ISTANBUL TEKNIK UNIiVERSITESI * FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

COREKOTU (NIGELLA SATIVA L.) TOHUMLARINDAN
LiPAZ ENZIMININ EKSTRAKSIYONU

YUKSEK LiSANS TEZI
Miih. Selahattin KARAKAZAN

Tezin Enstitiiye Verilis Tarihi : 9 Haziran 1997

Tezin Savunuldugu Tarih : 26 Haziran 1997

Tezin Damismam _ : Prof. Dr. Giildem USTUN 9\ \/\;\,\/-—,
Diger Jiiri Uyeleri : Prof.Dr. Nuran DEV

Do¢.Dr. Yiiksel GUVENILIR

HAZIRAN 1997



ONSOZ

Bu ¢alismada, ¢orekotu (Nigella sativa L) tohumlarindan lipaz enziminin tampon

gozeltiler ile ekstraksiyonu incelenmistir.

Caligmalarimin her kademesinde yakin ilgi ve destegini benden esirgemeyen Degerli
Hocam, Saym ProfDr.Giildem USTUN'e yardimlanndan dolayt  Saymn
ProfDr.Selma TURKAY'a, Yik.Mith.Aylin AKOVA'ya ve tim kimyasal

Teknolojiler Anabilim Dali mensuplarina tesekkiir ederim.

Ayrica yagamimin her agamasinda bana emegi gecen ve beni her konuda destekleyen

aileme siikranlarimi sunarim.

Haziran, 1997 Selahattin KARAKAZAN

I



ICINDEKILER

ONSOZ et e et s st ettt ettt s et aeeen e e ii
OZET et ee et ts et et e e ee et et s st te e s et s s e et e eneneereneaes vii
SUMMARY .ottt e ettt e e a et e e e eeaer e e e s staetessessaaasasseesasanaeas viii
BOLUM 1. CALISMANIN AMACI ......oovoimereeieeeeeceeee s, 1
BOLUM 2. TEORIK CALISMALAR ....ooooooooooeoeoeoooeoeeoeooeoeooeeoeoeeoeoeoo 2
2.1.Lipaz Enzimlerinin Uygulanma Alanlar
ve Uretimleri Hakkinda Genel Bilgi ........coovueevminieeeieeeeeeereeeeeseean 2
2.2. Bitkisel Lipaz Enzimleri Uzerinde Literatiirde
Yeralan Calismalar........ccooovvivieiiioicininniceere e 6
2.2.1. Tahil Lipazlan Uzerinde Yapilmis Calismalar ..............ccccoveveen.... 6
2.2.2. Yagh Tohum Lipazlar ile Diger
Bitkisel Lipazlar Uzerinde Yiiriitiilmiis Calismalar ...............ccoov........ 8
2.3. Corekotu Bitkisi ve Tohumlar
Hakkinda Bilgl ....cocoeviverieeiiiiiieniescninieceeieeeeie et 11

2.4. Corekotu Tohumlarinin Lipaz Kaynag:
Olarak Biyoteknolojik Proseslerde
Biyoteknik Proseslerde Kullanilmasi

Uzerinde Yapilmis Caligmalar ...........cocoevevivimreneiieiiceeieseeneeseeeion 13
BOLUM 3. DENEYSEL CALISMALAR ......cocvvoviitireeeteeise e 15
3.1. Kullanilan Ham Maddeler ..........cccoocevevinininnnieiineeieseeeeresreene e 15
3.1.1. Corekotu Tohumlarinin Karakterisazyonu .............ccceeeeeeveueennnnee.. 15
3.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal
Maddeler ..o 16
3.2. Caligma YONEIM c.coouvviiiieieeeriinrceienrireccie sttt sae e 18
3.2.1. Corekotu Tohumlarindan Lipaz
Enziminin EKsStraksiyonu .........c.ccccevvivevvenirceniieeieieeeceeenene. 18
3.2, Calisma YONtemMI .ovoevuirviciiiiiiiicinicie e aeeeens 18
3.2.2. Lipaz Ekstraktinin Protein
Igeriginin Belirlenmesi .......cvvvirieeriuereiiicieeeeese e 18
3.2.3. Lipaz Ekstraktinin Hidroliz Aktivitesinin
SAPLANINAST «..venriireciieierie ittt et e st st e e s eaeas 19
3.2.4. Corekotu Tohumlarinin Cimlendirilmesi
ve Cimlenmis Tohumlardan Lipaz
Enzimi Ekstraksiyon YOntemi .......cccceeeeeeeiiieniiiiieiecieenecnee, 20

III



3.2.5. Corekotu Lipaz Enziminin Optimum pH
ve Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesinde

Uygulanan Prosediir .......cc.ccoovereimneniininieieiieiee, 21
3.2.6. Lipaz Ekstraktlarindan Lipaz
Enziminin Coktiirtilmesi ve Saflagti-.........c..c..ccccvenenn.n.
rilmasinda Uygulanan Yontemler ..........coceeviviivnnennn. 22
3.2.6.1. Aseton ile Coktiirme Yolu Ile
Lipaz Enziminin Saflagtirilmasi ............ccccooveeeienrnnnn 22
3.2.6.2. Amonyum Siilfat Ile Fraksiyonlama Yéntemine
Gore Lipaz Enziminin Saflagtiriimasi ......c..ccoccevenee.. 23
3.3. Corekotu Tohumlarindan Lipaz
Enziminin Saflagtirilmast .......cccecvevviveeieniecnieie e, 23
3.3. Corekotu Tohumlarindan Lipaz
Enziminin Ekstraksiyonu I¢in Uygun
Ekstraksiyon Yonteminin Se¢imi ........cccovveeveeniiiniennennnenne. 24
3.4. Corekotu Tohumlarindan Lipaz
Enziminin Ekstraksiyonuna Cimlenmenin -
EAKISI.cvevioueeereteieieesienieteise sttt s st sene 26
3.5. Corekotu Tohumlarindan Lipaz Enziminin
Ekstraksiyonuna Tampon Cézelti Cinsi
ve pH'ININ EtKIST ..ooveeviniiiieiciicenieeeeeeceeee 28
3.6. Corekotu Lipaz Enziminin Optimum pH ve
Sicakliginin Saptanmast ........cccevceeievirrieriieeeeeieere e 33
3.7. Corekotu Lipaz Ekstraktlarindan Lipaz
Enziminin {zolasyonu ve Saflastirilmasi ......................... 37
BOLUM 4. SONUCLAR VE ONERILER .......cc.cocvovimvirireereereern, 39
KAYNAKLAR ..ottt ettt eae e 41
50

v



SEKIL LiSTESI

Sekil : 3.1. Lipaz Ekstraktlaninin Protein Igeriklerinin Tampon .....
Cozelti pH'1 ile Deisimi......ccovvvveerveveenrecniieiniiieeeens 31

Sekil : 3.2. Lipaz Ekstraktlarinin Total Aktivite Degerlerinin ......
Tampon Cozelti pH'1 ile Degisimi......ccccoevevreereenvinenenn, 31

Sekil : 3.3. Lipaz Ekstraktlarinin Spesifik Aktivite ......................
Degerlerinin Tampon Cozelti pH't ile Degisimi.......... 31 .

Sekil : 3.4. Corekotu Lipaz Enziminin Aktivitesinin ................... ,
pH ile Degigimi......c.ccoreircvrirnncnciricineieceenni, 34

Sekil : 3.5. Corekotu Lipaz Enziminin Aktivitesinin ...................
Sicaklik ile Degisimi......cccvvvreerevereeseenienrenieeiereeeennne, 36



TABLO LISTESI

Tablo

Tablo :

Tablo :

Tablo :

Tablo :

Tablo :

Tablo :

Tablo

Tablo

Tablo

Tablo

: 3.1. Denizli Yoresi Corekotu Tohumlarinin ........................
Kimyasal Bile§imi........cccooveoeverenererinnrrienineiieneeenenes

Cozeltilerinin

Cozeltilerinin

3.3. Farkh pH Degerlerinde Tris-HC] Tampon

3.5. Corekotu Tohumlarindan Lipaz Enziminin
Ekstraksiyonuna Cimlenmenin Etkisi

3.6. Corekotu Tohumlarindan Lipaz Enziminin

3.2. Farkl pH Degerlerinde Fosfat Tampon ........................

Hazirlanma Prosediirti .....cooovveeevveeeeennnn..

Hazirlanma Prosediirii.......cccceeevveveeennn...

3.4. Yagsiz Corekotu Tohumlarindan Lipaz .......................
Ekstraksiyonuna Ekstraksiyon Yonteminin Etkisi

......................

......................

....................

Ekstraksiyonuna Fosfat Tampon Cézelti pH'inin Etkisi...29

3.7. Corekotu Tohumlarindan Lipaz Enziminin ..................

Ekstraksiyonuna Tris-HCI Tampon Cozelti .................

pH'1nin Etkisi

.................................................................

: 3.8. Corekotu Tohumlarindan pH 6 Fosfat ........................
Tamponu ile Ekstrakte Edilmis Lipaz ..........ccccceeuennen.
Enziminin Aktivitesinin pH ile Degigimi......................

: 3.9. Corekotu Tohumlarindan pH 9 Fosfat Tamponu .........
ile Ekstrakte Edilmis Lipaz Enziminin ........ccceucnnn....

Aktivitesinin pH ile Degisimi

: 3.10. Corekotu Tohumlarindan pH 6 ve pH 9 ..o
Fosfat Tamponu ile Ekstrakte Edilmis .........ccoevveneeenne

Lipaz Enzimlerinin Aktivitelerinin Sicaklikla

DeFISIMI. .eeieeiiiiierieeiierienticerree ettt ese e 36

: 3.11. Corekotu Tohumlarindan Fosfat Tampon ..................

Cozeltileri ile

Elde Edilmis  Ekstraktlardan ............

Lipaz Enziminin Aseton ile Coktliriilecek ...................

Saflastiilmasi

.................................................................

VI



Tablo :

3.12. Corekotu Tohumlarindan Fosfat (pH6) Tampon ................

Cozeltisi ile Elde Edilmi

s Ekstrakttan,.......c.cceceeveevvevuenreennns

Lipaz Enziminin Amonyum Siilfat ile C6k-.........................

tiirtilerek Saflagtirilmasi

........................................................

VII



OZET

Son bes yilda lipaz enzimlerinin, deterjan ve deri sanayiinde yaglarin biyolojik
hidrolizinde; yag sanayiinde istenilen 6zelliklerde sivi yag ve margarin tiretimi igin
yaglarin modifikasyonunda ve kimyasal yolla basarilamayan c¢ok cesitli organik
sentezlerin gergeklestirilmesinde kullanilmis olmasi, endiistriyel lipaz enzimlerinin
karakterizasyonu ve iretimi {izerine c¢alismalarin hizlanmasina neden olmustur.
Literatiirde, mikrobiyal ve hayvansal orijinli lipazlar iizerinde ¢ok sayida ¢alisma
bulunmasina karsilik, bitkisel lipazlarla iligkin sinirlt sayida galismaya rastlanmistir.

Bu ¢alismada, ¢orekotu tohumlarindan tampon c¢ozeltiler ile lipaz enziminin
ekstraksiyonu amaglanmigtir. Bu amagla, orijinal ve ¢imlenmis ¢érekotu tohumlar
Fosfat ve Tris-HCL tampon ¢6zeltileri ile ekstrakte edilmistir. Cimlenmenin, tampon
¢ozelti pH'inin ve cinsinin ekstraksiyon verimine ve elde edilen lipaz ekstraktlarinin
aktivitelerine olan etkilerinin belirlenmesiyle, optimum ekstraksiyon kosullari
saptanmugtir.

Cimlenmenin, lipaz enziminin ekstraksiyon verimini 1,4 kat ve aktivitesini ise 2 kat
arttirdifn ~ belirlenmistir. Cimlenmis tohumlarla yiriitiilmiis ekstraksiyon
deneylerinde, tampon ¢6zelti pH'inin ekstraksiyon verimi ve lipaz aktivitesine biiyiik
etkisi oldugu saptanmigtir. Fosfat tampon ¢ozeltisi igin pH 6, Tris-HCI i¢in pH 7
optimum ekstraksiyon pH'lar1 olarak belirlenmigtir. pH 6 fosfat tampon ¢ézeltisi ile
%21 verimle spesifik aktivitesi 0.64 U/mg protein olan lipaz enzimi elde edilirken,
Tris-HCI (pH 7) tampon ¢ozeltisi ile ¢alisildiginda elde edilen lipaz enziminin verimi
%18 ve spesifik aktivitesi 0.74 U/mg protein olmaktadir.

Corekotu lipaz enziminin optimum sicakliginin 40°C oldugu; pH 6 ve pH 9'da iki
optimum pH degeri gésterdigi de belirlenmistir.
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EXTRACTION OF LIPASE ENZYME FROM BLACK CUMIN NIGELLA
SATIVA L) SEEDS

SUMMARY

Lipases (or acylglycerol ester hydrolases, EC 3.1.1.3) are unique enzymes and they
are extensively used as additives in detergents (to hydrolize fats under alkaline
conditions); in the production of enhanced flavor additives (to release short chain
fatty acids from butterfat feedstocks); in the synthesis of several valuable chemical
compounds which could not be produced by chemical reactions and in the
manufacture of engineered fats with desired nutropharmaceutical and/or functional
properties (to change the qualitative and quantitative profile of fatty acid residues).

Selectivity of certain lipases for or against particular fatty acids/acyl moieties has
been utilized for the enrichment of such fatty acids or their derivatives from naturally
occurring mixtures via selective hydrolysis, esterification and interesterification. For
example, the polyunsaturated fatty acids, especially Eicosapentaenoic acid (20:5-
EPA) and Docosahexaenoic acid (22: 6-DHA) have been reported to have beneficial
effects in cardiovascular diseases, autoimmune disorders and other inflammations,
such as arthritis, asthma. The main source of these fatty acids is marine oils and due
to complex nature of fish oils, EPA and DHA could not be separated from fish oils
by conventional separation methods. The ability of the some lipases to discriminate
against EPA and DHA has been utilized in the production of concentrates enriched in
EPA and DHA.

