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Bu aragtrma, Aydin ili Bozkdy-Alangiillii termal sularindan elde edilen Bacillus sp. 4
izolatmin  esterazmm kismi  saflagtmrmasmin  yapilmast ve kinetik parametrelerinin
belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmigtir. Bacillus sp. 4 izolatmin maksimum enzim rettigi
kogsullar belirlenmistir. Esterazin lokalizasyonu, optimum sicakhgi, pH’si, sicakhk ve pH
stabilitesi, Km ve Vpux degerleri saptanmig, polihidrik alkollerin esteraz stabilitesi fizerine
etkisi, gesitli metal iyonlarinn, deterjanlarin, organik ¢Oziiciilerin ve inhibitdrlerin esteraz
aktivitesi {lizerine etkisi ve esterazin substrat spesifitesi belirlenmistir. Bulunan sonuglar uygun
literatiirlerle kargilagtirilarak esteraz Szellikleri agisindan degerlendirilmigtir.

ABSTRACT

This study aims to carry out to make the partial purification and determination of the
kinetic parameters of the esterase of Bacillus sp. 4 isolated from Aydin Province, Bozkdy-
Alangiilli thermal spring water. In optimum conditions of Bacillus sp. 4, maximum amount of
enzyme produced was determined. Optimum temperature, pH, temperature and pH stability,
localization, Km and Ve of the esterase, the effect of polyhidric alcohols on esteraz stability
and the effects of various detergents, organic solvents and inhibitors on esterase activity was
determined. The results were compared appropriate references and the esterase were
evaluated by its property.

ANAHTAR SOZCUKLER / KEY WORDS: Bacillus, esteraz, lipaz,
termostabil enzim, saflagtirma, karakterizasyon / Bacillus, esterase, lipase, thermostable
enzyme, purification, characterization.
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KISALTMALAR VE SIMGELER

BSA Sigir serum albumini
cm Santimetre
dk Dakika
ES Enzim-substrat

Yer ¢ekimi ivmesi
g Gram
Iu Uluslararas: enzim tinitesi
kHz Kiloherz
Km Michaelis-Menten sabitesi
L Litre
ml Mililitre
mg Miligram
mmol Milimol
mM Milimolar
M Molar
uM Mikromolar
ul Mikrolitre
pmol Mikromol
nm Nanometre
OD Optik yogunluk
pNP p-nitrofenol
pNPA p-nitrofenil asetat
pNPB p-nitrofenil butirat
pNPL p-nitrofenil laurat
pNPP p-nitrofenil palmitat
rpm Dakikadaki devir sayisi
U Enzim {initesi

Vmax Maksimum enzim aktivitesi



1. GIiRIS

Eski zamanlardan beri dogal kaynakh enzimler peynir, maya, bira, sarap ve sirke gibi
besinlerin ve deri, ¢ivit ve keten gibi mallarm iretiminde kullamlmaktadir. Bu iglemler ya
dogal olarak gelisen mikroorganizmalar tarafindan firetilen enzimlerle ya da dana rumeni veya
papaya meyvesinden elde edilen enzimlerle gergeklestirilirdi. Bu enzimler, saflagtmimas1 ve
karakterizasyonu yapilmadan kullamliyordu. Enzim endiistrisi modern biyoteknolojinin
gelisimiyle son kirk yilda hizhi bir gelisim gostermistir. Gegen yiizyiln son yarismda
fermentasyon iglemlerinin geligimiyle birlikte, enzim fireten mikroorganizmalar endiistride
kullamlmaya baglanmstir. Béylece saflagtinilrmg ve iyi karakterize edilmis enzimlerin ticari
firetimi oldukca artmigtir. Bu gelismeyle enzimlerin deterjan, tekstil ve nisasta endiistrisi gibi
bashca endiistriyel iglemlere girmesi sajlanmistir. Rekombinant gen teknolojisinin kullanimm
ticari enzim {iretimini daha da arttrmmg ve daha onceden tiretilemeyen enzimlerin ticari olarak
kullammum saglamigtir. Ayrica, protein miihendisligi ve modern biyoteknolojideki en son
gelismeler endiistriyel enzimlerin geligimini tamamen degistirmistir. Bu geligmeler, yeni
islem sartlarma adapte olmug ve yeni aktiviteler gosteren enzimlerin endistriyel
kullanimlarmin daha da yaygmlagmasim saglamstir.

Endiistride ¢esitli dogal maddelerin pargalanmasinda kullanilan enzimlerin ¢ogunlugu
(% 75) hidrolitik aktivite gosterir. Proteazlar, deterjan ve siit endiistrilerindeki yaygm
kullanimlarmdan dolay: (% 40) en baskin enzim tipidir (Sharma et al., 2001). Nisasta, tekstil,
ekmek ve deterjan gibi endiistrilerde kullamilan cesitli karbohidrazlar (6zellikle amilazlar ve
seliilazlar), ikinci biiylik grubu teskil ederler. Deterjan, besin, ilag, tekstil ve alkol
endiistrilerinin hakim oldugu teknik endiistriler, endiistriyel enzimlerin en ¢ok kullamldif
alandir. Endiistriyel enzimlerin tiim diinyadaki kullamm degerleri 1995°te 1 milyar dolar iken,
2000 yihnda 1.5 milyar dolara yiikselmigtir. Bununla beraber bu bilyiimeyi bashca deterjan
endiistrisi olmak {izere baz1 teknik endiistriler saglamistir. Son on yildaki en hizh geligme
ekmek ve hayvansal gida endiistrilerinde goriilmektedir, fakat organik sentezden kagit
endiistrisine ve insan saghfmna kadar uzanan gesitli endiistriler de bu gelismeye katkida
bulunmaktadir (Kirk et al., 2002).

Enzimlerin siiflandiriimasi, ya substrat spesifitelerine ya da amino asit dizilimlerine
dayanir. Kargilagtinlmak istenen biitilin enzimlerin, aym ya da en azmdan iligkili bir substratla
tercihen benzer reaksiyon kosullar1 altmda denenmesi gerekir. Bu her ne kadar kimyaci ve
biyokimyacilara uygun enzimi dogrudan teshis etme imkam verse de, yaygm bir strateji
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degildir. Genel veritabanlarmdaki amino asit dizilimlerine ulasabilmek glinlimizde g¢ok
kolaydir. Amino asit dizilimlerinin kargilagtirilmasi, farkh orjinli enzimler arasindaki evrimsel
iliskki hakkinda daha agiklayica bilgiler saglar. Diger yandan, amino asit dizilim homolojisinin
yiiksek olmasi, enzimlerin 6zellikleriyle (substrat spesifitesi, stereoselektivite, optimum pH ve
sicakhk, ¢6ziictl stabilitesi gibi) iligkili olmayabilir ve hatta bazi durumlarda tamamiyle farkh
tipte reaksiyonlar katalizleyebilirler. Ornegin, Streptomyces aureofaciens’den elde edilen bir
bromoperoksidaz, Pseodomonas fluorescens’in esterazi ile yaklagik % 55 amino asit dizilim
dzdesligi gosterir. Fakat substrat spesifiteleri ok az uyguntuk gésterir (Bornscheuer, 2002).

Son on yilda, esteraz ve lipazlarla ilgili ¢cahgmalarin sayis1 oldukga artrmgtir. X-15mn
kristallografik ve NMR (Niikleer magnetik rezonans) ¢ahgmalan, bu proteinlerin 3 boyutlu
yapilan hakkmda atomik seviyede bilgi saglamaktadir. Pek ¢ok lipazin gosterdifi kapak
benzeri yapi, kapak hareketini igeren mekanistik modelin olusumunu baglatir. Kapagin
katalizle iligkili oldufu varsayilan uzaysal hareketi, ¢Oziniir olmayan kapah kapak
konformasyonundaki hidrofobik bolgeleri meydana getirir. Boylece hidrofobik kisimlar, yag-
su ara yiizeyine girebilir. Esterazlar ve birka¢ lipaz bir kapak yapis1 gbstermez. Fusarium
solani pisi’den elde edilen Kiitinaz ve Candida antarctica B’den elde edilen lipaz bu durumla

ilgili gbze ¢arpan Srneklerdir.

Proteinlerin 3 boyutlu yapilariyla ilgili bilgilerin giderek artmasi, proteinleri
kivrimlarma gére smiflandirma fikrini geligtirmigtir. Hidrolazlar o/ kiviim grubu iginde yer
alirlar ve o/f hidrolaz kiviim olarak adlandmilirlar. Biitiin lipazlar ve esterazlarm ¢ogu bu
kiviim yapisim gosterir. Triagilgliserol lipazlar, biitin fungal, bakteriyal ve pankreatik
lipazlan1 kapsamaktadir. Esterazlar i¢ gruba aynhr: flavodoksin benzeri kivrim grubuna dahil
olan kiitinaz grubu, o/f hidrolaz kivrimma sahip olan esteraz grubu ve asetilkolinesteraz
grubudur. Bu a/p hidrolaz kivrimi haloperoksidazlarda ve epoksid hidrolazlarda da bulunur
(Fojan et al., 2000; Sharma et al., 2001). Katalitik merkez, Ser-Asp-His (baz: lipazlarda Asp
yerine Glu) ticliisiinden olusur ve aktif bdlgedeki serininin etrafinda genellikle ortak Gly-x-
Ser-x-Gly dizilimi bulunur. Lipazlarm ve esterazlarm 53 amino asitlik dizilimleri
karsilagtinlmig ve baska kahiplarin da bulundugu ortaya ¢ikmmstir. Ornegin, bazi lipazlar ve
Streptomyces seabies’in esterazi Gly-Asp-Ser-Leu ortak dizilimini igerirler. Ayrica bu esteraz,
yaygm Ser-Asp-His iiliisii yerine katalitik Ser-His ikilisini igermektedir. (Alvarez-Macarie et
al., 1999; Lee et al., 1999; Fojan et al., 2000; Eggert et al., 2000; Bornscheuer, 2002).
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Hidrolazlar, ¢ok genis substrat spesifitesi gdsteren bir enzim smifidir. Hidrolazlar,
peptidleri, amidleri, halidleri, esterleri ve trigliseritleri hidrolizierler. Esteraz aktivitesi
gosteren enzimlerin non-ester baglarmi da hidrolizleyebilmesi, bu enzimlerin smiflandirmast
ve terminolojisi ile ilgili olarak akilda ilging sorular brrakmaktadir. Hidrolazlarm iki biiylik
smifi olan lipazlar (EC 3.1.1.3, triagilgliserol hidrolazlar) ve “ger¢ek” esterazlar (EC 3.1.1.1,
karboksilester hidrolazlar) son derece 6nemlidir (Sharma et al., 2001; Bornscheuer, 2002).

Bu enzimler eskiden, bilinen substrat spesifitelerine gore smiflandirilirdi. Esterazlar,
bir su molekiiliiniin ilavesi ile ester baglarrm hidrolizleyen enzimler olarak tanimlanirds
Genellikle bir esteraz, substratin ya alkol ya da asit kismma spesifiktir. Fakat her ikisine
birden spesifite gosteremez. 1972 yihnda Whitaker esterazlar i¢in bir smflandirma diizeni
onerdi, bu smiflandirma diizeni, onlarm substartlarmm asit kismna olan spesifitelerine
dayanmaktadir. Ornegin; karboksilik ester hidrolazlar, karboksilik asit esterlerinin hidrolizini
katalizlerler. Karboksil esterazlar, aril esterazlar, kolin esterazlar, kolesterol esterazlar ve
ayrica lipazlar da  hidrolitik enzimlerin bu grubuna dahildir. Bu enzimlerin
smiflandmimasinda ya substrat spesifiteleri ya da enzimatik katalizde gorevli aktif bolgeleri
kullamimaktadir. Esterazlar tercihen kisa zincirli yag asitlerinin ester baglarm kirarken,
lipazlar daha genis bir substrat arahi: gosterirler. Substratin fiziksel durumu, substrat
spesifitesine etki eden onemli bir fakt6rdiir. Uzun zincirli yag asitleri tipik olarak ¢Oziiniir
degildir veya en azindan zayif bir ¢6ziiniirliik gésterir (emiilsiyonlar). Bu nedenle, lipazlar
¢Oziinlir olmayan veya kuvvetli sekilde kiimelesen bir substrati tamiyabilir. Ciinkii lipazlar
kiimelesen substratlara kargi aktiftir. Lipaz aktivitesi, substrat konsantrasyonuyla degil,
dogrudan total substrat alamyla iliskilidir. Esterazlar ise, daha ¢ok suda ¢6ziinen substratlara
kars yiiksek aktivite gsterirler (Fojan et al., 2000; Sharma et al., 2001).

Ester hidrolizi veya olusumuyla ilgili mekanizma, lipazlar ve esterazlar i¢in temelde
aym olup, 4 adimdan olugur. ilk olarak, substrat aktif serine baglanarak katalitik His ve Asp
residiicleri tarafindan stabilize edilen bir tetrahedral ara {irlin olusturur. Sonra, alkol serbest
kahr ve bir agil-enzim kompleksi olusur. Bir niikleofilin hticamu (suyun hidrolizi, alkol veya
esterin (trans-) esterifikasyonu) tekrar bir tetrahedral ara {iriin olugturur. Son olarak da bu ara
iiriin ayrigarak, {irlin (bir asit veya ester) ve serbest enzimi olugturur (Bornscheuer, 2002).

Esterazlar klasik Michaelis-Menten kinetiklerine uyarlar. Oysa lipazlar, yiiksek
aktivite gOstermeden 6nce minimum substrat konsantrasyonuna ihtiyag duyarlar. Lipazlarda
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gorillen ara-ylizey aktivasyon Ozelligi lipazlan esterazlardan aywan en Onemli zelliktir.
Yapisal tamma gbre, ara-yiizey aktivasyonu lipazm aktif bolgesini geviren bir hidrofobik
alandan dolayidr. Hidrofobik alan, sadece minimum substrat konsantrasyonunun varhgmnda
(yani, bir trigliserit faz1 ya da bir hidrofobik organik ¢dziicti) baska bir yone hareket eder ve
boylece aktif bdlgenin Sniindeki engel kalkmig olur. Her iki enzim de organik ¢dziictilerde
stabil ve aktiftir. Ancak bu 6zellik daha gok lipazlar igin gegerlidir (Sharma et al., 2001;
Bornscheuer, 2002). Son yillarda yapilan bir ¢ahsmada, lipazlarin ve esterazlarm amino asit
dizilimleri ve 3 boyuthu yapilar1 karsilastirilmistir. Bu ¢ahgmaya gore, lipazlar ve esterazlarmn,
pH’ya bagh olarak elektrostatik ozelliklerine gére ayrilabilecegi ileri stirlilmistiir. Lipazlarm
aktif bolgesi, maksimum aktivite gosterdikleri pH araliginda (6zellikle pH 8.00°de) negatif bir
potansiyel gosterir. Esterazlar da benzer bir durum gosterirler. Ancak, esterazlar genellikle
daha disiik pH degerlerinde (pH 6.00 civarmda) optimum aktivite gosterirler (Fojan et al.,
2000).

Esterazlarin goriintiilenmesi genellikle renk veren maddelerin (6rnegin; p-nitrofenil
esterler) ya da tributirinle desteklenmig agar plaklarmm kullanilmasiyla gergeklestirilir. Aktif
esteraz iireten organizmalar, trigliseritler gibi suda ¢dziinmeyen substratlar iceren plaklar
iizerinde, seffaf halka olusumuyla teshis edilir. Bu lipit damlaciklarmm hidrolizi, kolonilerin
etrafinda seffaf bir zon olusumuyla sonuglanir. Lipazlar substrat spesifiteleri ile esterazlardan
ayrilabilirler. p-nitrofenil palmitat lipazlar tarafindan yikilirken, p-nitrofenil butirat esteraziar
tarafindan bazende lipazlar tarafindan da yikilir. Bu geleneksel yaklagimm aksine, modern
molekiiler biyoloji teknikleri, DNA dizilimlerinin goriintiilenmelerini miimkiin kilar. Bu
teknik “kiiltiirli yapilamayan” organizmalarm enzimlerinin goriintiilenmesini saglar
(Bornscheuer, 2002).

Bir proteinin yiizeyi, fiziksel ve kimyasal sartlara kars1 duyarl olan bir ara ylizeyden
meydana gelmistir. Bir enzimin substrat1 veya inhibitérli arasmdaki, bir reseptdr ve ligand:
arasindaki molekiiler etkilesim temelde bir ¢ok ylizey temaslann ile gergeklesmektedir.
Dogadaki proteinlerde, 10-15 A° arahfmdaki i¢ molekiiler kuvvetlerin tiimii, kullamlan
¢Oziiclintin tipi, pH’s1 ve sicakhgma bagh olmaksizin elektrostatiktir. Proteinin elektrostatik
etkisi ortam pH’sma bagh olarak degisir. Enzimler, fonksiyonlar1 igin, aktif pH arahgmda
uygun protonlanma durumuna sahip, katalitik amino asitlere ihtiyag duyarlar. Dielektrik
sabitesi, ¢oziicliniin iyonik giicli ve dier yiiklii amino asitlerin yakmhg: gibi ¢esitli faktorler,
bu katalitik amino asitlerin yiik durumunu etkiler. pH’daki degisim katalitik amino asitlerin
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protanlanmis ve protonlanmamug formlarimin denge konsantrasyonlarinda bir degisime neden
olur. Bu degigimin en belirgin sonucu, katalitik amino asitlerin ortalama yiikiinde bir degisim
meydana getirmesidir. Bu nedenle pH, enzim aktivitesi igin anahtar bir 6neme sahiptir (Fojan
et al., 2000).

Memeli kaynakh esterazlar ve lipazlar, ¢ok c¢ahgilmis ve karakterizasyonlari
yapilmstir (Kademi et al., 1999). Bakteriler, kisa zincirli (C < 12) karboksilik asit esterlerini
hidrolizleyen karboksilesterazlar ve suda ¢6ziinmeyen uzun zincirli (C 2 12) agilgliseritlere
kargi maksimum aktivite gbsteren lipazlar da igeren oldukga farkh lipolitik enzimler {iretirler
{Eggert et al., 2000)

Hem esterazlar (EC 3.1.1.1) hem de lipazlar (EC 3.1.1.3), esterifikasyon ve
transesterifikasyon gibi yeni reaksiyonlar: katalizledikieri i¢in , gilinlimiizde diisiik su igerikli
ortamlarda bagarith bir gekilde kullamlmaktadirlar. Bu yeni reaksiyonlar, yeni uygulamalar
igin oldukga biiyiik bir potansiyele sahiptirler. Bu enzimler, kiral yapih bloklarm hazirlanmasi
icin rasemik kariimlarm ayrilmasi, ilag endiistrisinde saf kimyasallarm sentezi, gida
endiistrisinde lezzet veren esterlerin sentezi ile kat1 ve sv1 yag endiistrisinde trigliseritlerin
fizikokimyasal Ozelliklerinin degigtirilmesi gibi ¢ok ¢esitli endiistriyel alanlarda kullamilir
(Kademi et al., 1999).

Esteraz ve lipazlanin birgogu, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas aeruginosa, Arthrobacter globiformis, Candida cylindracea, Butyrivibrio
fibrisolvens, Brevibacterium linens, Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus subtilis ve
Aspergillus niger gibi 45°C’nin altinda gelisim gosteren mezofilik mikroorganizmalardan
izole edilmigtir. Ilging 6zelliklere sahip olmalarmm yam sira, bu enzimlerin kullanddig
birkag 6zel endiistriyel islem gelistirilmistir. Ornegin, rasemik kangmlarn ayrimasmda
kullamhr (Meghji et al., 1990; Kademi et al., 1999).

Esterazlar, lipazlardan farkh olarak, genellikle, nétrale yakm pH degerlerinde
(genellikle pH 6.00 civarinda) optimum aktivite gosterirler (Fojan et al., 2000). Pseudomonas
Jluorescens esterazi pH 7.50 (Khalameyzer et al., 1999), Arthrobacter viscosus NRRL B-1973
esterazi pH 740 (Cui et al, 1999), Arthrobacter nicotianae 9458 ve Pyrobaculum
calidifontis VAl esterazlan pH 7.00 (Smacchi et al, 2000; Hotta et al, 2002),
Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esteraz1 pH 6.00 (Kakariari et
al., 2000) ve Lactobacillus casei CL96 esterazi pH 7.00 (Choi and Lee, 2001)’de optimum



-6-

aktivite gOstermiglerdir. Bunun aksine, lipazlarla bazi benzer O&zellikleri paylagtiklar:
saptanan, Bacillus subtilis NRRL 365 esterazz pH 8.00 (Meghji et al., 1990), Bacillus
circulans esterazi pH 8.00-9.50 (Kademi et al., 1999), Bacillus licheniformis esterazi pH 8.00-
8.50 (Alvarez-Macarie et al., 1999), Bacillus genusuna ait bir esteraz pH 9.00-9.50 (Owusu
and Cowan, 1991) ve Sulfolobus acidocaldarius esterazi pH 7.50-8.50 (Sobek and Gorisch,
1988)’da optimum aktivite gOstermiglerdir. Propionibacterium freudenreichii spp.
Jfreudenreichii ITG 14 esterazi pH 4.00’de maksimum aktivitesinin yalmzca % 14’{nii
gOstermistir. Buna kargmn alkalin pH’larda ¢ok daha stabil oldugu gériilmiis ve pH 8.00’de %
72 ve pH 9.00°da % 66 aktivite gostermistir (Kakariari et al., 2000). Arthrobacter nicotianae
9458 esteraza pH 5.50, 6.00 ve 6.50°de maksimum aktivitesinin sirastyla % 50, 75 ve 90’m
geri kazanmustir (Smacchi et al., 2000). Bacillus licheniformis esteraza pH 6.00’da maksimum
aktivitesinin % 71’ini ve pH 9.00°da ise % 77’sini geri kazanmigtir (Alvarez-Macarie et al.,
1999). Bagka bir Bacillus’dan elde edilen esteraz ise pH 7.00°de optimum aktivitesinin %
7’sini g6sterebilmigtir (Owusu and Cowan, 1991).

Buna karsin, Acinetobacter radioresistens CMC-1, Bacillus spp. TG43 ve ATAD2,
Pseudomonas sp., Streptomyces rimosus, Bacillus alcalophilus, Bacillus thermoleovorans 1D-
i, Bacillus licheniformis, Bacillus sp. RSJ-1 ve Pseudomonas sp. LP7315 lipazlarmm pH
7.00-11.50 arasinda maksimum aktivite gosterdikleri saptanmustir (Hong and Chang, 1998;
Abramic et al., 1999; Bell et al., 1999; Dong et al., 1999: Ghanem et al., 2000; Dosanj and
Kaur, 2001; Lee et al., 2001; Nthangeni et al., 2001; Sakiyama et al., 2001; Sharma et al.,
2001).

Mikrobiyal esteraz ve lipazlarm pH stabiliteleri optimum pH degerleriyle iligkilidir.
Bununla birlikte enzimierin genellikle aktivite gosterdikleri pH arahgmdan daha genis bir pH
arahfinda stabil oldugu gorilmistlir. Bacillus circulans esteraz maksimum aktivitesini pH
8.00-9.50 arasmda g6stermis, pH 6.00’dan 8.00°e kadar stabil oldugu ve pH 8.00%in iizerinde
ise hafif bir diigis oldugu saptanmustr (Kademi et al., 2000). Lactobacillus casei CL96
esteraz1 ise, maksimum aktivitesini pH 7.00°de gostermis, pH 6.00-8.00 arasmda aktivitesinin
% 60°dan fazlasim korumustur (Choi and Lee, 2001). Bacillus subtilis esteraz ise, pH 11.00-
12.00 arasinda orijinal aktivitesinin % 80-95’ini korumugtur. Daha diisiik pH degerlerinde ise
aktivite % 20°ye kadar diigmiigtiir (Eggert et al., 2000).

Bacillus alcalophilus lipazmm pH 10.00-10.80 arasinda oldukga stabil oldugu ve pH
11.00°de aktivitenin % 80’inin geri kazamldig1 goriilmiistiir (Ghanem et al., 2000). Bacillus
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licheniformis lipazz pH 7.00-12.00 arasmda aktivitesinin % 80’den fazlasim korumustur
(Nthangeni et al., 2001). Ophistoma piceae lipazs pH 4.00-8.00 arasinda, Aspergillus terreus
lipazs ise, pH 4.00-10.00 arasinda, Pseudomonas sp. lipaz, pH 6.00-12.00 arasmda ve
Cryptococcus sp. S-2 lipaza pH 5.00-9.00 arasinda oldukga stabil oldugu belirlenmistic (Gao
and Breuil, 1998; Yadav et al., 1998; Dong et al., 1999; Kamini et al., 2000). Bacillus sp.
RSJ-1 lipazs pH 8.00-9.00°da 120 dakika boyunca oldukga stabil kalms ve aktivitesinin,
sirastyla % 84 ve 82’sini geri kazanmugtir. Ancak pH 5.00’de tamamen inaktive olmus ve pH
12.00°de ise orijinal aktivitesinin % 96’sm kaybetmistir (Sharma et al., 2001). Sireptomyces
rimosus lipazinm pH 4.00-10.00 arasmda stabil oldugu ve aktivitenin pH 10.70°de yaklagik %
55’i ve pH 11.20°de yaklagik % 42’si geri kazamimgtir (Abramic et al., 1999). Rhizopus
oryzae lipazn, pH 4.50-7.50 arasmnda, Bacillus sp. GK8 lipaza pH 7.00-10.00 arasinda ve
Pseudomonas sp. LP7315 lipaza da pH 7.00-8.00 arasinda stabil kalmustir (Hiol et al., 2000;
Dosanj and Kaur, 2001; Sakiyama et al., 2001). Bacillus sp. J33 lipaz1 ise, pH 7.00-9.50
arasinda 30 dakika stabil kalmg, pH 6.80°de ve pH 10.00°da aktivitesinin % 75’ini geri

kazanmigtir (Nawani et al., 1998).

Mikrobiyal esterazlar ve lipazlarla yapilan aragtrmalarda, enzimin optimum
swcakhgmin tiirler arasmda olduk¢a bilylik farkhihiklar gosterdifi saptanmustir. Ophistoma
piceae lipazmm ve Arthrobacter nicotianae 9458 in esterazimin 30 °C’de (Gao and Breuil,
1998; Smacchi et al, 2000), Rhizopus oryzae lipazmm 35 °C’de (Hiol et al., 2000),
Cryptococcus sp. S-2 lipazimn ve Lactobacillus casei CL96 esterazinin 37 °C’de (Kamini et
al, 2000; Choi and Lee, 2001), Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 ve Acinetobacter
radioresistens CMC-1 lipazlarmm ve Arthrobacter viscosus esterazmm 40 °C’de (Lin et al.,
1996; Hong and Chang, 1998; Cui et al., 1999), Pseudomonas fluorescens esterazinm 43
°C’de (Khalameyzer et al, 1999) optimum aktivite gdsterdikleri saptanmistir. Aeromonas
sobria 1P004 lipazmn ve Bacillus licheniformis esteraziin 45 °C’de (Lotrakul and
Dharmsthiti, 1997; Alvarez-Macarie et al., 1999), Aspergillus terreus ve Bacillus sp. RS}-1
lipazlarmm 50 °C’de (Yadav et al, 1998; Sharma et al, 2001), Streptomyces rimosus
lipazmm 55 °C’de (Abramic et al., 1999) optimum aktivite gosterdigi saptanmustir. Bacillus
sp. TG43 ve ATAD2 ve Bacillus alcalophilus lipazlarmin ve Bacillus circulans esterazmmn 60
°C’de (Sugihara et al., 1991; Nawani et al., 1998; Bell et al., 1999; Ghanem et al., 2000;
Kademi et al, 2000), Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii 1TG 14
esterazinm 65 °C’de (Kakariari et al., 2000), Bacillus stearothermophilus lipazimn 68 °C’de
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(Kim et al., 2000), Bacillus sp. THL027 ve Pseudomonas sp. LP7315 lipazlarmm 70 °C’de
(Dharmsthiti and Luchai, 1999; Sakiyama et al, 2001), Bacillus thermoleovorans ID-1
lipazinn 75 °C’de (Lee et al., 1999), Pyrobaculum calidifontis VAl esterazinm 90 °C’de
(Hotta et al., 2002) optimum aktivite gdsterdikleri saptanmstir.

