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OZET

Bu ¢alismada yeni bir termofilik bakteri olan Aroxybacillus gonensis A4 (4.
gonensis A4) susunun esterolitik aktivitesi incelendi. Ester baglarimi hidrolizleyen hiicre
dig1 bir enzimin varlify tributirin-agar testi ile belirlendi. Tributirinli petrilerde biiyiitiilen
A. gonensis A4 izolati etrafinda berrak bélgelerin olusmasi bu termofilde bir esterazin
varhgim desteklemektedir. %0,3 karboksimetilseliiloz Luria-Bertani (LB) besiyerinde
biiylimeyi ve spektrofotometrik olarak belirlenen esteraz aktivitesini artirdi. Substrat
Ozgiinlitk calismalari, 4. gonensis A4 susundan hazirlanan hiicredisi enzim 6ziitiiniin, kisa
zincirli  p-nitrofenil (PNP) esterlerini hidrolizleme kabiliyetinin uzun zincirli p-nitrofenil
(PNP) esterlerini hidrolizleme kapasitesine gére daha yiiksek oldugu saptandi. A. gonensis
A4 susu hiicredis1 esterazimin optimum sicakhii yaklasik 80 °C, optimum pH'’t ise 5,5
olarak belirlendi. Isil kararlilik egrisi incelendiginde, enzimin 30 dakika 30-70 °C
arasindaki sicakliklarda inkiibasyonuyla aktivitesinin yaklasitk %20 oraninda arttify
gozlendi. Metal iyonlarinin 4. gonensis A4 susu hiicredis: esteraz enzimi aktivitesi {izerine
etkisini incelemek amaciyla nihai konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde 11 farkli metal
kloriir tuzu kullamldi. Enzim aktivitesi K™ varhiginda %15 artig gosterdi ve diger metal
iyonlarinin bazilar1 aktivite tizerinde higbir etki gostermezken diger bazilarmin aktiviteyi
diisiirdiigii gozlendi. Fenilmetilsiilfonilfloriir tarafindan inhibisyon katalitik aktivitede
onemli bir rol oynayan kritik bir serin amimoasidinin varhgim desteklemektedir. Elde
edilen sonuglar, A. gonensis A4 susunun, genel olarak onceden belirtilen esterazlara
benzer 6zelliklere sahip yiiksek derecede 1sil kararli bir gergek esteraz salgiladifim

gOstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Termofilik, Isil Kararh, Anoxybacillus, Lipaz, Esteraz



SUMMARY

Investigation of Esterase Capabilities of a Novel Bacterium,
Anoxybacillus gonensis A4

In this study, esterolytic activities of a novel thermophilic bacterium, Arnoxybacillus
gonensis A4 strain, were investigated. Occurence of an extracellular enzyme that
hydrolyzes ester bonds was dedected by tributyrin agar assay. Formation of clear zones
around 4. gonmensis A4 isolates on agar plates containing tributyrin also supported the
presence of an esterase in this thermophile. 0.3% Carboxymethylcellulose stimulated both
the growth in Luria-Bertani (LB) medium and the esterase activities determined
spectrophotometrically using p-nitrophenylbutyrate as substrate. The extracellular crude
enzyme prepared from 4. gonensis cultures showed greater substrate specicifities for short
chain p-nitrophenylesters than those for long chain p-nitrophenylesters. The temperature
optimum of 4. gonensis A4 extracellular esterase was found to be nearly 80 °C and its pH
optimum was dedected to be 5.5. When thermostability data was examined, it was seen
that the esterolytic activity was stimulated at about 20% levels at temperatures ranging
from 30 to 70 °C after 30 minutes of incubation. The effectiveness of various metal ions on
the enzyme activity was tested for chloride salts of 11 metal ions at final concentration of 1
mM. In the presence of K*, the activity was enhanced at about 15%. The other ions had
either no effect on esterase activities or possessed different inhibition profiles. Inhibition
by phenylmethylsulphonylfluoride supported the presence of a critical serine residue
thought to be significant for catalytic activity. All these results support that Anoxybacillus
gonensis A4 strain excretes a highly thermostable true esterase possesing interesting

characteristics some of which are similar to esterases reported earlier.

Key Words: Thermophilic, Thermostable, Anoxybacillus, Lipase, Esterase
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Giinlimtizde endiistriyel teknolojilerin bircogunda ve genel olarak biyoteknolojik
islemlerde enzimlerin kullanimu gittikge yaygmlagmaktadir. Ancak maliyetleri ve elde
edilebilmelerindeki problemler gibi bazi dezavantajlarindan dolay:r enzimlerin bazi
endiistriyel alanlarda uygulanmas: sinrli olmaktadir. Bu agidan protein miihendisligi ve
biyoteknolojik yontemlerle endiistrinin ihtiyag duydugu, bir biyolojik kaynaktan biiyiik
miktarlarda {iretilebilen, yliksek sicakbiklara ve kullamlacagi endiistriyel uygulama
alanindaki c¢esitli kimyasal ortamlara dayanikli enzimlerin gelistirilmesi konusunda
oldukga ¢arpici galismalar gergeklestirilmektedir.

Endiistrilerin ihtiyag duydugu enzimlerden bir grubu da lipazlar/esterazlar olusturur.
Esterazlar, (EC 3.1.1.x) organik ¢dziicli ortaminda, ester baglarnm olusumunu ve sulu
ortamlarda ise bu baglarin hidrolizini ve modifikasyonunu (transesterifikasyon)
katalizleyen hidrolaz simifi ve oldukga ilgi ¢eken enzimlerdir. Bu enzimler tarafindan
katalizlenen esterlesme/hidroliz reaksiyonlar: genellikle yiiksek bir stereosegicilik ile yani
sadece tek bir {iirlinlin olusmasiyla gergeklesir ki, bu durum lipazlarm/esterazlarin
farmakoloji, gida miihendisligi ve kimya endiistrilerinde Snemli bir biyokatalizdr olmasini
saglar. Boylece enzimler kullamlarak ilimli sartlarda ve ¢ok kisa zaman dilimlerinde,
yiksek verim ve saflikta endiistrinin ihtiyag¢ duydugu maddeler iiretilebilmektedir
(Bornshcheuer ve Kazlauskas, 1999; Kawamoto vd., 1987).

Lipazlarin/esterazlarin endiistride birgok alanda kullanima girmesi bu enzimlerle ya
da bu enzimleri iireten mikroorganizmalarla ayrintili ¢aligmalarm yapilmasim zorunlu
kilmaktadir. Bu ¢gahgmalar, lipaz/esteraz iireten yeni mikroorganizmalarin izole edilmesi ve
tamnmasi, bu enzimlerin saflagtiriimasi, immobilizasyonu (tutuklanmast), ekspresyonu ve
karakterize edilmesi ile yitksek sicakhk, pH, organik ¢oziciler, ¢esitli
yiikseltgen/indirgenlere karsi kararhi olmasmin ve aktivasyonunun saglanmasi olarak
ozetlenebilir. Ozellikle yaglarla ilgili son zamanlarda yapilan galigmalar, kimyasal
islemlerin yerini biyolojik islemlere terk etmesi konusunda yogunlagmaktadir. Bunun en

temel sebebi kimyasal islemlerde yan {iriin olusma ihtimali ve yan iiriin sayis: ¢coktur ve



ayrica yiiksek sicaklik, basing, pH vb. gibi olaganiistii sartlar gerektirir. Dolayisiyla
kimyasal yontemler biyoteknolojik yOntemlere gbre ¢ogu kez daha az ekonomiktirler.
Ayrica kimyasal islemlerde olusan yan iirlinler uzaklagtiriimadiklar: taktirde saglik
agisindan problemler yaratirlar.

