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Ozet

Lipaz aktivitesinin spektrofotometrik yontemle olciilmesinde p-nitrofenol esterleri tercih edilmektedir.
Yontem, bu substratlardan lipaz hidrolizi ile acik sari renkli p-nitrofenol (pNP) olusturulmasina
dayanmaktadir. Bu calismada, lipaz aktivite 6l¢iminde kullanilan p-nitrofenil propiyonat (pNPP)
substratinin kararhiligina ve pNP rinlinin 1s1tk sogurmasina cevresel kosullarin etkisi incelenmistir.
Bekletme sicakligi veya stiresi arttikca, daha fazla oranda pNPPnin kendiliginden parcalandigi
gorilmistiir. On gunliik bir depolama sonunda, 4° C'ye kiyasla 20° C’de 10 katt oraninda pNPP (0.512
mM) kendiliginden parcalanmustir. Birbirini takip edecek sekilde 30, 60 ve 95° Clerde sirastyla 90, 20
ve 5 dakika inkiibasyon siireleri, dakikada 0.0014, 0.0154 ve 0.0456 absorbans artislarina neden olmustur.
Ote yandan, olusan pNP {riiniiniin 400nm civarinda gosterecegi absorbans degeri pH 6-8 araliginda ortam
pH’sina oldukca duyarli iken; tampon kapasitesi arttik¢a (0.1-1.0 M) pNP tiriintin gosterdigi absorbans
(404 veya 348 nm) dogrusal artarak en az 2 kat duzeyine cikmustir. Bu duyarliliklar, substratin kendiliginden
hidrolizine neden olacak kosullarin azaltilmasi, pH ve tampon kapasitesinin standardizasyonu ile
minimize edilebilmektedir. Buna ilave olarak, enzim hari¢ tepkime karisiminin tiim bilesenlerini iceren
bir "paralel kontrol" esliginde denemelerin yuritilmesiyle kiciik hata kaynaklarinin cogunlukla
sinirlandirilabilecegi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: p-nitrofenil propiyonat, lipaz aktivitesi, spektrofotometrik yontem, kendiliginden
parcalanma
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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

GIRIS

Lipazlar biyoteknolojik uygulamalarda en 6nemli
enzimler arasindadir (1). Normal kosullarda yaglar
parcalayarak yag asitlerini ayiran hidrolazlar olarak
bilinmelerine ragmen su yoklugunda esterifikasyon
ve  transesterifikasyon  tepkimelerini  de
katalizleyebildiginden biyodoniisim islemlerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (2-4). Lipaz aktivitesi,
enzimin kullanim amacina uygun bir tepkimeden
yararlanarak olcilebilmektedir. Lipaz enziminin
hidrolitik aktivitesinin 6l¢ctilmesinde titrimetrik ve
spektrofotometrik yontemler kullanilmaktadir
(5). Spektrofotometrik yontemlerle lipaz aktivitesi
olcimiinde renk olusturabilen substratlar arasinda
ozellikle pnitrofenil alkonat esterleri siklikla tercih
edilmektedir (6). p-Nitrofenil esterlerinin enzimatik
hidrolizine dayanan spektrofotometrik yontemin
kolay, olduk¢a kullanisli ve hassas oldugu
belirtilmektedir (7, 8).

Bu calismada Rbizomucor miebeiye ait lipaz
aktivitesinin belirlenmesinde substrat olarak
kullanilan p-nitrofenil propiyonat (PNPP) esterinin
kararliligina bekleme stresi, sicaklik, pH ve
tampon kapasitesi gibi cesitli kosullarin etkisi
incelenmistir. Yontem, substrat olarak kullanilan
pitrofenil yag asidi esterinin lipaz etkisi ile
parcalanmasindan olusan acik sart renkli pNP