Mikrobiyal esteraz ve lipazlarin sicakhk stabilitelerinin, genellikle optimum
sicakhklarryla iligkili oldugu g6riilmiigtir. Termostabiliteyi etkileyen difer bir faktor de
enzimin molekiil agirh@idir. Diigiik molekil agrlikh enzimler daha bilyiik olan temsilcilerine
gbre, genellikle daha yiiksek bir termostabilite gosterirler. Esterazlarm molekiil agirhf
genellikle 20-160 kDa arasindadrr. 1.57 kDa molekiil agwhgindaki termostabil bir esterazin
70 °C’de, 96 saat ve 90 °C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra orijinal aktivitesinin % 90’dan
fazlasinin geri kazandigi saptanmugtir (Simoes et al., 1997). 34.35 kDa molekiil agirhgina
sahip bir karboksilesteraz ile yapilan ¢ahgmada ise, enzimin 100 °C’de 2 saat inkiibasyondan
sonra halen aktivitesini tamamen korudugu goriilmiigtiir (Hotta et al., 2002). 40 kDa molekiil
agrhgma sahip olan bir karboksilesteraz ile yapilan ¢alismada ise, 105 °C’de 2 saat inkiibe
edildikten sonra, orijinal aktivitesmin % 90’m1 korudugu saptanmustir (Owusu and Cowan,
1991). Buna kargm, 94 kDa molekiil agirhgma sahip bir termostabil esterazim 70 °C’de 1 saat
inkiibasyondan sonra aktivitesini tamamen korudufu ancak 85 °C’de ise aktivitesinin %
50°sini geri kazanabildifi gorilmiigtiir (Kademi et al., 2000). Molekiil agrhg: 117-128 kDa
oldugu saptanan bir esterazin, 80 °C’de 1 saat inkiibasyondan sonra aktivitesini tamamen
korudugu, 90 °C’de % 92’sini ve 100 °C’de ise % 50’sini geri kazandifx goriilmiistiir (Sobek
and Gorisch, 1988). Bacillus licheniformis’den elde edilen esteraz ise 64 °C’de 1 saat
mkiibasyondan sonra aktivitesinin % 50’sini geri kazanabilmistir (Alvarez-Macarie et al.,
1999).

Esteraz ve lipaz aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisi konusunda
yapilan arasgtirmalarda ise, kullanmlan substrat tipine ve enzimin optimum kosullarma bagh
olarak, oldukga farkhhk g6stermektedir. Bacillus subtilis NRRL 365 esteraz I ve esteraz Ii
substrat olarak p-nitrofenil asetat kullamidiginda Km degerleri sirasiyla, 0.91mM ve 0.67mM,
Bacillus stearothermophilus esterazi fluorescien dibutirat kullaniidiginda Km degeri 0.91 uM
Ve Vi degeri 35 ng dk” .(mg protein)™, Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii
ITG 14 esteraz o-naftil-asetat kullamldiginda Km degeri 1.2 mM ve Vi, degeri 0.16 U.mg™,
Bacillus circulans esterazi p-nitrofenil kaprilat kullanildigmda Km degeri 0.24 mM ve Vi
degeri 4.3 nmolmin™ mg™, Bacillus sp. 133 lipazs pNP-laurat kullamldiginda Km degeri, 2.5
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mM ve Vi degeri, 0.4 pM min'ml? ve Bacillus sp. GK8 lipazi, p-nitropenil laurat
kullamldiginda ise, Km degeri, 3.63 mM, Vg, degeri ise, 0.26 pM min’'mi" olarak
hesaplanmugtir (Meghiji et al., 1990; Simoes et al., 1997; Kakariari et al., 2000; Kademi et al.,
2000; Nawani and Kaur, 2000; Dosanj and Kaur, 2001).

Esterazlar kisa zincirli ya§ asitlerinin ester baglarim hidrolizleyebilirler.
Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazinin, sadece o-naftil-
asetat (C2), a-naftil-propionat (C3) ve o-naftil-butirat (C4)1 hidrolizleyebildigi ve
Arthrobacter nicotianae 9458 esterazinin, B-naftil esterleri arasmda en yiiksek aktiviteyi 8-
naftil butirat (C4)’a kars1 gosterdigi, B-naftil asetat (C2), B-naftil kaproat (C6), P-naftil
kaprilat (C8) ve P-naftil kaprat (C10) kullamidifinda ise, maksimum aktivitenin sirasiyla %
69, 74, 53 ve 36’sm gosterdigi, ayrica C12-C18:1°lu yag asitlerinin B-nafiil esterlerine karg
ise hicbir aktivite gostermedifi saptamugtir (Kakariari et al., 2000; Smacchi et al., 2000).
Bacillus licheniformis esterazimn kisa zincirli yad asitlerine karsi aktivite gostermekle
birlikte, maksimum aktivitesini p-nitrofenil kaproat (pNPC6)’a kars;t gosterdifi, daha uzun
zincirli substratlara (pNPC10-pNPC18) kars1 ise, aktivitenin ¢ok diisiik oldugu (maksimum
aktivitenin % 3’linden az) saptanmustir (Alvarez-Macarie et al., 1999). Arthrobacter viscosus
esterazinin en yliksek aktiviteyl asetik esterlere karst gostermis, p-nitrofenil asetatla (C2)
kargilagtinldifinda, p-nitrofenil propionata (C3) karst % 36 ve p-nitrofenil butirata (C4) karsi
ise sadece % 3 aktivite gdsterdiBi, p-nitrofenil kaproat (C6), p-nitrofenil kaprilat (C8) ve p-
nitrofenil laurat (C12)’a kars1 ise hicbir aktivite g6stermedigi saptanmgtir (Cui et al., 1999).
Bacillus circulans esterazi, maksimum aktivitesini pNPC2’ye karst gostermis, daha uzun
zincirli yag asitleri kullamldiginda (pNPC4-pNPC8) aktivite lizh bir gekilde diigmiis ve
karbon zincir uzunlugu 8’den bliyiik olan substratlara kargi ise, aktivitenin olduk¢a azaldids
belirlenmistir (Kademi et al., 2000). Bacillus licheniformis’den elde edilen esteraz, p-
nitrofenil kaprilat (pNPCS8) kullamidigimnda 1.6 U mg™ aktivite gosterirken, p-nitrofenil
palmitat (pNPC16) ile aktivitenin normalden 600 kat daha diisik oldugu (0.0026 U mg™)
goriilmiistiir (Alvarez-Macarie et al., 1999). Termofilik bakteri soylarmn esteraz aktivitesi
lizerine yapilan bir caliymada, pNPC8 kullanmlarak, substrat spesifitesine bakildignda,
PNPC2’deki aktivitenin pNPC8’dekinden 7.5 kat fazla oldugu goriiliirken, pNPC16’daki
aktivitenin ise yaklagik 190 kat daha az oldugu saptanmistir (Kademi et al., 1999).

Lipazlar daha genig bir substrat aralif1 gostermekle birlikte, uzun zincirli yag asitlerine
karsi daha yiliksek bir aktivite gOsterirler. Lipazlarn substrat spesifiteleri ile yapilan
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cahsmalarda ise, Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 lipazinm maksimum aktivitesini
laurat (C12) ve miristat (C14)’a kars: gosterdigi ve lipolitik aktivitenin kisa-zincirli yag asidi
esterlerine karst olduk¢a disiik oldugu goriilmiigtir (Lin et al, 1996). Bacillus
thermoleovorans ID-1 BTID-A ve BTID-B lipazlarimin ikisi de, maksimum aktivitelerini
trikaprilin (C8) ve trikaprin (C10) iizerine gOstermigtir (Lee et al., 1999). Aeromonas sobria
LP004, Bacillus thermocatenulatus BTL2 ve Bacillus sp. THL027 lipazlan maksimum
aktivitelerini trikaprilin (C8) tizerine g6stermistir, Bacillus thermocatenulatus BTL2 lipazinin
triasetine karg: ise aktivitesi yok denecek kadar azdir (Lotrakul and Dharmsthiti, 1997; Rua et
al., 1997; Dharmsthiti and Luchai, 1999). Bunlarm disinda, ¢esitli mikrobiyal lipazlarla
yapilan substrat spesifitesi ¢ahsmalarinda, uzun zincirli yag asit esterlerine kargi daha yiiksek
aktivite gosterdikleri saptanmugtir (Gao and Breuil, 1998; Hong and Chang, 1998; Abramic et
al., 1999; Hiol et al., 2000; Kamini et al., 2000; Sakiyama et al., 2001; Lee et al., 2001; Lescic
et al., 2001).

Cesitli metal iyonlarmm mikrobiyal lipaz ve esterazlar lizerine etkisi ile ilgili pek ¢ok
aragtirma yapilmgtir. Hem esterazlarm hem de lipazlarm genellikle Hg* tarafindan inhibe
edildigi gbriilmiistiir. Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esteraz,
Cu'?, Hg'?, Pb* ve Fe'? ile tamamen ve Zn'? ile ise, kismen inhibe edilmistir (Kakariari et al.,
2000). Arthrobacter nicotianae 9458 esterazi, Ca*2, Hg'?, Cu'?, Ni2, Mn*? ve Zn*? ile kismen
inhibe olmug, ancak Fe*” ve Sn'? ise, tamamen inaktivasyona neden olmugstur. Mg*> ve Na*
ise aktivite {izerine higbir etkide bulunmamugtir (Smacchi et al., 2000). Bacillus licheniformis
esteraz1 {izerine cesitli metal iyonlarmmm etkisi incelendiginde (ZnCl,, CoCl,, FeCl;, MgCh,
CaCl,, CuCh, SnCl,, HgCh) bunlarm, enzimi ne aktive ne de inhibe ettikleri saptanmustir
(Alvarez-Macarie et al, 1999). Bacillus soyunun esterazi, HgCl, ile sadece % 8.4 oraninda
inhibe olurken (Owusu and Cowan, 1991), Bacillus subtilis NRRL 365 esteraz I-II’si ve
Arthrobacter viscosus esterazi tamamen inhibe olmustur (Meghji et al., 1990; Cui et al.,
1999).

Bacillus sp. lipazmi, Cu*%, Zn'? ve Hg"™ iyonlart % 70 oranmnda inhibe etmis, buna
kargm Mg*, Ca'?, Fe", Zn", Sr'2, Cd? Sn" ve Ba™ iyonlan enzim aktivitesini
etkilememigtir (Sugihara et al., 1991). Bacillus licheniformis lipaznm Ca*?, Mg* ve Sn* ile
kalan aktivitesi, sirasiyla % 98, 95 ve 92°dir. Cu*?, Fe'?, Ba'?, Mn'? ve Ni*? lipaz aktivitesini
inhibe etmis ve aktivitenin yaklagik % 60°1, Zn™ ve Co™ ile ise, aktivitenin % 30°dan daha
az1 geri kazamimigtr. Bununla beraber Hg'? lipaz aktivitesini tamamen inhibe etmistir
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(Nthangeni et al., 2001). Bacillus thermoleovorans ID-1 lipazi, Ca*? ve Zn'? (1 mM) ile aktive
edilmis (kalan aktivite srasiyla % 118 ve % 126), Li2, Mn*, K', Na* ve Mg"? enzim
aktivitesini 6nemli dlglide etkilememistir (Lee et al., 1999). Bacillus sp. THL027 lipazz Fe™
tarafindan % 53 oramnda inhibe edilmis, Cu'? ve Co'? varliginda aktivitenin % 85°den, Ca™
ve K* da % 75°den ve Mg'?, M2, Zn'? ve NH,;™ da ise, % 65’den fazlas1 geri kazanlmustir
(Dharmsthiti and Luchai, 1999). Bacillus sp. RSJ-1 lipazs Ca™, Na*, Mg*™ ve Ba* varhgmda
aktive olurken, Cs*, K", Co™ ve Zn*> enzim aktivitesinin yaklagik yarismm inhibe etmistir
(Sharma et al., 2001). Bacillus thermoleovorans 1D-1den BTID-A ve BTID-B olarak iki
termostabil lipaz izole edilmistir. BTID-A’nm aktivitesi, Cu*?, Hg*? ve Co*? tarafindan inhibe
edilirken, BTID-B lipazs Ca*?, Co*?, Na" ve Mn'? tarafindan az da olsa aktive edilmistir (Lee
et al., 2001). Bacillus sp. GK 8 lipaza, MgSQ,, Na,CO3, BaCl,, NaCl ve Na,CO; ile aktivite
artwmug, KCl, LiCl ve CaCl, aktiviteyi etkilememis, Co*?, Zn*? ve Ni*? ise aktiviteyi inhibe
etmistir. Hg"? ise aktiviteyi sadece % 20 oramnda inhibe etmistir (Dosanj and Kaur, 2001).
Bacillus sp. J33 lipaz, Mg*, Na* ve Li* ile sirasiyla, % 63, 63 ve 23 oramnda aktive edilmis,
Hg'? ve Cd*? kuvvetli bir inhibitor etkide bulunmus, Ca*?, Fe'? ve K' varligmda ise aktivite
tamamen geri kazambmistir (Nawani et al., 1998).

Bir kelat ajam olan EDTA’nmn mikrobiyal esterazlar iizerine etkisi ile ilgili yapilan
¢ahsmalarda genelde mikrobiyal esterazlar iizerine ya higbir etkide bulunmadifz ya da kismen
etkili oldugu saptanmustir. Sulfolobus acidocaldarius (Sobek and Gorisch, 1988), Bacillus
licheniformis (Alvarez-Macarie et al., 1999), Arthrobacter viscosus (Cui et al., 1999) ve
Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 (Kakariari et al., 2000)
esterazlan iizerine EDTA’nm herhangi bir inhibe edici etkisi saptanamamistir. Arthrobacter
nicotianae 9458 esteraz ile yapilan bir ¢ahgmada ise, enzim EDTA ile muamele edildiginde
aktivitesinin % 42’sini geri kazanabilmigtir (Smacchi et al., 2000).

EDTA’ nin mikrobiyal lipazlar {izerine etkisi ile ilgili pek ¢ok aragtrma yapilmustir. Bu
¢ahgmalarda, EDTA baz lipazlar iizerinde inhibe edici etki yapmanms, bazilan fizerine ise
kismen de olsa inhibe edici bir etki yapmustir. Bacillus sp. (Sugihara et al, 1991),
Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 (Lin et al., 1996), Acinetobacter radioresistens CMC-
1 (Hong and Chang, 1998), Aspergillus terreus (Yadav et al, 1998), Bacillus
thermoleovorans 1D-1 (Lee et al., 1999), Streptomyces rimosus (Abramic et al., 1999),
Cryptococcus sp. S-2 (Kamini et al, 2000), Bacillus sp. RSJ-1 (Sharma et al., 2001) ve
Pseudomonas sp. LP7315 (Sakiyama et al., 2001) lipazlan {izerine EDTA’nmn herhangi bir
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inhibe edici etkisi saptanamamugtir. Bacillus sp. GK 8 lipazn ise, EDTA varhginda
aktivitesinin % 90’dan fazlasmm geri kazanmugtir (Dosanj and Kaur, 2001). Aeromonas sobria
LP004 lipaza EDTA varhginda aktivitesinin % 85°den fazlasim (Lotrakul and Dharmsthiti,
1997) ve Bacillus sp. J33 lipazs ise, EDTA varhinda aktivitesinin % 40°m kaybetmigtir
(Nawani et al., 1998). Bacillus sp. THL027 lipazinin EDTA’ya kars1 oldukga hassas oldugu
goriilmiigtiir (Dharmsthiti and Luchai, 1999). Bacillus stearothermophilus P1 lipazmm,
EDTA varhginda aktivitesinin % 76’s1 kalmgtir (Sinchaikul et al, 2001). Bacillus
thermoleovorans 1D-1 BTID-A ve BTID-B lipazlari EDTA ile muamele edildikten sonra
kalan aktiviteleri sirastyla, % 32 ve % 55 olarak bulunmustur (Lee et al., 2001).

Estrerazlar genelde katalizden sorumlu olan aktif bolgelerinde serin amino asidi
igerirler. Bu nedenle, bir serin grubu inhibitorii olan fenil metil siilfonil fulorit (PMSF)
tarafindan, kuvvetle inhibe edilirler. Lipazlarm da aktif bolgelerinde serin amino asidi
bulunmaktadir. Ancak, lipazlar genellikle aktif bolgenin etrafim ¢eviren, ara-yiizey
aktivasyonuyla iligkili hidrofobik bir alana sahiptirler. Bu nedenle lipazlar genellikle PMSF
tarafindan inhibisyona uframazlar ya da ¢ok az bir inhibisyon gézlenir (Fojan et al., 2000;
Sharma et al., 2001). Sulfolobus acidocaldarius ve Arthrobacter nicotianae 9458 esterazlari
PMSF tarafindan kuvvetle inhibe edilmistir (Sobek and Gorisch 1988; Smacchi et al., 2000).
Bacillus genusuna ait bir soydan elde edilen esteraz 1 mM PMSF tarafindan, % 40 oraninda
inhibe edilmig, 10 mM denendiginde ise, % 100’lik bir inhibisyon gdzlenmistir (Owusu and
Cowan, 1991). Hipertemofilik bir arkeon olan Pyrobaculum calidifontis VAl esteraz1 ise,
PMSF tarafindan % 94 oraninda inhibe edilmigtir (Hotta et al., 2002). Bacillus subtilis NRRL
365, Arthrobacter viscosus, Bacillus licheniformis ve Propionibacterium freudenreichii spp.
Jreudenreichii ITG 14 esterazlan ise PMSF’den 6nemli oranda etkilenmemiglerdir (Meghji et
al., 1990; Cui et al., 1999; Alvarez-Macarie et al., 1999; Kakariari et al., 2000).

Bacillus licheniformis lipazn PMSF tarafindan % 60 oraninda, (Nthangeni et al., 2001)
ve Acinetobacter radioresistens CMC-1 lipazi, 10 mM PMSF tarafindan inhibe olmugtur
(Hong and Chang, 1998). Ophistoma piceae lipaza % 6, Bacillus thermoleovorans ID-1 lipazi
% 36, Bacillus stearothermophilus P1 lipaz1 % 77 oraninda PMSF ile inhibe edilmigtir (Gao
and Breuil, 1998; Lee et al., 1999; Sinchaikul et al., 2001). Aeromonas sobria 1LP004,
Streptomyces rimosus ve Rhizopus oryzae lipazlann PMSF’den etkilenmemislerdir (Lotrakul
and Dharmsthiti, 1997; Abramic et al., 1999; Hiol et al., 2000). Bacillus sp. 133 ve Bacillus
sp. GK8 lipazlarmmn PMSF varhfinda srasiyla, % 60 ve 65 orannda inhibe olduklan
saptanmigtir (Nawani et al., 1998; Dosanj and Kaur, 2001).
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Aeromonas sobria LP004, Acinetobacter radioresistens CMC-1, Aspergillus terreus
ve Bacillus licheniformis lipazlan disiilfit baglarmin inhibitrii olan B-merkaptoetanol’den
etkilenmemigtir (Lotrakul and Dharmsthiti, 1997; Hong and Chang, 1998; Yadav et al., 1998;
Nthangeni et al., 2001). Bacillus thermoleovorans 1ID-1 ve Bacillus stearothermophilus P1
lipazlar1 B-merkaptoetanol tarafindan ¢ok az inhibe edilmislerdir (Lee et al., 1999; Sinchaikul
et al, 2001). Streptomyces rimosus lipaza ise B-merkaptoetanol tarafindan yaklagik % 20
oraninda inhibe edilmigtir (Abramic et al., 1999).

Organik cdziiciilerin esteraz aktivitesi {izerine etkisi ile ilgili yapilan g¢ahgmalar
smirhdir. Buna kargin, bu konuda lipazlar iizerine daha ¢ok cahsilmugtir. Ashnda her iki
enzim de organik c¢bziiclilerde stabil ve aktiftir, ancak bu Ozellik daha ¢ok lipazlar igin
gegerlidir (Bornscheuer, 2002). Arthrobacter viscosus esterazn, % 50°lik (v/v) asetonitril ve
dimetilsilfoksit (DMSO) ile aktivitesinin % 60°mi, % 30°luk tetrahidrofuran, N,N-
dimetilformamid ve dioksanda ise, orijinal aktivitenin % 50°den fazlasmin kaybettigi
saptanmgtir (Cui et al., 1999). Hipertermofilik bir bakteri olan Pyrobaculum calidifontis VA1
% 50 ve % 80’lik metanol, etanol, 2-propanol, asetonitril, dimetilsulfoksid (DMSO) ve
dimetilformamid’e kars1 oldukca yiiksek bir stabilite gosterdigi belirlenmigtir (Hotta et al.,
2002). Bacillus sp. lipaza % 20-60’hik aseton aktive ettii goriilmiig, ancak % 60’ {izerinde
aktivitede hizh bir diiglis g6zlenmigtir. Bunun aksine, hekzanm biitiin konsantrasyonlan
enzimi inhibe etmistir (Sugihara et al, 1991). Cryprococcus sp. S-2 lipazi dietil eter,
kloroform ve hekzan kargisinda stabilitesini bilylik oranda korumustur. Ancak, % 50’lik
benzen ve etanol srasiyla, % 46.3 ve 47.4 oraninda inhibisyona neden olmugtur (Kamini et
al, 2000). Bacillus sp. THL027 lipazs, % 50’lik isopropanol ve metanol varhginda
aktivitesinin % 87’sini, etanol ve asetonitril varhimda % 76’sm ve aseton varhmda %
65°ini geri kazanmugtir (Dharmsthiti and Luchai, 1999). Aspergillus terreus lipamn % 90°hk
etanol ve % 40’hk propan-2-ol varhfinda inhibe olmustur (Yadav et al., 1998). Streptomyces
rimosus lipaza % 50°lik 1,4-dioksan ile % 100, asetonitril ile % 92, etanol ile % 91, aseton ile
% 80 ve DMSO ile % 63 oraminda aktivitesini geri kazanmustir (Lescic et al., 2001). Bacillus
thermocatenulatus lipazi % 30°luk metanol, 2-propanol ve aseton tarafindan ¢ok az inhibe
olmugtur (Rua et al., 1997). Rhizopus oryzae lipazi metanol, etanol ve aseton tarafindan
kuvvetle inhibe edilmigtir (Hiol et al,, 2000). Bacillus sp. J33 lipazi % 50°lik metanol,
propanol, asetonitril ve dioksan tarafindan inhibe edilmis, % 60’k benzen, hekzan ve DMSQ
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tarafindan kuvvetle stimiile edilmis ve % 90°hk benzen ve hekzan ile ise, kuvvetle stimiile
edildigi saptanmigtir (Nawani et al., 1998).

Polihidrik alkollerin enzim aktivitesi {izerine etkisi ile ilgili caligmalar olduk¢a az olup
genellikle arastirmalar lipazlar {izerinedir. Bacillus sp. J33 lipazmmmn etilen glikol, gliserol ve
sorbitol tarafindan aktive edildigi goriilmiistir (Nawani and Kaur, 2000). Bacillus sp. GK8
lipazinmn, ortama % 30 glikol ve gliserol eklendiginde tamamen stabil kaldifn gGriilmiigtiir
(Dosanj and Kaur, 2001).

Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 lipazi sodyum dodesil siilfat (SDS), sodyum
tripolifosfat, sodyum dodesil benzen sulfonat ve sodyum alkilbenzen sulfonat gibi katyonik
deterjanlardan etkilenmezken, non-iyonik deterjanlar, aktive edici etkide bulunmus ve enzim
aktivitesi, Triton X-100 ile % 149, Tween 80 ile % 111 ve Span 80 ile % 134 oraminda geri
kazamlmugtir (Lin et al, 1996). Bacillus thermoleovorans ID-1 lipaza SDS varhgmda
aktivitesinin % 30’unu geri kazanabilmistir (Lee et al., 1999). Bacillus sp. THL027 lipaz1 % 1
oramnda SDS ile 2 saat inkiibasyondan sonra % 90 ve 24 saat inkiibasyondan sonra % 87
oramnda aktif kalmistir (Dharmsthiti and Luchai, 1999). Aspergillus terreus’un lipaz
aktivitesi {izerine iyonik ve non-iyonik deterjanlarm etkisi 2.5-20 mM’lik konsantrasyonlarda
denenmis ve biitlin iyonik deterjanlarm (sodyum deoksikolat, saponin, sodyum taurokolat,
SDS) enzim aktivitesini inhibe ettigi, non-iyonik deterjanlarin (Tween 20, Tween 40, Tween
80, Triton X-100, n-octyl-B-D-glukopiranozid) ise aktive ettigi belirlenmigtir. SDS’nin giiclii
bir inhibitdr, n-octyl-p-D-glukopiranozid’in ise iyi bir aktivatér oldufu sonucuna varimigtir
(Yadav et al, 1998). Bacillus sp. RSJ-1 lipazmmn non-iyonik deterjanlara karsi oldukea stabil
oldugu ve Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 ile orijinal aktivitenin sirasiyla, % 100, 92 ve
82’°sini geri kazandif1 belirlenmistir. Buna karsm enzimin, anyonik deterjanlara karsi daha az
stabil oldugu ve deoksikolat ile aktivitenin % 54’{inii geri kazandif1 saptanmstir (Sharma et
al., 2001). Bacillus thermocatenulatus lipaza SDS, Tween 20 ve Tween 80 tarafindan inhibe
edilirken, kolat ve Triton X-100’{in aktiviteyi % 80, CHAPS’ m ise % 40 oraminda artirdigt
belirlenmigtir (Rua et al., 1997). Diger bir lipazla yapilan ¢ahgmada ise, Triton X-100’{in
enzim aktivitesini kuvvetle inhibe ettifi belirlenmistir (Margesin et al., 2002). Rhizopus
oryzae lipaza sodyum kolat ve taurokolat tarafindan aktive edilirken, SDS tarafindan inhibe
edilmistir (Hiol et al., 2000). Bacillus sp. GK8 lipazi Brij 35, setrimid ve Triton X-100 ile
aktivitesini tamamen kaybettii, SDS ile aktivitenin artifi, Tween 80, Tween 60 ve sodyum
taurokolatm ise aktiviteyi etkilemedifi saptanmgtir (Dosanj and Kaur, 2001). Bacillus sp. J33
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lipazinin Triton X-100, Tween 80, Tween 20 ve deoksikolik asit varhigmnda sirasiyla % 40, 20,
60 ve 40 oraninda stimule edildigi, SDS varhginda ise tamamen inhibe oldugu belirlenmigtir
(Nawani et al., 1998).