Sicaklik endistride vazgecilmez bir unsurdur. Biyokatalizér olarak enzimlerin en
bilinen dezavantaji yiikksek sicakliklarda bozunmalar1 ve dolayisiyla aktivitelerini
kaybetmeleridir. Ancak bazi mikroorganizmalarin yiiksek sicakliklarda biiyiiyebilmesi; bu
sistemlerde mevcut enzim bilesenlerinin bu sicaklarda bile yapilarini korumalari ve
dolayisiyla aktivite gésterebilmelerinden kaynaklamr. Termofilik bakteriler bu tiirden,
sicakliga dayanikhi enzimleri igeren ve endiistrilerde kullanilabilecek potansiyel enzim
kaynaklarim olugtururlar. Bu enzimlerin termofilik mikroorganizmalardan elde edilmesi ve
Ozelliklerinin aragtirilmas: kuskusuz bu enzimlerin kullamim alanlarmi daha da
genisletecektir (Janssen vd., 1994; Shao ve Weigel, 1995).

1.2. Esteraz/Lipazlarm Siniflandiriimasi ve Ozellikleri

Hidrolizledikleri ester baglarma bagli olarak esterazlar, birgok alt siufa ayrilirlar.
Karboksil ester hidrolazlar (EC 3.1.1.x), tiyoesterazlar (EC 3.1.2.x), fosforik monoester
hidrolazlar (EC 3.1.3.x), fosfodiester hidrolazlar (EC 3.1.6.x), difosforik monoesteraz
(EC 3.1.7.x), fosforik triester hidrolazlar (EC 3.1.8.x) esterazlarin alt smiflarini
olustururlar. Bu enzimler insan, hayvan ve mikroorganizmalarda bulunmaktadirlar
(Schmid vd., 1998). Karboksil ester hidrolazlarin (EC 3.1.1.x) iki énemli simfi mevcuttur
ki bu tiirler bakteriler tarafindan da iretilmektedir. Bunlar; lipazlar (EC 3.1.1.3,
triagilgliserol hidrolazlar) ve gergek esterazlar (EC 3.1.1.1, karboksilesterazlar). Her iki
enzimin {i¢ boyutlu yapisi karakteristik o/B-hidrolaz  katlanmasi1 olusturur.
Karboksilesterazlar kisa zincirli karboksilik asid esterlerini (C<12) hidrolizlerken, lipazlar
uzun zincirli suda ¢6ziinmeyen (C>12) agilgliseritleri hidrolizlerler (Eggert vd., 2002).

Lipaz ve esterazlarin 6nemli bir 6zelligi de biyokatalistler tarafindan bu enzimleri
gekici kilan enontiyosegiciliktir. Bazi lipaz ve esterazlarin neden bazi enantiyosecicilikleri
gosterdikleri heniiz a¢iklanamamugtir. Enzimlerin stereosegiciliklerini arttirmaya yonelik
cok ¢esitli yaklasimlar mevcuttur. 1980 ve 1990°L yillarda ¢Oziicli sistemindeki
degisiklifin enzimatik reaksiyonlarin enantiyosegiciliklerinde de degisiklik meydana
getirdigi belirlenmistir (Hirose vd., 1992).



Tablo1. Lipaz ve esterazlar1 biribirinden ayiran 6zellikler

Ozellikler Lipazlar Esterazlar

Tercih edilen substrat Trigliseridler (uzun zincirli), Basit esterler, trigliseridler
tersiyer alkoller (kisa zincirli)

Arayiizey aktivitesi /kapak Evet Hayir

Substrat hidrofobikligi Yiiksek Yiiksekten diisiige

Enantiyosegicilik Genelde yliksek Yiiksekten sifira

1.2.1. a/B-Hidrolazlar

Bugiine kadar lipazlar/esterazlarla yapilan x-15m1 galiymalar1 gdstermistir ki, bu
enzimlerin sekonder yapilar1 a-sarmal ve B-katlanmig yapilar: igermektedir. Bundan dolay1
lipaz ve esterazlardan baska benzer bir sekonder ve tersiyer yapiya sahip proteazlar,
peroksidazlar, kolinesterazlar, haloalkan dehidrojenazlar, epoksit hidrolazlar gibi diger
bazi enzimlere de o/f katlanmis hidrolazlar denilir (Hotta vd., 2002). Lipaz veya
esterazlarin molekiil agirbklar1 19-60 kDa arasinda degisiklik gosterebilir (Bafié vd.,
2003). Bu grupta yer alan tiim enzimler, 8 farkli B-zinciri iceren merkezi B zincir yapisiyla
bu yapilarla baglantii 5-8 a-sarmal yap: bulunduran o/B/a sandvi¢ modeli olustururlar.
o/p-hidrolaz enzim ailesi ilk defa Ollis (1992) tarafindan ortaya konmustur. Bu smf
enzimlerin bir gogunda B-tabakalar paraleldir fakat bazi enzimlerde ilk tabakada antiparalel
bir yapilanma s6z konusudur (Hotelier vd., 2004). Sekonder ve tersiyer yapilarindaki bu
benzerlige ragmen, o/B-hidrolaz enzim ailesinde yer alan esterazlarn aminoasit dizi
analizleri degisiklik gdstermektedir. Ancak katalitik mekanizmalar1 Ser-His-Asp(Glu)
aminoasitlerinin olusturdugu ve tiim enzimlerde korunmus Kkatalitik ticlii tarafindan
gerceklestirilir.

Lipazlan gergek esterazlardan ayiran diger bir 6zellik ise lipazlara 6zgii organik
¢oziicli-su araylizeyi aktivitesi gostermeleridir. Lipazlarin arayiizey aktivitesi géstermeleri,
tersiyer yapilar itibariyle, sahip olduklari hidrofobik birimden (kapak) kaynaklanmaktadir.
Dolayisiyla, lipazlarda aktif bdlge bir veya iki tane a-sarmalden olusan bir kapak altinda
tamamen g6émiilii durumdadir ve katalitik {iclii bu kapak tarafindan kapatilan katalitik
dirsek olarak adlandirilan bir kaviteye yerlesmeketedir (Pleiss vd., 2000).
Belli konsantrasyondaki substrat ve organik ¢6ziici varliginda, organik ¢6ziicii-su

araylizeyinde organik ¢6ziicli ile enzimin hidrofobik kapak kisminin etkilesmesi sonucu,



enzim yapisindaki konformasyonal degisiklerle birlikte kapak agilir ve aktif bolge substrat
i¢in ulagilabilir hale gelir (Bornscheuer, 2002).