trintintin 400 nm civarinda bir dalga boyunda
olusturdugu absorbansin spektrofotometrik olarak
olctilmesine dayanmaktadir (9-12). Bu yontemde
kullanilan esterler, esterlerin hazirlandigt ¢oztctler,
olcimiin gerceklestirildigi dalga boyu, enzim
aktivitesinin belirlendigi stire, sicaklik ve pH
degerleri farklilik gosterebilmektedir. Lipaz
aktivitesinin pNPP substrati ile 6l¢timi stirecinde,
kullanilan esterin  enzim disi etmenlerle
kendiliginden parcalanmaya yatkin oldugu
gozlenmistir. Literatirde cesitli olumsuzlarn
nedeniyle yontemin dikkatlice uygulanmasi
Onerilmis  (13), pNP Urlininin gosterdigi
absorbans degerinin ortam pH’sindan etkilendigi
tartistlmis (11) ve lipaz icermeyen bir kontrol
tepkimesi kullanildig1 gozlenmistir (14). Ancak,
kullanilan p-nitrofenil alkanoat esterlerinin sicaklik
ve bekleme stiresi gibi cevresel faktorlerin etkisi
ile kendiliginden parcalanmaya duyarlilig
incelenmemistir. Enzim dist etmenlerle substratin
parcalanabilmesi ve olusan Urline ait absorbansin
degisebilmesi, yontemin gtivenilirligini dogrudan
etkilemektedir. Lipaz enziminin 6zelliklerinin
belirlendigi bircok calismada, substratin énemli
oranda kendiliginden hidrolizini katalizleyebilecek
derecede uzun sire veya yulksek sicakliklarda
denemeler yapildigs; yine kullanilan blank kontroliin
kosullart belirtilmeksizin dustk ve yiiksek pH
dizeylerinin kullanildig: (2, 13, 15-17) dikkate



alindiginda  konunun  6nemi daha da

belirginlesmektedir.

Sonug olarak, bu arastirmada kolay ve kullanish
bir yontem olarak spektrofotometrik yontemin
muhtemel aktivite 6l¢cim kosullarina duyarliligt
incelenmis ve yaniltict bulgulara yol acmadan bu
duyarliliklarin nasil giderilebilecegi tartisilmustir.

MATERYAL VE YONTEM
MATERYAL

Bu calismada kullanilan Rbizomucor miebei lipazi
(RML, Novozym 388) Novozymes (Danimarka),
p-nitrofenol (pNP) ve p-nitrofenil propiyonat
(pNPP) MP Biomedicals, Inc. (Fransa) asetonitril
(Merck)  firmalarindan temin edilmistir.
Spektrofotometrik analizler i¢cin Shimadzu
UV-1700 marka spektrofotometre kullanilmustir.

YONTEM
Lipaz aktivitesi Olciimii

Lipaz aktivitesi, pNPP substrati kullanilarak
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. pNPP
substrat ¢ozeltisi %80 oraninda potasyum fosfat
tamponu (pH 7; 50 mM) ve %20 asetonitril stv1
karistmi (¢oziict) kullanilarak 0.512 mM
konsantrasyonda hazirlanmistir (pH: 7.4). Sivi
formdaki enzim soliisyonunun istenen oranlara
seyreltiimesinde distile su kullandmustir. Reaksiyon
mikrosantrifij tiplerinde gerceklestirilmis olup,
1200 pL substrat ¢cozeltisine 200 pL enzim ¢ozeltisi
ilave edilmesi ile baslatlmistir. Tepkime 25
°C'de su banyosunda karistirma yapilmaksizin
gerceklestirilmis ve slire sonunda dogrudan 404
nm dalga boyundaki absorbans degerleri elde
edilmistir. Tanik olarak tampon ve asetonitril
karisim ¢ozeltisi (¢coziict) kullanilmistir. Inkiibasyon
sonrast lipaz aktivitesini durdurmak icin herhangi
bir denatiire edici islem uygulanmamis ve aksi
belirtilmedikce enzim aktivite 6lctimii bu kosullarda
gerceklestirilmistir.

Cevresel Kosullarin Substrata Etkileri
Substratin (pNPP) kendi kendine parcalanmast
tzerine sicaklik, siire, glin 15181, pH ve tampon

kapasitesi faktorlerinin etkileri incelenmistir.
Asagida belirtilen kosullar disinda enzim aktivitesi

6lctim kosullart veya absorbans belirleme sartlari
enzim aktivitesi 6lciim yonteminde belirtildigi gibidir.
Coztict ile hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki
PNP cozeltilerinin absorbanslarindan elde edilen
standart egriden yararlanilarak pNP Grtiiniiniin
molar absorbsiyon katsayist (¢=8736 L/M.cm)
hesaplanmis ve pNPP substratinin parcalanma
oraninin belirlenmesinde kullanilmustir.