The different physiological and pharmaceutical activities for both enantiomers of one
molecule are well known in medical chemistry. As examples, S-phenylalanin is
bitter but the R-isomer is sweet; R-talidomide is a good sedative drug but S-isomer is
teratogenic; S-verapamil is a strong controller of certain kinds of cardiac arrythmia
and the R-verapamil is a potent antitumoral agent. This different or opposite activity
of both enantiomers is a real problem because there are more than 500 drugs
currently marketed as racemic mixture with negligible information available on the
properties of the individual stereoisomers. Due to the enantioselectivity of certain
lipases to the one of the isomer, lipases have succesfully used in the synthesis of
chiral drugs over the last ten years.

Lipases can be obtained from mammals, yeasts, bacterias and higher plants. To date,
most of the industrial lipase enzymes have been produced from fungal resources and
they are well characterized. However, lipases from higher plants have not yet been
investigated in this regard and they may display properties different to those from
fungal resources and they could be exploited for industrial or technical purposes.
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Cereal grains and oilseeds are cheap and alternative sources of lipases. Seeds
generally contain proteins and depending on the plant species, mainly starch or
triacylglycerols as food reserve for germination. In the mobilization of these three
major reserves during germination, they are hydrolyzed initially by specific proteases,
amylases and lipases, respectively. Most investigations on plant lipases have been
carried out on oleoginous seeds in which lipase activity is generally found to became
prominent upon germination. Oilseed including, sunflower, cotton, corn, rape,
mustard contained only alkaline lipase activity, which increased drastically during
germination. Castor bean contains acid lipase in dormant seeds. In addition to the
acid lipase, alkali lipase was found in germinating castor bean endosperm. The
pattern of acid and alkaline lipases in castor bean did not seem to be common in
other oil seeds.

Lipase from ;germinating seedlings of oilseed rape has been used as biocatalyst for
esterification and interesterification of lipids.

In recent studies conducted at chemical Technologies in chemical engineering
department, Nigella Sativa (Black cumin) seeds have been shown as a good source of
lipase enzyme which can be an effective biocatalyst in hydrolysis and esterification
reactions of triglycerides.

Nigella sativa L., also known as black cumin or fennel flower, is a member of the
Ranunculaceae family and native to some parts of the mediterranean region. It is
cultivated in India and Turkey, the major plantation areas being Afyon, Burdur and
Isparta. Presently, the seeds are sold at local and export markets for use as condiment
or native medicine; furthermore, about 5 tonnes per year of seed oil is being exported
in recent years for similar purposes.

In this study, the extraction and the characterization of lipase enzyme from Nigella
Sativa seeds were investigated. The extraction was performed by phosphate and
Tris-HCI buffer solutions of different pH values. The effects of pH and the types of
the buffer solutions on the yield and the activity of the lipase extracts were examined.

Samples of Denizli origin Nigella sativa seeds were purchased from a locak market
in Istanbul. Moisture content was determined by oven-drying at 105°C. Total
nitrogen content was determined using the standard Kjeldahl method. Crude protein
was expressed as 6.25xN. Crude fiber was determined according to the standard
ADCS method, by calculating the loss in weight of dried residue remaining after
digestion of a fat-free sample with 0.25 M H,SO4 and 0.6 M NaOH under specified
conditions. Ash content was determined by incineration of the sample in a muffle
furnace at 600°C for 16 h. Total fat content was obtained by the soxhlet extraction
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method using hexane as described by ADCS method. Carbohydrate content was
obtained by subtracting the sum of protein, fat, ash and moisture from 100.

The proximate composition of Nigella sativa seeds indicated that seeds were
composed of 23.3% protein, 35.4% oil, 9.4% moisture, 4.0% ash, 6.7% crude fiber
and the rest being composed of other carbohydrates. The crude fiber content of 6.7%
in black cumin seeds makes it a source of dietary fiber which would be helpful in
reducing gastrointestinal disorders.

The lipase extracts were obtained as follows: 60 g seeds were homogenized for 20
min using a blender with 300 ml buffer solution at 4°C. The homogenate was filtered
through nylon cloth. The homogenate was then centrifuged for 30 min at 10,000 g,
yielding supernatant liquid and crude particulate fraction. The supernatant liquid is
called as "lipase extract”" throughout this text. The protein content of lipase extract
was determined spectrophotometrically according to the biuret method using a
Randox Total Protein Reagent. Bovine serum albumin was used for establishing the
standard curve. Lipase activity of extract was determined by the titrimetric method
using olive oil emulsion. Fir preparation of the substrate, 5 g olive oil, 5 g gum
arabic and 95 mL 0.89% (W/V) NaCl solution were emulsified with a blender at
room temperature for two times 5 minutes. Emulsions were always prepared
immediately before use. The assay mixture for lipase activity contained 5 mL
substrate emulsion, 0.5 mL 0.1 M CaCl, solution, 1 mL lipase extract (containing 5-
10 mg of protein) and 0.89% NaCl solution, made up to a final volume of 10 mL.
The mixture was incubated at 37°C in a shaker for a period of 10 min. The reaction
was stopped by adding 20 mL of etanol/acetone (1:1,V/V) mixture. The fatty acids
liberated were measured by titration with 0.05 N KOH using a thymolphthalein as an
indicator. Corrections were made for endogenous fatty acid production (assay
mixture without substrate emulsion) and nonenzymatic fatty acid production(assay
mixture without enzyme preparation). The lipase activity was expressed as xmol
fatty acids released per mg protein in minute.

To investigate the effect of germination on the protein content and specific activity of
the lipase extract, set of experiments was conducted with germinating seeds. Nigella
sativa seeds were soaked in water for 24 hr at 26 C. The end of this imbibition
period was designated day zero of germination. Germination was carried out in
moist papers at 26°C in darkness for seven days. The seed samples, taken during the
germination, were extracted with water and analyzed for protein and lipase activity
assays. The results indicated that the maximum lipase activity in lipase extract was
reached at day 4 of seedling growth. Therefore, the subsequent experiments were
conducted with 4 days germinated seeds.

To see the effects of pH and the types of buffer on the protein content and activity of
the lipase extracts, two sets of extraction studies were conducted with phosphate and
Tris-HCI buffer solutions. The pH of the solutions was changed from 5 to 10 and
from 6 to 9 for phosphate and Tris-HCI buffer solutions, respectively. It was
observed that the solubility of the seed proteins was minimum at pH 7 for both
buffer solutions. With decreasing or increasing the pH, the protein content of the
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lipase extract increased. The lipase extract obtained by pH 6 phosphate buffer
displayed maximum lipase activity whereas the highest activity was observed in the
lipase extract obtained by pH 7 Tris-HCI.

Tris-HCI solutions dissolved relatively less amount of protein from seeds than those
of phosphate solutions, but the lipase extracts obtained by Tris-HCI buffer solutions
exhibited higher specific activity than those of corresponding solutions obtained by
phosphate solutions. This fact may be explained by the selective dissolving of lipase
containing proteins in Tris-HC] buffer solutions. The optimal extraction pH was
established as 6 and 7 for phosphate and Tris-HCl buffers, respectively. In
conclusion, we can say that phosphate and Tris-HCI buffers are suitable buffers for
extraction of lipase enzyme from Nigella sativa seeds.

Studying by pH 6 phosphate and pH 7 Tris-HCI buffer solutions, enzyme proteins
could be extracted from seeds in a yield of 21 and 18 % based on protein content of
seeds, respectively. The corresponding extracts had lipase activities of 0.64 and 0.74
U/mg protein, respectively.

The lipase extract in pH 6 phosphate buffer was further purified separately by
acetone and ammonium suphate precipitation methods.

Pure acetone was added dropwise to 100 ml lipase extract, containing 1177 mg
proteins with a specific activity of 0.64 U/mg protein, until the crystals were seen.
Then the mixture was held -15°C for 30 min. The precipitate thus obtained was
separated by centrifugation at 10.000 rpm for 15 min and redissolved in phosphate
buffer (pH 6) solution. The resulting lipase solution contained 727 mg proteins, and
its specific activity was found to be 1.85 U/mg protein. This treatment increased the
lipase activity about 3-fold.

The another 200 ml sample of the same lipase extract was also concentrated by
adding ammonium sulphate to a definite concentration (0-30 %, 30-60 %, and 60-80
%) and incubated at 4°C for 30 min. The precipitates thus obtained were separated
by centrifugation at 10.000 rpm for 15 min. These precipitates were then divided
into two equal parts. One part was dissolved in Tris-HCI (pH 6) and the other was
dissolved phosphate (pH 6) buffer solutions. The results indicated that the
ammonium sulphate fractionation method gave the best results. The protein fraction
precipitated at 60-80 % ammonium sulphate saturation, exhibited 10.71 U/mg protein
of activity, in Tris-HCI solution.

Finally, the optimum pH and temperature of the Nigella sativa lipase were
determined. The titrimetric method was also used for he determination of the pH
optimum of lipase activity. The text mixture contained in a final volume of 10 mL:
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5 mL olive oil emulsion, 0.5 mL 0.1 M CaCl, solution, 0.8 mL enzyme ekstract and
3.7 mL buffer, adjusted to different pH values varying from 4 to 10. For the
determination of optimum temperature, samples of lipase extract were incubated at
30, 35, 40, 45, 50 and 55°C separately for 30 min in previously determinated
optimum pH. Then, the lipase assays of these samples were determinated by the
same method exhlained above. Two lipases were found in extracts from Nigella
sativa seeds, like castor beans. Acid lipase had optimal activity at pH 6. Alkaline
lipase displayed high activity ot pH 9. The results also showed that the activity of the
acid lipase was about three times that of alkaline lipase. The optimum temperature of
Nigella sativa lipase enzyme was found to be 40°C.

As conclusion, phosphate and Tris-HCI buffer solutions can be used for extraction of
lipase enzyme from Nigella sativa seeds.
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BOLUM 1. GIRIS ve AMAC

Lipaz enzimlerinin endiistriyel olarak, deterjan ve deri sanayiinde yaglarin biyolojik
hidrolizinde; kagit sanayiinde zift probleminin giderilmesinde; yag sanayiinde
istenilen &zelliklerde sivi yag ve margarin {iretimi igin yaglarin modifikasyonunda ve
kimyasal yolla iiretilemiyen ¢ok gesitli organik maddelerin sentezinde kullan'lhr
olmasi, lipaz enzimlerinin tretimi ve karakterizasyonu {izerine c¢alismalarin

hizlanmasina neden olmugtur.

Literatiirde, mikroorganizma ve hayvansal orijinli lipazlar {izerinde ¢ok sayida
calisma bulunmasina karsilik, bitkisel lipazlara iligkin sinirli sayida ¢aligmaya
rastlanmistir.  Endiistriyel lipazlarin biiyiik bir ylizdesi mikroorganizmalardan
tiretilmektedir. Halbuki bitkisel lipaz kaynaklar1 daha ucuzdur ve bu kaynaklardan

lipaz eldesi ileri genetik teknikler gerektirmemektedir.

Bu nedenle, bu ¢alismada potansiyel bir lipaz kaynag: olan ¢orekotu tohumlarindan
lipaz enziminin eldesi ve karakterizasyonu amaglanmistir. Cérekotu tohumlarindan
lipaz enzimi, pH 5-10 aralifinda tampon ¢ézeltiler kullanilarak ekstrakte edilmis ve
ekstraksiyon verimi ile ekstraktin lipaz aktivitesine, pH'in ve tampon ¢dzelti cinsinin
etkisi incelenmigtir. Ekstraksiyon deneyleri orijinal ve ¢imlenmis tohumlarla ayr
ayr1 ytlritiilmiis ve ¢imlenmenin ekstraksiyona olan etkiside arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore saptanan optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen lipaz

enziminin saflagtiriimasi ve enzim karakteristiklerinin saptanmasi yapilmistir.



BOLUM 2. TEORIK CALISMALAR

2.1.Lipaz Enzimlerinin Uygulanma Alanlari ve Uretimleri Hakkinda

Genel Bilgi

Lipazlar (Triagilgliserol agilhidrolazlar, EC 3.1.1.3), birbirlerine peptid baglan ile
baglanmig amino asitlerini igeren gok biiyilik, kompleks protein molekiilleridir. 20
ana amino asitten olugurlar. Polipeptid zincirindeki amino asitlerinin sayis1 100 ila
birka¢ bin arasinda degisir [ 1]. Dogal olarak, lipaz enzimleri yasayan her
organizmada bulunur. Esas fonksiyonlari, hiicrelerde bulunan depo yaglarim gliserin
ve yag asitlerine par¢alamaktir. Agiga ¢ikardiklart yag asitleri daha sonra canhiarin
biyolojik ¢evrimlerinde 6nemli rol oynayan Asetil-CoA'nin sentezlenmesinde

kullanilir [ 2].

Lipaz enzimleri, canli organizma disinda, sulu ortamda yaglarin hidrolizinde basarili
oldugu kadar [3-5], anhidrik kosullarda mono, di ve trigliseridlerin olusumunu[6,7].
ve yaglarin esterlesme ve ester degistirme reaksiyonlarim (8-10) etkin bir sekilde
katalizlerler. Yaglarin bu enzimatik reaksiyonlarla kolaylikla modifiye edilebilmesi,
ozellikle margarin sanayiinde ya§ formiilasyonlarimin g¢esitlenmesine imkan

saglamugtir [11, 14].

Alkali kosullarda [15], mikroemiilsiyon ve solvent ortaminda da lipaz
reaksiyonlarinin yiikksek verimle gergeklestirilebilmesi, yliksek ergime noktah
yaglarin endiistriyel tirtinlere doniisiimiinii [15-18] ve ¢ok sayida normal kimyasal
proseslerle eldesi yapilamiyan kiymetli kimyasal maddelerin sentezlenmesi imkanin

ortaya ¢ikarmstir [ 19].

