltir.
Ayn›  oranda  lipaz  içeren  ve  ayn›  süre  inkübe
edilen örneklerde, tampon kapasitesi artt›kça
gözlemlenen absorbans düzeyi artmaktad›r. Ancak,
enzim yerine kontrol amaçl› fosfat tampon ilave
edilen örneklerin de absorbanslar› benzer oranda
artmaktad›r. Dolay›s›yla, gözlemlenen absorbans
art›fl›,   pNP   ürününün   (404   veya   348   nm
dalga    boylar›nda)    absorbans    de¤erinin
tampon konsantrasyonuna ba¤l› olarak artt›¤›n›
göstermektedir.  Burada  enzimatik  hidrolizin
etkisini net olarak ortaya ç›karmak için, enzimatik
hidroliz ile oluflan absorbans de¤erlerinden, kontrol
substrat›n (bafllang›çtan gelen veya inkübasyon
sürecinde oluflan) otohidrolizini ve ortamdaki
iyon konsantrasyonundan etkilenmesini yans›tan
absorbans de¤erleri elimine edildi¤inde, sadece
enzim etkisi ile olan hidrolizi yans›tan (Net ürün,
fiekil  6)  ve  beklendi¤i  üzere  yatay  bir  do¤ru
oluflturacak flekilde s›ralanan absorbans düzeyleri
elde edilebilmifltir. 

SONUÇ

Bu  çal›flmada  lipaz  aktivitesinin  ölçümünde
kullan›lan pNPP substrat› ve pNP ürünün normal
enzim   aktivitesi   ölçüm   koflullar›ndan   nas›l
etkilendikleri incelenmifltir. Substrat›n maruz
kald›¤› s›cakl›k veya süre artt›kça daha yüksek
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fiekil 4. Birbiri ard› s›ra artan s›cakl›k derecelerinde belli
süreler inkübe edilen substrat çözeltisinde (0.512 mM pNPP,
3 gün depolanm›fl) gözlemlenen parçalanma düzeyi.
Figure 4. Non enzymatic hydrolysis of pNPP substrate (0.512
mM, stored for 3 days) subjected to sequential incubations at
increasing temperatures.

fiekil 5. Substrat çözeltisi (0.256 mM pNPP, % 20 asetonitril
ve % 80 oran›nda 50 mM pH 7  potasyum fosfat içeren çözücü
ile haz›rlanm›fl)  üzerine pH de¤ifliminin etkisi. 
Figure 5. The effect of pH on the substrate solution (0.256
mM pNPP prepared with a mixture of acetonitrile (20%) and
potassium phosphate 50 mM pH 7 (80%).

fiekil 6. Substrat tampon kapasitesinin enzim aktivitesi
ölçümü üzerine etkisi. 
Figure 6. The effect of buffer capacity on the enzyme assay
measurements. 
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oranda  kendili¤inden  parçalanmaya  u¤rad›¤›
görülmüfltür.  Buna  ilave  olarak  oluflan  pNP
ürününün absorbans›n›n ortam pH's› ve tampon
kapasitesine  ba¤l›  olarak  de¤iflebildi¤i  tespit
edilmifltir. 

Dolay›s›yla, bu tür substratlarla aktivite ölçümünde;

(a) pNPP substrat çözeltisi taze haz›rlanmal›d›r.
Haz›rlanan çözeltinin k›sa süreli depolamalarda
buzdolab› s›cakl›¤› kullan›labilir, ancak uzun
süreli depolamalarda dondurularak saklanmas›
gereklidir.

(b) Substratla aktivite ölçümünde lipaz ile olan
etkileflim   süresi   mümkün   oldu¤unca   k›sa
tutulmal›d›r.

(c) Absorbans ölçümü 400 nm civar›nda yap›lacak
ise nötr veya tercihan alkali pH tercih edilmelidir.

(d) Ürün absorbans de¤erleri sabit bir pH de¤erinde
ve tampon konsantrasyonunda yap›lmal›d›r.

(e) Denemeler enzim içermeyen bir "paralel
kontrol" eflli¤inde yürütülmelidir. 

Paralel kontrol, enzim hariç tepkime kar›fl›m›n›n
tüm  bileflenlerini  (substrat  dâhil)  içermeli  ve
tepkime süresince uygulanan ifllemlere maruz
kalmal›d›r.  Bu  paralel  kontrolün  absorbans
ölçümünde tan›k olarak kullan›lmas› ile oluflabilecek
kendili¤inden   parçalanma   k›smen   elimine
edilebilecektir. 

Bu s›n›rlamalar dikkate al›nd›¤›nda, pNP alkonat
esterleri ile literatürde belirtildi¤i gibi h›zl› ve
kolayca lipaz aktivitesi izlenebilmektedir. 
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