Depolama Siiresi: Taze hazirlanmis veya oda
sicakliginda 2 hafta depolanmis 1050 pL 0.512
mM pNPP cozeltilerine 350 pL lipaz ¢ozeltisi veya
ayni miktar fosfat tampon (kontrol) ilave edilmistir.
Sicakligr 25° C'de su banyosundaki inkiibasyonun
5. ve 30. dakikalarinda alinan 6rneklerin 300-500 nm
dalga boyu araliginda spektrofotometrik taramalar
elde edilmistir. Uzun sureli depolamanin
PNPP'nin kararliligina etkisini incelemek amaciyla,
mikrosantrifiyj tiplerindeki substrat cozeltilerinin
sirastyla a) oda sicakliginda ve 1sik gorebilen bir
konumda; b) oda sicakliginda; ¢) 4 °C'de; d) -18 °C'de
depolamanin 10. ve 16. giinlerinde 404 nm'de
absorbans degerleri ¢ozticlye karst belirlenmistir.

Depolama Sicaklir: Kisa inkiibasyon strelerinin
substrat kararliligina etkisini belirlemek icin,
birbiri ardi sira artan sicaklik derecelerinde, belli
streler inkiibe edilen ayni substrat ¢ozeltisinde
gozlemlenen parcalanma diizeyi incelenmistir.
Mikrosantriftij tiplerine 1050 pL konulan substrat
cozeltisine (3 giin depolanmis) herhangi bir
enzim icermeyen 350 pL ¢ozicl ilave edilmistir.
Su banyosunda 30 °C'de 90 dak inktibasyonun
ardindan, sicaklik 60 °C'ye cikarilarak inkiibasyona
20 dak devam edilmis ve son olarak sicaklik 95 °C'ye
yukseltilerek 5 dak inkibasyon uygulanmustir.
Farkli sicakliklarda toplamda 115 dak devam
eden inktbasyon stirecinde alinan 6rneklerin
absorbans olctimleri yapilmustir.

PH: Substrat ¢ozeltisi absorbans diizeyine pH'nin
etkisini belirlemek icin 0.1 N NaOH veya HCI
kullanilarak substrat cozeltileri (0.256 mM) 6-8
araliginda belirlenen pH'lara getirilmistir.
Herhangi bir enzim ilavesi veya inkiibasyon
yapilmaksizin pH’st ayarlanan ¢ozeltilerin 404 ve
348 nm dalga boylarinda c¢oziiciye kars
absorbans ol¢timleri yapilmistir.

Tampon Kapasitesi: Mikrosantrifiij tiplerine
1200 pL ilave edilen pNPP c¢ozeltisine 200 pL
lipaz ¢ozeltisi veya fosfat tamponu (kontrol)
ilave edilerek 25 °C'deki su banyosunda 5 dak
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inkiibe edilmistir. Substrat ¢ozeltisi (0.256 mM
PNPP) coziict (%20 Asetonitril ve %80 oraninda
0.1-1.0 M araliginda (pH 7) fosfat tamponu) ile
hazirlanmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Spektrofotometrik yontem, substrat olarak kullanilan
PNPP esterinin lipazin etkisiyle parcalanmasi
sonucu olusan acik sart renkli pNP tGriinintin
olusturdugu absorbans belirlenmesine
dayanmaktadir. Bu arastirmada yapilan denemelerle
lipaz etkisine benzer sekilde, cesitli ¢evresel
faktorlerin substratin kendiliginden parcalanmasina
etkisi incelenmistir (Sekil 1).

I
O-C-CH,-CHjy oH
o ¢}
Lipaz ile pargalanma \C//
B + T
+ H20 & (I: H,
+ 22 Cevresel Faktérler C
? Sicaklik [°C]
N ? Siire [dak]
0”7 "o ? pH
? Iyon Kons. [1]

o

p-Nitrofenil Propiyonat p-Nitrofenol ~ Propiyonik asit

Sekil 1. p-Nitrofenil propiyonat substratinin hidrolizi ile
p-nitrofenol (pKa 7.2) ve propiyonik asit olusumu.

Figure 1. Hydrolysis of p-nitrophenyl propionate to p-nitrophenol
(pKa 7.2) ve propionic acid.