Endiistriyel lipaz enzimleri, ya§ ve margarin sanayii disinda, deterjan sanayiinde

yaglarin alkali kosullarda hidrolizinde; deri sanayiinde derilerden yag giderilmesinde



ve kagit sanayiinde 6nemli problemlerden biri olan "zift olusumunu” dnleyici olarak

efektif bir sekilde kullanilmaktadir [ 15].

Lipaz enzimlerinin en onemli o6zelliklerinden biri de reaksiyonlarda spesifiklik
gostermeleridir. Substrat ve yag asitleri spesifikligi [20-23]; pozisyon spesifikligi
[24, 25] ile stereo ve enantiospesifiklikleri [26-28] lipaz enzimlerinin reaksiyon

kaabiliyetini, dolayisiyle 6nemini arttirmaktadir.

Balik yaglarinda bulunan polidoymamis yag asitlerinden eikosapentaenoik asit
(20:5-EPA) ve dokosahekzaenoik asit (22:6-DHA)'in, kalp hastaliklarini ve
bagisiklik sistemi bozukluklarim &nleyici ve tedavi edici etkilerinin saptanmasi, son
10 yi1lda balik yaglarindan EPA ve DHA'nin izolesi ve konsantre edilmesi tizerindeki
¢alismalan hizlandirmugtir [ 29]. Bu polidoymamus yag asitlerinin balik yaglarindan
kazanilmasi, kimyasal yontemlerle miimkiin olamamaktadir. Bazi lipaz enzimlerinin
(candida rugosa, Mucor Michei) EPA VeA DHA'ye negatif spesifiklik gostermesi, bu
asitlerin balik yaglarindan izole edilmesinde olumlu sonuglar alinmasini saglamistir

[ 30-33].

EPA ve DHA asitlerine benzer sekilde beslenme ve medikal 6zelliklerinden dolay1
linoleik asitin [ 34], esekotu (Evening primrose), boraj (Borago officinalis) ve
mortierella cinsi mikroorganizmalardan eldesinde de lipaz enzimlerinin linoleik aside
negatif spesifiklik gostermesi kullanilan yontemlerin esasim teskil etmektedir

[35-36].

Lipaz enzimlerinin enantiospesifiklii, en az yag asitleri spesifikligi kadar 6nemli
olup, 6zellikle ilag sanayiinde son yillarda biiylik gelismelere olanak saglamigtir
[37]. Enantiospesifiklik, lipaz enziminin rasemik karigimlarda, karisimda bulunan
molekiil formiilleri birbirine esit, fakat atomlarin ii¢ boyutlu yerlesimi birbirlerinin
ayna aksi olan izomerlerden birine ilgi goOstermesi ve onunla reaksiyona
girebilmesidir. Ilag sanayiinde, giiniimiizde 500'den fazla ilag formiiliinde, rasemik
kangimlar kullanilmaktadir. Enantioizomerlerinin farmasétik aktiviteleri ve yan

etkileri birbirlerinden farkli olup, kullanilan tiim rasem karigimlari igin bu 6zellikler



tam olarak saptanmis degildir. Omegin, S-fenilalanin ac1 iken R-izomeri tathdir; S-
anfetamin kilo verdirici ve uyaric: etki gosterirken, R-izomeri inaktiftir; S-verapamil
kalp atiglan1 diizenleyicisi olarak etkili iken R-izomerinin tiimor olugumunu &nleyici
vazife gérmektedir. En ¢arpici 6rnek ise talidomid'dir. R-talidomid sakinlestirici
aktivitesine sahiptir. S-talidomid izomerinin ise embriya olusumunda bozucu etkileri
oldugu, sakat dogan ¢ocuklardan sonra farkedilmistir [37]. 1992-2000 yillar
arasinda bu karigimlardan etkin izomerlerin ayrilmasi veya sadece o izomerin
sentezlenmesi Amerika Birlesik Devletlerinde kanunlagmistir. Enantioizomerlerin
ayrilmas1 veya sentezlenmesinde lipaz enzimlerinin kullanilabilmesi, lipazlarin
enantiospesifik olarak iiretilmesi yolundaki caligmalarin hizlanmasina yol agmigtir

[37].

Lipaz enzimlerinin iiretiminde hayvansal dokular, mikroorganizmalar ve bitkisel
kaynak olarak tahil taneleri ve yagh tohumlar kullamlabilmektedir. Hemen hemen
tim endiistriyel lipaz enzimleri toprakta bulunan mikroorganizmalardan
tiretilmektedir [15]. Bu mikroorganizmalar bakteriler, kiifler, mayalar olabilir.
Sadece bir mikroorganizmadan, iiretim yontemleri degistirilerek 1000'den fazla
enzim elde edilebilir. Enzim tiretiminde ilk asama belli bir enzim tipini iiretebilecek
en uygun mikroorganizmayr seg¢mektir. Mikroorganizma soyu (strain)
bulundugunda, fermentasyon teknigi ile kiiltiire edilir. Kiiltir ortam,
mikroorganizmalarin gereksindigi ana besin maddelerini ve istenen enzimin sentezi
icin gerekli indiikleyici maddeleri igerir. Fermentasyon esnasinda, rekombinant
DNA teknolojisi kullamilarak sadece istenilen enzimin sentezlenmesini saglayacak
mutant seri aranilir ve bulunur. Istenilen mutant seride hiicrelerin bilyiimesi saglanir.
Lipaz enzimleri genellikle hiicrelerden kiiltiir ortamina gegebilen ekstraseliiler
enzimler oldugundan, fermentasyon bittiginde, ekstraseliiler enzimler hiicrelerden

filtrasyon veya santrifiijlemeyle ayrilabilirler [38].

Hayvan dokularindan lipaz enziminin tiretilmesinde, doku, bozunumu en aza
indirmek amaciyla 6liimden mimkiin oldugunca hemen sonra alinir ve sogukta

saklanmir, Kesinlikle enzim olmayan maddeler (6rnegin, yag dokulari, bag dokular..)



¢ikarilir. Geriye kalan dokunun, enzimin bulundugu yere bagl olarak, izotonik
ortamda homojenizasyon, vakum i¢inde dondurma ve eritme, sonikasyon veya diger
kurutma teknikleri ile biitiin plazma ve intraseliler membranlan pargalanir.

Par¢alanmig hiicrelerden enzim, su/tuz ¢ozeltisi/solvent ile ekstrakte edilir [38].

Bitkisel kaynaklardan lipaz enziminin eldesi, temel maddenin tiiriine gore 6énemli
olgiide degisir. Tahil unundan enzim, unu sulu ortamda kangtirarak; i¢i yumusak
olan organlardan (6rn. patates), kiiglik kiyilmig parcalarin  direkt tiilbentten
stiziilmesiyle; yapraklardan ve diger bitki dokularindan blender (doner pargalayici)
kullanilarak dogrudan ortam igerisinde homojenizasyonuyla veya fibréz kokler gibi
daha sert dokular, havanda kum ya da cam tozu ile d6viilmesini takiben blenderda
homojenize edilmesiyle elde edilebilir. Genellikle enzim ekstraksiyonunda su
kullamlirsa da, enzimin plazma ve hiicre i¢i membranlara veya lipidlere bagh olmasi
durumunda, ekstraksiyon ortami olarak tuzlu ¢6zelti, deterjan ilave edilmis su veya
solventte kullamlmaktadir. Ekstraksiyonda secilen yontem, yalmzca pargalanan
hiicrenin tipine ve enzimin hiicre igerisindeki yerine degil, ayn1 zamanda bu enzimin
ozelliklerine de baghdir [38]. Her durumda, hiicre artiklar1 santrifiijleme ile
ayrilirken, ekstrakte edilen enzimin ¢ozelti iginde kalmasim saglamak amaciyla

ortamin pH ve organik ¢oziicli derisimi 6zenle se¢ilmelidir.

Mikroorganizmalardan, hayvansal dokular veya bitkisel kaynaklardan elde edilen
lipaz ekstraktlan daha sonra, ekstraksiyon sivisina gegen mono ve
oligosakkaridlerden, niikleotidlerden, serbest amino asitlerden vb. ¢dzeltide kalan
diger maddelerden ¢oktiiriilerek kurtanilir. Proteinlerin ¢oktiiriilmesi, ortamin pH'1 ve
ortamdaki organik ve tuz konsantrasyonlarim degistirilerek saglamir [39-40].
Omnegin, pH enzimin izoelektrik noktasina ayarlanabilir (izoelektrik ¢oktiirme);
solvent ilavesi ile ortamin dielektrik sabiti degistirilerek ¢oktiirme (aseton ile
¢oktiirme) yaptinilabilir veya yiiksek bir tuz konsantrasyonunda proteinlerin sudaki

¢6ziiniirliigii azaltilarak ¢okmesi (amonyum siilfatla fraksiyonlama) saglanabilir.

Lipaz enzimleri, ¢6ktiirme yoluyla 6n saflagtirma isleminin sonrasinda, istenildiginde

ileri derecede saflastirilabilir. Ileri saflasma yontemleri olarak, elektroforei, iyon



degisim kromatografisi, jel filtrasyonu ve afinite kromatografisi yontemlerinin biri
veya birka¢1 kullanilabilir.Genellikle enzimlerin tam bir karakterizasyonu istendigi
kosullarda bu iglemler uygulanir. Bizim ¢alima amacumzin diginda oldugu igin,

burada bu yéntemler hakkinda agiklayici bilgi verilmemistir.
2.2. Bitkisel Lipaz Enzimleri Uzerinde Literatiirde Yeralan Cahsmalar

Literatiirde bitkisel lipazlar iizerinde yapilmig ¢alismalar iki alt boliimde toplanmusgtir.
1.Boliimde tahil lipazlari, 2.B6limde yagl tohum ve diger bitki tohumlan lipazlan
ile ytiriitiilmiis g:ahsrﬁala.r hakkinda bilgi verilmistir:

2.2.1. Tahil Lipazlar Uzerinde Yapilmis Cahsmalar

Tahil tanelerinde genel olarak %10 civarinda proteinin %60-80 oraninda nigasta ile ﬁ
birlikte bulunmasi enzim ekstraksiyonunda sorun yarattifindan tahil lipazlar iizerine

yapilmug sinirh sayida ¢aligmaya rastlanmigtir.

Bugday lipazinin izolasyonu, saflastirilmasi ve karakterizasyonu ile ilgili ilk ¢alisma

1948 yilinda Singer ve Hofstee [41] tarafindan yay1n1anm1$t1r.

Drapron ve arkadaglari [42] ile Tavener ve Laidman [43], ¢imlenmemis bugday
| tohumlarinda lipaz aktivitesinin ¢ok diisiik oldugunu, ¢imlenme esnasinda aktivite
artis1 gozlendigini, pH 7-9 arasinda aktivitenin Ca™ iyonlan etkisiyle maksimuma
ciktifim saptamiglardir.  Arastinncilar, bugday lipazimin 1,3-Spesifik 6zellik
gosterdigini de beyan etmislerdir.

Literatiirde, arpa, ¢avdar ve dar1 lipazlar1 {izerinde yapilmig ¢aligmaya
rastlanmamgtir.  Yulaf, tahillar arasinda en yiiksek protein igeriklisidir ve
digerlerine kiyasen enzimlerce de zengindir [44]. Enzim zenginligini, lipaz enzimi
lizerine yapilmig ¢aligmalardan da gérmekteyiz. Yulaf lipazi, ilk kez Martin ve Peers
[45] tarafindan incelenmigtir. Arastiricilar lipaz enziminin, optimum pH'inin 7,4

oldugunu ve doymamus yag asitlerine spesifikliginin bulundugunu ortaya ¢ikarmustir.



Lipaz enziminin yulaf ¢ekirdeginde homojen dagilmadig, daha ¢ok kariyopsise yakin
bélimde ve aleron tabakasinda zenginlesmis bulundugu [46, 47] ve aktivitesinin
cimlenme siirecinde 6nemli miktarda arttii yapilan calismalarla tarafindan

saptanmigtir [48, 49].

Yulaf lipazi tizerindeki ¢aligmalarin bir kismu gida amagli yulaf iiriinlerinin
kullaniminda, lipaz enziminin sebep oldugu agilasmanin (ransidite) dnlenmesi ile

alakalidir [50, 51].

Yulaf tohumlarinin enzim kaynagi olarak, yaglarin hidrolizinde ve
esterlestirilmesinde kullammu ile ilgili iki ¢aligmaya rastlanmistir. Lee ve Hammond
[52] nemlendirilmis yulaf kariyopsislerinin yaglarin hidroliz ve interesterifikasyon
reaksiyonlarinda etkin katalizér gérevi gérdiigiinii ortaya ¢ikarmiglardir. Piazza ve
Farrell [53] ise, 6giitiilmiis yulaf tohumlar: ile solventli ortamda hint yagindan %90

verimle risinoleik asit elde etmeye muvaffak olmuglardir.

Misir tohumlari, lipaz agisindan incelendiginde, diger tahillar gibi normal kosullarda
inaktif, ¢cimlenme siirecinde aktivite kazanmaktadir [54]. Cimlenmis tohumlardan
ekstrakte edilen lipazin optimum pH aktivitesi 7,5 olarak belirlenmis iken, kok
stirglinlerinde asit ve alkali lipaz enzimlerinin bulundugu Aman ve arkadaslan
tarafindan belirlenmistir [55]. Aragtiricilara gore, asit lipazin optimum pH" 6, alkali
lipazin optimum pH" ise 8,6'dir.  Aktivite agisindan asit lipazin alkali lipaz

aktivitesinin yarisi kadar aktivite gésterdigi de saptanmigtir.