Sekil 1. o/B-Hidrolazlarin 2° yapisi

1.3. Esteraz/Lipazlarin Substrat Ozgiinliigii

Karboksil esterazlar ¢ok genis substrat Ozgiinliigiine sahiptirler. Bu nedenle,
literatiirde gogu kez, bu enzimlerin substrat dzgiinliiklerine gore smiflandirilmasmin gok
zor oldugu bildirilmekle birlikte, lipazlar 6zelliklerine gore; spesifik olmayan lipazlar,
spesifik lipazlar ve yag asidi spesifik lipazlar olarak {i¢ grup altinda incelenebilmektedir.
Spesifik olmayan lipazlar, frigliseridlerin tiim pozisyonlarindaki ester baglarim
hidrolizleyebilme yetenegine sahip olup reaksiyon sonunda trigliseridler, gliserol ve
serbest yag asitlerine pargalamirlar. Reaksiyonda ara iiriin olarak diagil ve monoagil
gliseridler olugmaktadir. Candida cylindracae, Corynebacterium acnes ve Geotrichum
candidum tarafindan {iretilen lipazlar bu tiirdendirler. Spesifik lipazlar, nétral yaglan
esdeger konuma sahip olan 1 ve 3 pozisyonlarindan spesifik olarak hidrolizler. Reaksiyon
sonunda triagilgliseridlerden yag asitleri, (1,2) veya (2,3)- diagilgliseridler ve
2-monoagilgliseridler olugur. Olusan bu iiriinler kararsiz olduklani igin (1,3)-
diacilgliseridlere ve 1 veya 3-monoagilgliseridlere izomerlesirler. Pankreas, Aspergillus
niger ve Humicola lanuginosa tiirlerinden elde edilen lipazlar 1,3-spesifiktirler. Yag asidi

spesifik lipazlar ise agilgliseridlerdeki bazi yag asitlerine spesifik olup bu ya§ asitlerinin



olusturdugu esterleri hidrolizler. Geotrichum candidum tarafindan firetilen bir lipazin uzun
zincirli bir yag asidinin esterlerinin hidrolizi i¢in uygun oldugu bildirilmistir (Bornscheuer,
2000).

Agikga goriilmektedir ki; esterazlar, amid ve esterlere karsi genis bir 6zgiinlik
gostermekte ve bir esterolitik reaksiyon bir¢ok esteraz smifi enzim tarafindan
katalizlenebilmektedir. Karakterizasyon caligmalarinda ise tiriinlerin spektrofotometrik
olarak rahatlikla belirlenebildigi p-nitrofenil esterleri sik¢a kullamimaktadir. Bundan bagka
naftil esterleri de yine spektrofotometrik galigmalarda kullanilabilirken degisik sayilarda
karbon ihtiva eden organik asitlerden olusan trigliseridlerin hidrolizi ile olusan liriinler de
titrimetrik olarak tayin edilebilmektedir (Albasi ve Riba, 1997).

Cornec (1998), derin hidrotermal su kuyularindan izole ettikleri hipertermofilik
Pyrococcus abyssi’ in substrat spesifitesini incelemislerdir. Bu ¢aligmada, zincir uzunlugu
3-18 olan gesitli p-nitrofenil ve o-nitrofenil yag asidi esterleri kullamlmistir. Zincir
uzunlugu arttik¢a aktivitenin arttig1, 5 karbonlu substrat i¢in maksimum degere ulasti1 ve
daha yiiksek karbon atomlu substratlarda ise aktivitenin karbon sayisi arttik¢a azaldigim
saptanmistir. @ ve f-naftil esterleri substrat olarak kullanildiginda da kisa zincirliden orta
zincirli substratlara dogru aktivitenin arttiimi saptamuslardir. Termofilik Bacillus J33
susundan elde edilen hiicre disi lipaz aktivitesi ise tributirin(C,), trikaproin (Cs), trikaprilin
(Cy), trikaprin (Cyp), trilaorin (C;2), tripalmitin (Cye), triolein (Cis) substratlar: varhiginda
aragtirildi. Lipazin trilaorin ve tributirin substratlar: ile en yiiksek aktiviteyi gosterdigi
saptanmustir (Nawani ve Kaur, 2000). Kademi ve arkadaglarimin termofilik Bacillus
circulans hiicre dis1 ekstragimi kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada, lipaz aktivitesini
p-nitrofenil esterlerinin hidrolizlenme kapasitesi olarak belirlemislerdir. Zincir uzunlugu
2-16 karbon olan substratlar igerisinde iki karbonlu p-nitrofenil esteri i¢in en yilksek
aktivitenin g6zlendigi, substrat zincir uzunlugu arttikga (Cs-Cs) lipolitik aktivitenin
azaldig1 ve zincir uzuntugu Cg’den fazla olan substratlar varliginda ¢ok diisiik oldugunu
bildirmislerdir (Kademi vd., 1999). Lee (1999), Bacillus thermoleovorans ID-1’den hiicre
dist lipaz saflagtrmuglar ve saflagtirma isleminden sonra spektrofotometrik yontemlerle
p-nitrofenil  esterleri (4-18 Karbonlu) kullanarak enzimin substrat spesifitesini
incelemislerdir. En yliksek enzim aktivitesinin p-nitrofenilkaproat durumunda (Cs) sz
konusu oldugunu tespit etmigler ve ayrica enzimin 8, 10, 12 karbonlu triagilgliserollere
kars: da yiiksek aktivite g&sterdigini tespit etmislerdir. Bu &zeliklerinden dolay1 da bu
enzimi bir lipaz olarak tanimlamuglardir.



1.4. Estraz/Lipazlarin Reaksiyon Mekanizmalan

o/B-hidrolazlarin sekonder yapilarimin 5-6 kadar o —sarmal ve 8 kadar da B-tabaka
yapisindan ibaret oldugu ve aktif bolgede bulunan katalitik tigliiniin (Ser-His-Asp/Glu)
hidrofobik aminoasitlerce (Phe, Trp, Ile, Leu ve Try gibi) zengin, 1 veya 2 a-sarmal yapida
polipeptid zincirinden ibaret, bir kapakla kusatildig: bilinmektedir (Jacger ve Reetz, 1998).
Bu hidrofobik birimlerin ¢ogu lipazlarin lipid-su arayiizeyine tutunabilmesi i¢in gérev
gorirler ve bdylece lipid yiizeyinin hidrofobik kismina enzimin niifuz etmesini saglarlar
(Jaeger ve Reetz, 1998). Bir aktivasyon oldugunda enzimin kapagi kapali formdan agik
forma doniigiir ve bOylece aktif bolge substratin etkilesebilece§i bir hale gelir. Bu
aktivasyon iglemi sirasinda katalitik serin birimi tizerinde hidrofobik bir yarik olusur. Bu
yarik acil gruplarinin ulagabilmesi i¢in uzanmig bir cep geklindedir. Bir ¢ok lipazda
kapagin hareketiyle ayrica bir oksianyon bogluk olusmaktadir. Bu bogluk substrata
yapilacak niikleofilik saldir1 sirasinda olugan negatif yiikleri kararh kilan elektrofilik bir
cevre saglar (Jaeger ve Reetz, 1998).

Genel olarak, o/B-hidrolaz enzim ailesi esterazlar: tipik serin hidrolaz mekanizmasini
kullanirlar bu serin proteazlarin mekanizmasma benzerdir. Ester hidrolizi ve olusumu
reaksiyonlar1 esterazlar i¢in benzerdir ve dort adimdan olusur (Bornscheuer, 2002)
(Sekil 3).

1- Ik basamakta aktif bolgedeki serin biriminin substratin karbonil karbonuna
nukleofilik saldirisiyla tetrahedral bir ara {iriin olugur. Bu ara {iriin histidin ve asparagin
amino asitleri tarafindan kararl kilinir

2- Ikinci adimda alkol salinir ve agil-enzim kompleksi olugur.

3- Yine bir niikleofilin saldiris1 ile (hidroliz reaksiyonlarinda su molekiili ve
transesterifikasyon/esterifikasyon reaksiyonlarinda bir alkol ya da ester) agil-enzim
kompleksi hidrolizlenerek ikinci bir tetrahedral ara {iriin olusur.

4- Son olarak bir asit ya da esterin ayrilmasi ile enzim yeniden elde edilir
(Bornscheuer ve Kazlauskas, 1999).