Depolama Siiresi ve Sicakligi

ilk olarak, taze hazirlanan substrat ¢ozeltisine
kiyasla oda sicakliginda iki hafta bekletilmis
(eski) substrat cozeltisinin lipaz aktivitesinin
olcimiinde kullanidabilme olanag: incelenmistir.
Sekil 2’de taze ve eski substratlarin lipaz veya
tampon etkisi ile parcalanma dizeyleri kiyaslamali
olarak verilmistir. Lipaz ilave edilen taze pNPP
substratinin (renksiz) etki stiresiyle dogru orantilt
bir sekilde hidrolize oldugu ve pNP tirlinin giderek
arttigr gorilmektedir. Ancak ayni enzim eski
substratta nerdeyse aktivite gosterememektedir.
Sonug olarak, substrat oda sicakliginda bekletildikce,
giderek parcalanmakta, dogal olarak enzim
aktivitesine karsi duyarsiz hale gelmekte ve normal
bir aktivite 6lcimi mimkiin gbrinmemektedir.

Hazirlanmis bir substrat ¢ozeltisinin uzun sireli
bekletilmesi siirecinde substratin kendiliginden
parcalanmasina ortam sicakligt ve 1s181n etkisi
Sekil 3’"de gosterilmistir. Herhangi bir enzim
olmaksizin substratin oda sicakliginda (20 °C) 10
giin bekletilmesi ile absorbans diizeyi 0.1'den
2.0'ye yukselmistir. Oda sicakligina kiyasla sicaklik
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Sekil 2. Taze hazirlanmig ve eski (iki hafta oda sicakliginda
bekletilen) substrat ¢dzeltisinin 30 °C'lik su banyosunda
RM lipazi ile par¢alanmasinin 5. ve 30. dakikalardaki
spektrofotometre taramalari.

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.

diistikee parcalanma hizit da dismektedir. Ancak,
4 °C'de bile ayn1 siire icerisinde baslangictaki
seviyenin 3 kat1 bir absorbans artis1 gorilmustiir.
Substratin dondurularak muhafaza edildigi
kosullarda (-18 °C) herhangi bir absorbans artist
gerceklesmemistir. Isik, sicaklik kadar olmasa da
parcalanma diizeyini arttirmaktadir.
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Sekil 3. Dusus sicakliklarda uzun sureli bekletmenin substratin
kendiliginden parcalanmasi Gzerine etkisi

Figure 3. The effect of various storage temperatures
for longer periods on the stability of substrate against self-
hydrolysis.

Kisa stireli sicaklik uygulamalarinin sonuglari
incelendiginde (Sekil 4), sicakligt 30 °C'ye
ayarlanmis su banyosunda bekletilen substrat
cozeltisinde 6rnegin 15 dak stresince kiictik bir
absorbans artisi (~%2) olurken stirenin 90



dakikaya citkmast ile baslangic diizeyine kiyasla abs
seviyenin %20 arttigi gorilmektedir. Parcalanma
orant hesaplandiginda 30, 60 ve 95 °C'lerde,
dakikada 0.0014, 0.0154 ve 0.0456 absorbans artiglari
oldugu gorilmektedir. Ortam sicakligindaki artis
kendiliginden parcalanma hizint arttirmaktadir.

30

oo
%0 F :

- -0- - Sicaklik (°C) o 128
—&— Parcalanma (% pNPP) j E
_ 0 Z
S e f &
=z S
= 15 =
= g
9 =
) =
i) FroodoooooooooooooooooT a 0 s
I
&

5

0 0

0 20 40 60 80 100 120
inkiibasyon Siiresi (dak)

Sekil 4. Birbiri ardi sira artan sicaklik derecelerinde belli
sireler inkibe edilen substrat ¢ézeltisinde (0.512 mM pNPP,
3 glin depolanmis) gézlemlenen parcalanma dizeyi.