Tahillar arasinda en sistematik lipaz incelenmesi piring kepegi iizerinde
yiiriitiilmiistiir. Japonya Kyushu Universitesi, Ziraat Fakiiltesinde bir grup arastiricy,
piring kepeginden 0,01 M CaCl, (pH6) ¢ozeltisi ile lipaz enzimini ekstrakte ettikten
sonra, amonyum siilfat saflagtirmasim takiben DEAE-Seliiloz, Sephadex-G-75 ve
CM-Sephadex C-50 kolonlarindan gegirerek saflastirmuglardir. lkg yagsiz piring

kepeginden %3,6 verimle, spesifik aktivitesi 4,7 U/mg protein olan lipaz enzimi elde



etmiglerdir [56]. Lipaz enziminin molekiil agirlig1 40.000 ve 33.000 olan iki lipaz
enzimi karisimi oldugunu saptadiktan sonra, arastiricilar her iki lipaz enziminin
optimum pH'min 7,5-8 arasinda oldugunu ve lipazlarn kisa zincirli yag asitlerine

spesifiklik gosterdigini saptamiglardir [57-59].

2.2.2. Yagh Tohum Lipazlan ile Diger Bitkisel Lipazlar Uzerinde

Yiiriitiilmiis Cahsmalar

Dogal olarak kuru bitkisel tohumlarda lipaz aktivitesi gézlenmedigi halde, hint
tohumlarinin aktif lipaz enzimi igerdigi, ¢imlenme esnasinda lipaz aktivitesinde
beklenilenin aksine aktivite kaybinin olustugu Ory ve arkadaglarinin ¢aligmalan ile
ortaya ¢ikarilmistir [60]. Ory ve aragtirma grubu tarafindan ayrica tohumlarda
asidik karakterde bulunan lipaz enziminin optimum pH'min 4.1 oldugu; yaglarin
hidrolizinde 1,3-Spesifik enzim davramgi1 gosterdigi ve oOzellikle kisa zincir
uzunlugundaki yag asitlerine se¢i¢i davranigta bulundugu da belirlenmistir

[61, 63].

Muto ve Beevers [64] ¢imlenmis hint tohumlarinin endosperminde asit lipaz yaninda
alkali lipaz enziminde bulundugunu saptamiglardir. Asit lipazin optimum pH"1 5.0,
alkali lipazin ise 9'da olup, ¢imlenmenin 2.glinilinde asit lipaz maksimum aktiviteye
erisirken, alkali lipaz ise 3.illa 5.glin arasinda yiiksek aktivite kazanmaktadir.
Aragtiricilar, asit lipaz aktivitesinin alkali lipaz aktivitesinin 2 kat1 kadar oldugunu ve
alkali lipazin sadece monogliseridleri hidroliz etme kaabiliyetinde oldugunu da

ortaya ¢ikarmiglardir.

Marriott ve Northcote [65], ¢imlenmemis hint tohumlarinda da alkali lipaz
bulundugunu; Anan'eva ve Rudyuk [66] ise, hint tohumlarindan pH 11'de 0.025
NH,0H ile lipaz ekstraktinim elde edilmesi durumunda hint tohumu lipazinn pH 3.8 ;
pH 5.4 ve pH 8.2'de ii¢ optimum gosterdigini beyan etmislerdir.



Hint tohumlarimin lipaz kaynag: olarak, 50°C'nin altinda ve pH 4'de yaglarin
hidrolizinde kullaniminda, 24 saatlik silirede %97,3 hidroliz verimi elde

edilebilmektedir [67, 68].

ITU Kimya Miihendisligi Bsliimii, Kimyasal Teknolojiler Anabilim Dalinda, son 8
yilda, Tirkiye kokenli hint tohumlarmin biyokatalizér olarak kullamilimi ile

ylirtitiilmiis ¢aligmalar agagida 6zetlenmistir:

Adana yoresinden temin edilmis hint tohumlarindan pH 4 sodyum hidrojen fosfat-
sitrik asit tampon Qézeltis'i ile ekstrakte edilen lipaz enzimi zeytinyagi, aygicek yagi,
keten yag1 ve tung yagimn hidrolozinde kullanilmigtir. Hidroliz reaksiyonlarinda,
tung yagimn disinda, hidroliz dereceleri %90 olarak saptanmustir [69]. Bu
reaksiyonlarin hidroliz kinetikleri de incelenmistir [70].

Hint tohumu lipaz enziminin adsorpsiyon ile Celite iizerine immobilizasyonu
calismalarinda, hazirlanan immobilize hint lipazi 6meklerinin tekrarli olarak
kullaniminda aktivite kaybi olmadifi ve solvent ortaminda da zeytinyaginin
hidrolizinde kullaﬂllabilecegi ortaya ¢ikarilmigtir [71].

Hint tohumu lipaz enzimi, yaglarin esterlesme reaksiyonunda da etkin aktivite
gostermistir. Oleik asitin butanol ile esterlestirilmesinde, pH 5 tampon ¢6zelti ile 6n
islem gormis hint tohumu pres artiklarimin katalizérliigiinde, 3 saat iginde %45
verimle ester elde edilmistir [72]. Benzer sekilde, 6n islem gormiis hint tohumu pres
artiklarinin gliserin ile olcik asit arasindaki esterlesme reaksiyonunda da énemli bir

katalitik aktivite g6sterdigi saptanmigtir [73, 74].

Huang ve Moreau [75]'nin findik (Arachis hypogaea), aycigegi (Helianthus annus),
salatalik (cucumis sativus), pamuk (Gossypium hirsutum), misir (Zea mays) ve
domates (Lycopersicon esculentum) tohumlan ile yiiriittikleri ¢aligmalarda,
incelenen her tohumun ¢imlenme esnasinda alkali lipaz aktivitesi gosterdigini

belirlemiglerdir.
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Vernonica anthelmintica [76] tohumlarindan ekstrakte edilmis lipaz enziminin, diger
tohumlara benzer sekilde, alkali lipaz aktivitesine sahip oldugu ve optimum pHmn
7.5-8 arasinda bulundugu ve hidroliz reaksiyonlarinda substrat ve pozisyon

spesifikligi gostermedigi de tespit edilmistir.

Tohumlardan ekstrakte edilen lipaz ekstraktlarinin lipaz aktiviteleri, ekstraksiyon
kosullarina gore degisim gosterebilir. Ornegin, sadece alkali lipaz aktivitesi oldugu
sOylenilen aycicegi tohumlarindan [75], fosfat-sitrat tampon g¢ozeltisi ile pH 8'de
ekstraksiyonun yapilmasi ile, ekstraktta asit lipaz aktivitesi de (pH 4 optimum)
bulunabilmektedir [66].

Cruciferae ailesinden rapiska ve hardal lipazlar1 iizerinde literatiirde yeralan
¢alismalarda, ¢imlenmis rapiska ve hardal tohumlarinda pH 8.5-9 da maksimum
aktivite gosteren alkali lipazlar bulundugu saptanmustir [77, 79]. Mukherjee ve
aragtirma grubu, ¢alismalarim rapiska lipazinin spesifikligi ve bioteknolojik
uygulamalan tzerinde stirdiirmektedir. Aragtiricilar, rapiska lipazimin 1,3-pozisyon
spesifikligine sahip oldugunu [80] ve genel olarak cis-4 ve cis-6 doymamis yag
asitlerine negatif spesifiklik gosterdigini [81] belirlemislerdir. Bu &zelliginden
faydalanarak, rapiska lipazi ile esekotu (evening primrose ovil) yagindan y -linolenik
asidin konsantre olarak eldesinde basarili olmuslardir [81]. Aym grup, rapiska
lipazmin immobilize veya aseton tozu formunda, esterlesme ve interesterlesme
reaksiyonlarinda da yiiksek katalizleme etkisinin bulundugunu saptamislardir

[82, 83].

Literatiirde, Nigella damascena, Urtica dioica ve Chelidonium majus tohumlarinin da

lipaz aktivitesi goriildiigiisterdigi kaydina rastlanmigtir [84].
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2.3. Corekotu Bitkisi ve Tohumlar1 Hakkinda Bilgi

Latince Semen Nigella, Almanca Schwarzkuemmel, Fransizca Semen Nigelle ve
Ingilizce Black Cumin (Fennel Flower) olarak adlandirilan ¢6rekotu (Nigella Sativa
L) bitkisi, Ranunculacea ailesine mensuptur. Dogal olarak Dogu Akdeniz
iilkelerinde yetisen bu bitkinin Hindistan'da ve Tlrkiye'de ziraat: da yapilmaktadir.
Tohumlarinin ve yagimin antibakteriyel ve terapik etkilerinden dolayi, idrar
soktiiriicii, gaz giderici olarak kullammi yaygindir. Yakin dogu ve Hindistan'da

baharat olarak da tiiketilmektedir [85].

Corekotu, Haziran-Temmuz aylar arasinda yesil-agik mavi renkli ¢igekler agan, 20-
40 cm. boyunda bir yillik otsu bir bitkidir. Govdesi dik ve kisa tiiyliidiir. Yapraklari
gbvdeye alttakiler sapli, isttekiler ise sapsiz olarak alternant diizende
baglanmislardir. Yapraklar ¢ok pargalidir ve herparga lineer-lanseolat seklinde sivri
uclu ve tiiyliidiir. Bitkinin ¢igekleri uzun sapli, kaliks oval sgekilli, bes petalsit
pargadan olugsmustur. Korolla 2 loplu olup, nektarium 5 tanedir. Dizi organ 5
karpelden yapilmigtir. Ovarium iiste ve karpellerin hemen hemen uca kadar
birlesmesinden 6tiirii 5 gozli gozikir.  Stilus 5 tane ve uzunca gaga
goriiniimiindedir. Meyva, i¢i tohum dolu sigkin bir kapsiil seklindedir. Tohumlar
siyah renkli, oval sekilli ve 3 yiizliidiir. Kumlu topraklan seven bitkinin tohum hasat:
Ekim ayinda yapilir, dekar basina tohum verimi 170-240 kg'dir. Tiirkiye'de Nigella
sativa L, Nigella damascena L ve Nigella arvensis L tiirleri bulunur ve engok Afyon,

Burdur ve Isparta yoresinde yetisir [85].

Corekotu tohumlanmin kimyasal bilesiminde, yiliksek oranda yag ve protein
bulunmaktadir. Izmir yéresine ait ¢drekotu tohumlarinin %32 yag, %20.2 protein,
%6.6 elyaf, %4.0 kil ve %37.4 karbonhidrattan ibaret oldugu Nergiz ve otles
tarafindan belirlenmigtir [86]. Tohumlarn kiilinde yiiksek miktarda potasyum ve
kalsiyum bulundugu da saptanmigtir.
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Corekotu tohumu proteinlerinin yapisinda, 15 amino asit (alanin, valin, glisin,
izol6sin, 16sin, pirolin, treonin, serin, aspartik asit, metionin, fenilalanin, glutamik
asit, tirosin, lisin ve arginin) bulundugu saptanmistir [87]. Tohum proteinlerin
arginin, lisince difer yaghi tohumlara kiyasen ¢ok zengin olmasi ¢ok Snemli bir
bulgudur. Tohumlarin potansiyel protein kaynagi olarak kullanilabilecegini

gostermektedir [88].

Tiirkiye kokenli ¢érekotu tohumlarinin By, Bg ve niasin vitaminince zengin oldugu da

bilinmektedir [86].

Corekotu tohumlar, %0.5-1.5 arasinda ugucu yaglar igermektedir ve bu yag p-
cymena, d-limonen, karvon, d-sitronellol ve sitronel asetat'ca zengindir. Cérekotu
ugucu yaglarinda nigellon, timokinon ve timolhidrokinon bilesikleri de bulunmakta
olup, bu bilesiklerin antibakteriyel &zelliginin yaminda, artrit, astim ve kalp

rahatsizliklarina tedavi edici etkisi oldugu klinik olarak saptanmistir [85].

Corekotu tohumlarinda %30-40 oraninda yag bulunmaktadir. Cérekotu yag: oleik-
linoleik grubu yag olup, oleik ve linoleik asit miktar1 toplam yagin %80'ini teskil
etmektedir. Konya, Denizli ve Kiitahya yoresi ¢orekotu yaglarinda, %20-22 olcik,
%60-63 linoleik, %12-13 palmitik ve %l'den az linolenik asit bulundugu tespit
edilmigtir [89]. Oleik-linoleik simfi yag olmasi nedeniyle, ¢orekotu yaZimin
kiymetli yag kimyasallarmin (yag asitleri metil esterleri, ya§ alkolleri,
alkanolamidleri, sakkaroz ve diger esterlerin) iiretiminde kullanilacag gibi, yari-
kuruyan yag olma sifat: ile de yiizey kaplama sanayiinde kullanilmas s6z konusudur.

Corekotu yagi potansiyel yag kaynag olarak da diisiiniilmelidir.

Corekotu yag1 %1-5 arasinda sabunlasmayan madde icermektedir. Esas olarak j-
sitosterol (%70), campesterol ve stigmasterol'den ibaret olan bu fraksiyon, sentetik

hormonlarin tiretimine de uygundur [85].
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Corekotu yagmin antioksidan madde igerigide yiiksektir. Yagin grami basina
yaklagik 1800 ug polifenoller ve 350 ug tokoferol bulunmakta olup, tohumlardan
metanol ile ekstrakte edilen antioksidan ekstraktinin soya ve aygicek yagina sentetik
antioksidan BTH'den daha fazla oksidatif stabilite sagladigi saptanmgtir [90].
Antioksidan o6zelliginden dolayi, ¢érekotu tohumlar1 bu alanda da ©nemli bir

hammaddedir.