Bir c¢ok c¢ahsmada mikrobiyal kaynaklardan esteraz ve lipazlarm saflagtiriimas:
amaciyla ¢ok cesitli saflagtirma teknikleri kullamlmigtir (amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz,
ultrafiltrasyon, elektroforez, izoelektrik fokus, jel filtrasyonu, iyon degisim kromatografisi,
affinite kromatografisi, yiliksek performansh svi kromotografisi (HPLC) ve yogunluk
gradyanh santrifiijleme gibi). Bu aragtirmalarda, saflagtirma tekniklerinden biri veya
birkaginmn birlikte kullamlmasiyla, bu enzimler kismi veya tamamen saflagtiritmgtir (Sobek
and Gorisch 1988; Meghiji et al., 1990; Kordel et al., 1991; Sztajer et al., 1992; Maliszewska
and Mastalerz, 1992; Lee et al., 1993; Schmidt-Dannert et al., 1997; Simoes et al., 1997; Cui
et al., 1999; Kakariari et al., 2000; Smacchi et al., 2000; Pernas et al., 2000; Nawani and
Kaur, 2000; Kim et al., 2000; Kamini et al., 2000; Sakiyama et al., 2001; Sharma et al., 2001).

Mezofilik enzimler, enzim stabilitesinin olmamasindan veya noksanhiindan dolayr
sert reaksiyon kosullarmda gergeklesen endiistriyel islemler igin, genellikle pek uygun
degildirler. Bu enzimlerin endiistriyel kullammm smirlayan en Gnemli unsur, endiistriyel
kosullar altinda bagta yiiksek sicakliklar karsgismda stabil olmamalaridir. Bu yiizden, yeni
termostabil enzimlerin arastirilmasi, yeni uygulamalarm gelistirilmesi i¢in 6nemlidir. Ayrica,
enzimin organik ¢Oziiciilerde denatiirasyona karsi direngli olmasmmn  sudaki
termostabiliteleriyle iligkili oldugu bildirilmigtir. Bu sebeple, termostabil enzimler, yalmzca
sulu ortamiarda degil, organik ortamlarda kullanilirken de caziptir (Meghji et al., 1990;
Kademi et al., 1999). Bu nedenle, eskiden potansiyel endiistriyel pazarda organik reaksiyonlar
icin biyokatalizbrlerin kullanmm simrhydi.  Yeni ekstremofilik mikroorganizmalarm
kesfedilmesiyle bu mikroorganizmalarin enzimleri biyokatalizlerde 6nemli bir yer almugtir.
Ekstremofilik mikroorganizmalar termofilier, asidofiller, alkalofiller, psikrofiller ve barofiller
(piezofiller) gibi gesitli ekstrem ¢evrelerde yagayan organizmalardir. Bu organizmalar, derin-
deniz hidrotermallerinde, sicak su kaynaklarinda ve siilfiirli alanlar gibi ekstrem ekolojik
¢evrelerde yasamaya adapte olmuslardir. Bunun sonucu olarak bu mikroorganizmalar,
mezofilik temsilcilerinin yasayamadigh kosullar altinda is goren egsiz biyokatalizérler iiretirler
ve bdylece yeni endiistriyel iglemlerin gelisimine katkida bulunurlar (Demirjian et al., 2001).

Esterazlar hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda yaygm bir sekilde bulunurlar.
Memeli kaynakh esterazlar ve lipazlar tizerine bir ¢ok ¢alisma yapilmig ve karakterizasyonlart
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yapilmgtir. Gliniimiizde, pahali memeli enzimlerine kars1t iyi bir alternatif olan mikrobiyal
lipolitik enzimlere olan ilgi artmaktadir. Bu enzimler, karbon kaynaklarma kolayhkla
girebilmeleri veya birgok katabolik metabolizmada is gordiiklerinden dolayi, genis bir substrat
spesifitesi gdsterirler. Ayrica, esterazlarin yiiksek bir yer spesifitesi ve stereospesifite de
gosterirler ki, bu oOzellik onlan, optikge saf-kimyasallarm sentezinde olduk¢a cazip
biyokatalizbrier yapar. Bakteriyal esterazlar, bir kofaktore ihtiyaglarmin olmamasi, genis bir
optimum pH arah@ina sahip olmalari, organik ¢6ziiciilerde genellikle oldukca stabil ve hatta
aktif olmalari, sadece lipidlerin hidrolizi icin degil, aym zamanda endiistriyel olarak degerli
ozel lrinlerin sentezi i¢in de kullamimalan, aragtrmalarm bu enzimler ({izerine
yogunlagmasiim saglammgtir. Mikrobiyal lipolitik enzimler konusunda iilkemizde yapilan
cahsma sayist yok denecek kadar azdir (Fadiloglu ve Erkmen, 2002; Yimaz, 2002). Bu
nedenlerden dolayi, Aydm ili Germencik ilgesi BozkGy-Alangiillii termal sularmdan izole
edilen, optimum 65 °C’de ve pH 6.00°da gelisen termofilik Bacillus sp. 4 izolatmmn esterazi
kismi olarak saflagtiilarak, enzimin optimum pH ve sicakh@:, pH ve sicaklik stabilitesi,
substrat konsantrasyonunun etkisi, substrat spesifitesi, metal iyonlarmin, EDTA’nm,
polihidrik alkollerin, inhibit6rlerin, c¢esitli deterjanlarn ve organik ¢oziciilerin enzim
aktivitesine etkisi gibi karakterizasyon cahgmalari yapilarak, gelecekteki yeni potansiyel
endiistriyel islemlerin gelisimine katkida bulunmas: amaglanmugtir.
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2. MATERYAL VE METOD

2. 1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Pepton, nutrient agar, agar-agar, p-nitrofenol (pNP), Folin-Ciocalteu fenol belirteci,
gliserol, Triton X-100, Tween 80, sodyum dodesil siilfat (SDS), etanol, metanol, p-
merkaptoetanol, etilendiamin tetraasetik asit disodyum tuzu (EDTA-C,;0H14N>NayOs.2H,0),
sodyum sitrat, CaS04.2H,O, MgS0,.7H,0, NaCl, NaNO;, NaHPO4.12H,0, KNOs,
FeCl.6H,O, H3;BO3;, CoCl, CuSO045H,0, MnSO4.H,0, Na,Mo04.2H,0, ZnSO04.7H,0,
H,S0,;, NaH,P0,.2H,0, CH;COONa, CH;COOH, Na,CO; NaHCO;, NaOH, HgChL,
CuClL.2H,0, MnCh.2H,0, CaCL.2H,0 ve KCI; Merck (Darmstadt, Germany) firmasmdan;
p-nitrofenil asetat (pNPA), p-nitrofenil laurat (pNPL) ve fenil metil siilfonil florid (PMSF);
Fluka (Buchs, Switzerland) firmasmdan; p-nitrofenil butirat (pNPB), p-nitrofenil palmitat
(pNPP), sigir serum albumini (BSA) ve Brij 35; Sigma (Taufkirchen, Germany) firmasindan,
Nay0sSe, LiCl, 3-[(3-kolamidopropil)-dimetilamonyo]-1-propansulfonat (CHAPS), n-
hekzadesil trimetilamonyum bromid (Setrimid), nitrilotriasetik asit ve sodyum taurokolat
AVOCADO (Karlsruhe, Germany) firmasindan; etilen glikol, Tween 20, 1,4-dioksan,
dimetilsiilfoksit (DMSO), (NH,),SO, ve ascton Pancreac (Barcelona, Spain) firmasmdan; D-
sorbitol, n-oktil-B-D-glikopiranozit ve sodyum deoksikolat ACROS (Geel, Belgium)
firmasmdan; maya oziitli idg (Lancashire, UK) firmasindan, asetonitril sds (Peypin, France)
firmasmdan saglanmgtir.

2. 2. Mikroorganizmanin Secimi
2. 2. 1. Tween 80 agar yontemi

Aydm ili Germencik ilgesi Bozkdy-Alangiillii termal sularmdan Bacillus genusuna ait
5 izolat elde edilmistir (Bagbiilbiil, 2002). Bu ¢ahsmada izolatlarm 4 °C de yatik Thermus
agar ortaminda saklanan stok kiiltirleri kullaniimustir. Thermus agar ortaminmn iceridi Tablo
1-3 de sunulmugtur. Bu kiiltiirler, 120 °C’de, 1.5 psi’de 20 dakika Hirayama marka otokiavda
sterilize edilmis 10 ml Thermus ortamu igeren tiiplere inokiile edilerek, Heracus marka etiivde
65 °C sicaklikta bir gece inkiibe edilmistir.

Bu izolatlarm esteraz iretip iiretmedigini tayin etmek igin, Tween 80 agar yOSntemi
kullanllmigtsr (Haba et al., 2000). Bu yOnteme goére, Tween 80 agar ortaminda lipolitik
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aktivite gbsteren bakteriler, Tween 80’i substrat olarak kullandiginda agi3a gikan oleik asit
ortamdaki Ca ile birlesip ¢Okelerek besiyerindeki kolonilerin gevresinde opak bir zon
olusturmaktadir. Bu zon olusumu da bakterinin lipolitik aktivite gosterdiginin isaretidir.
Olusan opak zonun ¢api lipolitik aktivitenin derecesini gostermektedir. Bu prensibe
dayanarak eldeki izolatlarm lipolitik aktivite gosterip gdstermedigi ve lipolitik aktivite
derecesi agagidaki yontemle belirlenmistir.

% 0.01° lik CaCl,.H,O igeren nutrient agar ortamu ve Tween 80 ayr1 olarak 120 °C°de
20 dakika otoklavda sterilize edildi. Sterilize edilen bu ortam 45 °C’ye kadar sogutulduktan
sonra, Tween 80 final konsantrasyonu % 1 olacak gekilde steril kosullarda agar ortamma
eklendi. Tween 80 tamamen ¢Oziinene kadar kangtirildi ve daha sonra steril kogullarda
petrilere dokiildii. Bir gece inkiibe edilen kiiltiirlerden, steril kosullarda steril saf sulara 10°,
10* ve 10>lk seyreltmeler yapildi Bu seyreltilmis kilttirlerden, petrilere 0.1 ml inokiile
edildi. Petriler 65 °C’de, etiivde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kolonilerin
etrafinda opak zon olusumu kontrol edildi. Opak zon olugumu gésteren bakteri kolonilerinin
caplan Olgiilerek en iyi derecede lipolitik aktivite gdsteren izolat bundan sonraki denemeler
icin segildi. Ayrica, Bacillus sp. izolatlar1 kontrol amach olarak nutrient agar ortammunda da
gelistirildi. D3, D4, 1, 3 ve 4 numarah izolatlar arasinda en iyi zon olusumu 4 numarah
izolatta gozlemlendi ve ¢ahsmalara bu izolatla devam edildi.

2. 3. Bakteri Straininin Karakterizasyona

Aydmn ili Germencik ilgesi Bozkdy-Alangiillli termal sularinda, sicakhf 59 °C ve
pH’s1 6.50 olan dogal kaynak suyundan izole edilen Bacillus sp. 4 Bergey’ in Sistematik
Bakteriyoloji kriterlerine gore tanilanmugtir. Organizma, Gram pozitif, ¢ubuk scklinde,
endosporlu, kapsiil olusturmaktadir. Bu izolat, Bacillus genusuna ait tipik morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal karakteristikleri gostermektedir. Organizma 40 °C’nin altinda
gelisme g6sterememekte ve optimum 65 °C’de gelismektedir. Bu nedenle termofilik olarak
nitelendirilmistir (Basbiilbiil, 2002).

2. 3. 1. Bilyiime egrisi

Yatik Thermus agar stoklarinda saklanan Bacillus sp. 4 izolati, kismi olarak
degistirilen Thermus agar ortaminda saklandi (Tablo 4). Organizmann bilytime egrisi daha
Onceden belirlenen optimum kosullar altmda (65 °C’de ve pH 6.00°da) belirlendi
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(Bagbiilbiil, 2002). Bacillus sp. 4 izolat1 kismi olarak degistirilen yatikk Thermus agar
ortammdan 10 ml iretim ortamma (kismi olarak degistirilmis Thermus ortamm, Tablo 5)
inokiile edildi ve 65 °C sicakliktaki etiivde bir gece inkiibe edildi. Gecelik kiiltiirden, 100 mi
iiretim ortamu igeren 250 ml’lik erlene, 1ml inokiile edildi (ODgg= 0.1). Bu Kkiiltiir, 65 °C
sicakliktaki Memmert marka ¢alkalamah su banyosunda, 150 rpm hizda 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon esnasinda 0. saatten itibaren her saat bas1 kiiltirden Srnekler almarak
sicakhk kontrollii Shimadzu UV-1601 model spektrofotometride 600 nm dalga boyunda
6lgtim ahinds.

Tablo 1. Thermus agar ortam:

Kimyasal Maddeler Miktan
Tripton % 0.3
Maya oziitii % 0.1
Castenholz 10X bazal tuz ¢bzeltisi % 10 (v/v)
Agar-agar %2

Tablo 2.Castenhelz 10x bazal tuz ¢8zeltisi

Kimyasal Maddeler Miktary
Nitrilotriasetik asit % 0.1
CaS0,.2H,0 % 0.06
MgS0,.7H,0 % 0.1
NaCl % 0.008
NaNO, % 0.689
Na,HPO, % 0.111
KNO; % 0.103
Ferrik klorit ¢Bzeltisi (0.28g/1) % 1 (v/v)
Nitsch iz element ¢Bzeltisi % 1 (vv)

Tablo 3. Nitsch’ in iz element ¢Bzeltisi

Kimyasal Maddeler Miktar
H;BO; % 0.05
CoCl,.6H,0O % 0.0046
CuS0,.5H,0 % 0.0016
MnSO,.H,0O % 0.22
Na,Mo00,.2H,0 % 0.0025
H,S0, % 0.05 (v/v)
ZnS0,.5H,0 % 0.05
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Table 4. Kismi olarak modifiye edilmis Thermus agar ortamm

Kimyasal Maddeler Miktan
Pepton % 0.2
Maya 6ziitli % 0.1
Castenholz 10X bazal tuz ¢bzeltisi % 10 (v/v)
Agar-agar %2

Tablo 5. Kismi olarak modifiye edilmis Thermus ortamu

Kimyasal Maddeler Miktar
Pepton % 0.2
Maya ziitli % 0.1
Castenholz 10X bazal tuz ¢ozeltisi % 10 (v/v)

2. 3. 2. Ortam sicaklifinin enzim iiretimi iizerine etkisi

Bacillus sp. 4 izolati, kismi olarak degistirilen yatik Thermus agar ortammdan 10 ml
{iretim ortamina inokiile edildi ve 65 °C sicakliktaki etiivde bir gece inkiibe edildi. Bu gecelik
kiiltlirden, 100 ml tiretim ortamu igeren 250 ml’lik erlene 1ml inokile edildi (ODggo= 0.1). Bu
kiiltiir, farkh sicakhklarda (50, 55, 60, 65 ve 70 °C) ve pH 6.00 da calkalamah su banyosunda,
150 rpm hizda 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon esnasinda 0. saatten itibaren her saat
bas:1 kiiltlirden 6rnekler almarak, sicaklik kontrollii spektrofotometride 600 nm dalga boyunda
6l¢tim alind1 ve log fazmmn ortalarindan itibaren enzim aktivitesi tayin edildi.

2. 3. 3. Ortam pH’ sinin enzim iiretimi iizerine etkisi

Bacillus sp. 4 izolati, kismi olarak degistirilen yatik Thermus agar ortammdan 10 mi
iiretim ortamma inokiile edildi ve 65 °C sicakliktaki etiivde bir gece inkiibe edildi. Gecelik
kiiltiirden, 100 ml iiretim ortarm iceren 250 ml’lik erlene 1ml inokiile edildi (ODggo= 0.1). Bu
kiiltiir, farkh pH’lardaki tiretim ortammnda (pH 5.00; 5.50; 6.00; 7.00; 8.00; 9.00) ve 65°C
sicaklikta ¢alkalamali su banyosunda 150 rpm hizda 9 saat inkiibasyona birakildi ve 9. saat
sonunda (durgunluk fazinn ortasinda) enzim aktivitesi tayin edildi.
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2. 3. 4. Bacillus sp. 4 izolatimmn biiyiime egrisine bagh olarak ortam
pH’s1 ve enzim aktivitesindeki degisim

Bacillus sp. 4 izolat1 kismi olarak degistirilen yattk Thermus agar ortammdan 10 ml
iiretim ortamma inokiile edildi ve 65 °C sicakliktaki etiivde bir gece inkiibe edildi. Bu gecelik
kiiltiirden, 100 ml {iretim ortam igeren 250 ml’lik erlene 1ml inokiile edildi (ODggo= 0.1). Bu
kiiltlir, optimum kosullan olan 65°C ve pH 6.00’da galkalamah su banyosunda 150 rpm hizda
24 saat inkiibasyona brakild:. Ink{ibasyon esnasinda 0. saatten itibaren her saat bas1 kiiltiirden
drnekler ahnarak sicakhk kontrollii spektrofotometride 600 nm dalga boyunda absorbansi,
ortam pH’s1 (WTW model Multiline P4 pH metre) ve enzim aktivitesi 6l¢lildii.

2. 4. Enzimin Uretimi

Yatik agar stoklarinda 4°C’de saklanan Bacillus sp. 4 izolatindan, 10 ml’lik iiretim
ortamm igeren tiipe inokiile edilerek bir gece inkiibasyona birakildi. Gecelik kiiltiirden, 100 mi
dretim ortamu igeren 1L’lik erlene 1ml inokiile edildi (ODgg=0.1). Kiiltiir, 65°C’de, pH
6.00°da 150 rpm hizda galkalamal olarak 9 saat boyunca inkiibe edildi. 9. saatte inkiibasyon
sonlandirildi. Bu kiiltlir daha sonra enzimin kismi saflagtirlmasi ve lokalizasyonu igin
kullamids.

2. 5. Enzimin Kismi Saflagtiriimasi ve Lokalizasyonu

Enzim {iiretimi yapilan kiiltlir ortami, 5.500 g’de 4°C’de 15 dakika Hettich model
Universal 32 R tipi santrifiijde santrifiijlenerek siipernatant 1 (S;) ve presipitant 1 (P,) ayrildw
Py, yag hiicre agirhgi, 100 ml’sinde 50 g olacak sekilde pH 6.00 0.05 M fosfat tamponunda
¢Oziilldiikten sonra buzlu ortamda Bandelin HD 2200 (MS 73) marka sonikatérde 20 kHz
hizda ve 3 siklusta 5 dakika boyunca sonike edildi. Sonikasyondan sonra pargalanms hiicre
artiklarm ayirmak icin, 5.500 g’de 4°C°de 15 dakika santrifiijlendi. Siipernatant tekrar 23.900
g’de 1 saat boyunca santriflijlendi. Siipernatant 2 (S;) ve presipitant 2 (P,) birbirinden ayrild.
Hacmi dlgiilen S,’ye 0°C’ de doygun % 85°lik amonyum siilfat yavag yavas eklenerek 0 °C’
deki inkiibatorde (VELP Scientifica model FTC 90 E) digtik hizda manyetik karistmcida
(IKA model IKAMAG RH) 30 dk ¢oziindiiriildii. Bu iglemden sonra amonyum siilfath
siipernatant 13.000 g’de, 4°C’de 30 dakika santrifiijlendi. Santrifiijlemenin sonunda
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stipernatant 3 (S;) ve presipitant 3 (P3) birbirinden ayrildi. P; uygun hacimde pH 6.00 0.05 M
fosfat tamponunda ¢dziindiiriilerek diyaliz islemine gegildi.

Diyaliz islemine gegilmeden Once Sigma marka seclilloz membranh diyaliz torbasy
enzim ¢Ozeltisini alacak gekilde uygun boyda kesildi. Diyaliz torbast tektip gézenck
biiytikligh saglamak ve agir metal kontaminantlarimi gidermek igin bir 8n islemden gegirildi
{Tablo 6). On islemden gegirilmig diyaliz torbasi kullamlmadan 6nce pH 6.00 0.05 M fosfat
tamponuyla yikandi. Diyaliz torbasmm bir ucu baglandi. Enzim ¢Ozeltisi torbanmn igine
konuidu ve torbadaki hava uzaklagtirilacak sekilde torbammn difer ucu da sikica baglands.
Diyaliz. torbas;, pH 6.00 0.05 M fosfat tamponuyla doldurulmus beherin i¢ine konuldu.
4°C’deki inkiibatérde, manyetik kangtiriciyla yavas yavag kangtirilarak 18 saat boyunca pH
6.00 0.05 M fosfat tamponuna karsi diyalize birakildi Diyaliz sonunda diyalizat hacmi
Slgiildi. Kismi saflagtrmanin her bir fraksiyonunda enzim aktivitesi ve protein tayinleri {i¢
tekrarh olarak yapild. Aktivite Olglimlerine dayanarak esteraz’m hiicrenin  hangi
fraksiyonunda bulunduBuna karar verildi.

Tablo 6. Diyaliz torbasimnin &n islemden gegirilmesi

1. Diyaliz torbasi %2 NaHCO; ve %0.05 EDTA igeren ¢bzelti igine tamamen
daldirilarak 10 dk kaynatilir. Kaynatma sirasinda torbanm siviya daldintmig
olmasina 6zen gosterilir.
2, Kaynama sivis1 atilir ve diyaliz torbas: distile su ile 10 dk kaynatilir. Bu
islem bir kez daha tekrarlanir.
3. Diyaliz torbasi sogutulur ve igleme gegilir.

2. 6. pNPB’in Farkh pH’lardaki Molar Absorbans Katsayilarmin

Belirlenmesi

pNPB’m farkh pH’lardaki molar absorbans katsayilarmi belirlemek igin saf p-
nitrofenol (pNP) kullamidi. pNP’iin 1mM’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi (bu iglemden 6nce pNP
50 °C’°deki etiivde 24 saat kurutuldu). Cesitli pH’larda tamponlar hazirlandi (pH 4.00, 4.50,
5.00, 5.50, 6.00, 6.50, 7.00, 7.50, 8.00, 8.50). Stok pNP ¢ozeltisinden, final konsantrasyonu
0.01, 0.02, 0.03, 0.04 ve 0.05 mM olacak sekilde uygun hacimde, denenen tamponlara eklendi
ve 346 nm dalga boyunda absorbans:1 6lgiildii. Elde edilen sonuglardan yararlamilarak her bir
pH icin absorbans-konsantrasyon grafifi cizildi Grafifin egiminden molar absorbans
katsayilar1 hesaplandi. pH 4.00-5.50 arasinda 0.05 M asetat tamponu (Sodyum asetat- Asetik
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asit), pH 6.00-8.00 arasinda 0.05 M fosfat tamponu (Na;HPO4-NaH,PO,) ve pH 8.50 i¢in ise
0.05 M karbonat tamponu (Na;CO3-NaHCO3) kullamildi.

2. 7. Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Bacillus sp. 4 izolatmdan kismi olarak saflagtirilan esteraz aktivitesi Winkler ve
Stuckmann’m (1979) kismi olarak degistirilmig yontemi kullamlarak spektrofotometrik olarak
tayin edilmigtir. Substrat olarak p-nitrofenil butirat (pNPB ) kullamidi. Deneyde kullamlan
stok cozeltiler agagidaki sekilde hazirlandi. Standart deney ortamimin reaksiyon bilesenleri
Tablo 7°de sunulmugtur.

- 6.05 M Sodyum fosfat tamponu 65 °C’de pH 6.00 olacak sekilde hazirlands.

- 0.05 M pNPB saf asetonda ¢Sziindiiriildi ve kullamhincaya kadar 20 °C’de

saklands.

- Enzim kaynag: olarak S, uygun hacimlerde seyreltilerek (10 kat) kullamld.

Tablo 7. Standart deney ortam: asafndaki reaksiyon karisimmdan olusmaktadir

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Kér
0.05 M fosfat tamponu 930 pl 980 pl
Enzim ¢dzeltisi 50 ud =
Inkubasyon (65 °C) 5dk 5dk
50 mM pNPB 20l 20 p!
Toplam reaksiyon hacmi 1000 pi 1000 i

Enzim aktivitesinin baglangic hizi, 346 nm’de, ilk 5 dakikada olusan p-nitrofenol
miktarmn optik dansite farki Slgiilerek saptanmugtir. Ciinkii, enzim substrat: ile ES kompleksi
yaparak geriye doniigiim olmadan firiine d6niismektedir. Ik 5 dakikada enzim derigimleri ile
tepkime hizlar1 arasnda dogrusal bir bagnti vardir ve v = k [E] bagmtis1 gecerlidir. Baglangic
aktivitesinin uygun olmayan bir zaman diliminde Olgiilmesi, substrat azalmasi ve {iriin
mhibisyonu sebebiyle dogrusalhktan sapmaya neden olur. p-nitrofenol’iin 346 nm’deki molar
absorbans katsayis1 5480 M. cm™ olarak alnmugtsr.

Bir enzim tnitesi (IU), 65 °C’de, 1 dakikada, pNPB’dan 1 pmol p-nitrofenolii
serbestlenmesini saglayan enzim miktan olarak ifade edilmistir. Enzim aktivitesi ve spesifik
aktivite asafida verilen formiillere gore hesaplanmustsr.
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Voliim Aktivite =

- AB/ AT [U/mi]
eE.4.v

Spesifik Aktivite = 4 - AE/AT [U I mg]
£.d.V.Cpuem

¥ = Toplam deney karigimnin hacmi (ml)
AE/AT = Dakikadaki optik dansite farki (nm)
€ = Molar absorbans katsayisi (5480 M. cm™ = 5.48 cm®/pumol)
d = Isik yolu (cm)
v = Deney kangmmindaki enzim miktar: (ml)
Cprotein = INg protein miktar: / mi

2. 8. Protein Tayini

Bacillus sp. 4 esterazinn kismi saflagtriimasinin  her basamaginda protein
derigimlerinin tayini, Lowry ve arkadaglarmm (1951) yontemi kullamlarak yapildi (Lowry et
al., 1951). Standart olarak sigir serum albumini (BSA) kullamidi.

2. 8. 1. Kullanilan kimyasal maddeler

A Cozeltisi: 0.5 g bakir siilfat (CuSO4.5H;0) ve 1 g sodyum sitrat 100 ml distile suda
¢Oziindiirildi.

B Cozeltisi: 20 g sodyum karbonat (Na,CO3) ve 4 g sodyum hidroksit (NaOH) 1 litre
distile suda ¢oziindiiriildii.

C Cozeltisi: B ¢ozeltisinin 50 ml’sine, 1 ml A ¢bzeltisi eklenerek taze olarak
hazirland1,

D Cézeltisi: 10 ml Folin Ciocalteu fenol belirtecine 10 ml distile su eklenerek taze
olarak hazirlandi.

Deneyin Yapihsi: 0.5 ml Srnek iizerine, 2.5 ml C ¢dzeltisi eklendi ve IKA model MS2
tiip kanstiricisiyla kanigtirilarak 5-10 dk beklendi. Bu siire sonunda, 6rnek {izerine 0.25 ml D
gOzeltisi eklendi ve kanstiricida kangtirilarak 20-30 dk eklendi. Olusan renk 750 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak dlgiildii.
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2. 9. Bacillus sp. 4 Esterazzimin Karakterizasyonu

2. 9. 1. Enzim aktivitesi iizerine sicakhfm etkisi

Bacillus sp. 4 esterazi, pH 6.00 0.05 M fosfat tamponunda farkh sicakhklarda ( 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 ve 85 °C) 15 dk 6n inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda,
pNPB final konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde deney karigimma eklendi ve kalan enzim
aktiviteleri 6lgiildii. Denenen her sicaklik igin fosfat tamponu pH 6.00°ya ayarlanmustir.

2. 9. 2. Enzim stabilitesi iizerine sicakh@m etkisi

Bacillus sp. 4 esteraz, pH 6.00 0.05 M fosfat tamponunda farkh sicakliklarda (25, 46,
65 ve 75 °C) inkiibe edildi. Enzim ¢8zeltisinden bellirli zaman arabklariyla Srnekler almarak
standart deney kosullar1 altinda aktivitesi tayin edildi. Her bir deneme i¢in, 0. saatteki aktivite
6lgtimii (kontrol) 100 olarak kabul edildi ve kontrol degerine gore geride kalan aktivite
degisimi % deger olarak belirlendi.