Her iki tetrahedral ara {irlin bir oksianyona sahip olup bu oksianyon, oksianyon
boslugundaki protein atomlarmin hidrojen bag: kapasitesi ile kararhi kiliur (Gandhi vd.,
2000).



G As
F H

R/"\'ﬂ'/\/
%f‘\ﬂwl/\, + (\) \N“Q A =v<*wv )

Ser NH \H‘\N’%N:/}(‘: d\_;HNb

(

Set

o y

|:=G<*“:‘P . }{\ c;zzlsﬁ’\e + cz/(d—/
\E\EN: + L d;.;HNb _’Z cl SE \::D

Sekil 2. Lipaz katalizli esterlesme ve hidroliz genel reaksiyon mekanizmasi

1.4.1. Esteraz/Lipaz Katalizli Hidroliz Reaksiyonu

Lipazlarm, gliserol ve uzun zincirli yag asitlerinden ester sentezi reaksiyonlarmdan
bagka esterlerin gliserol ve uzun zincirli yag asitlerine hidrolizi reaksiyonlarm: da
katalizledikleri bilinmektedir (Jaeger ve Reetz, 1998) (Sekil 2). Enzimin bu aktivitesi
stiphesiz ortamm hidrofobisitesine bagli olmakla birlikte, lipazlarm yaglarmn hidrolizini
katalizledikleri uygun ortamin lipid-su arayiizeyi oldugu bildirilmektedir (Martinelle vd.,
1995). Ozelikle deterjan endiistrisinde yag kaynakh kirliliklerin daha etkili bir sekilde
uzaklastirilmasi, deterjan katkis: olarak lipazlarin kullaniimasiyla saglanmaktadir (Jaeger
ve Reetz, 1998). Burada lipazlarm hidroliz ySniindeki reaksiyonu Kkatalizledikleri
bilinmektedir. Kagit sanayinde odundan istenmeyen lipidik maddelerin uzaklastirilamsinda
da lipazlar kullamlmakta. Nippon Paper Industries firmasi Candida rugosa lipazimn
odunun yapisinda bulunan trigliseridlerin % 90’m1 hidrolizledigi bir yontem gelistirmistir
(Sharma vd., 2001).
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Sekil 3. Lipaz/esteraz katalizli genel reaksiyon denklemi

1.4.2. Esteraz/Lipaz Katalizli Esterifikasyon Reaksiyonlan

Organik sentezlerde kullanilan enzimlerin yiiksek termal kararhlifa sahip olmalar:
istenir. Dolayisiyla bu tiir sentezlerde kullanilacak enzimlerin termal kararli enzimlerin ana
kaynag1 olan termofilik organizmalardan izolasyonunu gerektirmektedir (Kademi vd.,
2000). Lipaz ve esterazlarin genis substrat spesifikligine sahip olmalar1 onlarin organik
sentezlerde kullanimimi artwran §zelliklerindendir. Organik ortamda lipazlar ve esterazlar
esterifikasyon, interesterifikasyon, alkoliz ve asidoliz reaksiyonlarini da katalizlerler
(Teo, 2003). Stereospesifik esterler lipazlar ve esterazlar kullanilarak alkol ya da asitlerden
sentezlenebilir. Lipazlar rasemik karisimlarin ayrilmasinda ve bdylece kiral molekiillerin
elde edilmesinde sik¢a kullamlirlar. Fakat, domuz karacigeri esteraz1 ve Bacillus coagulans
karboksilesterazi diginda genel olarak esterazlar daha az kullarulirlar (Faber, 1997).
Esterazlarmn bu denli az kullamlmasi bu enzimlerin endiistriyel anlamda organik
sentezlerde kullamilmasma yetecek miktarda bulunamamasmdan kaynaklanir (Faber,
1997).

Lipaz/esteraz katalizli esterifikasyon, transesterfikasyon ve interesterifikasyon
reaksiyonlar1 genel olarak, kozmetik, ilag, gida ve siirfaktan endiistrisi gibi sanayi
dallarinda daha c¢ok dogal Uriinlerden eldesi zor olan saf kimyasallarm sentezi igin
kullamlmakta olup genel reaksiyon mekanizmalar1 asagida belirtilmektedir (Gandgi, 2000).
Dogal olarak bu tiirden esterlesme reaksiyonlar1 organik ¢6ziicii ortamlarinda
gerceklesmektedir (Bauman vd., 2000). EZer ortamdaki su miktar1 artar ve hidrofilik
kapasite yiikseltilirse bu defa esterlesme reaksiyonlar1 aksine enzim katalizli hidroliz
reaksiyonlar1 gergeklesecegi bilinmektedir.

Meso-konfiglirasyonundaki siklopentendiol tiirevleri lipaz katalizli esterifikasyon ya
da hidroliz reaksiyonlan ile asimetrize edilebilirler. Bu reaksiyon iiriinleri prostaglandin

sentezinde kullanulabilirler (Theil, 1995). Kisa zincirli esterlerin lipaz katalizli sentezi ile



gida sanayiinde kullanilan meyve tatlarinmn olugturuldugu katkilar elde edilmistir (Leblanc
vd., 1998).

1.5. Enzim Kaynaklan ve Esteraz/Lipaz Ureten Organizmalar

Endiistriyel uygulamalar i¢in bol miktarda enzim gereklidir. Bu nedenle, biyolojik
sistemlerden izole edilen bir enzimin endiistriyel iglemlerde kullamlabilmesi i¢in ihtiyag
duyulan enzimin nasil ve hangi kaynaktan elde edilecegi verilecek ilk ve belki de en
Snemli karardr. Bu kaynaklarm ticari olarak kullamlabilmeleri maliyetleri ve elde
edilebilme kolaylig: gibi faktdrlere ve biraz da toplumda kabul gérmelerine baghdir.

Insan-hayvan, bitki ve mikroorganizmalar enzimlerin elde edilmesinde kullamilan ana
kaynaklardir. Glinimiizde, mikroorganizmalar, enzimlerin iiretilmesinde en énemli ve en
yaygm kaynak durumundadr (Kademi vd., 1999). Buzag1 midesinden elde edilen rennin
peynir yapiminda kullanilmaktadir ve bir istisna teskil etmektedir.

Penicillium lipaz1 ise bu enzimin birgok alanda kullanilabilmesine olanak saglayan,
endiistrinin bir ¢ok talebine cevap verebilecek 6zelliklere sahip bir lipazdir. Mantar kékenli
lipazlar kompleks bilesenli ortamlarda iiretilmektedirler (Pimentel vd., 1994; Chahinian
vd., 2000).

Ticari olarak kullamilan bir ¢ok lipaz aslinda mikrobiyal kaynaklidir. Lipaz fireten
mikroorganizmalar farkl ortamlarda bulunabilmektedir ki bunlar; endiistriyel atiklar, bitki
yag1 isleme fabrikalari, siit iirlinleri, petrol veya yag ile kirletilmis topraklarda sicak su
kaplicalar1 seklinde siralanabilmektedir. Lipaz tireten mikroorganizmalar, bakteriler,
mantarlar, mayalar ve aktinomisitler olarak siniflandirilmaktadir (Sharma vd., 2001). Bu
mikroorganizmalarda lipazin varligmin tayini degisik metodlarla kolayca yapilabilmektedir
(Sierra, 1957; Cardenas vd., 2001; Yeoh vd., 1986; Wang vd., 1995).