2.4. Corekotu Tohumlarmin Lipaz Kaynag: Olarak Biyoteknolojik Proseslerde

Kullamlmasi Uzerinde Yapilmis Cahgmalar

Corekotu tohumlarinin yiiksek lipaz aktivitesine sahip oldugu ve biyokatalizor olarak
yag reaksiyonlarinda kullamlabilirligi ITU Kimya Miihendisligi B6liimii, Kimyasal
Teknolojiler Anabilim Dalinda ylirtitlilmiis ¢alismalarla saptanmistir [89, 91-97].
Son 7 yilda bu konuda yapilmg ¢aligmalar agagida Gzetlenmisgtir:

Corekotu tohumlarinin, ¢imlenme kosullani diginda da yiiksek lipaz aktivitesi
gosterdigi, O6gutilmiis tohumlarda otohidrolizin etkisiyle serbest yag asitleri
miktarinin %50'lere  ulastign Ustlin ve arkadaslart  [89], tohumlardaki nemin
yiikseltilmesiyle in-situ hidroliz derecesinin %70'e¢ erigebildigi Dandik ve Aksoy
tarafindan deneysel olarak belirlenmistir [91]. Dandik ve Aksoy, in-situ hidroliz
reaksiyonunun 20-40°C arasi lLmertebe, 50-70°C'larda ise 2.mertebe reaksiyon

mekanizmasina gore gerceklestigini de saptamiglardir [92].

Kildiran ve arkadaglann [93], c¢orekotu tohumlarmin tane biyiikligliniin in-situ
enzimatik hidrolize olan etkisini incelemislerdir. 425 upm'dan daha kiigiik
tanelerde 7 saat sonunda serbest yag yiizdesinin %46'a erigtigini, 850 g m'den biiylik
tanelerle ¢aligilma durumunda ise serbest yag miktannin ancak %ll'e

yiikselebildigini bulmuglardir.

Dandik ve Aksoy [94, 95] ogiitiilmiis ¢6rek otu tohumlan ve pres artigini kullanarak
pH 6 ve 50%da, kullamlmis yag hidrolizini %95 hidroliz derecesinde
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gerceklestirmislerdir. Kullamilmis yag kullanilan bu caligmada, ortama katilan

noniyonik deterjanin hidrolize etkisi olmadigini da saptamiglardir [95].

Oleik asit ile metanoliin esterlesmesinde, 45°C'de metanol/yag oranimin 1/1.5 olmasi
durumunda, toplam agirhigin %50'si kadar pres artifi ¢érekotu'nun kullanilmas: ile

%50 verimle ester olusturulmustur [95].

Corekotu tohumlarinin pres artigi, gliserin ile oleik asitin esterlesmesinde de etken
katalizor etkisi gostermistir [95]. Gliserin/oleik asit oraninin 4/1 olmasi durumunda,
45°C'de ve %45 pres artiga kullaniminda, elde edilen ester karigiminda % 16 triolein,
%37 diolein ve %31 monoolein olustugu belirlenmistir. Reaksiyonun, sicakliinin
55°C ¢ikarilmast ve reaktanlarin stokiometrik oranda kullanilmasiyla triolein

miktarinin %82'e yiikseldigi de aymi aragtiricilar tarafindan belirlenmistir [96].

Gliserin ile ay¢igegi yag1 yag asitleri arasindaki esterlesme reaksiyonunda 55°C'de ve
stoikometrik reaktan oraninda, %45 ¢orekotu pres artifi katalizérliigiinde %78'lik

trigliserid olusumu saglanabilmistir [96].

Dandik ve Aksoy [97], ¢orekotu lipazim1 aseton tozu formunda kullanarak da
kizartma yaginin gliseroliz reaksiyonunu ger¢eklestirmeye muvaffak olmuslardir.

Reaksiyon sonucunda, %29 monogliserid ve %32 digliserid karisimi elde etmiglerdir.



BOLUM 3. DENEYSEL CALISMALAR
3.1. Kullamlan Ham Maddeler
3.1.1. Corekotu Tohumlarmmin Karakterizasyonu

Bu ¢alismada kullanilan ¢érekotu tohumlan Denizli yéresine ait olup, Istanbul Misir
Cargisi'ndan temin edilmistir. Tohumlar kahve degirmeninde &giitiildiikten sonra
elenmis ve 425 um ile 850 pm arasi fraksiyon, tohum Kkarakteristiklerinin
saptanmasinda kﬁlianllmlstlr.' Tohumlarin kimyasal bilesimi (yag, protein, nem, kiil
ve ham elyaf igerigi) standard AOCS (American Oil Chemists' Society) yontemlerine
gOre belirlenmistir [98]. Asagida, uygulanan bu yéntemler hakkinda agiklayict 6zet

bilgiler verilmisgtir:

Corekotu tohumlarinin nemi 105°C'de sabit tartima kadar kurutma sonrasi kiitle
kaybindan; kiil yiizdesi ise tohumlarin 600°C'da 16 saat yakilmas1 sonucu elde edilen

bakiye iizerinden hesaplanmistir. Kiil komponentlerinin analizi yapilmamasgtir.

Tohumlarin yag ve protein iceriklerinin belirlenmesinde standard soxhlet ve Kjeldahl
cihazlan kullamilmigtir. Soxhlet cihazinda hekzan ile 6 saat siire iginde ekstrakte
edilen yag miktarindan yag ylizdesine gecilmistir. Kjeldahl cihazinda belirlenen %N

degerinin ise 6.25 d6niistim faktorii ile carpimindan protein yiizdesi hesaplanmugtr.

Ham elyaf (crude fiber) yiizdesinin bulunmasinda, dnce yag: giderilmis tohumlardan
0,25 M H,S04 ve 0.6 M NaOH ile kiil ve elyaf disi tiim komponentler ekstrakte
edilmigtir. Ekstraksiyon sonucu geriye kalan, sadece kiil ve elyaf iceren, bakiyenin
daha sonra kiil igerigi saptanmigtir. Bakiye tartimu ile kiil miktar1 arasindaki fark,

hem elyaf yiizdesinin hesaplanmasinda kullamlmigtir.

Corekotu tohumlarinin karbonhidrat igerigi ise: 100-%(nem+yag+protein+kiil)

esitligine gore hesaplama yolu ile belirlenmistir.
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Corekotu tohumlarmin agiklamas: yapilan yontemlere goére belirlenen kimyasal

bilesimi Tablo 3.1'de verilmistir.

TABLO: 3.1. Denizli Yéresi Corekotu Tohumlarinin Kimyasal Bilegimi.

Bilesen % Bilesim
Nem 94
Yag 35.4
Protein 233
Kiil 4.0
Ham elyaf 6.7
Karbonhidrat 279

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Corekotu tohumlarindan lipaz enziminin ekstraksiyonuna pH'!n, tampon ¢ozelti
cinsinin etkisinin incelendigi bu ¢alismada, fosfat ve Tris-HCl tampon ¢ozeltileri ile

calisilmgtir.

Fosfat tamponu ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda, potasyum dihidrojen fosfat (KH,P0,)
(1/15 mol/L) ve sodyum hidrojen fosfat (Na;HPOy) (1/15 mol/L) stok ¢6zeltilerinden
faydalamlmigtir. pH 5,6,7,8 degerlerinde fosfat tampon ¢ozeltileri, Tablo 3.2'de
gosterilen miktarlarda KH,PO4 ve Na,HPO4 stok ¢ozeltilerinin kansimi ile
hazirlanmigtir. pH 9 ve 10 fosfat tampon ¢6zeltileri ise pH 8 tampon ¢ozeltisinin

pH'1 0.5 N NaOH ilavesi ile 9 ve 10'a ayarlanmas: ile elde edilmistir.
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TABLO: 3.2. Farkli pH Degerlerinde Fosfat Tampon Co6zeltilerinin

Hazirlanma Prosediirii.

pH KH,PO4 Na;HPO4 Cozeltisi
Cozeltisi (mL)
(mL)
5 99.2 0.8
6 88.9 11.9
7 41.3 58.7
8 3.7 96.3

Tris-HCI tampon ¢6zeltilerinin hazirlanmasinda ise Tris(hidroksimetil) amino metan
(0.2 mol/L) ve HCI (0.1 mol/L) stok ¢ozeltileri kullanilmistir. pH 7.2, 8 ve 9
degerlerinde Tris-HCI tampon ¢ozeltileri, Tablo 3.3'de verilen miktarlarda Tris ve
HCI stok ¢ozeltileri karigimi ile hazirlanmigtir. pH 6 tamponu ise pH 7.2 tampon

¢ozeltisinin pH'1 0.5 N HCl ile 6'a ayarlanmasi ile elde edilmistir.

TABLO: 3.3. Farkli pH Degerlerinde Tris-HCl Tampon Cozeltilerinin

Hazirlanma Prosediirdi.

pH | Tris Cozeltisi HCI Cozeltisi
(mL) (mL)

72 44.7 55.3

8 27.9 72.1

9 53 94.7

Corekotu tohumlartnin analizinde; elde edilen lipaz ekstraktlarimin protein
iceriklerinin ve lipaz aktivitelerinin saptanmasinda kullanilan ¢éziiciiler ve kimyasal

maddeler Merck firmasinin saf iiriinleridir.
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3.2. Caliyma Yontemi
3.2.1. Corekotu Tohumlarindan Lipaz Enziminin Ekstraksiyonu
3.2. Caliyma Yontemi

3.2.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Corekotu tohumlarindan l‘ipaz ekstraktlarimn eldesinde, ilk asamada 60 gram tohum
1 litre hacmindeki blender'da (Braun, mx82 model, Frankfurt, Almanya) 0°C'ye
sogutulmus 300 mL su veya tampon c¢ozelti igerisinde homojenize edilmistir.
Karigtirma yiiksek devirde 20 dakika siirdiiriilmiis ve karigtirma esnasinda sicakligin
25°C'yi gegmemesine dikkat edilmigtir. Elde edilen homojenat, daha sonra kat:
kisimlarindan uzaklastirilmas: i¢in naylon goraptan siiziilmiistiir. Corap istiinde
kalan kat: partikiiller 4x25 mL 0.1 M CaCl, ¢6zeltisi ile yikanmis ve yikama sulan da
filtrata ilave edilmistir. Elde edilen filtrat ve yikama sulari, ¢aliyjmamizda "lipaz
ekstrakti" olarak isimlendirilmigtir. Ekstraktin hacmi okunduktan sonra, ekstraktin

protein igerigi ve lipaz aktivitesi tayin edilmigtir.
3.2.2. Lipaz Ekstraktinin Protein I¢eriginin Belirlenmesi

Ekstraktlarin protein igerigi, Biliret yontemine [99] gére Randox Total Protein
Reaktifi (Randox Lab. Ltd., Antrim, Ingiltere) kullamimi ile spektrometrik olarak

belirlenmistir,

1 mL lipaz ekstraktina 1 mL 0.66 M perklorik asit ¢6zeltisi ilave edilmis ve 6nce tiim
proteinin ¢okmesi saglanmigtir. 10 dakika sonra bu kati sivi karigimi, 10 000 rpm
devir hizinda 10 dakika santrifiijlenmis, sivi tabakasi dekante edildikten sonra
santrifijj tiibiinde kalan protein ¢ékelegi 1 mL suda (veya pH 7.2 fosfat tamponunda)
¢oziiliip lzerine 3 ml bitiret reaktifi katilmigtir. 30 dakika bekletildikten sonra
¢6zeltinin 546 nm dalga boyundaki absorbans: okunmustur.
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Bovine albumin standardi protein kalibrasyon egrisinin ¢ikarilmas: igin
kullanilmigtir.  Mililitresinde 1,2,4,6,8 ve 10 mg albumin bulunacak sekilde
hazirlanmis albumin ¢ozeltilerinin absorbans degerlerinden, protein miktar ile
okunan absorbans degerleri arasindaki lineer bagintinin matematiksel esitligi

belirlenmistir. Elde edilen esitlik:

P =19.4553 (A)-0.7899
dir. Burada:
P = mg/ml cinsinden protein miktari,

=Okunan absorbans degeri'dir.
3.2.3. Lipaz Ekstraktinin Hidroliz Aktivitesinin Saptanmasi

Enzim terminolojisine gére 1 iinite enzim aktivitesi (4), "optimum kosullarda
dakikada 1 pmol substrat parcalanmasina sebeb olan aktivite" olarak
tamimlanmaktadir. Bu tamima gore, 1 tnitelik lipaz aktivitesi (u) wmol yag
asitleri/dak), dakikada trigliseridlerden 1 xmol yag asitlerini agiga ¢ikaran enzim
miktaridir. Bu tamum saf enzimlerle ¢alisildiginda bir mana tasimaktadir. Saf
olmayan enzimlerde ise, spesifik aktivite ve total aktivite tanimlar1 daha anlamlidur.
Total aktivite, belli bir miktar enzim igeren numunenin, bir dakika zarfinda
trigliseridlerden a¢i3a c¢ikardig1 yag asitlerinin #mol miktar, spesifik aktivite ise
numunede, 1 mg protein tarafindan dakikada trigliseridlerden agiga ¢ikarilan yag

asitlerinin xmol miktaridir.

Aktivite tayininde, substrat olarak 58 mM zeytinyad: emiilsiyonu kullamlmustir.
Emiilsiyon, 5 gram zeytinyagi, 5 gram arap zamki ve 95 ml %0.89'luk NaCl

¢ozeltisinin blenderda beger dakika iki kez karistirilmasiyla hazirlanmustir,

5 ml zeytinyag: emiilsiyonuna, 0.5 mL 0.1 M CaCL; ve 1 mL lipaz ekstrakt1 (5-10
mg protein igeren) katildiktan sonra karisim %0.89'luk NaCl ¢6zeltisi ile hacim 10
mL'ye tamamlanmigtir. Kangim 37°C'da sabit hizda ¢aligan bir galkalayici da 30

dakika kangtirilmistir. ‘Daha sonra reaksiyon karigimina, 20 ml etilalkol-aseton
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(1:1, hacmen) kanigimi ilave edilerek enzim inaktive edilmis ve hidroliz reaksiyonu
sonucu zeytinyagindan agiga ¢ikan yag asitleri, 0,05 N NaOH ile timolftalein
indikat6riine karsi titre edilerek bulunmugtur. Paralel olarak yiiriitiilen tiim

deneylerde, aym1 kosullarda sabit deneme de yapilmigtir.