2. 9. 3. Enzim aktivitesi iizerine pH'nin etkisi

Bacillus sp. 4 esterazi, 65 °C’de farkh pH larda (pH 4.00, 4.50, 5.00, 5.50, 6.00, 6.50,
7.00, 7.50 ) 15 dk 6n inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda, pNPB final konsantrasyonu 1
mM olacak sekilde deney kanisimmna eklendi ve kalan enzim aktiviteleri Slgtldii. pH 4.00-
5.50 arasinda 0.05 M asetat tamponu (Sodyum asetat- Asetik asit), pH 6.00-7.50 arasmnda ise
0.05M fosfat tamponu (NayHPO4-NaH,PO,) kullanildi. pNPB alkali kosullarda kendiliginden
hidrolize ugradi icin pH 7.50’in iistiindeki pH’lar denenemedi.

2. 9. 4. Enzim stabilitesi iizerine pH’mn etkisi

Bacillus sp. 4 esterazi, oda sicakhinda (28 °C) ve farkh pH’larda (pH 4.00, 6.00,
8.00, 10.00) inkiibe edildi. Enzim ¢ozeltisinden belirli zaman araliklarmda 6rnek ahnarak
standart deney kosullar1 altinda aktivitesi tayin edildi. pH 4.00 i¢in, 0.05 M asetat tamponu
(Sodyum asctat- Asctik asit), pH 6.00 ve 8.00 igcin 0.05 M fosfat tamponu (Na,HPO,-
NaH,P0O,), pH 10.00 i¢in 0.05 M karbonat tamponu (Na,CO3;-NaHCOs) kullamidi. Her bir
deneme icin, 0. saatteki aktivite Slctimii (kontrol) 100 olarak kabul edildi ve kontrol degerine
gore geride kalan aktivite degisimi % deger olarak belirlendi.
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2. 9. 5. Enzim aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Enzim aktivitesi {izerine substrat konsantrasyonunun etkisi optimum sicaklik (65°C)
ve pH’da (pH 6.00), sabit inkiibasyon siiresinde (5 dk) ve farkh konsantrasyonlarda substrat
(pNPB) kullamlarak (10-200 uM) enzim aktivitelerinin Slciilmesiyle belirlendi.

2. 9, 6. Polihidrik alkollerin enzim stabilitesi iizerine etkisi

Etilen-glikol, sorbitol ve gliserol gibi polihidrik alkollerin enzim stabilitesi lizerine
etkisini belirlemek amaciyla, bu maddeler final konsantrasyonlan 2.5 M olacak sekilde deney
ortamma eklendi. Enzim ¢dzeltisi, bu kansimda 65 °C’de 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
esnasinda saat basi deney ortamundan Ornek almarak standart deney kosullan altinda
aktiviteleri tayin edildi. Herhangi bir kimyasal icermeyen kontrol grubunun da aktivitesi aym
kogullar altinda belirlendi. Her bir deneme icin, 0. saatteki aktivite Slgtimii 100 olarak kabul
edildi ve bu degere gore geride kalan aktivite degisimi % deger olarak belirlendi.

2.9. 7. Enzim aktivitesi iizerine EDTA ve metal iyonlarinin etkisi

Cesitli metal iyonlarmmn enzim aktivitesi {lizerine etkisini belirlemek amaciyla metal
iyonlar1 (FeCl,, HgClL, CoClL, CuCh, MnCl,, MnCl,, CaCl,, NiCl,, KCl, NaCl, LiCl ve
Na,O3Se) 1, 5 ve 10 mM final konsantrasyonlarda, EDTA ise 1 mM final konsantrasyonda
deney ortamina eklendi (Tablo 8-10). Enzim ¢6zeltisi bu konsantrasyonlardaki metal iyonlar1
ve EDTA ile oda sicakliginda (28 °C) 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda geride kalan
enzim aktivitesi standart deney kosullan altinda belirlendi (Tablo 11). Herhangi bir metal
iyonu veya EDTA icermeyen O.saatteki kontroliin aktivitesi de standart deney kosullan
altinda belirlendi. Her bir deneme i¢in, 0. saatteki aktivite lgiimii (kontrol) 100 olarak kabul
edildi ve deney gruplarmin kontrol degerine gore geride kalan aktivite degisimi % deger
olarak belirlendi.

2. 9. 8. Esteraz aktivitesi iizerine aktive edici metal iyonlarn ve
EDTA’nm etkisi

Enzimin aktivasyonuna neden olan metal iyonlarmin, EDTA’nm inhibe edici etkisini
tolere edip etmeyecegml denemek amaciyla metal iyonlari (MnCh ve NiClh) ve EDTA’nm
final konsantrasyonlarn 1 mM olacak gekilde deney ortamma eklendi (Tablo 12). Enzim
¢ozeltisi bu kangimda oda sicakhpgmnda (28 °C) 1 saat inkilbe edildi. Inkiibasyon sonunda
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geride kalan enzim aktivitesi standart deney kosullar: altinda belirlendi (Tablo 13). Her bir
deneme igin, 0. saatteki aktivite 6lgtimii (kontrol) 100 olarak kabul edildi ve deney gruplarmin
kontrol degerine gore geride kalan aktivite degisimi % deger olarak belirlendi.

‘Fablo 8. 1 mM metal iyonu ve EDTA bulunan deney ortamm

Deney Bilesenleri (1 mM) Ornek Kir
0.05 M fosfat tamponu 358 ul 398 ul
Enzim ¢dzeltisi 40 ul —
0.2 M Metal iyonu veya EDTA 2ul 2ul
Inkiibasyon (28 °C) 1 saat 1 saat
Toplam reaksiyon hacmi 400 pl 400 pl
Tablo 9. S mM metal iyonu iceren deney ortamu
Deney Bilesenleri (5 mM) Ornek Kbor
0.05 M fosfat tamponu 175wl 195 ul
Enzim ¢dzeltisi 20 ul —n
0.2 M Metal iyonu 5ul S5ul
Inkiibasyon (28 °C) 1 saat 1 saat
Toplam reaksiyon hacmi 200 pl 200 i
Tablo 10. 10 mM metal iyonu iceren deney ortam
Deney Bilesenleri (10 mM) Ornek Kor
0.05 M fosfat tamponu 170 ul 190 pl
Enzim ¢bzeltisi 20 pd ———
0.2 M Metal iyonu 10 pl 10 yl
Inkiibasyon (28 °C) 1 saat 1 saat
Toplam reaksiyon hacmi 200 wl 200 ul
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Tablo 11. inkiibasyon sonras: standart reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Ornek Kér
0.05 M fosfat tamponu 930 ul 930 ul
Deney ortami 50 Wl 50 ud
Inkabasyon (65 °C) 5dk 5 dk
0.05 M pNPB 20l 20 ul
Toplam reaksiyon hacmi 1000 put 1000 ul

Tablo 12. 1 mM metal iyonu (Mn ve Ni) ve EDTA bulunan deney ortam

Deney Bilesenleri Ornek Kér
0.05 M fosfat tamponu 172 pl 192 ut
Enzim ¢dzeltisi 20l —
0.05 M Metal iyonu 4 ul 4l
0.05 MEDTA 4l 4l
Inkiibasyon (28 °C) 1 saat 1 saat
Toplam reaksiyon hacmi 200 pl 200 pl
Tablo 13. inkiibasyon sonras: standart reaksiyon bilesenleri
Reaksiyon bilesenleri Ornek Kor
0.05 M fosfat tamponu 930 pl 930 ul
Deney ortami 50 ul 50 ul
Inkiibasyon (65 °C) 5dk 5dk
0.05 M pNPB 20l 20 pl
Toplam reaksiyon hacmi 1000 pl 1000 pl

2. 9. 9. Ceyitli deterjanlarin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Cesitli deterjanlarm enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek amaciyla, deterjanlar
(Triton X-100, Tween 20, Tween 80, n-oktil-B-D-glukopiranozid, Brij 35, sodyum
deoksikolat, sodyum taurokolat, SDS, CHAPS ve Setrimid) final konsantrasyonlar: 2.5, 5, 10
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ve 20 mM olacak sekilde deney ortamma eklendi (Tablo 14-17). Enzim g¢ozeltisi bu
konsantrasyonlardaki deterjanlarla oda sicakhgmda (28 °C) 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda geride kalan enzim aktivitesi standart deney kosullar1 altinda belirlendi (Tablo 18).
Her bir deneme igin, 0. saatteki aktivite dlglimii (kontrol) 100 olarak kabul edildi ve deney
gruplarmm kontrol degerine gore geride kalan aktivite degisimi % deger olarak belirlendi.

Tablo 14. 2.5 mM deterjan iceren deney ortamm

Deney Bilesenleri (2.5 mM) Ornek Kor
0.05 M fosfat tamponu 1775 ul 197.5 ul
Enzim ¢Bzeltisi - 20 ul ———
0.2 M Deterjan 2.5ul 25ul
Inkiibasyon (28 °C) 1 saat 1 saat
Toplam reaksiyon hacmi 200 ul 200 pl

Tablo 15. 5 mM deterjan iceren deney ortami

Deney Bilesenleri (5 mM) Ornek Kor
0.05 M fosfat tamponu 175 195 ul
Enzim ¢ozeltisi 20 ul e
0.2 M Deterjan 5ul 5ul
Inktibasyon (28 °C) 1 saat 1 saat
Toplam reaksiyon hacmi 200 ul 200 ui

Table 16. 10 mM deterjan iceren deney ortanu

Deney Bilesenleri (10 mM) Ornek Kor
0.05 M fosfat tamponu 170 190 ul
Enzim ¢6zeltisi 20 ul —
0.2 M Deterjan 10 ul 10 pl
Inkiibasyon (28 °C) 1 saat 1 saat
Toplam reaksiyon hacmi 200 ul 200 ul
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Table 17. 20 mM deterjan igeren deney ortamm

Deney Bilesenleri (20 mM) Ornek Kor
0.05 M fosfat tamponu 160 pl 180 pl
Enzim ¢dzeltisi 20 ul s
0.2 M Deterjan 20 ul 20 ul
Inkiibasyon (28 °C) 1 saat 1 saat
Toplam reaksiyon hacmi 200 ul 200 pl

Tablo 18. inkiibasyon sonras: standart reaksiyon bilegenleri

Reaksiyon bilesenleri Ornek Kor
0.05 M fosfat tamponu 930 wl 930 pl
Deney ortam1 50 ul 50 ul
Inkiibasyon (65 °C) 5dk 5dk
0.05 M pNPB 20 ul 20 ul
Toplam reaksiyon hacmi 1000 ut 1000 ul

2. 9. 10. Enzim aktivitesi iizerine organik ¢oziiciilerin etkisi

Organik ¢6ziiciilerin enzim aktivitesi lizerine etkisini belirlemek amaciyla, kullanilan
organik ¢oziiclilerden aseton, asetonitril ve 1,4-dioksan % 20 ve 50, etanol, metanol ve
dimetilsiilfoksit (DMSO) % 50 ve 80°lik final konsantrasyonlarda deney ortamina eklendi.
Enzim ¢ozeltisi bu konsantrasyonlardaki organik ¢éziiciilerle oda sicakhinda 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda geride kalan enzim aktivitesi standart deney kosullan altmda
belirlendi. Her bir deneme igin, 0. saatteki aktivite dlglimii (kontrol) 100 olarak kabul edildi
ve deney gruplarmmn kontrol degerine gére geride kalan aktivite degisimi % deger olarak
belirlendi.

2. 9. 11. Enzim aktivitesi {izerine inhibe edici ajanlarmn etkisi

Inhibe edici ajanlarm enzim aktivitesi lizerine etkisini belirlemek amaciyla, bir serin
inhibitdrii olan fenil metil siilfonil florit (PMSF) ve SH-grubu inhibitérii olan pB-
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merkaptoetanol kullanild. PMSF’nin 1 mM final konsantrasyonu ve B-merkaptoetanol’in 1
ve 5 mM final konsantrasyonlar1 deney ortamma eklendi (Tablo 19-20). Enzim ¢6zeltisi bu
konsantrasyonlardaki inhibe edici ajanlarla oda sicakhginda (28 °C) 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda geride kalan enzim aktivitesi standart deney kosullar1 altmda belirlendi
(Tablo 21). Her bir deneme igin, 0. saatteki aktivite Slgtimil (kontrol) 100 olarak kabul edildi
ve deney gruplarmm kontrol degerine gére geride kalan aktivite degisimi % deger olarak
belirlendi.

Tablo 19. 1 mM inhibitdr iceren dency ortann

Deney Bilegenleri (1 mM) Ornek Kor
0.05 M fosfat tamponu 176 pl 196 pl
Enzim ¢ozeltisi 20 ul ——
0.05 M Inhibe edici ajan 4ul 4l
Inkiibasyon (28 °C) 1 saat 1 saat
Toplam reaksiyon hacmi 200 ul 200 ul

Tablo 20. 5 mM inhibitér iceren deney ortamu

Deney Bilesenleri (5 mM) Ornek Kér
0.05 M fosfat tamponu 175 ut 195 ul
Enzim ¢ozeltisi 20 pl ——
0.2 M Inhibe edici ajan 5ul Sul
Inkiibasyon (28 °C) 1 saat 1 saat
Toplam reaksiyon hacmi 200 pl 200 pl

Tablo 21. inkiibasyon sonras: standart reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Ornek Kor
0.05 M fosfat tamponu 930 pl 930 pl
Deney ortamt 50 ul 50
Ink@ibasyon (65 °C) 5 dk 5 dk
0.05 M pNPB 20 ul 20 ul
Toplam reaksiyon hacmi 1000 ul 1000 pl
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2. 9. 12. Enzimin substrat spesifitesinin belirlenmesi

Enzimin substrat spesifitesini belirlemek amaciyla, p-nitrofenil asetat (pNPA), p-
nitrofenil butirat (pNPB), p-nitrofenil laurat (p-NPL) ve p-nitrofenil palmitat (p-NPP)
kullanildi. Deneyde kullanilan stok ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlandi.

- 0.05 M Sodyum fosfat tamponu 65 °C’de pH 6.00 olacak sekilde hazirlands.

- 0.05M pNPA saf asetonda ¢dzilindiirtildi.

- 0.05 M pNPB saf asetonda ¢6ziindiirtildii.

- 0.05 M pNPL saf asetonda ¢oziindiirildi.

- 0.05 M pNPP saf asetonda ¢dziindiiriildii. Fosfat tamponuna (pH 6.00, 0.05 M) %1
oraninda Triton X-100 eklendi. Stok pNPP ¢o6zeltisi final konsantrasyonu 1mM
olacak sgekilde bu ¢ozeltiye eklendi, 5 saniye kangtinldi ve daha somra 2 dk
boyunca sonike edildi.

- Enzim kaynag olarak siipernatant 2 uygun hacimlerde seyreltilerek (10 kat)
kullamld1.

Enzim aktivitesi standart deney kogullar1 altinda belirlendi. pNPB i¢in Slgiilen deger

kontrol olarak kabul edilerek, bu degere gére geride kalan aktivite degigimleri % deger olarak
belirlendi.

2. 10. Verilerin Degerlendirilmesi

Bacillus sp. 4’tn esterazi ile ilgili kesitlerin protein derisimi, pNPB’m molar
absorbans katsayilari, Vmax ve Km degerleri lineer regrasyon analizi ile saptanmistir (SPSS
Inc, 1999).

Esteraz aktivitesi {izerine ortam sicaklimin, ortam pH'smm etkisi, sicaklik, sicaklik
stabilitesi, pH, pH stabilitesi, substrat konsantrasyonu, ¢esitli metal iyonlari, EDTA, ¢esitli
inhibe edici ajanlar, polihidrik alkoller, deterjanlar, organik ¢6ziiciller ve substrat
spesifitesinin etkilerini saptamak igin her deney i#i¢ tekrar iizerinden yapilmugtir. Gruplar
arasinda farkin belirlenmesi ve gruplar arasindaki farkin hangi gruptan kaynaklandigim
belirlemek icin tek yonlii varyans analizi (Duncan Testi) yapimistir (SPSS Inc, 1999).
Kontrol grubu ile deney grubu arasindaki farkin belirlenmesinde eglenmis Srneklerde T-testi
uygulanmugtir (SPSS Inc, 1999).
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3. 1. Mikroorganizmanin Secimi
3.1. 1. Tween 80 agar yontemi

Aydm ili Germencik ilgesi Bozk6y-Alanglillii termal sularmdan elde edilen Bacillus
sp. genusuna ait 5 izolatin esteraz tiretip {iretmedigi Tween 80 agar yontemine gore belirlendi
(Haba et al., 2000). Tween 80 agar ortaminda lipolitik aktivite gbsteren D3, D4 ve 4 numaral
izolatlar, Tween 80°i substrat olarak kullandiginda agifa ¢ikan oleik asit Ca ile birlegip
¢Okelerek lipolitik aktivite derecesine gore opak bir zon olugturmugtur (Sekil 1a, 2a, 3a). 1 ve
3 numaral izolatlar ise, lipolitik aktivite g6stermemistir (Sekil 4a, 5a). Opak zon olusumu
gosteren bakteri kolonilerinin caplar1 dlgiilerek, en iyi derecede lipolitik aktivite gbsteren
izolat, bundan sonraki denemeler icin segilmigtir. Ayrica, Bacillus sp. izolatlari kontrol amagh
olarak nutrient agar ortaminda da gelistirilmiglerdir (Sekil 1b, 2b, 3b, 4b ve 5b). Bacillus sp.
genusuna ait, D3, D4 ve 4 numarah izolatlar arasinda en iyi zon olusumu 4 numarah izolatta
go6zlemlendiginden ($ekil 3a), caligmalara bu izolatla devam edilmigtir.

3. 2. Bakteri Straininin Karakterizasyonu
3. 2. 1. Mikroorganizmanin bilyiime egrisinin belirlenmesi

Bacillus sp. 4 izolatmin biiylime egrisi, daha 6nceden saptanan optimum kosullar
altmda (65 °C’de ve pH 6.00°da) (Basbiilbiil, 2000) ve kismi olarak modifiye edilen Thermus
ortamu ({iretim ortami) kullamlarak belirlendi (Sekil 6). Organizma 2. saatten sonra gelismeye
baglanms ve log fazina ge¢mistir. Log fazim 6. saatten itibaren tamamlams ve durguniuk
dbénemine girmistir.

3. 2. 2. Ortam sicakh@inin enzim iiretimi iizerine etkisi

Ortam sicakhifmin enzim {iretimi {izerine etkisi ile ilgili sonuglar Tablo 22-26’da ve
Sekil 7-11°de gosterilmistir. Bacillus sp. 4 izolati, farkh sicakliklarda (50, 55, 60, 65 ve 70
°C) ve pH 6.00’da firetim ortammda geligtirilerck biiylime egrileri gikartimustr. Her
sicakliktaki biiylime durumunun farkh olmasi nedeniyle, aktivite tayinlerine, log faznm
ortalarindan itibaren baglanmistr.
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Sekil 1b. Bacillus sp. D3 izolatinin nutrient agar ortammdaki geligimi.
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Sekil 2b. Bacillus sp. D4 izolatinm nutrient agar ortammdaki gelisimi.




Sekil 3b. Bacillus sp. 4 izolatin nutrient agar ortammdaki gelisimi.




Sekil 4b. Bacillus sp. 1 izolatmn nutrient agar ortamindaki geligimi.




Sekil 5a. Bacillus sp. 3 izolatimn Tween 80 agar ortamindaki geligimi.

Sekil 5b. Bacillus sp. 3 izolatinin nutrient agar ortammdaki geligimi.
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Sekil 6. Bacillus sp. 4 izolatinin biiyiime egrisi.

50 °C’de, Bacillus sp. 47tin 0-5. saat arasinda absorbansinda 6nemli bir artig olmamus,
6. saatten itibaren ise absorbansda Smemli bir artiy gozlemlenmistir. Bu saatten sonra
mikroorganizma log fazina ge¢mistir. 7-13. saatler arasi mikroorganizmanin log fazinda
oldugu donemdir. 13. saatten sonra ise mikroorganizma durgunluk fazina gegmistir (Sekil 7,
Tablo 22). Esteraz aktivitesinin 6lgtimii, 10-15. saatler arasinda yapilmugstir. 11. saatteki enzim
aktivitesinin en yiiksek degerde oldugu (61.49 + 0.32 U/ml) ve diger saatlerdeki aktivite
sonuglariyla arasmdaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmiistiir. 12. saatten

itibaren ise enzim aktivitesi diismiistiir.

55 °C’de, Bacillus sp. 4’iin 0-4. saat arasinda absorbansinda énemli bir artiy olmamus,
5. saatten itibaren ise absorbansda onemli bir artis gozlemlenmistir. Bu saatten sonra
mikroorganizma log fazma gegmistir. 5-11. saatler arast mikroorganizmanm log fazinda
oldugu dénemdir. 11. saatten sonra ise mikroorganizma durgunluk fazina gegmistir (Sekil 8,
Tablo 23). Esteraz aktivitesinin 6lgiimii, 10-14. saatler arasinda yapumustir. 10 ve 11.
saatlerde dlgiilen enzim aktivitesi oldukga diisiik olup, aralarmndaki fark Snemli degildir. 12.
saatteki enzim aktivitesi en yiiksek degerdedir (46.53 + 1.58 U/ml) ve diger saatlerdeki
aktivite sonuglariyla arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir. 13. saatten itibaren enzim

aktivitesi istatistiksel olarak 6nemli bir diisiis gdstermistir.
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Tablo 22. Bacillus sp. 4’iin 50 °C’deki biiyiime durumu ve enzim aktivitesindeki degisim

inkiibasyon Zamam Absorbans Aktivite (U/ml)
(Saat) (ODjo0) (ORT. + S.H.) x

0 0.013 -

1 0.014 -

2 0.014 -

3 0.014 -

4 0.015 -

5 0.019 -

6 0.029 2

7 0.096 -

g 0342 =

9 0.780 -

10 1.044 2920 +1.05 a
11 1.291 61.49+0.32 b
12 1.500 3436+ 4.09 ac
13 1.608 37.71+3.09 od
14 1.663 32.38+2.37 ac
15 1.676 44524253 d
24 1.931 =

F=21.10""

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortal dir. S H.: Standart hata. *** : p < 0.001.
X : Ay siitunda farkli harfler tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir.
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Sekil 7. Bacillus sp. 4'tin 50 °C'deki bilyiime egrisi ve enzim aktivitesindeki degigim.
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Tablo 23. Bacillus sp. 4’iin 55 °C’ deki biiyiime durumu ve enzim aktivitesindeki degisim

inkiibasyon Zamam Absorbans Aktivite (U/ml)

(Saat) (ODgno) (ORT. % S.H.) x
0 0.006 -
1 0.006 E
2 0.004 -
3 0.013 E
4 0.015 s
5 0.063 -
6 0.444 -
7 0.883 =
8 1.150 -
9 1.458 :
10 1.628 4.92+0.74 a
11 1.744 4924032 a
12 1.838 46.53 £1.58 b
13 1.864 10.77 £0.53 c
14 1.927 31.94+1.05 d
15 1.979 g
16 2.005 -
24 2.022 =
25 2.022 -
27 2.005 s

F=362.60***

ORT: Her veri iig tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001.
X : Aym siitunda farkh harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak nemlidir.
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Sekil 8. Bacillus sp. 4'tin 55 °C'deki biiyiime egrisi ve enzim aktivitesindeki degisim.
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60 °C’de, Bacillus sp. 4°tin 0-2. saat arasinda absorbansinda dnemli bir artig olmams,
3. saatten itibaren ise absorbansda onemli bir artiy gozlemlenmistir. Bu saatten sonra
mikroorganizma log fazina gegmistir. 3-7. saatler arasi mikroorganizmanin log fazinda
oldugu donemdir. 7. saatten sonra ise mikroorganizma durgunluk fazina gegmistir (Sekil 9,
Tablo 24). Esteraz aktivitesinin ol¢limii 6-12. saatler arasinda yapilmustir. 6. saatte enzim
aktivitesi en diisiik degerde olup, 7-9. saatler arasindaki enzim aktiviteleri arasindaki fark
Gnemsiz bulunmustur. 10. saatteki enzim aktivitesinin en yiiksek degerde oldugu (55.23 +
2.32 U/ml) ve diger saatlerdeki aktivite sonuglariyla arasindaki farkin istatistiksel olarak
Onemli oldufu goriilmiistiir. 11. saatten itibaren enzim aktivitesi belirgin bir sekilde
diismiistiir.

65 °C’de, Bacillus sp. 4’tin 0-2. saat arasinda absorbansinda 6nemli bir artig olmamus,
3. saatten itibaren ise absorbansda onemli bir artis gozlemlenmistir. Bu saatten sonra
mikroorganizma log fazina gegmistir. 3-6. saatler arasi mikroorganizmanm log fazinda
oldufu donemdir. 6. saatten sonra ise mikroorganizma durgunluk fazina gegmistir (Sekil 10,
Tablo 25). Esteraz aktivitesinin olgiimii 3-12. saatler arasinda yapilmistir. 3. saatte enzim
aktivitesi en diisik degerde olup, 6. saatten itibaren enzim aktivitesi onemli bir sekilde
artarak, 9. saatteki enzim aktivitesinin en yitksek degerde oldugu (74.82 + 3.16 U/ml)
saptanmustir. 9. saatteki aktivite degeri ile diger saatlerdeki aktivite sonuglari arasidaki farkin
istatistiksel olarak dnemli oldugu goriilmiigtiir. 10. saatten itibaren enzim aktivitesi belirgin
bir sekilde diigmiistiir.