1.5.1. Bakteriyel Lipolitik Enzimlerin Smiflandiriimasi

Enzimlerin smiflandiriimas: substrat spesifitelerine gore yapilabildigi gibi gen dizi
analizlerine gore de yapilabilir. Lipazlarin ve esterazlarin yapilar1 hakkinda bilgiler son
yillarda bir ¢ok gen dizisinin ax;lklaninamyla ve kristal yapilarin aydmlatiimasiyla birlikte
biiylik odl¢lide artmugtir. Boylelikle, farkhh kaynaklardan elde edilen enzimler
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kargilastirilabilir olmustur. Diger taraftan yiiksek dizin homolojisi enzimlerin benzer
substrat spesifitesine, benzer optimum pH ya da sicaklifa sahip olduklarini
gostermemektedir. Hatta bazi durumlarda da benzer bir dizine sahip enzimlerin tamamiyla
farkh reaksiyonlar1 katalizledikleri goriilmektedir.

Tablo 2. Lipaz tireten baz1 mikroorganizmalar (Sharma vd., 2001).

Enzim Kaynag Cins Tiir
Bakteri Bacillus B. megaterium
B. subtilis
B. coagulans
B. thermoleovorans ID-1
Staphylococcus S. canosus
Lactobacillus Lactobacillus sp.
Streptococcus §. lactis
Burkholderia Bu. glumae
Pseudomonas P. aeruginosa
P. putida 3SK
P. glumae
P. cepacia
P. fluorescens
Mantar Rhizopus Rhizop. delemar
Rhizop. oryzae
Rhizop. arrhizus
Aspergillus A. flavus
A. niger
A. oryzae
Penicillium Pe. cyclopium
Mucor Mu. Miehei
Maya Candida C. rugosa
C. antarctica
C. cylindracea
Saccharomyces Sa.lipolytica
Aktinomisitler Streptomyces Str.cinnamomeus
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Bakteriyel lipolitik enzimler, amino asit sekanslart ve biyolojik ozellikleri esas
alindiginda temel olarak 7 sinifa ayrilmaktadir (Arpigny ve Jaeger, 1999).

1. Aile I

Gergek lipazlar olarak adlandirilirlar ve 6 alt siniftan olugsmaktadir. Pseudomonas
lipazlari, Bacillus lipazlar1 bu siniftandir.

2. GDSL ailesi

Bu proteinlerde katalitik aktivitede rol oynayan 6nemli aminoasitler diger lipolitik
enzimlere gére N- ucuna daha yakindir. Streptomyces scabies esterazi bu smifta yer
almaktadir. Bu enzim &6zel bir mimariye sahiptir ve katalitik dglii yerine aktif bolgesi
katalitik bir ikili seklindedir.

3. Aile II

Bu enzim ailesi ilk olarak Cruz ve arkadaglari tarafindan ortaya konmustur. Daha
sonra Wei ve arkadaslar1 ¢alismalarinda bu smniftan s6z etmislerdir. Wei ve arkadagslar:
Streptomyces exfoliatus (M11) lipazminin 3 boyutlu yapisimi ortaya koymuslardir. Buna
gore, enzim o/B-hidrolazlardan olup tipik bir katalitik ti¢lii icermektedir.

4. Hormon duyarl: lipaz ailesi

Bu smif enzimlerin aminoasit sirasi, memeli hormon duyarh lipazi aminoasit sirasi ile
benzerlik gostermektedir. Memeli hormon duyarli lipazi ve Moraxella susundan elde
edilen lipaz oldukga diisiik sicakhklarda (15 °C’nin altinda) yiiksek aktiviteye sahiptirler.
Bu durumun, korunmus siralarindan kaynaklandig: diistiniilmiis olsa da benzer aminoasit
srrasina sahip mezofilik (Escherichia coli, Alcaligenes eutrophus) ve termofilik
(Alicyclobacillus acidocaldarius, Archeoglobus fulgidus) bazi mikroorganizmalarin aym
sekilde davranmamasi bu tiir bir davranigin aminoasit sirasindan kaynaklanmadigimi ortaya
koymaktadir (Arpigny ve Jaeger, 1999).

5.AileV

Bu sinif lipolitik enzimlerin ¢ogu Pseudomonas oleovorans, Haemophilus influenzae,
Acetobacter pasteurianus gibi mezofil bakteri kdkenlidir. Aminoasit siralar1 o/B-hidrolaz
yapisina sahip ve katalitik ti¢lii igeren epoksit hidrolaz, dehalojenaz ve haloperoksidaz gibi
lipolitik olmayan enzimlerle benzerlik gosterir.

6. Aile VI

23-26 kDa’luk molekiil agirliklariyla bilinen en kiigiik esteraz smifim olustururlar.
Ps. fluorescens karboksil esterazinin Gi¢ boyutlu yapisi belirlenmistir. Bu enzim bir

dimerdir ve alt birimleri a/B-hidrolaz yapisma sahiptir ve klasik Ser-Asp- His katalitik



12

iicliislinii icerir. Bu karboksil esteraz kiigiik substratlar1 hidrolizlemesine ragmen uzun
zincirli trigliseritlere kars1 aktivite gostermemektedir. Bu ailede yer alan enzimler hakkinda
cok fazla bilgi bulunmamaktadir. Aminoasit sirasin1 veren gen siralari bagka gen siralariyla
benzerlik gostermemektedir. Bununla birlikte yalnizca bir tane enzimin Okaryotik
lizofosfolipaz ile (Ca**a bagimh olmayan lizofosfolipaz Ay) ile %40 benzerlik gosterdigi
bildirilmistir (Arpigny ve Jaeger, 1999).

7. Aile VII

Bu sinif bakteriyel esterazlar Aile VI enzimlerine gre daha biiyiik molekiil agirhigina
(vaklasik olarak 55 kDa) sahiptirler. Homolojileri, 6karyotik asetilkolin esteraz, bagirsak
ya da karaciger karboksil esterazlari (domuz karacifer esterazi) ile olduk¢a benzerdir.
Bacillus subtilis esteraz1 p-nitrobenzil esterlerini hidrolizleyebilmektedir.

8. Aile VIII

Bu aileyi meydana getiren ii¢ enzim de yaklagik 380 aminoasit icermekte ve C B-
laktamaz sinifi enzimlerle benzerlik g6termektedir (Arpigny ve Jaeger, 1999).

1.6. Termofiller ve Termofilik Enzimlerin Ozellikleri

65-85 °C arasinda yasayabilen organizmalar termofiller olarak bilinirler
(Kristjanssan, 1989). Termofilik bakterilerin gogunu Bacillus (Ash vd., 1991; Rainey vd.,
1994) ve Thermus gibi iki esas cins olugturmaktadir.

Termofilik bakterilerin cesitlilii ¢cok az olmakla birlikte arttirilmas: gerekmektedir.
Genel olarak, bilinen termofilik bakteriler mezofil ortamlara kolay bir sekilde adapte
olabilmektedirler. Bu nedenle diinya iizerinde yasayan tiim bakterilerin atalarmin
termofilik bakteriler oldugu 6ne siiriilmektedir (Madigan vd., 2000). Termofilik bakteriler
tabii olarak kaplcalarda, tropik topraklarda, giibre yigmlarinda, giibreyi olusturan
diskilarda, ¢oplerde ve bazi belli bagli yerlerde bulunurlar.