Reaksiyon sonunda 1 dakikalik zaman igersinde agiga ¢ikan yag asitlerinin g mol

cinsinden miktar1 agagidaki formiile gbre hesaplanmisgtir:

Yag asitleri = (S;-S;) x C x 1000
( #mol/dak) 30

Burada:

S| = Numune i¢in sarfedilen NaOH hacmi (mL)
S, = Sahit i¢in sarfedilen NaOH hacmi (mL)

C =Na0H konsantrasyonu (mol/L)

Lipaz ekstrakt orneklerinin spesifik aktiviteleri ise asagida verilen esitlife goére

hesaplanmustir.

Spesifik aktivite = Serbest yag asitleri ( #mol/dak)

Ornegin protein icerigi (mg)

Total aktivite degerleri ise, saptanan spesifik aktivite degerinin numunenin igerdigi

toplam protein miktar ile ¢arpilmasiyla bulunmustur.

3.2.4. Corekotu Tohumlarmin Cimlendirilmesi ve Cimlenmis Tohumlardan

Lipaz Enzimi Ekstraksiyon Yontemi

Cimlenmenin ekstraksiyon verimine ve ekstraktin lipaz aktivitesine etkisinin
incelendigi deneysel c¢aligmalarda ¢imlenmis tohumlar kullamlmigtir. Cimlenme,
Hassanien ve Mukherjeemin [79] rapiska ve bakla tohumlarina uyguladiklari

¢imlenme kosullarinda gereklestirilmistir. 24 saat 24°C'de suda 1slatilmis tohumlar,
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daha sonra nemli siizge¢ kagitlari arasinda 26°C'da ve karanlhikta bekletilmistir.
Tohumlarda 3.giinden sonra siirgtinlerin olustugu, 7.giinde ise siirgiinlerin 1-2 cm'a

ulagtig1 gézlenmigtir.

Cimlenmis tohumlardan lipaz enziminin ekstraksiyonu, Boliim 3.2.1'de agiklanan
orijinal tohumlara uygulanan y6nteme gore yapilmistir.  Elde edilen lipaz
ekstraktlarinin protein igerigi ve lipaz aktiviteleri de yine Boliim 3.2.2. ve 3.2.3'de

agiklanan yontemlere gdre saptanmigtir.

3.2.5. Corekotu Lipaz Enziminin bptimum pH ve Sicakhk

Degerlerinin Belirlenmesinde Uygulanan Prosediir

Belirlenen optimum ekstraksiyon kogullarinda elde edilen lipaz ekstrakt1 kullamlarak,
lipaz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degeri (degerleri) belirlenmistir.
Bunun i¢in, 5 mL 0.1 M CaCl, ¢ozeltisi, 0.8 mL lipaz ekstrakti ve 3.7 mL istenilen
pH degerinde tampon ¢ozelti ilave edilerek son hacim 10 mL'ye tamamlanmustir.
Karisim 37°C'da sabit hizda galigan bir ¢alkayict da 30 dakika karistirilmugtir,
Hidroliz sonucu agifa ¢ikan yag asitleri Boltim 3.2.3'de agiklanan aktivite tayin
yOntemine gére belirlenmis ve lipaz enziminin incelenen pH degerindeki aktivitesi
saptanmustir. pH 4-10 arasinda yukarda acgiklanan yonteme gore enzimin aktivite
degerleri bulunmustur. Deneysel olarak saptanan bu aktivité degerlerinin pH'a gore
degisim grafigi cizilerek ¢orekotu lipaz enziminin etkin aktivite gosterdigi pH arali:
ve optimum pH yani maksimum aktivite gosterdigi pH degeri (veya degerleri) grafik

_ lizerinden belirlenmistir.

Corekotu tohumlar lipaz enziminin optimum sicaklik degerinin bulunmasinda da
belirlenen optimum pH degerinde (veya degerlerinde) enzimin en yliksek aktivite
gosterdigi sicaklik saptamasi yapilmigtir.  30-55°C arasinda, optimum pH'da
hazirlanan zeytinyag), CaCl,, lipaz ekstrakti ve tampon ¢ozelti igeren bir seri
karigima, yukarida agiklanan aktivite tayin yontemi aynen uygulanmis ve her sicakhik
derecesinde enzimin gosterdigi aktivite degeri saptanmugtir. Deneysel olarak

saptanan bu aktivite degerlerinin sicakliga gore degisim grafigi ¢izilerek ¢érekotu
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lipaz enziminin optimum sicaklif1 yani en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik grafik

tizerinden belirlenmistir.

3.2.6. Lipaz Ekstraktlarindan Lipaz Enziminin Coéktiiriilmesi ve

Saflagtirilmasinda Uygulanan Yéntemler

Lipaz enzimlerinin esas olarak protein yapisinda olmasi nedeniyle, ekstraktlardan
lipaz enziminin c¢oktiirilmesi ve dolayisiyle saflagtirilmasinda, proteinler igin
kullanmilan  yontemlerden "aseton ile ¢oOktlirme" ve "amonyum siilfat ile

fraksiyonlama" yontemleri denenmistir.
3.2.6.1. Aseton ile Coktiirme Yolu ile Lipaz Enziminin Saflastiriimasi

Yontemin esasi, proteinlerin sulu ¢ozeltilerine, suda ¢oziinebilen ve ortamin
dielektrik sabitini 6nemli derecede azaltabilecek kadar diigiik dielektrik sabitine haiz
solventlerin katilmasidir. Bu solventler su ile proteinler arasindaki elektriksel baglari
zayiflatarak proteinlérin dispersiyonunu Onlerler ve boylece proteinlerin sudaki
¢oziintirliikklerini azaltarak ¢okmelerini saglarlar. Metilalkol ve 6zellikle aseton bu
yontem i¢in en uygun solventlerdir. Metanole nazaran asetonun daha ucuz olmasi ve

daha saf tiretilebilmesi, asetonun tercih edilme nedenleridir.

Lipaz ekstraklarindan lipaz enziminin ¢oktiirilmesi igin, 200 mL ekstrakt iizerine
-15°C civarinda biiretten damla damla aseton ilave edilmis ve kanstiilmistir.
Kristallenmenin goriildiigii anda, ilave edilen aseton hacmi okunmus ve karisim 30
dakika bekletilmistir. Cokelek, 10 000 rpm devir hizinda 15 dakika santrifiijlenerek

¢ozeltiden uzaklagtinlmig ve oda sicakliginda kurutulmustur.

Aseton ¢Okelegi daha sonra pH 6 fosfat tampon ¢ozeltisinde ¢oziilmiis, ¢6ziinmeyen
maddeler 10 000 rpm devirde 15 dakika santrifiijlenerek uzaklagtirildiktan sonra elde

edilen berrak c¢ozeltilerin protein igerikleri ile lipaz aktiviteleri saptanmistir.
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3.2.6.2. Amonyum Siilfat ile Fraksiyonlama Yéntemine Goére Lipaz

Enziminin Saflagtirilmasi

3.2.6.2. Amonyum Siilfat ile Fraksiyonlama Yéntemine Goére Lipaz

Enziminin Saflagtirilmasi

Yontemin esasi, proteinlerin sudaki ¢éziiniirliigiiniin, elektrolit ilavesiyle azaltilmast
yolu ile protein ¢oktirilmesidir. Elektrolit olarak her iyonik tuz bu amagla
kullanilabilirse de amonyum siilfat ucuz ve suda yiiksek ¢6ziiniirliikk g6stermesinden

dolay1 en fazla kullanilan tuzdur.

Deneylerimizde amonyum siilfat ile fraksiyonlama 3 kademede gergeklestirilmigtir
[39].

1.Kademede, %30 amonyum siilfat doygunluk derecesinde ¢alisilmistir. 200
mL lipaz ekstraktina, 35,2 gram kati amonyum siilfat katilmis ve ¢oziinene kadar
kanstinlmigtir. Cozelti 4°C'da 30 dakika karigtirilarak bekletilmistir. Bu esnada
¢6ken proteinler, 10 000 devir mzinda 15 dakika santrifiij edilerek siv1 fazdan
aynlmigtir.  Boylece elde edilen protein g¢okelegi %30 fraksiyonu olarak
adlandirilmig ve analiz i¢in saklanmigtir.

2.Kademede, 1kademeden gelen berrak sivi fazla c;ahsﬂrmstlr. Berrak
¢ozeltinin %60 amonyum siilfat doygunluk derecesine erigebilmesi i¢in, igersinde
19.8 g amonyum siilfat/100 mL oraninda amonyum siilfat ¢6ziilmiistiir. Cozelti yine
4°C'da 30 dakika bekletilmis ve siire sonunda ¢oken proteinlerin sivi fazdan
uzaklastirilmasi igin 10 000 rpm devir hizinda 15 dakika santrifiijlenmigtir. Bu
kademede elde edilen ¢okelek, %30-60 fraksiyonu olarak adlandirilmig ve analiz igin
saklanmistir.

3.Kademede ise, 2.kademede elde edilmis berrak siv1 faz kullamlmistir. Bu
kez ¢6zeltinin %80 amonyum siilfat doygunluk derecesine ulagsmasi i¢in igerisinde
14.3 g amonyum siilfat/100 mL oraninda amonyum siilfat ¢bziilmistir. 1[Ik iki
kademede uygulanan islemler tekrarlandifinda, nihai olarak elde edilen protein

cokelegi %60-80 fraksiyonu olarak adlandirilmig ve analiz i¢in saklanmigtir.
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Her ii¢ kademede elde edilen protein ¢okelekleri esit iki kisma béliindiikten sonra,
ayrt ayn fosfat (pH 6) ve TrissHCL (pH 6) tampon ¢ozeltilerinde ¢oziilmiistir.
Coziinmeyen kisimlar santrifiijle uzaklastinlmis ve elde edilen berrak ¢oézeltilerin

protein igerikleri ve lipaz aktiviteleri saptanmustir.

3.3. Corekotu Tohumlarindan Lipaz Enziminin Ekstraksiyonu I¢in

Uygun Ekstraksiyon Yénteminin Secimi.

Corekotu tohumlarindan lipaz enziminin ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi igin
bir seri én deneme yapilmustir. Bu denemelerde yagsiz tohum kullanilmig ve
ekstraksiyon pH 5 fosfat tampon ¢ozeltisi ile gerceklestirilmigtir. Tohumlardan yag
giderilmesinde iki yontem denenmistir. Bir 6rnek, konvansiyonel soxhlet cihazinda 6
saat siire ile hekzanla ekstraksiyona tabi tutulmustur. Diger ii¢ drnek ise sogukta
hekzan ile 4 kez ekstrakte edilmislerdir. Sogukta hekzan ile yag1 giderilmis 40 gram
civar1 tohumlar iizerine, ¢6ziicii/tohum oram1 5/1 (hacim/agirlik) olacak sekilde fosfat
tamponu katildiktan sonra, 6rnekler blenderda 10 dakika, manyetik karistirici ile 1
saat ve 2 saat siire ile ayr1 ayr kanstirilmistir. Soxhletle yag: giderilmis tohum
Omegi ise yine aym oranda fosfat tamponu ile manyetik kangstirici ile 2 saat
kangtinlmigtir. Daha sonra her 6rnek, ¢oraptan siiziilmiis, ¢orap tizerinde kalan kati
bakiye su ile yikanmmg ve yikama sulari da filtrata ilave edilmistir. Boylece elde
edilen lipaz ekstraktlari, 10 000 devirde 15 dakika santrifiijlendikten sonra, protein
icerikleri ve lipaz aktivilerinin saptanmas: i¢in analiz edilmislerdir.Elde edilen

sonuglar Tablo 3.4 toplu olarak verilmistir.
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Tablo 3.4 verilen sonuglarin incelenmesinden, sogukta hekzan ile yagsizlagtirilmis
tohumlardan en fazla proteinin blenderda karistirma esnasinda ekstrakte edilebildigi
anlagilmaktadir. Bu ekstraktin lipaz aktivitesi de pratik olarak manyetik karistirici ile
2 saat kanigtirma sonunda elde edilen ekstraktin spesifik aktivitesine esittir. Sonug
olarak, blenderda 10 dakika igersinde ekstraksiyon yiirtitmekle, zaman ve protein

icerigi agisindan avantaj saglanmaktadir.

Soxhlet cihazinda yagsizlastirilmis tohumlardan elde edilmis ekstraktin protein
igerigi, blenderda ekstrakte edilmis 6rmegin protein icerigine gére %150 daha fazla
olmasina karsin, ekstraktin lipaz aktivitesi mukayese edilen 6rnege gére %30 daha
diisiiktiir. Bu durum, soxhlet ekstraksiyonu sirasinda 6 saatlik siirede tohumlarin 60-
70°C'da tutulmasmin bir sonucudur. Sicaklik etkisiyle seliiloz zarlarinda
yumusamanin ger¢eklesmis olmas: miiteakip protein ekstraksiyonu kolaylagtirmus,
buna kargilik lipaz enziminin 60-70°C sicaklikta uzun siire kalmasi aktivitesinde

kismi kayiba yol agmusgtir.

Elde edilen bu sonuglara gore, ekstraksiyonun blenderda yapilmasina karar verilmis
ve tez boyunca ekstraksiyon, Bolim 3.2.1.'de agiklanan galiyma yontemine gore

yapilmigtir.

3.4. Corekotu Tohumlarindan Lipaz Enziminin Ekstraksiyonuna

Cimlenmenin Etkisi.