70 °C’de, Bacillus sp. 4’iin 0-4. saat arasmda absorbansinda 6nemli bir artis olmamug,
5. saatten itibaren ise absorbansda Smemli bir artis gozlemlenmistir. Bu saatten sonra
mikroorganizma log fazma gegmistir. 5-10. saatler arasi mikroorganizmanmn log fazinda
oldugu dénemdir. 10. saatten sonra ise mikroorganizma durgunluk fazina gegmistir (Sekil 11,
Tablo 26). Esteraz aktivitesinin Slgiimii 10-13. saatler arasinda yapilnustir. 11. saatteki enzim
aktivitesinin en yiiksek degerde olmasma ragmen (39.15 + 5.22 U/ml) bu deger ile 10. saatteki
aktivite sonucu (36.50 + 2.11 U/ml) arasindaki farkmn istatistiksel olarak Snemli olmadigx
saptanmigtir. 24. saatteki enzim aktivitesinin (10.95 + 2.11 U/ml) 6lgiim yapilan diger saatlere
gdre, oldukga diisiik oldugu bulunmustur.
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Tablo 24. Bacillus sp. 4’iin 60 °C’deki biiyiime durumu ve enzim aktivitesindeki degisim

inkiibasyon Zamam Absorbans Aktivite (U/ml)
(Saat) (ODgoo) (ORT. +S.H.) x
0 0.000 -
1 0.000 4
) 0.017 z
3 0478 B
4 1.023 5
5 1.414 -
6 1.665 8.21+0.53 a
7 1.845 31.02+2.11 b
8 1.913 3239+ 1.84 b
9 2,011 30.11 £2.64 b
10 2.075 55.23+232 c
11 2.088 17.64 + 0.60 d
12 2.088 1520+ 1.33 d
13 2.081 B
14 2.039 -
24 2.081 3
F= 54 .65%%*

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata, *** p<0.001.
X : Ayni siitunda farkh harfler tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir.
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Sekil 9. Bacillus sp. 4'tin 60 °C'deki biiyiime egrisi ve enzim aktivitesindeki degisim.
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Tablo 25. Bacillus sp. 4’iin 65 °C’deki bilyiime durumu ve enzim aktivitesindeki degisim

inkiibasyon Zamam Absorbans Aktivite (U/ml)
(Saat) (ODgo0) (ORT. +S.H.) x
0 0.001 z
1 0.003 g
2 0.030 z
3 0.688 10.95+0.53 a
4 1.326 15.51+2.64 a
5 1.768 1597+ 1.84 a
6 1.896 29.10 + 4.69 b
o 1.950 4471579 ¢
8 1.979 45.16+0.27 c
9 1.979 7482+ 3.16 d
10 1.974 36.04 +1.32 bc
11 1.959 31.93+3.69 b
12 1.959 30.11 +£3.69 b
24 1.917 1.37+0.26 e
F= 42.67%%%

ORT: Her veri ii¢ tckrann ortalamasidir. S.H.: Standart hata. *** : p <0.001.
X : Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak Snemlidir.
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Sekil 10. Bacillus sp. 4'tin 65 °C'deki bilyiime egrisi ve enzim aktivitesindeki degigim.
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Tablo 26. Bacillus sp. 4’iin 70 °C’deki biiyiime durumu ve enzim aktivitesindeki degisim

inkiibasyon Zamani Absorbans Aktivite (U/ml)

(Saat) (ODgo0) (ORT. +S.H.) x
0 0.005 -
1 0.005 2
2 0.002 -
3 0.002 z
4 0.022 -
5 0317 =
6 0.565 -
7 0.600 -
8 0.896 -
9 1.421 -
10 1.616 36.50 +2.11 a
11 1.732 39.15+5.22 a
12 1.707 21.90 +2.11 b
13 1.665 24.64+0.53 b
14 1.616 z
24 1.166 10.95+£2.11 c

F= 16.12%%*

ORT: Her veri iig tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001.
x : Aym siitunda farkh harfler tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir.
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Sekil 11. Bacillus sp. 4'iin 70 °C'deki bitylime egrisi ve enzim aktivitesindeki degisim.
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3. 2. 3. Ortam pH’ sinin enzim iiretimi iizerine etkisi

Ortam pH’sinin enzim firetimi iizerine etkisi ile ilgili sonuglar Tablo 27 ve Sekil 12°de
gosterilmistir. Bacillus sp. 4 izolati, farkli pH’lardaki iiretim ortaminda (pH 5.00; 5.50; 6.00;
7.00; 8.00; 9.00) ve enzim iiretiminin en yiiksek oldugu sicaklik olan 65 °C’de ve 9 saat
boyunca iiretilmis (aktivitenin maksimum oldugu saat) ve 9. saat sonunda enzim aktiviteleri
tayin edilmistir (Sekil 12). Bacillus sp. 4 izolat, pH’st 5.00 olan ortamda gelisme
gostermemistir. Organizma, pH’st 6.00 olan iretim ortamnda gelistirildiginde, enzim
aktivitesi en yiiksek degerde bulunmus (33.15 + 3.51 U/ml) ve bu degerin diger pH’lardaki
aktivite sonuglarlyla arasmdaki farkin istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir.
Organizma pH’s1 7.00, 8.00 ve 9.00 olan ortamlarda gelistirildiginde ise aktivitede belirgin bir
diiglis gozlenmistir. Bununla beraber, organizma pH’si 5.50 olan ortamda gelistirildiginde
elde edilen aktivite degeri (27.69 + 1.11 U/ml) maksimum degerden istatistiksel olarak farkl
olsa da, pH 7.00, 8.00 ve 9.00’daki kadar diisiik olmamas: dikkat ¢ekicidir.

Aktivite (U/ml)
s & 8 & 8 8

W
L

pH
Sekil 12. Ortam pH'sinin enzim iiretimi iizerine etkisi.
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Tablo 27. Bacillus sp. esteraz aktivitesinin iizerine ortam pH'sinin etkisi

Chiis piie Aktivite (U/ml)
(ORT. +S.H,) x
5.00 0.00 £+ 0.00 a
5.50 2769+ 111 b
6.00 33.15+3.51 c
7.00 7.304 0,00 d

8.00 8.82+0.30 de
9.00 1338+ 1.10 ¢

F=45.78***

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. *** : p <0.001.
X : Ay siitunda farkls harfler tagtyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.

3. 2. 4. Bacillus sp. 4 izolatimn biiyiime egrisine bagh olarak Kkiiltiir

ortaminin pH ve enzim aktivitesindeki degisim

Bacillus sp. 4 izolatinm bilyiime egrisine bagh olarak kiiltiir ortammm pH’s1 ve enzim
aktivitesindeki degisim ile ilgili sonuglar Tablo 28 ve Sekil 13’de gosterilmistir. Organizma,
3. saatten itibaren gelismeye baglamis, 6. saatten itibaren ise durgunluk fazina girmistir.
Enzim aktivitesine 0-12. saatler arasmda ve 24. saatte bakilmustir. 0-2. saatler arasmda
herhangi bir enzim aktivitesi saptanmamugtir. 3-5. saatler arasinda enzim aktivitesi ¢ok az da
olsa goriilmeye baglanmus olup, 6. saatten itibaren enzim aktivitesinde bir artiy baslamgtir.
Maksimum enzim aktivitesi durgunluk fazinin ortalari olan 9. saatte gézlenmistir (64.33 =
0.79 U/ml). Bu deger ile diger saatlerdeki degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir. 9. saatten itibaren enzim aktivitesi istatistiksel olarak onemli bir sekilde diismiistiir.
24. saatte ise enzim aktivitesi 10.04 + 1.05 U/ml olarak bulunmustur.

Ortam pH’sin 6l¢iimii 0-12. saatler arasinda ve 24. saatte yapilmustir. 0. saatte ortam
pH’s1 5.76 olarak olgiilmiistiir. Geligimin basladi: 3. saatten itibaren pH, yavas ama devamh
bir yiikselis gostermistir. 12. saatte ise pH 7.87’ye kadar yiikselmistir. Bu da organizmanin
alkali iirtinler olusturdugunu géstermektedir.
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Tablo 28. Bacillus sp. 4’iin 65 °C’deki biiyiime egrisine bagh olarak Kiiltiir ortaminmn pH ve

enzim aktivitesindeki degisim
inkiibasyon S Absorbans Aktivite (U/ml
Zamam (Gaaty  PH desimi (ODeo) (ORT. *(g.n.))

0 5.76 0.002 0.00 +£0.00

1 5.76 0.007 0.00 = 0.00
2 5.76 0.016 0.00 + 0.00
3 545 0.301 10.95 +0.53
4 6.83 0.796 1551 +2.64
5 7.20 1.257 15.97+1.85
6 7.23 1.673 36.50 + 1.05
7 7.35 1.713 3878 +2.37
8 7.54 1.774 26.92+3.43
9 761 1.780 64.33 £0.79
10 7.65 1.762 14.90 +£1.52
11 7.84 1.747 20.07 £ 0.00
12 7.87 1.747 11.86+2.79
24 7.76 1.643 10.04 £ 1.05

F=99.15%%*

ORT: Her veri ii¢ tekrann ortalamasidir. S.H.: Standart hata. *** : p <0.001.

c‘gmimwooaggsmwu

x : Aym siitunda farkli harfler tagtyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir.

Zaman (Saat)

Sekil 13. Bacillus sp. 4 izolatinin bilyiime egrisine bagli olarak kiiltiir
ortaminin pH ve enzim aktivitesindeki degisim.

Enzim aktivitesi (U/ml)

—e—pH
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3. 3. Enzimin Kismi Saflagtirilmasi ve Lokalizasyonu

Enzimin kismi saflastiriimas: ile ilgili sonuglar Tablo 29°da &zetlenmistir. Direk
kiiltiiriin spesifik aktivitesi 158.51 + 2.10 U/mg protein olarak bulunmusgtur. Bu fraksiyonun
verimi (%) 100.00 ve saflastirma katsayist 1.00 olarak kabul edilip, daha st fraksiyonlarin
verim ve saflastirma katsayilari, bu fraksiyon temel alinarak hesaplanmustir. S;’in spesifik
aktivitesi 43.87 + 2.61 U/mg protein, verimi % 22.37 + 0.79 ve saflagtirma katsayis1 0.28 +
0.02 kat olarak bulunmustur. Py’in spesifik aktivitesi 587.4 + 24.62 U/mg protein, verimi %
0.62 + 0.02, saflagtirma katsayist ise 3.70 + 0.12 kat olarak saptanmustir. Enzim aktivitesinin
biiyiik kismmin P;’de elde edilmesinden dolayr enzimin bu fraksiyonda bulundugu sonucuna
varilmistir. S,’nin spesifik aktivitesi 767.07 + 148.52 U/mg protein, verimi % 3.13 £ 0.11 ve
saflagtirma katsayist ise 4.82 + 0.94 kat olarak bulunmustur. Diyalizatm spesifik aktivitesi
657.63 + 7.64 U/mg protein, verimi % 2.27 + 0.09 ve saflagtirma katsayisi ise 4.15 £ 0.06 kat
olarak bulunmustur.

3. 4. pNPB’in Farkh pH’lardaki Molar Absorbans Katsayllarimn

Belirlenmesi

pNPB'm farkh pH’lardaki molar absorbans katsayilari saf p-nitrofenol (pNP)
kullanilarak materyal ve metotda belirtildigi gibi saptanmistir. Molar absorbans katsayisi, pH
4.00 igin, 6.32 L x mmol” x cm; pH 4.50 igin, 5.85 L x mmol" x cm; pH 5.00 igin, 5.72 L x
mmol” x em; pH 5.50 icin, 5.54 L x mmol” x cm; pH 6.00 igin, 5.48 L x mmol™ x cm; pH
6.50 igin, 5.24 L x mmol” x cm; pH 7.00 igin, 4.57 L x mmol™! x cm, pH 7.50 igin, 4.82 L x
mmol” x cm, pH 8.00 icin, 4.44 L x mmol” x cm ve pH 8.50 igin, 443 L x mmol” x cm
olarak bulunmustur ($ekil 14-23).

3. 5. Protein Tayini

Bacillus sp. 4 esterazmmn kismi saflagtirlmasmin  her basamaginda protein
derisimlerinin tayini, Lowry ve arkadaglarmin (Lowry et al., 1951) yontemi ile kullamlarak
yapildi. Standart olarak siiwr serum albumini kullamildi. Konsantrasyona karsi absorbans
dogru grafigi gizilerek, bilinmeyen Srnegin protein miktari, bu grafigin denklem formiilii (y =
0.0028x + 0.006, R* = 0.99) kullamlarak belirlendi (Sekil 24).
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$ekil 14. p-Nitrofenol'in pH 4.00'deki
konsantrasyona bagh absorbans degigimi.
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$ekil 16. p-Nitrofenol'tin pH 5.00'deki
konsantrasyona bagh absorbans degisimi.
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Sekil 18. p-Nitrofenol'in pH 6.00'daki
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Sekil 15. p-Nitrofenol'iin pH 4.50'deki
konsantrasyona baglt absorbans degisimi.
04
y=5,54x+0,0068
-
03] R*=0,9975
]
a
S
E 0,2
:
0,1
0 T v i
0 0,02 0,04 0,06
Konsantrasyon (mM)

$ekil 17. p-Nitrofenol'iin pH 5.50'deki
konsantrasyona bagli absorbans degigimi.
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Sekil 19. p-Nitrofenol'an pH 6.50'deki
konsantrasyona bagh absorbans degisimi.
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§ekil 24. Proteinin (BSA) standart erisi
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3. 6. Bacillus sp. 4 Esterazinin Karakterizasyonu
3. 6. 1. Enzim aktivitesi iizerine sicakh@in etkisi

Enzim aktivitesi (U/mg protein) iizerine sicakhgmn etkisi ile ilgili sonuglar Tablo 30 ve
Sekil 25°de gosterilmistir. Enzim aktivitesi iizerine sicakhgin etkisini belirlemek amaciyla,
30-85 °C arasindaki sicakliklarda 5 °C araliklarla enzim aktivitesi Slgiilmiigtiir. Enzim
aktivitesi 30 °C’de en diisiik degerde (103.39 + 1.54 U/mg protein) olup, sicakhgin kademeli
olarak artirilmasi ile enzim aktivitesi de belirli bir hizda artarak 65 °C’de maksimum degere
(301.09 + 6.97 U/mg protein) ulagmistir ve bu deger ile diger sicakliklarda bulunan aktivite
degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur. Her ne kadar
maksimum aktivite 65 °C’de saptanms ise de, 40, 45, 50, 55, 60 ve 70 °C’lerde aktivitenin
srastyla % 50, 63, 75, 86, 95 ve 70’i goriilmiigtiir. Sicakligin 85 °C’ye kademeli olarak
¢ikartilmas ile enzim aktivitesi belli bir hizda azalarak 41.62 + 2.31 U/mg protein degerine
diismiigtiir. Bunun yaninda, 75, 80 ve 85 °C’de bulunan aktivite degerlerinin arasindaki farkm
istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 goriilmiistiir. 70 °C°den sonra aktivitede ani bir diigiis
oldugu gézlenmistir.

Tablo 30. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine sicakhgm etkisi

Sicaklik °C Spesifik Aktivite (U/mg protein)
(ORT. +S.H.) x

30 10339+ 1.54 a
35 126.21 2,01 b
40 150.54 +2.28 fo]
45 190.08 + 4.02 d
50 22764 +£2.67 (-
55 260.03 + 5.27 £
60 286.64 % 2.01 g
65 301.09 + 6.97 h
70 212.89+4.02 1
75 49.42£4.99 k
80 44.85+297 k
85 41624231 Kk

F= 625.09%%*

ORT: Her veri ii¢ tekrarn ortalamasidir. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001.
X : Ay siitunda farkh harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir.
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Sekil 25. Bacillus sp. 4 esterazinin aktivitesi iizerine sicakliin etkisi.

3. 6. 2. Enzim stabilitesi iizerine sicakhigin etkisi

Enzim stabilitesi iizerine sicakhgm etkisi ile ilgili sonuglar Tablo 31 ve Sekil 26’de
gosterilmistir. Enzim stabilitesi {izerine sicakhm etkisini belirlemek amaciyla enzim, farkh
sicakliklarda (25, 40, 65 ve 75 °C) inkiibe edildi. Enzim ¢ozeltisinden belli zaman
araliklarmda 6rnekler almarak aktivitesi tayin edildi ve kontrol degerine gore kalan enzim

aktivitesi % olarak belirlendi.

Enzim, 25 °C’de 1-70 saat arasinda inkiibasyona birakilmustir. Enzimin, 20 saat
inkiibasyon sonunda aktivitesini bilyiik dlgiide korudugu (% 95.6 + 2.30) ve kontrol ile
arasindaki farkm istatistiksel olarak énemli olmadig goriilmiistiir. 25 saat sonunda aktivitenin
% 87.5 + 1.07’si ve 30 saat sonunda ise % 78.8 £ 1.36’s1 korunmustur. 45. saatten itibaren
aktivite biiyiik oranda diigmiistiir.

Enzim, 40 °C’de 1-100 saat arasmda inkiibasyona birakilmis ve 10 saat boyunca
aktivitesini % 100 korumustur. Bulunan degerler ile kontrol arasindaki farkin istatistiksel
olarak onemli olmadip1 goriilmiistiir. 100. saat sonunda ise enzimin aktivitesinin % 82.86 +
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4.81"ini korudugu ve bu degerin kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak Onemli
olmadi1 saptanmugtir.

Enzim, 65 °C’de 1-25 saat arasinda inkiibasyona birakilmigtr. Enzim 1 saat
inkiibasyon sonunda aktivitesinin % 69.95 + 1.74’tinii korumus ve bu deger ile kontrol
arasindaki farkin istatistiksel olarak Onemli oldugu goriilmiistiir. 10. saat sonunda ise
aktivitenin % 53.60 + 0.88’i korunmustur.

Enzim, 70 °C’de 1-5 saat arasinda inkiibasyona birakilmgtir. Enzim, 1 saat
inkiibasyon sonunda ise, aktivitesinin sadece % 17.95 + 3.23’iinii geri kazanabilmis ve bu
deger ile kontrol arasindaki farkm istatistiksel olarak énemli oldugu saptanmustir.

Enzimin, 25 °C’de 20 saat boyunca, 40 °C’de ise 10 saat boyunca aktivitesinin
neredeyse tamamim korudugu goriilmektedir.

Tablo 31. Bacillus sp. 4 esteraz’imn farkh sicakliklardaki stabilitesi

inkiibasyon Farkh sicakliklarda arta kalan aktivite %
Zamam 25°C 40°C 65°C 75°C
(Saat) (ORT.£SH) x (ORT.+SH) x (ORT.+#SH) x (ORT.+S.H) x
Kontrol 100 100 100 100
1 95734242 # 100314256 # 69954174  **  1795+£323  **
3 : Z 2 - 55614153 %+ 16494487  **
5 9271+£120 * 100294143 # 51194298 **  1175£150 **
10 95.40+0.45 * 100.30 £ 1.20 # 53.60 +0.88 b - -
20 95604230 # - : 3 § g -
25 87.50 +1.07 % 79.33+193 ** 43.11+0.15 Ll - -
30 7880+£136 ¥ 19741162 ** 5 g 5 :
45 22.90 +2.30 *k - - - - - -
50 2750+£090 *** 67314432 * . B 4 x
55 33.00+2.58 *k - - i e = =
60 5 50 TG B T i 5 = 5
70 3240+ 181  ** . < B s : 2
30 g 2 eaTIey Eg e g g - .
100 - - 82.86 +4.81 # - - - -

ORT: Her veri ii¢ tckrann ortalamasidir. S.H.: Standart hata. #: Farkl saatlerdeki kalan aktivite degerleri ile
kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir. x: Farkli saatlerdeki kalan aktivite degerleri ile
kontrol grubu arasindaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001) olasihk diizeyinde
onemlidir.
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Sekil 26. Bacillus sp. 4 esterazinin farkh sicakliklardaki stabilitesi.

3. 6. 3. Enzim aktivitesi iizerine pH'nin etkisi

Enzim aktivitesi (U/mg protein) iizerine pH’nin etkisiyle ilgili sonuglar Tablo 32 ve
Sekil 27°de gosterilmigtir. Enzim aktivitesi iizerine pH’nmn etkisini belirlemek amaciyla,
enzimin pH 4.00-7.50 arasinda aktiviteleri olgiilmistiir. Enzim aktivitesi, pH 7.50’nin
ustiindeki pH degerlerinde, pNPB’m kendiliginden hidroliz olmasi ve pH 7.00’den itibaren
aktivitede diisiis olmasi sebebiyle Olgiilmemistir. Enzim aktivitesi pH 4.00°de en diisiik
seviyede olup (46.93 + 3.44 U/mg protein), pH’daki 0.50’ser birimlik artislarla beraber enzim
aktivitesi de istatistiksel olarak ¢nemli bir artis gdstermistir. Maksimum enzim aktivitesi pH
6.00’da goriilmekle birlikte (488.82 + 12.69 U/mg protein), pH 5.50’de bulunan deger
(47824 + 17.35 U/mg protein) arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1
saptanmustir. pH 6.50’den itibaren enzim aktivitesi Snemli bir diisiis gostermistir. Her ne
kadar maksimum enzim aktivitesi pH 6.00°da goriilmiis ise de, pH 4.50, 5.00, 5.50, 6.50,

7.00°de maksimum aktivitenin, sirastyla % 40, 83, 98, 69, 42’si gOriilmiistiir.
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Tablo 32. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine pH'nin etkisi

Spesifik aktivite (U/mg protein)
PH (ORT, +S.H.) x
4.00 46.93 +3.44 a
4.50 196.58 + 5.72 b
5.00 405.06 +12.37 c
5.50 478241735 d
6.00 488.82 + 12.69 d
6.50 336.75+ 6.67 €
7.00 207.17+ 4.47 b
7.50 79332611 £
F=313.09%%*

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. *** : p <0.001.
X : Aym siitunda farkh harfler tagtyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.
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Sekil 27. Bacillus sp. 4 esterazinin aktivitesi iizerine pH'nin etkisi.

3. 6. 4. Enzim stabilitesi iizerine pH’ min etkisi

Enzim stabilitesi {izerine pH’mn etkisi ile ilgili sonuglar Tablo 33 ve Sekil 28’de
gosterilmigtir. Enzim stabilitesi iizerine pH’nin etkisini belirlemek amaciyla enzim, farkh
pH’larda (pH 4.00, 6.00, 8.00, 10.00) inkiibe edilmis ve belirli zaman araliklarinda Srnekler
almarak aktivitesi tayin edilmistir ve kontrol degerine gore kalan enzim aktivitesi, % olarak
belirlenmistir.
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Enzim, pH 4.00°de 1-80 saat arasinda inkiibe edilmistir. 1 saat inkiibasyon sonunda
aktivitenin neredeyse tamamum korumus (% 98.87 + 0.98) ve kontrol ile arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli olmadigi goriilmiistiir. Enzimin ilk 10 saatlik inkiibasyon sonunda,
aktivitesinin % 83.21 + 0.47’sini korudu@u ve bu deger ile kontrol arasindaki farkin 6nemli
oldugu goriilmiistiir. 60. saatte enzim aktivitesinin yaklasik % 50’den fazlasi korunmugtur.

Enzim, pH 6.00°da 1-30 saat arasinda inkiibe edilmistir. Enzim, 10 saat boyunca stabil
kalmig ve bulunan degerlerin (yaklasik % 100) kontrol ile arasindaki farkmn istatistiksel olarak
onemli olmadip1 goériilmiistiir. Enzim, 24. saat sonunda ise aktivitesinin % 68.69 + 1.22’sini,
30. saat sonunda ise % 29.75 + 1.86’smm korumustur.

Enzim, pH 8.00’de 1-30 saat arasmda inkiibe edilmistir. Enzim, 4. saate kadar
aktivitesinin % 91.56 + 2.23’{inii korumus olup kontrol grubuyla arasindaki fark Snemsiz
¢iknmstir. 30. saat sonunda ise aktivitenin yaklasik % 50’den fazlas1 geri kazamlmstir.

Enzim, pH 10.00’da 1-30 saat arasinda inkiibe edilmigtir. 1 saat inkiibasyon sonunda
aktivitesinin % 80.84 + 2.74’iinii korumustur. Aktivite, zaman ilerledik¢e diigiis gostermis,
ancak 6-30. saatler arasinda aktivitenin yaklagik % 50’si korunmustur. Enzimin, genis bir pH
arahiginda stabil oldugu goriilmiis ve pH 4.00°de 1 saat boyunca, pH 6.00°da 10 saat boyunca
ve pH 8.00°de ise 4 saat boyunca aktivitesini tamamen korumusgtur.

Tablo 33. Bacillus sp. 4 esteraz’imin farkh pH’lardaki stabilitesi
Farkl pH’larda arta kalan aktivite %

inkiibasyon
Zamam (Saat) pH 4.00 pH 6.00 pH 8.00 pH 10.00
(ORT.+SH) x (ORT.£SH) x (ORT.+S.H) X (ORT.£SH) «x
Kontrol 100 100 100 100

1 98.87 + 0.98 # 10020 +2.25 # 100.19+ 146 # 80.84 +2.74 »
2 89.96 + 1.76 # 9922 + 1.76 # 96.88 + 1.65 # 73.24+1.52 *
4 89.96 + 0.57 % 1018352051 # 9156223 # 73.87+232 s
6 88.13+2.35 x 100.78 + 1.87 # 88.25+0.48 e 57.62+2.03 i
8 88.47 +2.49 - 99.81 +1.55 # 84.04 £ 066  ** 5530+ 1.87 "
10 82.21+0.47 ** 98.23 £1.70 # 83.85+ 1.51 % 4496 +5.75 %

*
*

69994022 ** 6869+122 BT 0TS - -
67.41 £0.46  *** 29.75+1.86 i 53.58 +£1.83 ek 61.42+1.32 e
65.594£011 - - - - - -
56.14 £+ 0.65 LAk - - - - - -
54712030 - - - - - -

80 4589+ 1.58 x - - - - - -
ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. #: Farkl saatlerdeki kalan aktivite degerleri ile
kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir. x: Farkl saatlerdeki kalan aktivite degerleri ile
kontrol grubu arasindaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001) olasilik diizeyinde
Snemlidir.

22aER
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Sekil 28. Bacillus sp. 4 esterazimin farkli pH'lardaki stabilitesi.

3. 6. 5. Enzim aktivitesi iizerine substrat (pNPB) konsantrasyonunun
etkisi

Enzim aktivitesi {izerine substrat konsantrasyonunun etkisi Tablo 34’de gosterilmistir.
Enzim aktivitesi iizerine p-nitrofenil butirat’m etkisini saptamak amactyla, 10-200 pM
arasmda pNPB konsantrasyonlar1 kullamlmustir. Substrat konsantrasyonunun 10 pM’dan
(113.64 + 1.8 U/mg protein), 80 pM’a (456.25 + 24.15 U/mg protein) kadar belli bir oranda
artirilmasi ile enzim aktivitesinin kademeli olarak hizla artti1 ve bu degerler arasndaki farkin
istatistiksel olarak Snemli oldugu goriilmiistir (Sekil 29). 80 ve 100 uM konsantrasyon
degerlerinde goriilen aktiviteler arasmdaki fark istatistiksel olarak dnemli olmamakla beraber
az da olsa bir artis vardir. Aktivitedeki artis, 120-200 pM arasmda maksimum seviyeye
ulagmustir. Bu degerler arasmdaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig goriilmistiir.

Enzimin maksimum hizim (Vi) ve Michaelis-Menten sabitesini (Km) saptamak icin,
Lineweaver-Burk y = a + bx dogru grafiginden yararlamlmistir. Lineweaver-Burk grafigi, 1/v
ye karsi 1/[S] olarak gizilmistir (Sekil 30). Bu grafigin dogru denklemi ise, y = 0.0012 +
0.0755x olarak bulunmustur. Tamamlayicilik katsayist (R?) ise 0.99 dur. Denklemde
dogrunun dikey ekseni kestigi nokta 1/Vimx = 0.0012 degerini verdiginden, Vmax degeri
833.33 U/mg protein olarak hesaplanmistir. Dogrunun yatay ekseni kestigi nokta ise, -1/Km =
- 0.0159 degerinde olup, Km degeri 62.89 uM pNPB olarak bulunmustur.
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Tablo 34. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine substrat (p)NPB) konsantrasyonunun (mM) etkisi

[s] ORT.4SH) x W D
10 113.64 £ 1.80 a 0.0088 0.100
20 200004241 b 0.0050 0.050
40 314661310 ¢ 0.00318 0.025
60 4042941677 d 0.00247 0.017
80 456.25+24.15 (= 0.00219 0.013
100 493.00£3236 ¢ 0.00203 0.010
120 571.58+2.53 3 0.00175 0.008
140 575394457 0.00174 0.007
160 58299+ 127 f 0.00172 0.006
180 589324581 f 0.00170 0.006
200 58045+£253 0.00172 0.005
F= 143.63%++

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001.
x : Aym siitunda farkli harfler tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak nemlidir.
v: U/mg protein.
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Sekil 29. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi
(Michaelis- Menten Grafigi)



61

0,01 A

I~ y=0,0755x +0,0012
R*=0,999

0,008

0,006

0,004

20,03 -0,02 -001 0 0,01 002 003 004 005 006 007 008 009 0,1 0,11
1/[8]

Sekil 30. Bacillus sp. 4 esterazinin aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun
etkisi (Lineweaver-Burk Grafigi).