Termofilik mikroorganizmalarin, ekstrem sartlarda Ornegin yiiksek sicakliklarda
yagsamalar1 i¢in kazandiklar1 olagan dig1 kaabiliyetler, bunlarin yapisal ve fonksiyonel
adaptasyonlarina dayamr. Mezofilik organizmalara ait proteinlerin li¢ boyutlu yapilar:
yiiksek sicaklikta Snemli derecede bozunur. Son zamanlara kadar proteinlerin yliksek
sicaklia kars1 kararli hale gelmeleri tizerinde birgok biyofiziksel ¢alisma yapilmistir.
Yapilan bu caligmalarda, proteinlerin 1siya karst direngli hale getirilmesinde 15 farkli
fizikokimyasal fakt6riin etkili oldufu ortaya ¢ikarilomgtrr. Bu faktdrlerden bazilar,
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hidrojen baglari, proteinlerin i¢ kisimlarindaki hidrofobik paketlenmeler, sarmal ikiz kutup
kararhilif1 ve tuz kopriilerinin en iyi sekilde kullanimidir. Das ve Gerstein (2000) yaptiklar1
bir ¢aligmada termofilik organizmalarm hem genomik hem de a-sarmal yapilarinda
mezofilik organizmalardan ¢ok daha fazla yiiklii alt birimlere sahip olduklarini tespit
etmiglerdir. Ayrica Haney vd., (1999) yaptiklar1 c¢aligmada termofilik Aethanococcus
Jannaschii’den izole edilen 115 adet termofilik protein ile mezofilik Methanococcus
tirlerindeki bu 115 adet proteinin homologu olan protein siralarmi karsilagtirdilar.
Yaptiklar1 karsilastirma sonucunda, termofilik proteinlerin daha fazla sayida alt birim
icerdigi, alt birimlerde gok¢a hidrofobik ve yiiklii aminoasitlere (6zellikle Glu, Arg ve
Lys) ve daha az sayida da polar amino asitlere sahip oldugunu tespit ettiler. Bu arastiricilar
proteinlerin 1siya karsi direngli hale gelebilmesi igin hidrofobik etkilegimler yaninda
hidrojen, distilflir ve iyonik baglardaki kii¢iik degismelerin meydana gelmesinin yeterli
oldugunu Onerdiler (Haney vd., 1999). Yapilan bir ¢alismada (Matsumura vd., 1984),
kanamisin niikleotidiltransferaz genindeki tek bir niikleotidin degismesinin, {iretilen
proteinde tek bir aminoasidin degigmesine ve boylece bakterinin 1siya karsi olan
direngliliginin 10 °C kadar artmasina sebep oldugu ortaya ¢ikarilmgtir.

Enzim fonksiyonlar: organizmanin biiyiime sicaklig: tarafindan diizenlenir. Mezofilik
organizmalara ait enzimler 20-40 °C arasinda en iyi sekilde galigir ve yiiksek sicakliklarda
denatiire olurlar. Buna karsm termofillerin enzimleri de organizmamn biiyiiyebildigi
sicakhkta en etkin sekilde c¢alisir ve denaturasyon bu sicaklik derecesinin ¢ok iizerinde
meydana gelir. Termofilik enzimler mezofilik sicakliklarda ¢ok yavas galhisir ve bu
sicakliklarda ve donma durumunda ¢ok kararlt bir sekilde bulunabilirler. (Amelunxen ve
Lins, 1968; Koffler, 1957).

Yiiksek sicakliklarda gerceklesen reaksiyonlarin ilgi ¢ekici olmasinin temelinde,

a) Reaksiyon hizi artar

b) Ortam viskozitesi diiger

c¢) Substrat ¢oziintirliigii artar

d) Kontaminasyon ihtimali diigiiktiir (Brock vd., 1986).

€) Termofil ve hipertermofil enzimler sicaklia tabii tutularak daha kolay
saflastirilabilirler gibi sebepler bulunmaktadir (Stetter, 1996, 1999).

Isil kararhliktan bagka termofillerden elde edilen enzimlerin organik ¢dziicii iginde
denatiirasyona karst dayamkliliklar: onlarin sudaki 1s11 kararhiliklan ile iligkilidir (Owusu
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ve Cowan, 1989). Bu nedenle 1s1l kararli enzimler sadece sulu ortamda degil, organik
ortamda da kullanmak i¢in ¢ekicidirler.

Termofilik Bacillus tiirleri ¢ok gesitli termal ve termal olmayan gevrelerden izole
edilmigtir (Sharp vd., 1992). Literatiire gbre sadece birka¢ termofilik Bacillus tiirliniin
sicak su kaplicalarindan izole edildigi goriilmiistiir. Bilinen 6 hiicredis: lipaz ve iki esteraz,
Bacillus tiirlerinde bulunmusgtur. Bu tiirlerin katalitik serin igeren Ala-X-Ser-X-Gly
pentapeptidine sahip oldugu belirtilmistir (Eggert vd., 2002).

Tablo 3. Bacillus tiirlerine ait hiicredis: lipaz/esterazlarn biyokimyasal 6zellikleri

(Eggert vd., 2002).
Enzim Kaynagh Molekiiler Agirhbk pH Opt.  Sicakhk Substrat
(kDa) Opt. Spesifikligi
(W)

B. subtilis 168

LipA 19.3 10 35-40 pNP-C8,C14
TG-C8

LipB 19.5 10 35-40 pNP-C8,C14
TG-C8

B. subtilis NRRL 365 Veri Yok

Esterase 1 36.0 8 Veri Yok pNP-C2-C3

Esterase 11 105.0 8 pNP-C2

B.thermocatemulatus

BLT1 16.0 7-8 60-70 pNP-C10-C12

BLT2 43.0 8-9 60-70 pNP-C10
TG-C4

B.stearothermophilus L1 43.0 9-10 60-65 pNP-C8
TG-C3,Ci2

B. thermoleovorans ID-1 43.0 7-8 70-75 pNP-C6 TG-C8

B.licheniformis

Lipase 19.2 Veri Yok  Veri Yok Veri Yok

Esterase 81.3 8-8.5 55 pNP-C6-C8

B. circulans 30.0 8.5-9.5 60 pNP-C3-C4

B.spec. THL027 69.0 7 70 TG-C8

1.7. Anoxybacillus Tiirlerinin Baz Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Anoxybacillus cinsi, Pikuta ve arkadaglar1 tarafindan Bacillus cinsinden
farklilandiriimig olup bu cinsin tip tiirii Anoxybacillus pushchinensis DSM 12423 tir.
Pikuta ve arkadaslar ilk olarak bu cinsin tip sugsunu zorunlu anaerob olarak tanimlamig
fakat daha sonraki bir makalede Anoxybacillus cinsinin fakiiltatif anaerob oldugunu
belirtmiglerdir. Anoxybacillus cinsi 5 tiire sahip olup, bunlar; Anoxybacillus flavithermus



(4. flavithermus) DSM 26417, Anoxybacillus pushchinensis (A. pushchinensis) DSM
12423,  Anoxybacillus gonensis (A. gonensis) NCIMB 13933",  Anoxybacillus
kestanbolensis (A. kestanbolensis) K4" ve Anoxybacillus ayderensis (A. ayderensis) AB04T
(Pikuta vd., 2000; Belduz vd., 2003; Dulger vd., 2004) seklinde siralanabilir. Tablo 4° te
Anoxybacillus tiirleri ile ilgili baz1 Fizyolojik ve Biyokimyasal zellikler zet olusturacak
sekilde sunulmaktadir.