Bitkisel lipaz kaynag olan tahullar ve yagl tohumlarda (hint tohumu disinda) normal
kosullarda lipaz aktivitesi goriilmez. Tahil taneleri ve tohumlar lipaz aktivitesine
¢imlenme esnasinda sahip olurlar. Cimlenme kosullarinda, ilk asamada metabolik
proteinler diye adlandirlan albumin ve globulin proteinlerinin miktarinda artis ve
metabolik enzimlerin  (lipaz dahil) sentezlenmesi gergeklesir. Birinci asama
ortalama 3-5 giin devam eder ve bu zaman igersinde enzimler en yiiksek aktivite
diizeyine erigirler. Cimlenmenin ikinci asamasinda, bitki gelisimi igin depo
proteinleri olan prolamin ve glutelinlerin degradasyonu baglar ve metabolik enzimler

(lipaz dahil) aktivite kaybederler [44].
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Kimyasal Teknolojiler Anabilim Dalinda yapilmig ¢alhismalarla, ¢orekotu
tohumlarimn hint tohumuna benzer sekilde, ¢imlenme dis1 kosullarda da lipaz
aktivitesine sahip oldugu belirlenmis durumdadir [89, 91]. Calismamizin bu
boliimiinde ise, yukarda agiklanan ¢imlenme siirecinin lipaz agisindan ¢orekotu
tohumlarinda nasil gergeklestiginin belirlenmesine ¢alisilmigtir.  Bu  amagla,
tohumlar 7 giin boyunca ¢imlenme kosullarinda bekletilmigtir. Cimlenmenin 1., 4.
ve 7. gliniinde alman tohum Ornekleri su ile ekstrakte edilmistir. Literatiire gore,
lipaz enzimlerinin en konsantre bulundugu protein fraksiyonu suda ¢6ziinme gosteren
albuminlerdir [44]. Tohumlardan 6ncelikle albumin ekstrakte edebilmek amaciyla,
deneylerimizde ¢6ziicii olarak su kullamlmigtir. Ekstraksiyon yénteminin segiminde
40 gram yagsiz tohum O&rneklerinin kullamlmig olmasindan dolay:, sonuglarin
mukayese edilebilmesi i¢in bu ve bundan sonraki boliimlerde, 40 gram yagsiz

tohuma esdeger 60 gramlik orijinal tohum érnekleri ile ¢aligilmistir.

Cimlenmis tohumlardan su ile ekstrakte edilen lipaz ekstraktlarinin, protein icerikleri
ve lipaz aktiviteleri deneysel olarak belirlenmis ve sonuglar Tablo 3.5'de

sunulmustur.

TABLO: 3.5.Corekotu Tohumlarindan Lipaz Enziminin Ekstraksiyonuna
Cimlenmenin Etkisi.
(60 g orijinal tohum 300 mL su ile ekstrakte edilmistir).

Cimlen | Ekstrakte | Ekstrakte edilen | Lipaz aktivitesi

me miktart protein
Stiresi | (ml)
(gin)
Miktar (mg) veri | Total aktivite | Spesifik aktivite (U/mg
m (9)] protein)
(%)°
1 230 1337 9.6 710 0.53
4 255 1862 13.3 | 2056 1.10
7 260 4450 31.8 | 1299 0.29

Tablo 3.5'den agikga goriildiigli iizere, ¢imlenme siiresi uzadik¢a suda ¢dziinen
proteinlerin miktarinda dnemli artig olmaktadir. 7.giinde ekstrakte edilebilen protein
1.giine nazaran 3 kat daha fazladir. Lipaz aktivitesi ise 7.giinde 1.giinkii degerinin
yarisina diismektedir. En yiiksek lipaz aktivitesi 4.giinde goriilmekte olup, 1.giinkii
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aktiviteye gore 2 kat daha fazladir. Sonuglar, diger bitkisel tohumlarda gériilen
¢imlenme slireciningdrekotu tohumlarinda da benzer sekilde yiiriidiigiinii

gOstermistir.

Aliman bu sonuglar 1s181nda, tampon ¢ozeltileri ile yiiriittiigimiiz deneylerde

tohumlarin ¢imlenme stiresi 4 giin olarak saptanmustir.

3.5. Corekotu Tohumlarmndan Lipaz Enziminin Ekstraksiyonuna Tampon

Cozelti Cinsi ve pH'mnin Etkisi.

Daha &nce agiklandig: tizere, lipaz enzimleri metabolik proteinler olan albumin (suda
¢oziinen) ve globulin (tuz ¢6zeltilerinde ¢oziinen) fraksiyonlarinda bulunmaktadir
[44]. Tohumlardan lipaz enzimini miimkiin oldugu kadar yiiksek verimle elde etmek
amaciyla, albumin ve globulinleri birlikte ekstrakte edebilecek tampon ¢ozeltiler ile
caligilmigtir. Tampon ¢o6zelti olarak fosfat ve Tris-HCI ¢ozeltileri se¢ilmis olup, bu
bolimde tampon ¢ozelti cinsinin ve pH'inin protein ekstraksiyon verimine ve elde

edilecek ekstraktlarin lipaz aktivitelerine olan etkileri incelenmistir.

Deneylerimizde, 4 giin ¢imlenmis tohumlar pH 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 fosfat tampon
cozeltileri ile pH 6, 7, 8 ve 9 Tris-HCI tampon ¢ézeltileri ile ayri ayr1 ekstrakte
edilmigtir. Elde edilen tiim lipaz ekstraktlarinin protein igerikleri ve lipaz aktiviteleri
saptanmigtir. Fosfat tampon ¢dzeltileri ile elde edilen ekstraktlara ait sonuglar Tablo
3.6; Tris-HCl tampon ¢ozeltileri ile elde edilen ekstraktlarin sonuglar1 da Tablo

3.7'de verilmigtir.

Kullamlan tampon ¢ozelti cinsinin ve pH'inin tohumlardan protein ekstraksiyon
verimine olan etkisinin daha net goriilmesi igin Tablo 3.6 ve 3.7'deki verilerden,
ckstrakte edilen protein miktarimn ¢ozelti pH'1 ile degisim grafigi Sekil 3.1'de

verilmisgtir.
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TABLO: 3.6. Corekotu Tohumlarindan Lipaz Enziminin Ekstraksiyonunda
Fosfat Tompon Cozelti pH'inin Etkisi.

Tampon Ekstrakt Ekstrakte edilen protein Lipaz aktivitesi
gozelti miktari
pH'1 {mL)
Miktar Verim Total aktivite (U) | Spesifik aktivite
(mg) (%) (U/mg protein)
5 263 3980 28.5 1900 0.48
6 253 2978 213 1898 0.64
7 238 2918 20.9 1748 0.6
8 226 5233 374 1828 0.35
9 220 5663 40.5 1669 0.30
10 226 6105 43.7 844 0.14

TABLO: 3.7. Cérekotu Tohumlarindan Lipaz Enziminin Ekstraksiyonuna
Tris-HCI Tampon Cézelti pH'inin Etkisi.

Tampon Ekstrakt Ekstrakte edilen protein Lipaz aktivitesi
¢ozelti miktari
pH" (ml)
Miktar Verim Total aktivite (U) | Spesifik aktivite
(mg) (%) (U/mg protein)

6 255 2858 204 2010 0.70

7 240 2491 17.8 1843 0.74

8 243 3336 23.9 1968 0.59

9 250 3780 27.0 1374 0.36

7000

—— Fosfat tamponu
> 6000 + .
2 —a— Tris-HC| Tamponu
£ 5000 +
2
o]
—
Q. 4000 +
o
Q2
© 4
3 3000
L
x 5
2000 -
=
2
w 1000 +
0 f i : t t l
4 5 6 7 8 9 10 11

Tampon ¢oézelti pH'i

SEKIL: 3.1. Lipaz Ekstraktlarinin Protein Igeriklerinin Tampon
Cozelti pH" ile Degisimi.
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Sekil 3.1'in incelenmesiyle, her iki tampon ¢é6zelti i¢in nétral pH'da protein
ekstraksiyonunun en az gerceklestigi, ortamin asitlii veya bazikligi arttikca ekstrakte
edilebilen protein miktarinda artma oldugu goriilmektedir. Nétral tampon ¢6zeltiler
ile ¢ahigildiginda, minimum protein ekstrakte edilebilmis olmast beklenilen bir
olaydlf. Metabolik proteinlerden albumin isoelektrik noktas1 pH 4-4.5, globulin ve
depo proteinlerinden glutelin'in ise pH 6,5-7 dir [88]. Tohumda bulunan globulin ve
glutelin proteinlerinin pH 7 de minimum ¢6ziinme gostermesi nedeniyle toplam
ekstrakte edilen protein miktar1 da minimum olmustur. pH diistilkkge ¢6ziinen
globulin miktarida artmaktadir. pH 5'de ise, depo proteini glutelinde ¢6ziinmeye
bagladifindan, ¢6zilinen protein miktarinda biiylik artis olacagi beklenilmektedir
[44]. Bu nedenlerle, 6rnegin pH 5 fosfat tampon ¢6zeltisi ile pH 7'ye gore %135
daha fazla protein elde edilmistir.

Alkali pH'larda tiim protein fraksiyonlar1 (albumin, globulin ve glutelin) yiiksek
¢coziiniirliik g6sterdiginden, alkali tampon c¢ozeltileri ile elde edilmis lipoz
ekstraklarinin protein igeriklerinde ylikselme gériilmektedir. Fosfat tampon ¢dzeltisi
ile pH 9'da, pH 7'ye gore %200 daha fazla protein elde edilmistir.

Protein ¢6zmede her iki tampon ¢6zeltinin davramslarinda, sekil tizerinde egilim
olarak parallellik gﬁrﬁlﬁyorsalda, fosfat tampon ¢o6zeltilerinin ¢oziicii etkisinin Tris-
HCI ¢ozeltilerine goére, her pH degerinde, daha yiiksek oldugu deneysel olarak
belirlenmistir. Omegin, pH 9'da, fosfat tampon ¢ozeltisi ile ¢érekotu tohumlarinda
bulunan proteinin %40.5'u ¢6zeltiye alinabilmis, aym kosullarda Tris-HCI tampon

¢ozeltisi ile ekstrakte edilen proteinin verimi ancak %27'e ulagmgtur.

Her iki tampon ¢ozelti ile farkli pH larda elde edilmis lipaz ekstraktlarimin lipaz
aktiviteleri ile ¢ozelti pH'lar1 arasinda etkilesimi irdeleyebilmek i¢in, Tablo 3.6 ve
3.7'de verilmis sonuglardan faydalanarak, lipaz ekstraktlarinin total ve spesifik
aktivitelerinin tampon ¢6zelti pH'1 ile degisim egrileri, her iki tampon ¢ozelti icin,

Sekil 3.2 ve 3.3'de gosterilmistir.
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Cozelti pH" ile Degisimi.
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Sekil 3.2 ve 3.3'de gosterilen pH ile aktivitelerin degisim egrilerinden, fosfat tampon
¢ozeltileri i¢in, yiiksek total aktivite gosteren lipaz ekstraktlar1 pH 5,6 ve 8'de elde
edilebildigi  goriilmektedir. Aym1 ekstraktlar spesifik aktivite agisindan
incelendiginde ise, en yiiksek spesifik aktivite gbsteren lipaz ekstrakti ise pH 6'da
elde edilmis olandir. Bu durum, pH 5 ve pH 8'de ¢oziinmeye baslayan ve lipaz
enzimi i¢ermeyen glutelin proteinlerinin ekstraktlarda yeralmasinin bir sonucudur.
Glutelinler, ekstraktlarin protein igeriklerini arttirmakta dolayisiyle ¢6zeltilerin
spesifik aktivitelerinde diigmelere neden olmaktadir. En diisiik spesifik aktivite pH
10'da elde edilmis ekstraktta goriilmektedir. Bu olay, glutelinler yaninda, lipaz
enziminin bu yiiksek pH'da aktivite kayb1 ile de alakali olmalidir. Genel olarak
enzimler, diigiik asitli ortamlarda (pH<4) ve yiiksek alkali ortamlarda (pH>8)
dayaniksizdir. Enzim cinsine gére kismen veya tamamiyle denatlire olurlar [100].

Corekotu lipazi i¢in pH 9'da stabilite kaybinin basladigi, pH 10'da ise kismen

denatiire oldugu séylenebilir.

Sonuglarimiza gore, fosfat tamponu ile en yiiksek spesifik aktiviteli ekstraktlar pH
6-7 araliginda elde edilebilmektedir. pH 6'da protein ekstraksiyon veriminin %21.3,
pH 7'de ise %209 oldugu da dikkate alinmasiyla, fosfat tamponu ile lipaz

ekstraksiyonunun optimum ¢aligma pH'1 6 olarak belirlenmisgtir.

Tris-HCI tampon ¢ozeltileri ile elde edilen lipaz ekstraktlarnin total ve spesifik
aktivite degerleri, pH 6-8 arasinda fosfat tamponu ile elde edilmis ekstraktlara gére
daha yiiksektir.

Aym pH araliginda, Tris-HCl tampon ¢o6zeltisi ile fosfat tampon ¢ozeltilerine gére
daha az protein ekstrakte edilmigtir (bak. Sekil 3.1). Daha az proteinin daha yiiksek
aktivite gostermesi, Tris-HCl'in albumince zengin protein fraksiyonlarim segimli
olarak ekstrakte ettigini ortaya ¢ikarmaktadir. Muhtemelen, glutelin proteinlerini de
kismen ¢ozebilmektedir. pH 9'da, Tris-HCI ile en diisiik aktiviteli lipaz ekstraktinin

elde edilmesi de yine lipaz enziminin pH 9'da stabilite kaybi ile ilgili olmalidir.
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Tris-HCl ile en yiiksek spesifik aktiviteli lipaz ekstrakti pH 7'de elde edilmigtir ve
uygun ekstraksiyon pH aralif1 6-7 arasidir.

Sonug olarak, ¢érekotu tohumlarindan lipaz enziminin ekstraksiyonun da tampon
¢6zelti pH'imn biyiik etkisi oldufu saptanmustir. Fosfat ve Tris-HCI tampon
¢ozeltileri igin bu pH 6-7 aralif1 en uygun ekstraksiyon araligidir. Fosfat tampon
¢ozeltisi igin optimum ekstraksiyon pH'1 6, Tris-HCI i¢in pH 7 oldugu sonucuna
varilmistir.  Protein ekstraksiyon verimi gozoniine alindiginda, fosfat tampon

‘gozeltileri ile caligmanin daha uygun olacag: sonucu da ortaya ¢ikarilmugtir.
3.6. Corekotu Lipaz Enziminin Optimum pH ve Sicakhginin Saptanmasi

Corekotu tohumlarindan pH 6 fosfat tamponu ile elde edilen lipaz ekstraktinin
optimum pH degerinin saptanmasi i¢in, pH 4-10 aralifinda bir seri deneme
yapilmistir. Orneklerin spesifik aktiviteleri Boliim 3.2.5'de agiklanan ydnteme gore,
Tris-HCl tampon ¢ozeltileri kullamlarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo
3.8'de verilmigtir. Enzim aktivitesinin pH ile deZisim egrisi Sekil 3.4'de

goriilmektedir.