Figure 4. Non enzymatic hydrolysis of pNPP substrate (0.512
mM, stored for 3 days) subjected to sequential incubations at
increasing temperatures.

pH ve Tampon Kapasitesi

Sekil 5°de pH 6 ile 8 araliginda farkli pH'lardaki
substrat ¢ozeltisi bunyesindeki pNP'nin 348 ve
404 nm dalga boylarinda gosterdigi absorbansin
duzeyleri gortlmektedir. 404 nm dalga boyunda
substrat icerisinde var olan pNP'nin gosterdigi
absorbans pH arttikca sigmoidal olarak arttig:
goriilmektedir. Yani, pH 6.8 ile 7.8 araliginda sekil
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Sekil 5. Substrat ¢ozeltisi (0.256 mM pNPP, % 20 asetonitril
ve % 80 oraninda 50 mM pH 7 potasyum fosfat iceren ¢6ziicl
ile hazirlanmig) zerine pH degisiminin 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%).

tizerinde gosterilen pNP'nin (pKa 7.2) iyonlasmasi
404 nm dalga boyunda gozlemlenen absorbansi
etkilenmektedir. Buna karsin, 348 nm dalga
boyunda elde edilen absorbans degerleri pH
degisiminden 6nemli diizeyde etkilenmemektedir.

Farkli konsantrasyonlardaki fosfat tamponunun
enzim aktivitesine etkisi Sekil 6’da gosterilmistir.
Ayni oranda lipaz iceren ve ayni siire inkiibe
edilen orneklerde, tampon kapasitesi arttikc¢a
gozlemlenen absorbans diizeyi artmaktadir. Ancak,
enzim yerine kontrol amacl fosfat tampon ilave
edilen orneklerin de absorbanslart benzer oranda
artmaktadir. Dolayistyla, gdzlemlenen absorbans
artisi, pNP Urlninin (404 veya 348 nm
dalga  boylarinda)  absorbans  degerinin
tampon konsantrasyonuna bagli olarak arttigini
gostermektedir. Burada enzimatik hidrolizin
etkisini net olarak ortaya ¢ikarmak icin, enzimatik
hidroliz ile olusan absorbans degerlerinden, kontrol
substratin (baslangictan gelen veya inkiibasyon
stirecinde olusan) otohidrolizini ve ortamdaki
iyon konsantrasyonundan etkilenmesini yansitan
absorbans degerleri elimine edildiginde, sadece
enzim etkisi ile olan hidrolizi yansitan (Net tirtin,
Sekil 6) ve beklendigi lizere yatay bir dogru
olusturacak sekilde siralanan absorbans diizeyleri
elde edilebilmistir.
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Sekil 6. Substrat tampon kapasitesinin enzim aktivitesi
Olcimi Gzerine etkisi.
Figure 6. The effect of buffer capacity on the enzyme assay
measurements.

SONUC

Bu calismada lipaz aktivitesinin ol¢cimiinde
kullanilan pNPP substrati ve pNP triiniin normal
enzim aktivitesi Olcim kosullarindan nasil
etkilendikleri incelenmistir. Substratin maruz
kaldig: sicaklik veya stre arttikca daha yiiksek
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oranda kendiliginden parcalanmaya ugradigi
gorilmustir. Buna ilave olarak olusan pNP
urlininin absorbansinin ortam pH'st ve tampon
kapasitesine bagli olarak degisebildigi tespit
edilmistir.

Dolayistyla, bu tiir substratlarla aktivite Slcimiinde;

(a) pNPP substrat ¢ozeltisi taze hazirlanmalidir.
Hazirlanan ¢ozeltinin kisa siireli depolamalarda
buzdolabi sicakligi kullanilabilir, ancak uzun
sureli depolamalarda dondurularak saklanmast
gereklidir.

(b) Substratla aktivite élciminde lipaz ile olan
etkilesim stresi mimkin oldugunca kisa
tutulmalidir.

(c) Absorbans ol¢cimi 400 nm civarinda yapilacak
ise notr veya tercihan alkali pH tercih edilmelidir.

(d) Uriin absorbans degerleri sabit bir pH degerinde
ve tampon konsantrasyonunda yapimalidir.

(e) Denemeler enzim icermeyen bir "paralel
kontrol" esliginde yurttilmelidir.

Paralel kontrol, enzim hari¢ tepkime karisiminin
tim bilesenlerini (substrat dahil) icermeli ve
tepkime slresince uygulanan islemlere maruz
kalmalidir. Bu paralel kontroliin absorbans
Olciminde tanik olarak kullanilmast ile olusabilecek
kendiliginden parcalanma kismen elimine
edilebilecektir.

Bu smirlamalar dikkate alindiginda, pNP alkonat
esterleri ile literatiirde belirtildigi gibi hizli ve
kolayca lipaz aktivitesi izlenebilmektedir.
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