3. 6. 6. Polihidrik alkollerin enzim stabilitesi iizerine etkisi

Etilen-glikol, sorbitol ve gliserol gibi polihidrik alkollerin enzim stabilitesi tizerine
etkisi ile ilgili sonuglar Tablo 35 ve Sekil 31°de gosterilmistir. Enzim stabilitesi iizerine
polihidrik alkollerin etkisini belirlemek amaciyla, enzim 1-3 saat boyunca etilen glikol,
sorbitol ve gliserol igeren ortamlarda 65 °C’de inkiibe edilerek, 0. saate gére kalan enzim
aktivitesi % olarak belirlendi. Herhangi bir kimyasal igermeyen kontrol grubunun da aktivitesi
ayni kogullar altinda belirlendi.

Kontrol grubunun 1. saat sonunda kalan aktivitesi % 75.93 + 4.20, 3. saatte ise %
47.66 + 2.93 olarak bulunmus olup 0. saat ile aralarindaki fark 6nemlidir. Her {i¢ maddenin
de aktiviteyi, kontrol grubuna gére daha fazla diisiirdiigii goriilmiistiir. Enzimin etilen glikol,
sorbitol ve gliserol ile 1 saat inkiibasyonu sonucunda kalan aktiviteleri sirastyla, % 44.38 +
2.83, % 58.22 + 3.04 ve % 64.81 + 1.07 olarak bulunmustur. Bu degerler ile 0. saat arasmdaki
farkin ise istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 35. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine polihidrik alkollerin etkisi

i i aat) arta kalan aktivite %
Polihidrik Farkh inkiibasyon zamanlarmmda (saat) an e %

alkoller 0 1 2 3
(ORT.+SH) x (ORT.+SH) x (ORT.:SH) x
Kontrol 100 75.93 +4.20 * 58.45+6.07 * 47.66 £2.93 %
Etll].'] ﬂll 100 44.38+2.83 = 32.16+087 ** 2624+0.32 e
Gliserol 100 64.81 +1.07 ** 4498 +1.37 ** 40.15+0.94 e

Sorbitol io0" (5822 E304 %t - &
ORT: Her veri iig tekrann ortalamasidir. S.H.: Standart hata. #: Polihidrik alkoller ile 0.saat arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemli degildir. x: Polihidrik alkoller ile 0.saat arasindaki istatistiksel fark * (p <
0.05), ** (p <0.01), *** (p <0.001) olasilik diizeyinde Snemlidir.
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Sekil 31. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine polihidrik alkollerin etkisi.

3. 6. 7. Enzim aktivitesi iizerine EDTA ve metal iyonlarimn etkisi

Enzim aktivitesi iizerine EDTA ve cesitli metal iyonlarmmn etkisi ile ilgili sonuglar
Tablo 36°da gosterilmigtir. Cesitli metal iyonlarmmn enzim aktivitesi tizerine etkisini
belirlemek amactyla metal iyonlar (FeCl;, HgCl,, CoCl, CuClL, MnCl,, MnCl,, CaCly,
NiCl, KCIl, NaCl, LiCl ve Na;03Se) 1, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarda, EDTA ise 1 mM
konsantrasyonda deney ortamma eklenmis ve inkiibasyon sonunda kontrol degerine gore
kalan enzim aktivitesi % olarak belirlenmistir (Sekil 32-35).
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Tablo 36. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine metal iyonlar: ve EDTA’nin etkisi

Farkh metal iyon konsantrasyonlarinda (mM) arta kalan aktivite %

Metal

iyonu Kontrol 1 S 10
(ORT.£8.H) x (ORT.+SH) x (ORT.£S.H) x

CaCl, 100 102/99£029 = **  89.89+1.87 ¥  T15+172 s

MnCl, 100 15990 :33) (% (158554033 | nrt 189554274 e

MgCl, 100 93.21+1.56 * 99.14+ 1.01 # 89251227 *

NiCl, 100 13338+ 163 | % 10376147 # . 8656167 >

CoCl, 100 84.11+133 ”» 90.03 +2.45 # 61.56 +2.39 nt

HgCl, 100 SALE008 | AN - i

CuCl, 100 10.78 £ 1.46  *** 331031 o 2

FeCls 100 ROTELAs - -

NaCl 100 73:89:+£225 ¥ 745442 7] *  7909x237 *

KC1 100 S0.9E: 0900 %r D T065 VAN RS 6948 2N 91 e

Na,0;8¢ 100 SBI6£087 % 53634138 ™ 5L13:7197 b

LiCl, 100 T4 E027 (%07 5449 L0340 RN SARRE0 TS Rk

EDTA 100 5164047 ¥¥k - 5301 0196 #5347 4021 e

ORT: Her veri iig tekrarin ortalamasidir. S H.: Standart hata. #: Metal iyonlan ile kontrol grubu arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemli degildir. x: Metal iyonlan ile kontrol grubu arasindaki istatistiksel fark * (p <
0.05), ** (p <0.01), *** (p <0.001) olasihik diizeyinde énemlidir.

Ca*?, Mg"* ve Co'? iyonlarmm 1 ve 5 mM’lik konsantrasyonlarinda aktivitenin biiyiik
bir kism korunmustur. 5 mM’lik konsantrasyonda, Mg'? ve Co™? igin saptanan degerlerin (%
99.14 £ 1.01 ve % 90.03 + 2.45) kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak Snemli
olmadig;, Ca'? i¢in bulunan degerin (% 89.89 + 1.87) dnemli oldugu saptansa bile aktivitenin
yaklagk % 90’mm korundugu soylenebilir. Ca> ve Mg iyonlarmmn 10 mM’hk
konsantrasyonlari, aktivitede hafif bir diigiise neden olurken (% 71.15 + 1.72 ve % 89.25 +
2.27), Co'? ile yapilan denemede bu diisiis daha belirgindir (% 61.56 + 2.39) (Sekil 32).

Fe® iyonunun 1 mM’lik konsantrasyonunda elde edilen degerin, kontrol ile arasmdaki
farkin istatistiksel olarak onemli oldufu saptansa da aktivitenin % 70°den fazlasmin
korunmas: inhibisyonun ¢ok ileri boyutlarda olmadigm gostermektedir. Fe*® iyonunun 5 ve
10 mM’lik konsantrasyonlarinda agi1 bir renk ve g¢okelek olusumu gozlendiginden bu
konsantrasyonlarda dlgiim alinamamustir. Na* ve K iyonlarmmn her ii¢ konsantrasyonunda da
bulunan degerler birbirine yakin olup, kontrol ile aralarindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir. Ancak, aktivitenin % 70°den fazlasmnn korunmus olmasi dikkate degerdir. Li'*’nin
1 mM konsantrasyonunda, aktivitenin % 74.71 + 0.27’si korunurken, 5 ve 10 mM
konsantrasyonlarda aktivitenin yaklask % 55°i korunmustur. Bu degerler ile kontrol
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Na,0;Se her ii¢ konsantrasyonunda da kalan
aktivitenin yaklagik % 60’a yakm korunmus ve bu degerler ile kontrol arasmdaki farkin
istatistiksel olarak dnemli oldugu saptanmugtir (Sekil 32).
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Sekil 32. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi izerine gesitli metal iyonlarmin etkisi

Hg" ve Cu*? iyonlarmmn 1 mM konsantrasyonlar1 enzimi kuvvetli bir sekilde inhibe
etmis ve aktivitenin ancak sirastyla, % 3.41 + 0.28 ve % 10.78 + 1.46’s1 geri kazamlmustir. Bu
degerler ile kontrol arasindaki fark ise istatistiksel olarak 6nemli gikmustir (Sekil 33).
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Sckil 33. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine Hg ve Cu iyonlarimn etkisi.
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Mn*? iyonunun her konsantrasyonu, enzimi kuvvetli bir sekilde aktive etmis ve enzim
aktivitesi 1 mM konsantrasyon denendiginde % 159.7 + 3.31’¢ gikarken, bu deger 10 mM
konsantrasyonda % 189.55 + 2.74’e kadar yiikselmistir. Bulunan bu degerlerin kontrol ile
arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli oldugu gorillmistir. Ni'> iyonunun 1 mM
konsantrasyonu Mn'? kadar olmasa da enzimi aktive etmistir (% 133.38 + 1.63). Ayrica, bu

degerin kontrol ile arasmdaki farkm istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmiigtiir. Ni" 2in 5

mM konsantrasyonu enzim aktivitesini ¢ak fazla degistirmemistir (% 103.76 + 1.47) ve bu

T, T

degerin kontrol ile arasmdaki farkmn istatistiksel olarak énemli olmadig1 saptanmustir. Ni™’in
10 mM’lik konsantrasyonunun ise, aktivitede hafif bir inhibisyona neden oldugu goriilmiistiir
(% 86.56 + 1.67) ve bu deger ile kontrol arasmdaki fark ise istatistiksel olarak onemlidir
(Sekil 34).
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Sekil 34. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi lizerine Mn ve Ni iyonlarinin etkisi.

EDTA’nm ise, her ii¢ konsantrasyonunda da bulunan degerler birbirine oldukga yakin
cikmuis ve aktivitenin yaklasik % 50 sini inhibe ettigi saptanmstir. Bu degerlerin kontrol ile
aralarmdaki farkmn istatistiksel olarak dnemli oldugu goriilmiistiir (Sekil 35).
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Sekil 35. Bacillus sp 4 esteraz aktivitesi Gizerine EDTA'nin etkisi.

3. 6. 8. Esteraz aktivitesi iizerine aktive edici metal iyonlar1 ve
EDTA’nin etkisi

Enzimin aktivasyonuna neden olan Mn*2 ve Ni*?’in, EDTA’nmn inhibe edici etkisini
tolere edip etmeyecegini denemek amaciyla metal iyonlan ve EDTA, konsantrasyonlar1 1mM
olacak sekilde deney ortamma eklenmis ve inkiibasyon sonunda kalan aktiviteleri
lgilmiistiir. Bu denemeyle ilgili sonuglar Tablo 37 ve Sekil 36°da gosterilmigtir. Her iki
metal iyonu da EDTA’nm inhibe edici etkisini tolere ederek (Mn % 94.80 + 0.76, Ni % 97.83
+ 1.18) aktivitenin neredeyse tamarm geri kazanilmugtir.

Tablo 37. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine EDTA'h ve EDTA's1z metal iyonlarimmn etkisi
Reaksiyon karigiminda arta kalan aktivite %

Metal iyonu Kontrol 1 mM EDTA + Metal iyonu

(ORT. S.H.) 3
MnCl, 100 94.80 £ 0.76 *
NiCl, 100 97.83+1.18 #

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. #: Metal iyonlar ile kontrol grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir. x: Metal iyonlan ile kontrol grubu arasindaki
istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p <0.001) olasilik diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 36. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine EDTA-metal iyonlar1 ve EDTA'nin
etkisi.

3. 6. 9. Cesitli deterjanlarin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Enzim aktivitesi iizerine deterjanlarm etkisini belirlemek amaciyla, deterjanlar, 2.5, 5,
10 ve 20 mM konsantrasyonlarda ortama eklenmis ve inkiibasyon sonunda kontrole gdre
kalan enzim aktivitesi % olarak belirlenmistir.

Enzim aktivitesi iizerine iyonik deterjanlarmn etkisi

Enzim aktivitesi iizerine iyonik deterjanlarin etkisi ile ilgili sonuglar, Tablo 38 ve
Sekil 37°de gosterilmistir. Sodyum taurokolat’m 2.5-20 mM arasmdaki konsantrasyonlarda
elde edilen degerler ile kontrol arasindaki fark istatistiksel olarak onemli ¢iksa da, aktivitenin
yaklagik % 78-97’sinin korundugu goriilmiistiir. Sodyum deoksikolat’m 2.5 mM’dan 20
mM’a kadar olan konsantrasyonlarmda, aktivitenin kademeli olarak diistiigii ve kontrol ile
aralarmdaki farklarin istatistiksel olarak onemli oldugu goriilmiistir. Ancak 10 mM
konsantrasyonda bile aktivitenin % 53’lik kismi korunmugtur. Sodyum dodesil siilfatn ise
2.5 mM’hk konsantrasyonu bile enzim aktivitesini neredeyse tamamen inhibe etmistir (%
2.63 + 0.43). Setrimid ise enzimi biiyiik oranda inhibe etmistir (enzim aktivitesinin % 15°den
az1 geri kazamilabilmigtir). Denenen tiim konsantrasyonlarda elde edilen degerlerin kontrol ile
aralarindaki farkin istatistiksel olarak nemli oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 38. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine iyonik deterjanlarm etkisi

Farkh deterjan konsantrasyonlarinda (mM) arta kalan aktivite %

Iyonik Deterjan 25 5 10 20
Kontrol (ORT.:SH) x (ORT.+#SH) x (ORT.+SH) x (ORT.#SH) x
Sodyum deoksilokat 100 77414223 * 7259+123 ** 5361+067 *** 27941267 **
Sodyum taurokolat 100 97.29+0.52 * 8203+098 ** 78764127 ** 9051052 **

i dodesil 100 2.63£043 . : .
Setrimid 100 1471 £0.48 *** 11.90+0.71 *** 10.96+035 *** 1243+046 ***

ORT: Her veri ii¢ tckrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. #: Deterjanlar ile kontrol grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli degildir. x: Deterjanlar ile kontrol grubu arasindaki istatistiksel fark * (p <0.05), ** (p
<0.01), *** (p <0.001) olasilik diizeyinde 6 lidi
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Sekil 37. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine iyonik deterjanlarin etkisi

Enzim aktivitesi iizerine non-iyonik deterjanlarm etkisi

Enzim aktivitesi iizerine non-iyonik deterjanlarin etkisi ile ilgili sonuglar, Tablo 39 ve
Sekil 38°de  gosterilmigtir.  n-oktil-B-D-glukopiranozid’in 2.5 ve 5 mM’lk
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi korunmus ve elde edilen degerler ile kontrol arasindaki
farkin istatistiksel olarak nemli olmadig: goriilmiistiir. 10 ve 20 mM’lik konsantrasyonlarda
elde edilen degerlerin kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli oldugu saptansa
da, aktivite biiyiik dlgiide korunmustur. Brij 35’in denenen biitiin konsantrasyonlari, enzim
aktivitesini artrmis ve 5 mM’lik konsantrasyon digmda, bulunan degerlerin kontrol ile
arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli oldugu goriilmiigtir. Triton X-100, yiiksek
konsantrasyonlarda ortamda bulaniklik yarattig: i¢in 10 ve 20 mM’hk konsantrasyonlar:
denenememistir. Konsantrasyon 2.5 mM’dan 5 mM’a ¢ikarildiginda aktivitede hafif bir artis
gozlenmis ve bulunan degerlerin kontrol ile arasindaki farkn istatistiksel olarak nemli

oldugu goriilmistir. Tween 20’nin 2.5 mM’lik konsantrasyonunda elde edilen deger ile
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kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli gikmasa da enzim aktivitesinde hafif
bir artis oldugu goriilmiistiir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda, bu artisin daha belirgin oldugu
saptanmustir. Enzim aktivitesi en yiiksek deggerine 5 mM’lik konsantrasyonda ulagmustir (%
124.74 + 2.03). Tween 80 ile yapilan denemede de Tween 20 ile benzer sonuglar elde
edilmistir. Enzim aktivitesi denenen her konsantrasyonda aktive edilmigtir. Bulunan degerler
birbirine yakmn olmakla beraber kontrol ile aralarmndaki fark istatistiksel olarak ¢nemlidir. Bu
sonuglara dayanarak, non-iyonik deterjanlarm genel olarak enzim aktivitesini inhibe etmeyip,
aksine aktivasyona neden olduklari goriilmiigtiir.

‘Tablo 39. Bacillus sp. 4 esteraz akrivitesi iizerine non-iyonik deterjanlarm etkisi
Farkh deterjan konsantrasyonlarmda (mM) arta kalan aktivite %

Non-iyonik

deterjan Kontrol 2.8 5 10 20
(ORT.+SH) x (ORT.:SH) x (ORTL.+SH) x (ORT.:SH) x

noktil-pD- 00 101744048 # 10L73+075 # 8637141 *  9679£048 *

glukopiranozid

Brij 35 100 111274089 ** 10615173 # 10864+053 ** 11024101 *

Triton X-100 100 92054058 ** 10321£0.13 ** 4 E

Tween-20 100 105274256 # 12474%203 ** 11083£130 * 115374117 **

Tween-80 100 117574029 ** 12020+£102 ** 11991+152 ** 115814321 *

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. #: Deterjanlar ile kontrol grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak onemli degildir. x: Deterjanlar ile kontrol grubu arasindaki istatistiksel fark * (p <0.05), ** (p
<0.01), *** (p <0.001) olasilik diizeyinde onemlidi

130 -‘
120 A
110 A

100 1

Geride kalan aktivite %

70 T T T T 1

0 25 5 10 20
Konsantrasyon (mM)

—&— n-octyl-B-D-glukopyranoside —&—Brij 35

—a&— Triton X-100 —#— Tween-20

—%— Tween-80

Sekil 38. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi tizerine non-iyonik deterjanlann etkisi.
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Enzim aktivitesi iizerine zwitteriyonik deterjan etkisi

Enzim aktivitesi iizerine zwitteriyonik (CHAPS) deterjan etkisi ile ilgili sonuglar
Tablo 40 ve Sekil 39°de gosterilmistir. CHAPS’ in 2.5 ve 5 mM’lik konsantrasyonlarinda
aktivite biiyiik oranda korunmus ve elde edilen sonuglar ile kontrol arasindaki farkin 6nemli
olmadif1 goriilmiistiir. 10 ve 20 mM’hik konsantrasyonlarda elde edilen sonuglar ile kontrol
arasindaki fark 6nemli ¢gikmig olsa da aktivitenin neredeyse % 90’1 korunmustur.

Tablo 40. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine zwitteriyonik ve katyonik deterjanlarin etkisi
Farkh deterjan konsantrasyonlarinda (mM) arta kalan aktivite %

Deterjan 25 5 10 20
Kontrol (ORT.+SH) x (ORT.#SH) x (ORT.+SH) x (ORT.:SH) x
CHAPS 100 95994268 # 92384270 # 9051174 * 8971+027 **

ORT: Her veri ii¢ tekrann ortalamasidir. S.H.: Standart hata. #: Deterjanlar ile kontrol grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli degildir. x: Deterjanlar ile kontrol grubu arasindaki istatistiksel fark * (p <0.05), ** (p
<0.01), *** (p <0.001) olasilik diizeyinde 6nemlidir.

102 -

100

98 4

96 1

94 -

92

90 -

Geride kalan aktivite %
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84 T T T T 1
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Sekil 39. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine zwitteriyonik deterjanmn etkisi.
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3. 6. 10. Enzim aktivitesi iizerine organik ¢oziiciilerin etkisi

Enzim aktivitesi iizerine organik g¢oziicillerin etkisi ile ilgili sonuglar, Tablo 41 ve
Sekil 40-41°de gosterilmistir. Organik ¢oziiciilerin enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek
amaciyla, kullamlan organik ¢oziiciiler (aseton, asetonitril ve 1,4-dioksan % 20 ve 50,
dimetilsiilfoksit (DMSO), etanol ve metanol % 50 ve 80), gesitli konsantrasyonlarda ortama
eklenmis ve inkiibasyon sonunda kontrole gére kalan enzim aktivitesi % olarak belirlenmistir.

Tablo 41. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine organik ¢oziiciilerin etkisi
Farkh ¢oziicii konsantrasyonlarinda (% v/v) arta kalan aktivite (%)

thezmnil 20 50 80

Clclicller  Kontrol Ry 'iSH) x (ORT.4SH) x (ORL:SH) x
Ascton 100 10735£063 % 13225020 % I
Asetonitil 100 13077157 4295045  # 3
Disksan 100 7757£091 ¥ 12274091  #es i
Etenol 100 = 4960130  *+  1L64+124 e
Metanol 100 7 VITRECTAT TG TR0 [
Dimetilsilfoksit 100 4 10699+ 115  * 2514035 **

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. #: Organik goziiciiler ile kontrol grubu arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemli degildir. x: Organik goziiciiler ile kontrol grubu arasindaki istatistiksel fark * (p <
0.05), ** (p <0.01), *** (p <0.001) olasilik diizeyinde 6nemlidir.

Aseton ve asetonitrilin % 20’lik konsantrasyonlar: istatistiksel olarak enzimi Snemli
oranda aktive etmis ve kalan enzim aktiviteleri srasiyla % 107.35 + 0.63 ve % 139.77 + 1.57
olarak bulunmustur. Bu ¢dziiciilerin % 50°lik konsantrasyonlar1 ise enzimi kuvvetli bir sekilde
inhibe etmis ve kontrol ile aralarindaki fark istatistiksel olarak dnemli ¢ikmstir. Dioksan’in %
20’lik konsantrasyonu enzim aktivisinde hafif bir inhibisyona neden olurken (% 77.57 +
0.91), % 50’lik konsantrasyonu enzimi kuvvetli sekilde inhibe etmistir. Bu degerler ile
kontrol arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (Sekil 40).

Etanol’iin % 50’lik konsantrasyonu enzimin neredeyse % 50’sini inhibe ederken, %
80’lik konsantrasyonunda ise, daha giiglii bir inhibisyon s6z konusudur (% 11.64 + 1.24).
Metanol’tin % 50°lik konsantrasyonunda enzim aktivitesi bilyiik oranda korunmus olup elde
edilen deger ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli degildir. Buna karsin
% 80’lik konsantrasyon aktiviteyi neredeyse tamamen inhibe etmigtir. DMSO’nun % 50’lik
konsantrasyonu aktivitede hafif bir artiga neden olurken (% 106.99 + 1.15), % 80’lik
konsantrasyonu enzim aktivitesini neredeyse tamamen inhibe etmistir. Elde edilen sonuglar
ile kontrol arasmdaki fark ise istatistiksel olarak onemlidir (Sekil 41).
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Sekil 40. Beillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine organik ¢oziiciilerin etkisi.
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Sekil 41. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine organik goziiciilerin etkisi.
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3. 6. 11. Enzim aktivitesi iizerine inhibe edici ajanlarin etkisi

Enzim aktivitesi iizerine inhibe edici ajanlarm etkisi ile ilgili sonuglar Tablo 42 ve
Sekil 42°de gosterilmistir. Inhibe edici ajanlarm enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek
amaciyla, bir serin inhibitorii olan fenil metil siilfonil florit (PMSF) ile SH-grubu inhibitdrii
olan B-merkaptoetanol kullamimustir. inhibitorler, enzimin bulundugu ortama eklenmis ve
inkiibasyon sonunda kontrole gore kalan enzim aktivitesi % olarak belirlenmistir.

PMSF’nin 1 mM’lik konsantrasyonu bile enzim aktivitesini kuvvetli sekilde inhibe
etmistir (% 19.03 + 3.06). Buna kargm B-merkaptoetanol’iin ne 1 mM’lik ne de 5 mM’hk
konsantrasyonlar1 enzim aktivitesinde herhangi bir degisiklik meydana getirmemis ve elde
edilen sonuglar ile kontrol arasidaki farkm istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 goriilmiigtiir.

Tablo 42. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine inhibitdrlerin etkisi
Farkh inhibitér konsantasyonlarmda (mM) arta kalan aktivite %

inhibitor 1 -

Kontrol (ORT.:SH) * (ORL:SH) *
PMSF 100 19.03 +£3.06 *k -
B-merkaptoetanol 100 98244106  # 100294130  #

ORT: Her veri iig tekrarn ortalamasidur. S.H.: Standart hata. #: Inhibitorler ile kontrol grubu arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemli degildir. x: Inhibitorler ile kontrol grubu arasindaki istatistiksel fark * (p <
0.05), ** (p <0.01), *** (p <0.001) olasilik diizeyinde 6nemlidir.

120 7
100 A
R
2
B 801 —&—PMSF
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Sekil 42. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi iizerine inhibitorlerin etkisi.
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3. 6. 12. Enzimin substrat spesifitesinin belirlenmesi

Enzimin substrat spesifitesi ile ilgili sonuglar Tablo 43 ve Sekil 43’de gosterilmistir.
Enzimin substrat spesifitesini belirlemek amaciyla, p-nitrofenil asetat (pNPA), p-nitrofenil
butirat (pNPB), p-nitrofenil laurat (p-NPL) ve p-nitrofenil palmitat (p-NPP) kullanilmistur.
Elde edilen sonuglarm hepsi istatistiksel olarak birbirinden farkli gikmugtir. Enzim, en yiiksek
aktiviteyi pNPB’a kargi gostermistir ( 210.46 + 1.85 U/ml). Enzimin pNPA’a karst olan
aktivitesi ise 146.59 + 2.13 U/ml olarak bulunmustur. Enzimin pNPL’a kars: olan aktivitesi
sadece 23.41 % 0.61 U/ml’dir. Enzim, pNPP’a kars: ise hig aktivite gostermemistir.

Enzimin pNPB’a kargi gosterdigi aktivite degeri kontrol olarak kabul edilip, diger
substratlarn bu degere gore kalan aktiviteleri dlgiilmiistiir. Buna gore pNPA icin kalan
aktivite % 69.78 + 1.01 olarak bulunmugtur. Bu degerin kontrol grubuyla arasmdaki farkn
istatistiksel olarak onemli oldugu saptanmustir. pNPL ve pNPP’n kalan aktiviteleri ise
srasiyla % 11.14 + 0.29 ve % 0 olarak saptanmis ve bu degerlerin kontrol ile aralarmdaki
farkm istatistiksel olarak 6nemli oldugu gorilmiistir.

Tablo 43. Bacillus sp. 4 esteraz'in substrat spesifitesi

Substrat Aktivite (U/ml) Nispi aktivite %
(ORT. +S.H.) x (ORT. £S.H.) x y
PpNPA 146.59 £ 2.13 a 69.78 +1.01 X%
pNPB 210.46 + 1.85 b 100 -
pNPL 23.41+0.61 & 11.14 +£0.29 ik
pNPP 0.00 % 0.00 d 0.00 % 0.00 s

F= 4830.27***
ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. *** : p <0.001. x : Aym siitunda farkli
harfler tagtyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir. y: Farkli substratlar ile kontrol
grubu arasindaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001) olasilik diizeyinde
onemlidir.
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Sekil 43. Bacillus sp. 4 esterazinin substrat spesifitesi.
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4. TARTISMA

Aydm ili Germencik ilgesi Bozkdy-Alangiillii termal sularndan elde edilen Bacillus
genusuna ait 5 izolatn (Basbiilbiil, 2002), esteraz iiretip tiretmedigi kalitatif olarak Tween 80
agar yontemi ile belirlenmis (Haba et al., 2000) ve en belirgin zon olusumu 4 numaral
izolatta gozlemlendigi icin, bu izolatin diger dort izolata gore, en iyi sekilde esteraz iirettigi
sonucuna varilmistir.

Bu ¢ahsmada, termofilik Bacillus sp. 4 izolat1 kiiltiir ortammda lretilerek esterazi
kismi olarak saflagtirilmig, enzimin optimum pH ve sicakligi, pH ve sicaklik stabilitesi,
substrat spesifitesi belirlenmis ve esteraz aktivitesi iizerine metal iyonlarmm, EDTA’nm,
polihidrik alkollerin, inhibitorlerin, ¢esitli deterjanlarm, organik ¢oziiciilerin ve substrat
konsantrasyonunun etkisi arastirimgtir.