TABLO: 3.8. Corekotu Tohumlarindan pH 6 Fosfat Tamponu ile Ekstrakte Edilmis
Lipaz Enziminin Aktivitesinin pH ile Degisimi

pH | Spesifik aktivite(U/mg Protein)
4 0.47
5 0.87
6 3.09
7 0.87
8 0.67
8.6 1.17
9 1.14
10 0.33
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Spesifik aktivite
(U/mgprotein)
35
3l ——pH 6 Fosfat tamponu
—=—pH 9 Fosfat tamponu
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SEKIL: 3.4, Corekotu Lipaz Enziminin Aktivitesinin pH ile Degisimi.

Sekil 3.4'den, pH 6 fosfat tamponu ile elde edilen lipaz ekstraktinin iki optimum
pH1, gosterdigi, 1. optimum pH'mmin 6'da, 2.optimum pH'imun 8 ila 9 arasinda
muhtemelen 8,6 da oldugu gorilmektedir. Corekotu tohumlartmin asit lipaz
éktivitesi alkali lipaz aktivitesinin yaklagik 2,5 kat1 kadardir. Literatiirden, rapiska,
ay¢icegi, pamuk, domates, hardal, piring ve yulaf tohumlarinin sadece alkali lipaz
enzifni icerdikleri ve optimum pH'larinin 7,5-9 arasinda degistigi bilinmektedir [75].
Asit ve alkali lipazlara misir koklerinde (optimum pH'lar 5 ve 8.6)/(55) ve hint
tohumunda (optimum pH'lar 5 ve 9) (64) rastlannmstir. Hint tohumunda asit lipazin
aktivitesi alkali lipazin yaklagik 2 katidir [64]. inceledigimiz corekotu lipaz enzimi,

inzim karakteristikleri agisindan da hint tohumuna benzemektedir.
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Corekotu tohumlarinin asit ve alkali lipaz enzimlerinin igerdigi belirlendikten sonra,
pH 9 fosfat tamponu ile elde edilen lipaz ekstraktinda da optimum pH taramast
yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 3.9'da verilmis, pH ile lipaz aktivitesinin

degisim egrisi Sekil 3.4'de ilave edilmistir.

Corekotu tohumlarindan alkali fosfat tamponu ile ekstrakte edilen lipaz enzimi,
benzer sekilde iki pH optimumu géstermistir. Asit lipazin optimum pH" yine 6,
alkali lipazin optimum pH" ise 8'e ¢ok yakin, muhtemelen 8, olarak saptanmstir.
Alkali kosullarda elde edilen lipaz enzimlerinin asit ve alkali lipaz aktiviteleri ise

pratik olarak birbirlerine egit bulunmustur.

TABLO: 3.9. Corekotu Tohumlarindan pH 9 Fosfat Tamponu ile Ekstrakte
Edilmis Lipaz Enziminin Aktivitesinin pH ile Degisimi.

pH Spesifik Aktivite (U/mg Protein)
4 0.39
5 0.55
6 1.24
7 0.78
8 1.27
8.6 1.20
9 1.14
10 0.72

Corekotu lipaz enziminin optimum sicakliginin belirlenmesinde, pH 6 ve pH 9 fosfat
tampon ¢6zeltileri ile elde edilmis lipaz ekstraktlar kullanilmistir. Herbir ekstraktan
alinms numuneler, Tris-HCI tampon ¢ozeltisi ile optimum pH'a ayarlanmis ve 30-
55°C arasinda zeytinyag: emiilsiyonu ile 30 dakika stirede reaksiyona sokulmuglardir.
pH 6 ekstrakt: i¢in optimum pH 6; pH 9 ekstrakti i¢in optimum pH 8 olarak
segilmistir. Her iki seri deneme sonucunda elde edilen neticeler Tablo 3.10'da
birlikte verilmigtir. Lipaz enziminin aktivitesinin sicaklikla degisim grafigi ise Sekil

3.5'de gosterilmigtir.
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TABLO: 3.10 Corekotu Tohumlarindan pH 6 ve pH 9 Fosfat Tamponu ile Ekstrakte
Edilmis Lipaz Enzimlerinin Aktivitelerinin Sicaklikla Degisimi.

Sicaklik Spesifik aktivite (U/mg protein
€9
ph 6 | ph 9 ekstrakti
ekstrakti
30 2.61 1.10
35 2.68 1.20
37 3.02 1.23
40 3.17 1.12
45 2.60 1.10
50, 2.37 0.81
55 - 0,65

Spesifik aktivite(U/mg protein)
35

1+
—o—pH 6 lipaz ekstrakh

05 1 —=—pH 9 lipaz ekstrakt

0 4 3 3 I 3 f
1 T T 1 T 1 ¥

25 30 35 37 40 45 50 55 60
Sicaklik (°C)

SEKIL: 3.5. Cérekotu Lipaz Enziminin Aktivitesinin Sicaklik ile Degisimi.

Sekii 3.5'den, pH 6 fosfat tampon ¢ozeltisi ile elde edilmis lipaz enziminin optimum
sicakhiginin 40°C oldugu ve sicakhigin yiikselmesi ile hizli bir aktivite kayb:
gosterdigi anlasilmaktadir. pH 9 fosfat tampon ¢zelti ile ekstrakte edilmis Jinaz
enziminde ise bariz bir optimum sicaklik gézlenmemektedir. 30-50 °C arasinda

aktivite gostermektedir. 50°C'den sonra aktivite kaybi baglamaktadir.
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3.7. Corekotu Lipaz Ekstraktlarindan Lipaz Enziminin Izolasyonu

ve Saflagtirilmasi.

Fosfat tampon ¢ozeltileri ile farkli pH'larda ekstrakte edilmis lipaz enzimlerinin
¢ozeltiden izolasyonu ve bu islem esnasinda saflagtinlmasi amaciyla, elde edilen
lipaz ekstraktlarindan lipaz enzimlerinin ¢oOktiiriilmesinde iki farkli yontem
uygulanmugtir. Asetonla ¢6ktiirme ve amonyum stilfat ile fraksiyonla yontemine gére
coktiiriilen proteinlerden, ¢zellikle asidik lipaz enzimi ekstrakte etmek.igin, elde

edilen ¢6kelekler fosfat (pH 6) ¢ozeltisi ile tekrar ekstrakte edilmislerdir.

Asetonla ¢oktiirme yontemine gére lipaz enziminin kismen saflastirilmasi siirecinde,
alinmis deneysel sonuglar Tablo 3.11'de topluca verilmistir. Sonuglar
incelendiginde, her lipaz ekstraktinda enzimin saflastirilabildigi, saflasma yiizdesinin
ekstraktin igerdigi protein fraksiyonlarinin cinsine bagh olarak % 230-330 arasinda
degisim gosterdigi anlasilmaktadir. En yliksek oranda saflastirma, pH 7 tampon
cozelti ile elde edilmis lipaz ekstraktinda goriilmektedir. Aseton ¢okeleklerinin
tekrar ekstraksiyonunda eger Tris-HCl (pH 6) tampon ¢ozeltisi kullamlsa idi, bu

durumda 4 kat saflagtirma elde edilebilecektir.

pH 6 fosfat tampon ¢ozeltisi ile ¢orekotu tohumlarindan elde edilmis lipaz
ekstraktina, Amonyum siilfat fraksiyonlamast uygulanmus ve alinan sonuglar Tablo
3.12'de gosterilmistir. Amonyum siilfat ile daha se¢imli olarak protein ¢iiktiiriilmesi
gerceklestirilmistir. %30 amonyum stilfat doygunluk derecesinde ¢oktliriilen protein
miktar1 az oldugundan analiz edilememistir. % 60-80 amonyum siilfat doygunluk
derecesinde ¢Oktiiriilmiis proteinlerin lipaz enzim igerigi, % 30-60 doygunluk
derecesinde ¢oktiiriilmiis proteinlere gore daha yiksektir.  Tris-HCI tampon
¢ozeltisinin lipaz enzimi iceren proteinleri fosfat tamponuna nazaran daha iyi
¢ozebildigi sonuglardan agikca anlagiimaktadir. Tris-HCI ile lipaz enziminin

aktivitesinde orijinal ekstraktin aktivitesine oranla, 16 kat artig saglanabilmistir.
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Lipaz enziminin saflagtirilmasinda uygulanmis iki yontemin kargilastirilmasindan,

lipaz saflastirllmasinda amonyum siilfat ile fraksiyonlama yonteminin aseton ile

¢6ktiirme yontemine gore daha iyi sonuglar verdigi ortaya ¢ikarilmustir.

TABLO: 3.10. Cérekotu Tohumlarindan Fosfat Tampon Cozeltileri ile Elde
Edilmis Ekstraktlardan Lipaz Enziminin Aseton ile Coktiiriilerek

Saflagtirilmasi.
Lipaz Ekstraktinin Saflagtirilmis Lipaz Cozeltisinin

pH1 Protein Spesifik Aseton Protein igerigi | Spesifik Lipaz enzimin

icerigi aktivitesi | gokelegi (mg) aktitivitesi saflagtiriimasi

(mg/100 ml) | (U/mg (mg) (U/mg protein) | (kat)

protein) )

5 1513 0.48 677 341 1,29 2.69
6 1177 0.64 1131 727 1.85 2.89
7 1161 0.6 1374 883 1.97 3.28
8 2315 0.35 1672 583 1.13 3.23
9 2832 0.30 1718 750 0.72 2.40
10 2701 0.14 2097 680 0.32 2.29

TABLO: 3.11 Cérekotu Tohumlarindan Fosfat (pH6) Tampon Cozeltisi ile
Elde Edilmis Ekstrakttan, Lipaz Enziminin Amonyum Siilfat

ile Coktiiriilerek Saflastirimasi. (Ekstraktin Protein Igerigi, 1177
mg/100 ml; Spesifik Aktivitesi 0,64 U/mg Protein'dir).

Amonyum Cokelek Saflastiril-mig lipaz gozeltileri
stlfat miktari (ms)
doygunluk Fosfat (pH 6) gozeltisi Tris-HCI (pH 6) ¢ozeltisi
derecesi
Protein Spesifik Lipaz Protein Spesifik Lipaz
igerigi (mg) | aktivite saflagmasi igerigi aktivite Saftagmasi
(U/mg (kat) (mg) (U/mg (kat)
protein) protein)
% 30 61 - - - - - -
%30-60 | 1364 | 1278  [372 |58l 983 466 | 7.28
% 60-80 | 576 397 4.90 7.66 350 10.71 16.73




BOLUM 4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismanin birinci boliimiinde Denizli yoresi gorekotu tohumlarimin kimyasal

bilesimi saptanmustir.

Tiirkiye kokenli ¢orekotu tohumlarinin, Tablo 3.1'de verilen bilesimi incelendiginde,
tohumlarin %23 protein ve %35 yag igerigi ile protein ve yag agisindan zengin
oldugu goériilmektedir. Bu c¢alismada, Lipaz kayna8i olarak kullamlabilecegi

g0sterilen ¢orekotu tohumlar: protein ve yag tiretiminde de potansiyel bir kaynaktir.

Bu calismada, ¢érekotu tohumlarindan fosfat ve Tris-HCI tampon ¢ozeltileri ile lipaz
enziminin elde edilebilecegi gosterilmigtir. Sonuglarimiza gére, tohum proteinlerinin
ancak %20'si ekstrakte olmustur. Kimyasal Teknolojiler Anabilim Dalinda,
yiiriitiilmiis diger bir ¢aligmada, lipaz enziminin konsantre bulundugu albumin ve
globulin proteinlerinin ¢érekotu proteinlerinin %50'sini tegkil ettigi belirlenmistir.
Ekstraksiyonun blender yerine homojenizatérde yapilmasi durumunda ve tek
kademeli ekstraksiyon yerine ¢ok kademeli ekstraksiyon uygulanmasiyla, tampon
¢ozeltiler ile tohumlardan protein ekstraksiyonunda verimin %40-50 seviyesine

yiikseltilmesi miimkiin olabilecektir.

Literatﬁre gore, tahil taneleri ve bitkisel tohumlarda alkali lipaz bulunmakta ve bu
lipaz ¢imlenme esnasinda aktivite kazanmaktadir. Sadece aygigcek ve hint tohumlan
ile ¢imlenmis misir tohumu siirgiinlerinde, alkali lipaz yaminda asit lipazin
mevcudiyeti belirlenmigtir.  Aygigek ve musir koklerinde bulunan asit lipazlar,
aktivite a¢isindan alkali lipazlarinin yansi kadar aktivite gosterirken, istisna olarak
hint tohumu asit lipaz1 alkali lipazinin iki kat1 aktivitededir. Calismamizda, ¢6rekotu
tohumlarindan pH 6 fosfat tamponu ile elde edilmis lipaz ekstraktinda, asit ve alkali
lipazlarin birlikte bulundugu ve oOzellikle asit lipazin aktivitesinin alkali lipaz
aktivitesinin 2, 5 kat1 oldugu saptanmistir. Bu bulgunun literatiir agisindan &nemli

bir deger tasidig: kanisindayiz.



40

Bu calismada elde edilen lipaz ekstraktlarinin depolanma stabilitelerinin diigiik
olmasindan dolayi, ekstraktlarin biyoteknolojik uygulamalar1 incelenememigtir. Bu
caligmanin devaminda &nerimiz, lipaz enziminin , immobilize edilerek stabilite
kazandirilmast ve endiistriyel uygulamalarinin aragtirilmasi iizerinde caligmalarin

stirdiiriilmesi yéniindedir.
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