Tablo 4. Anoxybacillus tiirlerinin baz1 fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Ozellikleri A A. A. A. A
kestanbolensis gonensis  ayderensis  flavithermus  pushchinensis
K4" NCIMB  AB04” DSM 26417  DSM 124237
139337
G+C igerigi (%mol) 50 57 54 41.6 42
Gram boyama + + + + +
Oksijen kullanimi fakiiltatif fakiiltatif  fakiiltatif fakiiltatif fakiiltatif
Hiicre sekli cubuk gubuk gubuk gubuk cubuk
Spor olusumu + + + + +
Fiziksel biiyiime
sartlar
Sicaklik aralig: (°C) 40-70 40-70 30-70 30-72 37-66
Optimum sicaklik (°C)  50-55 55-60 50 60-65 62
pH aralig1 6,0-10,5 6,0-10,0 6,0-11,0 5,5-9,0 8,0-10,5
Optimum pH 7,5-8,5 7,5-8,0 7,5-8,5 7,0 9,5-9,7
NaCl toleransi (%) 4,0 4,0 2,5 2,5 3,0
Karbon kaynag:
kullanim1
D-rafinoz + + + - Veri yok
D-ksiloz - + - Veri yok
L-arabinoz - - + zayif Veri yok
D-mannoz + - + + Veri yok
L-ramnoz - - - - Veri yok
D-glukoz + + + + +
D-mannitol + + + + Veri yok
Laktoz - - - - Veri yok
Nitrat indirgeme + + - - +

Jelatin hidrolizi - + + - -
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1.8. Endiistride Enzim Kullanim ve Esteraz/Lipazlann Endiistrideki Yeri

Gliniimtizde bilinen 4000 enzimden yaklagik 200 tanesi ticari olarak kullaniimaktadir.
Endiistriyel olarak kullanilan enzimlerin birgogu mikrobiyal kékenlidir. 1960°a kadar yillik
enzim sati§1 yalnizca birkag milyon dolardi. O tarihten bu yana enzim pazar1 hizla biiylidii
(Godfrey ve West, 1996; Wilke, 1999).

Biyokimyasal tekniklerin gelismesi , fermantasyon islemlerinin ve yeni metodlarin
kesfedilmesi ile enzim iiretiminde dikkate defer bir artiy gozlemlenmektedir. Ayrica
enzimlerin kullanim alanlarmin gelismesi ile enzim talebi de oldukga artmugtir (Sharma
vd., 2001). Tiim diinyada enzim ihtiyaci 12 ana tiretici tarafindan karsilanmaktadir. Diinya
enzim ihtiyacinm % 60’11 Avrupa iilkeleri saglamaktadir. Endiistriyel enzimlerin ¢ogu
hidrolitiktir. Proteazlar bu sahada bag1 ¢cekmektedir ve enzim satig piyasasmin % 40’1
proteazlar olusturmaktadir (Sharma vd., 2001).

Lipazlar gida sanayiinde siit, peynir ve dondurma {iretiminde, ayrica kozmetik,
parflimeri ve deri sanayii gibi endiistriyel alanlarda kullanilmaktadr (Kazlauskas ve
Bornscheuer, 1998). Bunlarin disinda, ucuz olan bitki yaglarindan lipazlarin katalizledigi
transesterifikasyon reaksiyonlar: ile kiymetli yaglarm iiretilmesi de miimkiindiir (Colman
ve Macrae, 1980; Undurraga vd., 2001). Ayrica kirli sularm temizlenmesinde,
biyosiirfaktan olarak deterjan tiretiminde, karbohidrat ve aminoasit tiirevlerinin eldesinde
ve hayati Onem arz eden enantiyomerik olarak saf ilaglarm hazirlanmasi gibi
biyoteknolojik uygulamalarda da sik¢a kullamlmaktadirlar (Jaeger ve Reetz, 1998;
Arpigny ve Jaeger, 1999). Cesitli endiistriyel kullamm amaglar: i¢in hayvanlardan,
bitkilerden ve mikroorganizmalardan bir ¢ok lipaz saflagtirilmig, karakterize edilmis ve pek
¢ok mikrobiyal lipaz klonlanmustr (Schmidt, 1998; Choi vd., 2000; Rua vd., 1998).
Lipazlar lizerine yapilan ¢aligmalarm %90°1 bazi avantajlarindan dolay: bakteri veya
mantar orjinlidir ve ticari olarak gesitli dzelliklere sahip lipazlar mevcuttur. Fakat, son
yillarda yapilan g¢ahsgmalar 6zellikle endiistrinin duydugu talepten dolay1 sicakliga karsi
direncli lipazlar {izerine odaklanmistir (Dharmsthiti ve Luchai, 1999; Nawani ve Kaur,
2000; Kademi vd., 2000; Lee vd., 2001). Ozellikle termofilik bakterilerde mevcut
lipazlarm yiiksek sicakliklara karsi dayanikli olmasi bunlarin endiistride kullamm igin
olduk¢a Snemlidir. Bu enzimlerin, kumaga zarar vermemek igin diisiik sicakliklarda
kullanilan deterjanlarda katki maddesi olarak kullamlabilecegi diisiiniilmektedir (Rathi vd.,
2001).
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Mikrobiyal lipazlarin endiistriyel uygulamalar1 ve bu uygulamalarda katalizledikleri
islemler, elde edildikleri bazi mikroorganizmalar ve ticari firmalar Tablo 5 ve 6 da

Szetlenmektedir.

Tablo 5. Mikrobiyal lipazlarin endiistriyel uygulamalar: (Vulfson, 1994).

Endistri Katalizlenen Islem Uriin ya da Uygulama

Deterjan Yaglarin hidrolizi Kirlerin uzaklagtiriimasi

Mandira diriinleri  Siit yaginn hidrolizi, peynirin olgunlagmasi,  Siit, yag ve peynirde lezzet artirict
tereyaginin modifikasyonu bilegenlerin gelistirilmesi

Firin iirfinteri Lezzet artirimi Raf dmriiniin uzatilmasi

Mesrubatlar Aroma artirmmi Mesrubat

Saglik besinleri Transesterifikasyon Saglik besinleri

Et ve balik Lezzet artirimi Et ve balik triinleri

Kimyasallar Enantiyosegicilik, sentez Kiral yap1 bloklar:

Eczacilik Transesterifikasyon, hidroliz Ozel lipidler, sindirim amaglar

Kozmetik Sentez Emdlsifiyer, nemlendirici

Kagit Hidroliz Kalitesi artirilmig kagit

Deri Hidroliz Deri tirfinleri

Tablo 6. Ticari olarak elde edilebilen bazi mikrobiyal lipazlar (Jacger ve Reetz, 1998).