Mikroorganizmanm en iyi enzim trettigi optimum sicaklik ve pH ile enzim iiretiminin
derecesini belirlemek amaciyla, Bacillus sp. 4 izolati gesitli sicaklilarda ve pH’larda
gelistirildi. Organizma, 50 °C’de 6. saatten , 55 °C’de 5. saatten ve 70 °C’de 4. saatten
itibaren iiremeye baglamig, buna karsm 60 ve 65 °C’de 2. saatten itibaren gelisim
gbzlenmigtir. Organizma 60 °C’de 7. saatte, 65 °C’de ise 6. saatte durgunluk dénemine
girmigtir. Organizmanm, 60 ve 65 °C’deki gelisim durumlari birbirine oldukga benzerdir.
Ancak, 65 °C’de, maksimum enzim aktivitesi gozlenmistir. Organizmanm 65 °C’de, iireme
donemine ve durgunluk fazma erken ulagmis olmasi ve ortamdaki enzim aktivitesinin diger
sicakhklara gore daha yiiksek olmasi nedeniyle, bu sicaklign esteraz iiretimi i¢in optimum
oldugu diisiiniilmiistiir. Bununla beraber, organizma denenen tiim sicakliklarda (50, 55, 60 ve
70 °C) 65 °C’de gozlemlenen maksimum aktivitenin en azindan % 50’sini gostermistir. Bu
da, organizmamin genis bir sicakbk arahgmda hem gelisim gosterdigini hem de enzim
tirettigini kanitlamaktadir. Ancak ortam pH’s1 i¢in durum biraz farklidir. Organizma pH 5.50-
9.00 arasndaki iretim ortamlarinda gelisim gostermistir. pH 6.00’da maksimum esteraz
aktivitesi saptanmugtr. pH 5.50°de ise, maksimum aktivitenin yaklagik olarak %84’ii
goriilmiitiir. Fakat pH 6.00’nmn iistiinde aktivite belirgin bir sekilde diigmiigtiir. Bu sonug,
alkali kosullarin Bacillus sp. 4 esteraz iiretimini ve aktivitesini diigiirdiigiinti gostermektedir.
Bacillus sp. 4 izolatiun daha dnceden saptanmis olan optimum gelisim kosullariyla (65 °C ve
pH 6.00) bire bir uygunluk géstermesi (Basbiilbiil, 2002), organizmamn yasam kosullariyla
enzim iiretimi arasinda bir paralellik oldugu genel goriisiinii desteklemektedir.
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Bacillus sp. 4 izolatnm bilylime egrisine bagh olarak ortam pH’s1 ve enzim
aktivitesindeki degisim incelendiginde, esteraz aktivitesi durgunluk fazinn ortalari olan 9.
saatte maksimum seviye ulagmustir. Bu sonug, maksimum enzim aktivitelerini log fazmmn
ortalarinda veya sonlarinda gosteren Arthrobacter nicotianae 9458 (Smacchi et al., 2000),
Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 (Kakariari et al., 2000) ve
Lactobacillus casei (Choi and Lee, 2001) esterazlarindan farkh olmakla birlikte, durguntuk
fazinda maksimum aktivite gosteren Bacillus licheniformis esteraziyla (Alvarez-Nacarie et al.,
1999) benzerdir. Ancak, Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi 9. saaten sonra ani bir diisiis
gostermistir. Bacillus thermoleovorans 1D-1 ve Propionibacterium freudenreichii spp.
freudenreichii ITG 14 ile yapilan ¢ahgmalarda da benzer bir durum goriilmiistiir (Lee et al.,
1999; Kakariari et al., 2000). Bu diisiisiin, esteraz enziminin bu sicakhkta stabil olmamas: ve
ortamdaki proteaz enzimlerinin etkisinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Bu yiizden, bu
gibi gahsmalarda kiiltiir ortamma bir proteaz inhibitoriiniin (B-merkaptoetanol gibi) 6nceden
katilmastyla, bu ani diigiisiin engellenecegi ve bu sekilde enzim aktivitesinin daha uzun siire
korunabilecegi diistiniilmektedir. Kiiltiir ortammm pH's1 gelisim basladigi saatten itibaren
yavas ama devamh bir sekilde artarak, durgunluk fazinm ortalarindan itibaren alkali pH'ya
dogru bir kayma gostermigtir. Bu da organizmanin metabolizmas: ile ilgili olarak, kiiltiir
ortamindaki bilesenlerin zamanla kullanilarak ortamda alkali iriinler olustugunu
gostermektedir. Ortam pH’smin zamanla degigiminin kiltiir ortammm bilesimine, ¢esitli
gevre sartlarina ve tiir i¢i ve tiirler arasindaki ¢esitlilige bagh oldugu bilinmektedir.

Bacillus sp. 4 esterazimin intraseliiler veya ekstraseliiler olup olmadigim belirlemek
amaciyla, kiiltiir ortamu santrifiijlenerek S, ve P, elde edilmis ve bu fraksiyonlarda aktivite
tayin edilmigtir. P,’in esteraz aktivitesi S;’e gore yaklasik olarak % 71 daha fazladir. Aym
zamanda, spesifik aktiviteleri kargilagtirildigmda P;’in S,’e gore yaklagik 13 kat daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Yani enzim aktivitesi biiyiik oranda hiicre fraksiyonunda saptanmustir.
Hiicreler sonike edilerek pargalandiktan sonra elde edilen S;’nin spesifik aktivitesi tayin
edildiginde P;’e gore yaklagik % 30’luk bir artis gozlenmistir. Bu nedenle, esterazin kinetik
parametreleriyle ilgili denemelere S, ile devam edilmistir. Ancak, P1’deki aktivitenin de
oldukga yiiksek olmasi nedeniyle, esteraz aktivitesinin par¢alanmanug hiicreler kullamlarak
da kolayca belirlenebilecegi goriilmektedir. Kademi ve arkadaglarimin yaptiklar1 ¢ahgmada da
benzer olarak hiicreler par¢alandiktan sonra aktivitede % 26°lik bir artis g6zlenmistir (Kademi
et al., 1999). Hiicreler par¢alanmadan yapilan aktivite deneyi sonucunda, esteraz aktivitesinin
oldukca yiiksek ¢ikmasi, substratin hidrolizlenmeden 6nce hiicre duvarmn iginden gegtigini
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gostermektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da benzer sonuglar elde edilmitir (Kademi et
al, 1999; Kakariari et al, 2000). Bu sonuglara dayanarak, Bacillus sp. 4 esterazinmn
sitoplazmik veya hiicre membranma bagh bir enzim oldugunu diisiinmekteyiz.

Bacillus sp. 4 esterazmmn kismi olarak saflagtirilmasi amaciyla, amonyum siilfat
goktiirmesi yapilmig ve diyalizatta 4.15 kathk bir saflagtrma elde edilmistir. Ancak daba ileri
saflagtirma teknikleri olan kolon kromotografi teknikleri uygulanamamistr. Bu yiizden,
esteraz enziminin molekiil agrhg tayin edilememistir. Ancak, esterazlarm molekiil
agirhgmm genellikle 20-160 kDa arasinda oldugu bilinmektedir (Simoes et al., 1997).

Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi lizerine sicakhigm etkisi arastirldiginda, aktivite 30
°C’den 65 °C’ye kadar lineer bir gekilde artarak maksimum seviyeye ulastigi, 70 °C’de ise
aktivitenin onemli bir kismmin (% 70) korundugu gériilmiistiir. Esteraz aktivitesi, 70 °C’den
sonra ani bir diigiis gostererek, 85 °C’de maksimum aktivitenin % 14’iinii gostermistir. 40, 45,
50, 55, 60 ve 70 °C sicakliklarda maksimum aktivitenin sirastyla % 50, 63, 75, 86, 95 ve 70’i
goriilmiistiir. Esteraz aktivitesinin biyiik bir kismmm oldukga genis bir sicakhk arahfinda
korunmus olmasi, bu enzimin 40 °C’den 70 °C’ye kadar olan herhangi bir sicaklikta
kolayhkla kullanilabilecegini gostermektedir. Bacillus sp. 4 esterazmmn genis bir sicaklik
arahginda aktif olmasi, gesitli endiistriyel uygulamalar agismdan biiyiik avantajlara sahip
oldugunu gostermektedir. Ayrica, Bacillus sp. 4 esteraz enziminin maksimum aktivitesini,
izolatin optimum sicakhg1 olan 65 °C’de gdstermis olmasi, organizmanmn yasam kosuluyla
enzim aktivitesi arasmda bir uygunluk oldugunu gostermektedir. Optimum sicakhg, Bacillus
sp. 4 esterazi ile aym olan (65 °C) Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG
14 esterazi, 70 °C’de maksimum aktivitenin ancak % 50°sini gostermistir (Kakariari et al.,
2000). Bacillus circulans esteraz aktivitesi 25 °C’den 60 °C’ye kadar lineer bir sekilde artig
gosterdigi, ancak daha sonra hizla diistiigii, 75 °C’de ise maksimum aktivitenin % 30’unu
gosterdigi bildirilmigtir (Kademi et al., 2000). Hipertermofilik bir bakteri olan Pyrobaculum
calidifontis VAl esteraz1 ise maksimum aktivitesini 90 °C’de gostermis ve 30 °C’de
maksimum aktivitenin % 16’s1 goriilmiistiir (Hotta et al.,2002). Bacillus licheniformis esterazi
ise maksimum aktivitesini 45 °C’de gostermig ve aktivite 40-55 °C arasinda maksimum
seviyede kalmig, 60 °C’de ise aktivitenin % 67si goriilmiistiir (Alvarez-Macarie et al., 1999).
Lactobacillus casei CL96 esterazi, optimum aktivitesini 37 °C’de gdstermis, 40 °C’ye kadar
aktivitesini korumug ve 50 °C’de aktivitesinin % 50’sini gdstermigtir (Choi and Lee, 2001).
Optimum sicakhign 30 °C olan Arthrobacter nicotianae 9458 esterazi, 10 ve 15 °C’de
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maksimum aktivitenin sirastyla % 37 ve 55’ini gostermis ve 40 °C’in iistlindeki sicakliklarda
aktivite hizla diismiistiir (Smacchi et al., 2000).

Bacillus sp. 4 esterazinm sicaklik stabilitesi arastirildiginda ise, 25 °C’de 30 saat ve 40
°C’de 100 saat inkiibasyon sonunda aktivitesini biiyiik oranda korudugu goriilmistiir. 65
°C’de, 1 saat sonunda aktivitenin yaklagik % 70°i ve 10 saat sonunda ise % 50°den fazlas: geri
kazamimstir. 75 °C’de ise, 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitenin ancak % 18’i
korunabilmistir. Bacillus sp. 4 esteraz enziminin, 25 °C’den 65 °C’ye kadar genis bir sicaklik
ve zaman arahinda oldukga stabil oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara dayanarak Bacillus
sp. 4 esterazm yitksek bir termostabiliteye sahip oldugunu soyleyebiliriz. Ayrica, enzimin
40 °C’de 4 giinden fazla stabil kalmasi, endiistriyel islemler igin olduk¢a uygun ve
laboratuvar caligmalar: igin ise, galisilmasi kolay bir enzim oldugunun gostergesidir. Bacillus
licheniformis esterazi, 64 °C’de 1 saat inkiibasyondan sonra aktivitenin % 50’si geri
kazanilirken (Alvarez-Macarie et al, 1999), Bacillus sp. 4 esterazs 65 °C’de 1 saat
inkiibasyondan sonra aktivitesinin % 70’ini korumugstur. Arthrobacter nicotianae 9458
esterazinm, 45 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra maksimum aktivitenin % 60’m geri
kazandig1 ve 65 °C’de 1 dakika inkiibe edildiginde ise aktivitesinin tamamen kayboldugu
saptanmustir (Smacchi et al., 2000). Arthrobacter viscosus esterazi ise 37 °C’de 48 saat inkiibe
edildikten sonra aktivitesinin % 90’m geri kazanmigtir (Cui et al., 1999). Lactobacillus casei
CL96 esterazinm, 40 °C’ye kadar stabil kaldig1 ve 50 °C’de aktivitesinin % 50’sini korudugu
belirtilmistir (Choi and Lee, 2001). Bacillus circulans esterazi 70 °C’de 1 saat inkiibasyon
sonunda aktivitesini % 100 korunmugstur, 85 °C’de ise aktivitenin % 50’si kalmugtir.
Termofilik bakteri strainleri ile yapilan bir gahismada ise, esterazm 70 °C’de 1 saat inkiibe
edildikten sonra aktivitesinin neredeyse tamamum (%97.5) geri kazandify saptanmigtir
(Kademi et al., 1999). Bununla beraber, Bacillus stearothermophilus esterazmm, 70 °C’de 96
saat ve 90 °C’de 2 saat boyunca inkiibe edildiginde, orijinal aktivitesinin % 90°dan fazlasm
geri kazandig1 belirlenmistir (Simoes et al., 1997). Sulfolobus acidocaldarius esteraz, 80
°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra, aktivitesini tamamen korumaktadir, 90 °C’de ise
aktivitenin % 92’si geri kazanilmugtir. 100 °C’de 1 saat inkiibasyondan sonra ise aktivitenin %
50’si geri kazamimigtir (Sobek and Gorisch 1988). Bir Bacillus esteraz ile yapilan galismada,
enzimin 105 °C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra orijinal aktivitesinin % 90'm korudugu
saptanmistir (Owusu and Cowan, 1991). Hipertermofilik Pyrobaculum calidifontis VA1
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esterazi ise, 100 °C’de 2 saat inkiibasyondan sonra aktivitesini tamamen korumustur (Hotta et
al,, 2002).

pNPB’m belirli bir dalga boyunda ve farkh pH’lardaki molar absorbans katsayilarmm
farkli olmasi nedeniyle, pH ile ilgili denemelere gegmeden 6nce pNPB’m farkh pH’lardaki
molar absorbans katsayilan belirlenmistir. Bacillus sp. 4 esterazi maksimum aktivitesini pH
6.00°da gostermistir, ancak pH 5.50°de maksimum aktivitenin % 98’i goriilmistir. Bacillus
sp. 4 esterazi, pH 4.00’de maksimum aktivitenin yaklagtk % 10’unu ve pH 7.50’de ise %
16’sim gostermistir. pH 4.50 ve pH 7.00°de aktivitenin yaklagik % 40’1 gorilmistiir. Enzim,
pH 5.00 ve 6.50°de ise maksimum aktivitenin swasiyla % 83 ve 69’unu gOstermistir.
Esterazlarmn lipazlardan farkh olarak genellikle ndtrale yakn pH degerlerinde (genellikle pH
6.00 civarmda) maksimum aktivite gosterdikleri bilinmektedir (Fojan et al., 2000). Bacillus
sp. 4 izolatindan elde edilen enzimin maksimum aktivitesini pH 6.00°da g6stermis olmasi, bu
enzimin bir esteraz oldugu goriisiinii desteklemektedir. Bu sonuglar enzimin genis bir pH
arabginda (pH 4.50-7.00) is gordiginii gostermektedir. Bununla birlikte enzimin digiik pH
degerlerinde daha aktif oldugu gorillmektedir. Elde edilen bu esterazmn, genig bir pH
araliginda farkh endiistriyel uygulamalarda rahathkla kullamabilecegi stylenebilir. Cesitli
mikroorganizmalarin esterazlariyla yapilan c¢alismalarda da optimum esteraz aktivitesinin
notral pH degerlerinde saptandipy gorillmektedir. Propionibacterium freudenreichii spp.
freudenreichii 1ITG 14 esterazinm optimum pH’t 6.00 olarak bulunmus, pH 4.00’de
maksimum aktivitesinin % 14’{inii, pH 8’de % 72’sini ve pH 9°da % 66’sim gostermistir
(Kakariari et al., 2000). Arthrobacter nicotianae 9458 esterazi optimum aktivitesini pH
7.00°de gostermis ve pH 5.50, 6.00 ve 6.50°de maksimum aktivitesinin sirastyla % 50, 75 ve
90’m1 gdstermistir (Smacchi et al., 2000). Arthrobacter viscosus esterazi optimum aktivitesini
pH 7.4°de gostermekle birlikte pH 8.0%in iizerinde aktivitesinin oldukga diistiigti belirtilmigtir
(Cui et al., 1999). Lactobacillus casei CL96 ve Pyrobaculum calidifontis VA1 esterazlari
maksimum aktivitelerini pH 7.00’de géstermisler (Choi and Lee, 2001; Hotta et al., 2002),
Pseudomonas fluorescens esterazi ise optimum aktivitesini pH 7.50’de gOstermigtir
(Khalameyzer et al., 1999). Bununla birlikte, daha dnceden yapilan bazi gahsmalarda alkali
pH’larda (pH 7.50-9.50) aktivite gosteren esterazlar da bulunmustur (Sobek ve Gorisch, 1988;
Meghii et al., 1990; Owusu and Cowan, 1991; Kademi et al., 1999; Alvarez-Macarie et al,
1999). Ancak bu esterazlarin lipazlarla bazi benzer 6zellikleri paylastiklar1 saptanmistir.
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Bacillus sp. 4 esterazmm oldukga genis bir pH araliginda stabil oldugu goriilmis, pH
4.00°de 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin neredeyse tamarmmi, 10 saat sonunda %
82’sini ve 24 saat sonunda ise yaklagik % 70’ini geri kazanmustir. pH 6.00’da ise 10 saat
sonunda aktivitenin hemen hemen tamamu geri kazanilirken 24 saat sonunda % 70’¢ yakim
korunmustur. pH 8.00°de 4 saat inkiibasyon sonunda aktivitenin yaklagik % 92°si, 10 saat
sonunda % 84°ii ve 24 saat sonunda ise % 63’1 geri kazanilirken, pH 10.00°da 4 saat sonra
yaklasik % 74’1 ve 10 saat sonra ise yaklasik % 45’1 geri kazamlmstir. Enzim, asidik pH’dan
alkalin pH’lara kadar genis bir pH ve zaman araligimda oldukca stabil kalmigtir. Enzimin uzun
siiren reaksiyon kosullari altmda ve gesitli pH’larda stabil olmas: gesitli endiistriyel
uygulamalar agisindan olduk¢a Snemlidir. Bacillus circulans esteraziyla yapilan ¢ahsmada,
enzimin aktivitesinin pH 6.00-8.00 arasinda 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitesini korudugu,
pH 8.00%in iizerinde ise hafif bir disiisiin oldugu saptanmustir (Kademi et al., 2000).
Lactobacillus casei CL96 esterazmn pH 6.00-8.00 arasinda aktivitesinin % 60°dan fazlasim
korudugu belirtilmistir (Choi and Lee, 2001). Bacillus subtilis esterazn pH 11.00-12.00
arasmda 48 saat inkiibe edildikten sonra, orijinal aktivitesinin % 80-95’ini korudugu ancak
daha diisiik pH degerlerinde kalan aktivitenin % 20’ye kadar distiigt belirtilmigtir (Eggert et
al., 2000).

Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi {izerine substrat Konsantrasyonunun etKisi
incelendiginde, substrat konsantrasyonunun belli bir oranda artirimasi ile enzim aktivitesinin
de buna bagl olarak hizla arttigi goriilmiistir. Bu durumda enzimatik reaksiyon birinci
dereceden (first-order) bir kinetik gostermistir. Ancak, belli bir substrat konsantrasyonundan
sonra aktivitenin artik daha fazla artmadig1 ve sabit kaldi1 goriilmiistiir. Ciinkii, artik enzim
substratma kargt doygun hale gelmistir ve maksimum hizla gabgmaktadrr. Bu durumda
enzimatik reaksiyon sifirmci dereceden (zero-order) bir kinetik gdstermistir. Bu sonuglara
dayanarak Bacillus sp. 4 esterazimn Michaelis-Menten kinetigi gosterdigini soyleyebiliriz.
Ancak, Michaelis-Menten grafiginden enzimin Km ve V. degerlerini saptamak oldukga
zordur. Bu nedenle, Km ve Vi degerlerini saptamak amaciyla Lineweaver-Burk grafigi
kullamlmugtir. Bu grafige gore, Bacillus sp. 4 esterazimn Km degeri 62.89 pM ve Vi degeri
833.33 U/mg protein olarak bulunmugtur. Buna kargm, Bacillus subtilis NRRL 365’den elde
edilen esteraz I ve esteraz II’nin substrat olarak p-nitrofenil asetat kullamldiginda Km
deperleri srasyla 0.91mM  ve 0.67mM  (Meghji et al, 1990), Propionibacterium
freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazmin o-naftil-asetat kullanildiginda 1.2 mM
(Kakariari et al., 2000), Bacillus circulans esterazmmn p-nitrofenil kaprilat kullamldifinda
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024 mM (Kademi et al., 2000), Bacillus sp. J33 esterazmin pNP-laurat kullamldifinda
2.5mM (Nawani and Kaur, 2000) ve Bacillus sp.GK 8’in lipazmmn p-nitropenil laurat
kullamldiginda ise, 3.63 mM (Dosanj and Kaur, 2001) olarak bulunmustur. Bulunan bu
degerler, Bacillus sp. 4 esterazznn Km degerinden ¢ok daha yiiksektir. Bu da Bacillus sp. 4
esterazinin substratina olan ilgisinin bu enzimlere gére daha yiiksek oldufunu ve g¢ok diislik
konsantrasyonlarda bile substratina baglamp ES kompleksi olugturdugumu gostermektedir.
Buna karsmn Bacillus stearothermophilus esterazinin fluorescien dibutirat kullanildiZinda Km
degeri (0.91 uM) ¢ok daha diigiik ¢ikmstir (Simoes et al., 1997).

Enzimlerin termostabilitesi suyun varhgmnda biiylik oranda etkilenmektedir, glinkli
denatlirasyon enzimin sivt kangmlardaki konformasyonel akiskanhgiyla baglantilidir.
Denatiirasyon iglemi organik ortamdaki dehidrasyonla engellenebilir. Enzim ¢ozeltilerine
katilan kimyasal maddeler, enzimlerle ya dogrudan yada dolayh olarak (yapr ve Szellikleri
Hizerine) etkilegime girerek veya her iki mekanizmayr da kullanarak makromolekiiler yapiyr
etkileyebilirler. Bu yiizden, Bacillus sp. 4 esterazmm termostabilitesini arttirmasi amaciyla,
polihidrik alkollerin etkisi arastmilmmgtir. Bacillus sp. 4 esterazi etilen glikol, sorbitol ve
gliserol ile 1 saat inkiibe edildikten sonra aktivitenin 0. saate gore sirasiyla yaklagik olarak %
44, 58 ve 65’1 geri kazamldif1 goriilmiistiir. Bu degerler, zamana bagh olarak hafif bir diigtig
gostermistir. Kontrol grubu da aym kosullar altmda inkiibasyona bwakildigmda 1 saat
sonunda aktivitenin 0. saate gére yaklagik % 76’s1 geri kazamlmistir. Deney gruplan ile
kontrol grubunun 1 saat sonunda kalan aktivite degerleri karsilastmldifinda, aktivitedeki geri
kazamm etilen glikol, sorbitol ve gliserol i¢in sirasiyla % 58, 77 ve 82 oldugu hesaplanabilir.
Bu sonuglardan da goriildigi gibi, denenen polihidrik alkollerin Bacillus sp. 4 esterazinm
stabilitesini korumas: beklenirken, stabilize etmedigi ancak enzimin makromolekiiler yapisms
¢ok fazla etkilemedifi goriilmektedir. Bu durumun, esterazm yapmisal o&zelliginden
kaynaklandigmm dilsiinmekteyiz. Dielektrik katsayisi suyunkinden diisiik olan ¢&zeltilerin
yilksek sicakhklarda proteinlerin tersiyer yapilarmin korunmasmda ¢ok &nemli olan
hidrofobik etkilesimleri kuvvetlendirdikleri ve bdylece daha yiiksek sicakliklarda enzimin yari
Omriinii artirdiklan, ¢linkl ¢ozeltilerin dielektrik katsayilarmm dilstigii oranda (su 78, gliserol
42, etilen glikol 37 ve sorbitol 33.5) lipazin termostabilitesini artirdig bildirilmistir (Nawani
and Kaur, 2000). Polihidrik alkollerin esteraz ve lipaz stabilitesi fizerine etkisi konusunda
yapilan galigmalar oldukga azdir. Bacillus sp. J33 lipaz ile yapilan bir ¢alismada, etilen glikol
ve gliserol 70 °C’de 150 dakika boyunca lipaz aktivitesini % 100’ ¢ yakm korurken, sorbitol
enzimi stabilize etmesinin yaninda, aktive etmigtir.
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Bacillus sp. 4 esterazmin aktivitesi Uzerine ¢esiti metal iyonlarmm etkisi
incelendigginde, toprak alkali metalleri olan Ca'? ve Mg*? aktivite {izerine herhangi bir inhibe
edici etkide bulunmamstir. Alkali metaller olan Na* ve K aktiviteyi yaklagk % 30 inhibe
ederken Li**un yitksek konsantrasyonlar1 % 50°ye yakm inhibisyona neden olmugtur. Gegig
elementleri olan Co*, Fe*3, Mn"™, Ni*?, Hg" ve Cu*? enzim aktivitesi {izerine farkli etkiler
gostermiglerdir. Co*?>, 5 mM’a kadar enzimi biiyiik oranda inhibe etmezken, 10 mM’lik
konsantrasyonu yaklagik % 40 inhibisyona neden olmustur, Fe*® ise yaklagik % 30°luk bir
inhibisyona neden olmustur. Bunun dismda Mn'*? esteraz aktivitesini artan konsantrasyonlarda
aktive etmis ve % 90a kadar bir artig gdzlenmigtir. Ni*? ise diisiik konsantrasyonlarda (% 33)
enzimi aktive ederken, 10 mM’bk konsantrasyonda hafif bir inhibisyona neden olmugtur.
Bunun aksine, enzimin Hg'?> ve Cu'? tarafindan kuvvetle inhibe edildigi goriilmbstir.
Na,0;Se ise denenen tiim konsantrasyonlarda enzimi yaklasik % 50 inhibe etmigtir. Divalent
jyonlarm pek ¢ok enzimi inhibe ettigi bilinmektedir. Esteraz aktivitesinin ozellikle Hg*
tarafindan inhibe edildigi daha Once yapilan galigmalarda da bulunmustur (Kakariari et. al,,
2000; Smacchi et. al., 2000; Cui et. al., 1999; Meghiji et. al, 1990). Sonug olarak Hg*" ve
Cu'? digindaki iyonlarm enzim aktivitesini bityilk oranda inhibe etmedigi hatta Mn*? ve Ni*
jyonlanmn aktivasyona neden oldufu goriilmektedir. Mn*> ve Ni? iyonlarmm esteraza
baglanarak enzimin konformasyonunu stabilize veya destabilize ederek enzim aktivitesini
degistirdigini veya substrata baglanarak reaksiyon i¢in substratin dogru ySnelimini sagladigim
diiginmekteyiz. Ayrica Mn" ve Ni” iyonlan ile esteraz aktivitesinin artmasi, reaksiyon
esnasinda serbestlenen butirik asit ile bu iyonlarin tuz olusturarak (sabun) ortamdaki yag
asitlerini uzaklagtirdifi, bylece enzimin friin tarafindan inhibisyonunun engeliendigi ileri
stiriilebilir. Metal iyonlari ve tuzlar termofilik mikroorganizmalarm termostabil enzimleri igin
Onemlidirier. Ciinkii, ortamdaki metal iyonlarma baglanmus olan su, metal iyonu proteine
baglandifinda, serbest kalarak metal iyon kompleksi olusturur. Mikrobiyal esterazlarm
aktivitesi fizerine metal iyonlarmin etkisiyle ilgili pek ¢ok cahgyma yapilnug ve metal
iyonlarmmn aktivite {izerine farkh etkiler gosterdigi saptanmugtir (Meghji et al., 1990; Owusu
and Cowan, 1991; Cui et al., 1999; Alvarez-Macaric et al., 1999; Kakariari et al., 2000;
Smacchi et al., 2000).

Bacillus sp. 4 esterazi, metal tutucu bir ajan olan EDTA tarafindan ise yaklagik % 50
oranmda inhibe edilmistir. Bunun sonucunda ilk olarak enzimin bir metalloenzim oldugu
kanisina varilmigtir. Ancak son yillarda yapilan bir calipmada esterazlarm bir kofakttre
ihtiyag duymadiklan bildirilmistir (Bornscheuer, 2002). Bu bilgiden yola ¢ikarak, bu metal
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iyonlarmm Kkatalitik bir mekanizmada rol almaktan ¢ok yapisal bir role sahip olduklarm:
diigiinmekteyiz. Enzimin EDTA tarafindan % 100 inhibe olmamas: da bu goriisle uygunluk
gostermektedir. Aynica, EDTA, Bacillus licheniformis (Alvarez-Macarie et. al, 1999),
Arthrobacter viscosus NRRL B-1973 (Cui et. al., 1999) ve Propionibacterium freudenreichii
spp. freudenreichii ITG 14 (Kakariari et. al., 2000)’den elde edilen esterazlara kars: herhangi
bir inhibe edici etkide bulunmamstir. Bunun aksine Arthrobacter nicotianae 9458 (Smacchi
et. al., 2000) ve Bacillus sp. J 33 (Nawani et al., 1998) esterazlar1i EDTA tarafindan inhibe

edilmiglerdir.

Bacillus sp. 4 esterazinin metale bagh bir enzim olup olmadiima karar verebilmek
icin, EDTA ve aktive edici metal iyonlann aym konsantrasyonda deney ortamina eklenerek
esteraz aktivitesi dlgiilmiigtiir. EDTA’nin enzim tizerindeki % 50°lik inhibe edici etkisi Mn ve
Ni eklendiginde ortadan kalkmigtir. Bu da enzimin bu metaller eklendiginde yapisal olarak
konformasyonunu koruyarak etkisini devam ettirebilecegini gstermektedir.

Bacillus sp. 4 esterazi iizerine cesitli deterjanlarin etkisi incelendifinde, anyonik
deterjanlardan sodyum deoksikolatin diisiik konsantrasyonlarmin hafif bir inhibisyona neden
oldugu buna kargin denenen en yliksek konsantrasyon olan 20 mM’hk konsantrasyonda
aktivitenin ancak % 28’inin geri kazamldip goriilmiigtir. Esterazm, sodyum taurokolat
kargisinda ise aktivitesini biiyik oranda korudufu buna karsm SDS’nin diisiik
konsantrasyonda bile enzimi kuvvetle inhibe ettigi saptanmigtir. Katyonik bir deterjan olan
setrimid’in tlim konsantrasyonlar1 enzimi biiyilk oranda inhibe etmistir. Non-iyonik
deterjanlarin  esteraz aktivitesi iizerine etkisine bakildiginda, denenen tiim non-iyonik
deterjanlarm (n-octil-B-D-glukopiranozid, Brij 35, Triton-X-100, Tween 20 ve 80) esteraz
inhibe etmedikleri gibi farkh oramlarda aktive ettikleri gOriilmiigtiir. Zwitteriyonik bir
deterjan olan CHAPS’m tiim konsantrasyonlar: esterazi ¢ok az inhibe etmistir. Inhibisyona
neden olan iyonik deterjanlar (SDS ve setrimid) enzimin aktif merkezini bloke ederek
substratin aktif merkeze baglanmasim engelleyerek inhibisyona neden olmus olabilirler.
Sonug olarak SDS ve setrimidin, Bacillus sp. 4 esteraz igin giiclii birer inhibitdr, buna karsm
non-iyonik deterjanlarin ve 6zellikle Tween 20 ve 80’in iyi birer stimiilatdr oldugu sonucuna
varimstir. Bacillus sp. 4 esterazinn 6zellikle non-iyonik deterjanlara kars1 direngli ve hatta
aktif olmasi, deterjan endiistrisinde kullanilan enzimler i¢in aranan bir 5zelliktir.

Mikrobiyal esterazlar {izerine deterjanlarm etkisi konusunda g¢ahsmalara
rastlanmammgtir. Buna kargin lipazlarla bu konuda daha ¢ok galisma yapilmistir. Pseudomonas
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pseudoalcaligenes F-111 lipaz: ile yapilan bir ¢ahsmada, % 1’lik SDS enzim aktivitesini
etkilememis, buna kargin, non-iyonik deterjanlar ise aktive edici etkide bulunmustur ve enzim
aktivitesi, Triton X-100 ile % 149 ve Tween 80 ile % 111 oraminda geri kazanilmustir (Lin et
al., 1996). Bacillus thermoleovorans ID-1 lipazi, 1 mM konsantrasyondaki SDS ile muamele
edildikten sonra aktivitesinin % 30’unu geri kazanabilmistir (Lee et al., 1999). Bacillus sp.
THLO027 lipamn % 1 oranmda SDS ile 2 saat inkiibasyondan sonra % 90 ve 24 saat
inkiibasyondan sonra % 87 oramnda aktif kalmgtr (Dhbarmsthiti and Luchai, 1999).
Aspergillus terreus™un lipaz aktivitesi iizerine iyonik ve non-iyonik deterjanlarm etkisi 2.5-20
mM’lik konsantrasyonlarda denenmis ve biitlin iyonik deterjanlarin (sodyum deoksikolat,
saponin, sonyum taurokolat, SDS) enzim aktivitesini inhibe ettigi, non-iyonik deterjanlarm
(Tween 20, Tween 40, Tween 80, Triton X-100, n-octyl-B-D-glukopiranozid) ise aktive ettigi
belirlenmigtir. (Yadav et al., 1998). Bacillus sp. RSJ-1 lipazanm non-iyonik deterjanlara karsi
olduk¢a stabil olduu belirlenmig ve Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 ile orijinal
aktivitenin swrastyla % 100, 92 ve 82’si geri kazamlmgtr. Buna karsm enzim anyonik
deterjanlara karst daha az stabil oldugu goriilmily ve deoksikolat ile aktivitenin % 54’ geri
kazanilabilmigtir (Sharma et al., 2001). Bacillus thermocatenulatus lipazn SDS, Tween 20 ve
Tween 80 tarafindan inhibe edilmis, bununla beraber, Triton X-100 aktiviteyi % 80, CHAPS
ise % 40 orannda artrmustir (Rua et al., 1997). Diger bir lipazla yapilan ¢ahsmada ise Triton
X-100’tn enzim aktivitesini kuvvetle inhibe ettigi belirlenmistir (Margesin et al, 2002).
Rhizopus oryzae lipazn 1-7 mM’lk sodyum taurokolat tarafindan aktive edilirken, aym
konsantrasyondaki SDS tarafindan inhibe edilmistir (Hiol et al, 2000). Bacillus sp. GK8
lipaziyla yapilan gahgmada enzim, % 0.1°lik Brij 35, setrimid ve Triton X-100 ile aktivitesini
tamamen kaybetmis, % 1°’lik SDS ise aktiviteyi artirmugtir. Tween 80, Tween 60 ve sodyum
taurokolat ise aktivite izerine bir etkide bulmmanustir (Dosanj and Kaur, 2001). Bacillus sp.
J 33 lipazayla yapilan ¢alismada enzim aktivitesi, % 0.1°lik Triton X-100, Tween 80 ve Tween
20 varhfmda swrasiyla % 40, 20 ve 60 oramnda stimule edilmisti. SDS ise aktiviteyi
tamamen inhibe etmigtir (Nawani et al., 1998).

Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi Ozerine gesiti organik ¢Gzicillerin  etkisi
incelendifinde, % 20’lik aseton ve asetonitril enzim aktivitesini artrms, dioksan ise hafif bir
inhibisyona neden olmugtur. % 50°lik metanol ve DMSO enzim aktivitesini inhibe etmemis
hatta DMSO hafif bir artisa neden olmustur. Etanol ise % 50°lik bir inhibisyona neden
olmugtur. % 50°lik aseton, asetonitril ve dioksanm ile % 80°lik metanol, etanol ve DMSO’nun
enzimi kuvveth bir sekilde inhibe etmigtir. Sonug olarak, esterazn genellikle organik
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¢Oziiciilerin yiiksek konsantrasyonlarinda stabilitesini ¢ok fazla koruyamadifn buna kargm en
yiiksek stabiliteyi DMSO kargismda gosterdifi saptanmustwr. Esteraz enziminin % 20-50’lik
konsantrasyonlarda aktivitesini biliyiikk oranda korumus olmas1 potansiyel endiistriyel
alanlarda kolaylikla kullanilabilecegini diiglinmekteyiz.

Arthrobacter viscosus esterazi, % 50°’lik (v/v) asetonitril ve DMSQ ile aktivitesinin %
60’m geri kazandii, % 30’luk dioksan ile orijinal aktivitenin % 50°den fazlasmn
kayboldugu saptanmugtir (Cui et al., 1999). Hipertermofilik Pyrobaculum calidifontis VA1
esterazmin % 50 ve % 80’lik metanol, etanol, 2-propanol, asetonitril, dimetilsulfoksid
(DMSO) ve dimetilformamid’e karsi oldukga ylksek bir stabilite gosterdifi belirlenmistir
(Hotta et al., 2002).

Bacillus sp. 4 esteraz {izerine bir serin inhibitorit olan PMSF’nin etkisi incelendiginde
aktivitenin 1 mM’lik konsantrasyonda bile kuvvetli gekilde inhibe oldugu goriilmiistiir. Bu da
enzimimizin aktif merkezinde katalitik rol oynayan serin amino asidini igerdiZini
kanstlamaktador,

Esterazlar ve lipazlarm c¢ogu merkez aktif bblgelerinde bir serin residiiesi
icermektedirler (Fojan et. al., 2000). Sulfolobus acidocaldarius, Bacillus sp., Arthrobacter
micotianae 9458, Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 ve
Pyrobaculum calidifontis VA1’den elde edilen esterazlar (Sobek and Gorisch, 1988; Owusu
and Cowan, 1991; Smacchi et. al., 2000; Kakariari et. al., 2000; Hotta et. al, 2002),
Aeromonas sobria LP004, Acinetobacter radioresistens CMC-1, Bacillus thermoleovorans
ID-1, Bacillus licheniformis ve Bacillus stearothermophilus P1 (Lotrakul and Dharmsthiti,
1997; Hong and Chang, 1998; Lee et. al., 1999; Nthangeni et. al., 2001; Sinchaikul et. al.,
2001) lipazlar1 bir serin grubu inhibitdrii olan PMSF (phenyl methyl sulphonyl floride)
tarafindan inhibe edilmiglerdir. Buna karsin, Bacillus licheniformis ve Arthrobacter viscosus
NRRL B-1973 (Alvarez-Macarie et. al., 1999; Cui et. al., 1999) esterazlan ile Ophiostoma
Diceae ve Rhizopus oryzae (Gao and Breuil, 1998; Hiol et. al, 2000) lipazlan PMSF
tarafindan ya ¢ok az inhibe edilmiy yada inhibe edilmemiglerdir. Ayrica, Bacillus
thermoleovorans 1ID-1 termostabil lipazlarmdan BTID-A, PMSF tarafindan kuvvetle inhibe
edilirken, BTID-B tam tersine aktive olmugtur. Bunun sonucunda arastiriclar BTID-A’ mn
bir serin esteraz olabilecegini sdylemislerdir (Lee et. al., 2001).
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Bacillus sp. 4 esterazi, bir SH- grubu (tiol) inhibitdrii olan P-merkaptoetanol ile
herbangi bir gekilde inhibe olmamasi nedeniyle, katalitik merkezinde siilfidril gruplarmn
bulunmadifim veya siilfidril gruplarmmn kataliz igleminde Onemli bir rol oynamadifm
sOyleyebiliriz. Benzer sonuglar baz lipaz ve esterazlarla yapilan cahgmalarda da elde
edilmigtir (Gao and Breuil, 1998; Nthangeni et. al., 2001; Sinchaikul et. al., 2001; Lotrakul
and Dharmsthiti, 1997; Lee et. al.,, 1999; Hong and Chang, 1998; Kakariari et. al., 2000;
Yadav et. al., 1998). Bunun aksine B-merkaptoetanol, Bacillus sp. RSJ-1 (Sharma et. al.,
2001)’den elde edilen lipaz1 inhibe etmis ve Rhizopus oryzae ( Hiol et. al., 2000)’nin lipazaim
ise aktive etmistir. Ayrica, Bacillus thermoleovorans 1ID-1 (Lee et. al., 2001)’dan elde edilen
BTID-A lipazs, B-merkaptoetanol tarafindan hafif bir inhibisyona ugrarken, BTID-B lipaza
aktive edilmistir.

Bacillus sp. 4 esterazinin substrat spesifitesini belirlemek i¢in, pNPA, pNPB, pNPL ve
pNPP kullamlmmgtir. Esteraz, bu substratlar icinde en yiiksek aktiviteyi p-nitrofenil biitirat’a
(C4) karsn gOsterdigi saptanmugtir. Esterazm p-nitrofenil asetat’a (C2) olan aktivitesi, p-
nitrofenil biitirat’a gére yaklagik olarak % 70’tir. Esterazin, p-nitrofenil laurat’a (C12) kars
olduk¢a az aktivite gosterdifi ve p-nitrofenil palmitat’a (C16) kar;t ise hig aktivite
gostermedifi belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak, Bacillus sp. 4 esterazmmn genig bir
substrat spesifitesine (C2-C12) sahip oldufunu sByleyebiliriz. Lipaziar genellikle, suda
¢oziinmeyen (emiilsifiye) uzun zincirli ya§ asidi esterlerini hidrolizlerler. Esterazlar
lipazlardan farkh olarak, sulu ¢Szeltilerdeki esterleri hidrolizlerler ve &zellikle mono- ve
digliseritler olmak {izere trigliseritleri de igeren kisa zincirli yag asitlerini hidrolizlerler ve
genellikle 6 karbon atomundan yiiksek olan yag asidi esterlerine karsi aktiviteleri dgiktiir.
Bacillus sp. 4 izolatindan elde ettifimiz enzim, pNPL’a karsi az ve pNPP’a kars: ise hi¢
aktivite gostermemistir. Buna kargm pNPB ve pNPA gibi kisa zincirli substratlara karst
yilksek aktivite gOstermigtir. Bu bulgular, esterazlarm kisa zincirli yag asitlerine spesifik
oldufunu sOyleyen genel goriisle uygunluk goOstermektedir. Bu nedenle ¢ahsmada
kullandifimmz enzimin bir esteraz oldugunu sdylemekteyiz. Daba Once yapilan ¢alismalar
mcelendiinde esterazlarm 10 karbondan yiiksek substratlara karsi hi¢ aktivite gdstermedigi
saptanmmgtir. Bacillus sp. 4 esterazinn ise pNPL’a kars1 az da olsa aktivite gostermis olmasi
olduk¢a dikkate degerdir. Esterazlarm substrat spesifiteleri ile yapilan 6nceki ¢ahgmalarda da
esterazin maksimum aktivitesini diigiik karbonlu substratlara karsi gosterdigi saptanmustsr.
Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazi sadece a-naftil-asetat
(C2), o-naftil-propionat (C3) ve a-naftil-butirat (C4)’1 hidrolizleyebildifi g6riilmigtiic
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(Kakariari et al., 2000). Arthrobacter nicotianae 9458 esterazinn maksimum aktivitesini -
naftil butirat (C4)’a karsa gOsterdifi, B-naftil asetat (C2), B-nafiil kaproat (C6), B-naftil
kaprilat (C8) ve B-naftil kaprat (C10) kullanildiginda maksimum aktivitenin swrasiyla % 69,
74, 53 ve 36 ’s1 gozlenmistir. C12-C18:1 ’tu yag asitlerinin B-naftil esterlerine kars1 higbir
aktivite g6zlenmemistir (Smacchi et al., 2000). Bacillus licheniformis esterazimn, kisa zincirli
vag asitlerine kary aktivite gosterdigi, bununla birlikte maksimum aktivitesini p-nitrofenil
kaproat (pNPC6)’a karg1 gosterdigi, daha uzun zincirli substratlara (pNPC10-pNPC18) kars
ise, aktivitenin ¢ok diisiik oldufiu saptanmgtir (Alvarez-Macarie et al., 1999). Arthrobacter
viscosus esterazi en yiiksek aktiviteyi asetik esterlere karsi gostermig, p-nitrofenil asetatla
(C2) karsilagtinidifinda, p-nitrofenil propionata (C3) karsi % 36 ve p-nitrofenil butirata (C4)
kars1 ise, sadece % 3 aktivite gOsterdifi saptanmustir. Enzim p-nitrofenil kaproat (C6), p-
nitrofenil kaprilat (C8) ve p-nitrofenil laurat (C12)’a karg: ise hicbir aktivite gdstermemistir
(Cui et al, 1999). Bacillus circulans esterazi, maksimum aktivitesini pNPC2’ye karsi
gostermis, daha uzun zincirli yag asitleri kullamldigimda (pNPC4-pNPC8) aktivite hizh bir
sekilde diigmils ve karbon zincir uzunlugu 8’den biiyitk olan substratlara karg: ise aktivitenin
olduk¢a azaldif: goriilmiistir. Bacillus licheniformis esterazi, p-nitrofenil kaprilat (pNPC8)
kullamldiinda 1.6 U mg™ aktivite gosterirken, p-nitrofenil palmitat (pNPC16) ile aktivitenin
normalden 600 kat daha diisiik oldupu (0.0026 U mg') goriilmiistiir (Alverez-Macarie et al.,
1999). Termofilik bakteri strainlerinin esteraz aktivitesi belirlenirken pNPC8 kullamimgtir.
Substrat spesifitesine bakildigmmda ise, pNPC2’deki aktivitenin pNPC8’dekinden 7.5 kat fazla
oldugu goriliirken, pNPC16°daki aktivitenin ise yaklagik 190 kat daha az oldugu g6riilmiistiir
(Kademi et al., 1999).

Esterazlarm smiflandinlmas1 substrat spesifitelerine ve ¢esitli inhibitérlere olan
duyarhibklarma dayanmaktadir. Arilesterazlar veya A-esterazlar paraoxon gibi organofosfatlar
ve PMSF tarafindan inhibe edilmezler ve aromatik esterleri hidrolizlerler. Karboksilesteraziar
veya B-esterazlar (serin esteraziar) organofosfatlar tarafindan inhibe edilirler ve genig bir
substrat spesifitesi gosterirler yani hem alifatik hem de aromatik esterleri hidrolizlerler. C-
esterazlar ise organofosfatlar ve eserin tarafindan inhibe edilirler ve kolin esterleri
hidrolizlerler (Sobek and Gorisch 1988; Alvarez-Macarie et al, 1999). Bu calismada
kullandigmmz esteraz PMSF tarafindan kuvvetle inhibe edilmektedir. Esteraz, EDTA
tarafindan kismen inhibe oimus ve tiol grubu ajami olan B-merkaptoetanol tarafindan ise
inhibe olmamustir. Bu inhibisyon sonuglarma ve genis substrat spesifitesi gdstermesine
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dayanarak kullandifimiz enzimin biyiik ihtimalle bir serin esteraz olduunu ancak, eserin ve
kolin esterlerle ilgili deneme yapilamadidi igin C-esteraz da olabilecegini sOyleyebiliriz.
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5. SONUC VE ONERILER

Aydmn ili Germencik ilcesi BozkOy-Alangiillli termal sularindan elde edilen Bacillus
sp. 4 izolatinm esterazmin kismi saflastirma ve kinetik parametreleﬁ lizerine yaptifumiz
¢aliyma sonucunda, mikroorganizma 65 °C ve pH 6.00°da maksimum enzim {iretimi
saglamgtir. Maksimum enzim fretimi durgunluk fazinnm ortalan olan 9. saatte
gergeklesmigtir. Calismada kullamlan esterazin intraseliller veya membrana bagh bir enzim
oldugu sonucuna varilmigtir. Kismen saflagtirilan esterazin optimum sicakhig1 65 °C ve pH’s1
6.00’dir. Esteraz genis bir sicaklik ve pH araligmda stabildir. Esterazin Km degeri 62.89 uM
ve Vmx degeri ise 833.33 U/mg protein olarak saptanmugtir. Polihidrik alkollerin esterazin
stabilitesini artrmadifi gortlmistir. Cesiti metal iyonlarndan Mn'? ve Ni? enzim
aktivitesini artirirken, Hg*? ve Cu'? inhibe etmis, diger metal iyonlar: ise aktiviteyi gok fazla
etkilememistir. EDTA enzimi kismen inhibe etmigtir. Aktive edici metal iyonlar1 Mn*? ve
Ni? EDTA’nm kismi inhibisyonunu engellemistir. Cesitli deterjanlar arasmda iyonik
deterjanlardan bazisi (SDS ve setrimid) enzimi inhibe ederken, non-iyonik deterjanlar aktive
ctmistir. CHAPS ise aktiviteyi etkilememigtir. Organik ¢6ziiciilerin diisiik konsantrasyonlari
enzimi inhibe etmezken, yliksek konsantrasyonlar1 inhibisyona neden olmugtur. Serin
inhibitérli olan PMSF enzimi kuvvetle inhibe ederken -SH grubu inhibitéri olan f-
merkaptoetanol aktiviteyi etkilememistir. Enzim maksimum aktivitesini pNPB’a karg
gostermis, pNPP’a kars ise aktivite gostermemistir.

Enzimlerin endiistriyel kullanimimi smirlayan en onemli unsur, endistriyel kogullar
altinda basta yiiksek sicakliklar kargismda stabil olmamalanidir. Bu yiizden, yeni termostabil
enzimlerin arastirimasi, yeni uygulamalarin geligtirilmesi i¢in Onemlidir. Ayrica, enzimin
organik ¢bziiciilerde denatiirasyona karst direngli olmasmm sudaki termostabiliteleriyle
iliskili oldugu bilinmektedir. Bu sebeple, termostabil enzimler, yalmzca sulu ortamlarda degil,
organik ortamlarda kullamlirken de caziptir. Yeni ekstremofilik mikroorganizmalarm
kesfedilmesiyle bu mikroorganizmalarm enzimleri biyokatalizlerde 6nemli bir yer almustir.
Termofilik bir bakteri olan Bacillus sp. 4 esterazmin optimum aktivitesini 65 °C’de
gostermesi ve yliksek bir termostabiliteye sahip olmasi endiistriyel uygulamalar agisindan,
mesofilik olan temsilcilerine gore biiyiik bir avantaj sajlamaktadir. Ayrica, esterazin genis bir
pH arahifinda stabil olmas), substratina olan ilgisinin yiiksek olmasi, organik ¢bziiciiler ile
biiyik oranda denatiire olmamasi, pek ¢ok metal iyonu tarafindan inhibe edilmemesi,
deterjanlarin biyiik bir kismm tarafindan inhibe edilmemesi ve hatta non-iyonik deterjaniar
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tarafindan aktive edilmesi ve genig bir substrat spesifitesi gdstermesi gibi avantajlar1 vardur.
Bu yiizden Bacillus sp. 4 esterazinm, gelecekteki yeni potansiyel endiistriyel ve laboratuar
islemlerinin geligimine katkida bulunaca diigiintilmektedir.

Bu c¢aligmada, aragtirlmasi gereken bazi konular eksik kalmugtir. Bunlar, bakteri
iiretim ortammnm cesitli indiikleyicilerle desteklenerek enzim {iretiminin artirilmasi, enzimin
ileri derecede saflagtirilmasi, molekill afirhfmn saptanmasi, enzimin immobilizasyonu,
izoelektrik pH’'min saptanmasi, enzimin {i¢ boyutlu yapismmn ve amino asit diziliminin
saptanmas1 gibi konulardir. Yukarida bahsettifimiz konular, daba ileriki zamanlarda
yapilmasi gereken ¢ahgmalarm baginda gelmektedir.
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OZET

Aydm ili, BozkGy-Alangiilli termal sularmdan elde edilen Bacillus sp. 4 izolatmm
esteraza kismi olarak saflagtinildi ve kinetik parametreleri belirlendi. Bacillus sp. 4 izolat1 65
°C ve pH 6.00°da maksimum oranda enzim firetti. Esterazin intraseliiler veya membrana bagh
bir enzim oldugu sonucuna varildi. Esterazm optimum sicaklig1 65 °C ve optimum pH’1 6.00
olarak bulundu. Esteraz genis bir sicakhk ve pH aralifinda stabildi. Esterazm Km degeri
62.89 uM ve Vi degeri ise 833.33 U/mg protein olarak saptandi Polihidrik alkollerin
esterazmn stabilitesini artirmadig1 goriildii. Cesithi metal iyonlarmdan Mn'? ve Ni> enzim
aktivitesini artirrken, Hg*? ve Cu*? inhibe etti, difer metal iyonlan: ise aktiviteyi ok fazla
etkilemedi. EDTA enzimi kismen inhibe etti. Aktive edici metal iyonlan Mn'? ve Ni?,
EDTA’nin kismi inhibisyonunu engelledi. Cesitli deterjanlar arasinda iyonik deterjanlardan
bazis1 (SDS ve setrimid) enzimi inhibe ederken, non-iyonik deterjanlar aktive etti. CHAPS ise
aktiviteyi etkilemedi. Organik ¢oziiciilerin diigiik konsantrasyonlar1 enzimi inhibe etmezken,
yilkksek konsantrasyonlar; inhibisyona neden oldu. Serin inhibitrii olan PMSF enzimi
kuvvetle inhibe ederken -SH grubu inhibitorii olan B-merkaptoetanol aktiviteyi etkilemedi.
Enzim maksimum aktivitesini pNPB’a kars1 gdsterdi, pNPP’a kars: ise aktivite gostermedi.
Bulunan tiim sonuglar, uygun literatiir bilgileriyle kargilagtirildi ve Bacillus sp. 4 esterazinin
endiistriyel uygulamalar agisindan pek ¢ok uygun dzellige sahip oldugu sonucuna varildr
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SUMMARY

The esterase of Bacillus sp. 4 isolated from Aydin Province, Bozkdy-Alangiillii
thermal spring water was partially purified and kinetic parameters were determined. Bacillus
sp. 4 produced maximum amount of enzyme at 65 °C with pH 6.00. The esterase was either
intracellar or membrane associated. The esterase was stable in the broad range of temperature
and pH. The Km and Vp, of esterase was 62.89 uM and 833.33 U/mg protein respectively.
The polihydric alcohols were not enhanced the stability of esterase. Among the various metal
ions, Mn*? and Ni'? enhanced, Hg'* and Cu* inhibited the esterase activity, the other metal
ions did not effect the esterase activity. EDTA was partially inhibited the esterasc. The
activater metals, Mn"? and Ni'? prevented the partially inhibition of EDTA. In the various
detergent, some of the ionic detergents (SDS and cetrimide) inhibited the esterase, m contrary
non-ionic detergents activated the esterase. CHAPS did not effect the activity. The low
concentrations of organic solvents did not inhibite the esterase activity but high
concentrations inhibited the esterase activity. PMSF, a serin inhibitor, strongly inhibited the
activity and P-merkaptoetanol, -SH group inhibitor did not effect the activity. The esrese
showed its maximum activity on pNPB and no activity was observed on pNPP. All results
compared to the appropriate references and we concluded that the esterase of Bacillus sp. 4
has many appropriate properties for industrial applications.
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