Kaynak Organizma Biyoteknoloji Firma
Mantar Candida rugosa Organik sentez Amano, Biocatalysts, Boehringer,
Mannheim,Fluka, Sigma
Candida antartica Organik sentez Boehringer, Novo Nordisk
Thermomyces lanuginosus Deterjan katkist  Novo Nordisk, Boehringer,
Rhizomucor miehei Besin iglemleri Novo Nordisk, Amano, Biocatalysts
Bakteriyal Burkholderia cepacia Organik sentez ~ Fluka, Boehringer, Mannheim
Pseudomonas alcaligenes Deterjan katkis1  Genencor
Chromobacterium viscosum Organik sentez Asahi, Biocatalysts

Esterazlarin ise endiistride uygulama bulunduklar1 alanlardan biri tarimdir.
Karboksilesterazlar tarim kimyasallarinin  {i¢ smifin1  olugturan organofosfatlar,
karbamatlar ve piretroidlerle etkileserek tarrm kimyasi1 ve detoksifikasyonu {izerinde
Onemli bir rol oynamaktadirlar (Kao wvd., 1985). Organofosfatlar ve karbamatlar
toksisitelerini asetil kolin esterazi inhibe ederek gosterirler (Gupta ve Dettbarn, 1993). Bu
sekilde sinir sisteminde kesilme meydana gelir (Quinn, 1987). Malatiyon toksisitesinin
insanlarda ve farelerde karboksilesteraz seviyesi ile iligkili oldugu gosterildi (Talcott,
1979a; Talcott vd., 1979b). Memelilerde (Casida, 1980) ve bdceklerde (Davies, 1985)
piretroidlerin karboksilesterazlar tarafindan hidrolizi bu grup bécek &Sldiiriiciilerin baglica
detoksifikasyon mekanizmalarindan biridir. Organofosfat ve/veya karbamatlara maruz

kalan organizmalar bir de piretroit denen maddelerle etkilesirse sinerjetik toksisite
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meydana gelebilmektedir (Gaughan vd., 1980). Bu sekilde meydana gelen bu sinerjetik
etki birgok organizmada gosterilmistir (Abernathy ve Casida, 1973; Casida vd., 1983).
Tanm kimyasallarina kargt dayamkhligi saglayan yollarm basinda karboksilesteraz
seviyesinin ylikseltilmesi gelmektedir (Harold ve Ottea, 2000). Karboksil esterazlarin bu
olumlu etkisi birgok bdcek tiirlinde organofosfat ve piretroid bilesikleri varliginda tespit
edilmistir. Bu nedenle karboksil esterazlarin bu bilesiklerle etkilesimi {izerine ¢aligmak
tarim i¢in ekonomik agidan olduk¢a Snemli goriilmektedir.

Yag rafinerisi, sabun ve deri iiretimi gibi bircok endiistriyel islemler sirasinda lipidce
zengin atiklar olusur. Bu atik akmtilari; yag, yag asitleri, siilfatlar, yiiksek konsantrasyonda
oksitlenebilen maddeleri igerirler. Bu akmtilarin 6zellikleri diigiik pH degerleri ve yiiksek
sicakliklar: ile karakterize edilebilmeleridir. Atik miktar1 ve bilesimi uygulanan endiistri
tlirtinde kullanilan hammaddelere baglidir. Termofilik organizmalar bu tiir endiistriyel
atiklarmn iyilestirilmesi amaciyla kullanilabilmektedir (Markossian vd., 2000). Termofilik
organizmalarin bu tiir atiklarin saflastirilmasinda uygulanmasinin bir ¢ok avantaji vardur.
Bunlardan bir tanesi de 50 °C tizerinde hidrofobik substratlarin enzim ve organizmalar i¢in
uygunlufunun artmasidir (Becker vd. 1997, 1999). Béylelikle esterazlar cevre temizligi
konusunda da uygulama alan1 bulmaktadir.

Esterazlarm insan saglig1 agisindan incelenmesi ¢ok fazla galigilmig bir konu degildir.
Bu enzimlerin genis substrat spesifitelerinden dolay1 ¢alisilmasi zordur. Endojen
metabolik yollarda hayati dneme sahip olamamalar1 da esterazlar iizerine olan ilgiyi
azaltmigtir. Yine de bazi c¢aligmalarda karboksilesterazlarin kolestrol biyosentezi
(Benayoud, 2000) ve A vitamininin hepatik kullammi (Harrison, 1998; Harrison, 2000)
tizerinde rol oynayabilecekleri belirtilmistir. Karboksilesterazlar farmakolojik agidan 8nem
arz eden bircok bilesigin sentezinde kullamlmaktadr. Ornegin Sanfetrinem Cilexetil
antibiyotigini aktif formu olan trineme hidrolizleyebilmektedirler. Karboksilesterazlar amit
ve ester bagi igeren birgok tedaviye ait maddenin farmokinetik davramglarmn
belirlenmesinde temel olarak kullanilan belirleyicidirler (Oliver vd., 2000). Bazen de
karboksilesterazlarin inhibe edilmesi tedavi amagh olarak kullanilabilmektedir. Ornegin
Alzheimer ilaglarinda karboksilesterazlar mevcuttur. Bu ilaglarda butirilkolinesterazin
inhibe edilmesinde karboksilesterazlar kullamlmaktadir (Yu vd., 2001).

Esterazlara bagvurulan bir diger endiistri kolu da gida sanayidir. Fermente gida
trtinleri g6z oniine alindignda tat ¢ok Snemli bir organoleptik parametredir. Tadin,
reaksiyon ilerleyisi sirasinda, lipid bilesiminde meydana gelen hidrolitik ve oksidatif
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degisikliklerle iliskili oldugu belirlenmigtir (Demeyer vd., 1974). Bu hidrolitik degisimler,
gliserol-ester bagli yag asitlerinin saliverilmesi, bakteriyal lipaz ve esterazlardan
kaynaklanir (Lopes vd., 1999). Bilim adamlar1 yillarca, siit {iriinlerinin olgunlastiriimas1
islemini kisaltmaya, maliyeti diistirmeye ve farkli peynirlerin tadim artrmaya
calismiglardr. Bu amag igin proteazlar, lipazlar1 ve esterazlar kullanmigtir (Choi ve Lee,
2001).

1.9. Cahymanm Amaci ve Pratik Onemi

Pekgok endiistriyel faaliyette kimyasal yontemlerin yerini biyoteknolojik ydntemler
ve daha ¢ok enzimlerin kullanimi almaktadr. Bunun en 8nemli sebeplerinden birkagi
kimyasal yontemlerin spesifik olmamasi, verim diigiikligii, yan {iriinlerin sayismmn fazla
olmasi, dirlinlerin canli sistemler {izerinde toksite yapabilmesi dolayisiyla biyouyumlu ve
biyobozunur olmamalar1 sayilabilir. Ancak dogal olarak organizmalar tarafindan tiretilen
enzimler oldukga spesifiktirler ve sadece tek bir stereospesifik iiriin olusturmak {izere
reaksiyonlar1 katalizlenmemis reaksiyonlara gére milyar kat daha hizli katalizleyebilirler.
Boylece istenilen kiymetli ve faydah driiniin yiiksek saflikta ve verimle kimyasal
yontemlere gére ¢ok daha kisa siirelerde sentezlenmesi saglanir. Dolayistyla ekonomik
agidan da degerlendirildiklerinde kimyasal yontemlere g6re enzimlerin sayisiz avantajlari
vardir. Ayrica kimyasal yontemlerden farkl olarak enzimler varliginda reaksiyonlar ilimli
sartlarda (oda sicakligi ve basines, fizyolojik pH vb.) gergeklestirilir, bSylece biiyiik oranda
enerji tasarrufu ve ekonomi de saglanmis olur. Baslica bu 8zelliklerinden dolay: artik
giinlik hayatimizda kullandigimz pek ¢ok iirlinde ve bu iiriinlerin fabrikasyon
asamalarmda enzimler nemli bir yer tutmaya baglamiglardir.

Termofiller {izerinde yapilan ¢aligmalardan yola ¢ikilarak sicakliga direngli yeni
proteinlerin kesfedilmesi saglanmistir ki bu proteinler yitksek sicakliklarda kararhlik
gostermeleri, aktif olmalar1 ve hatta yiiksek basinglarda bile termal kararlihklarim devam
ettirebilmeleri endiistriyel agidan bu tiir enzimleri cazip kilmaktadr. Gidadan temizlik,
kozmetik, ila¢ ve tekstil endiistrisine kadar bir ¢ok alanda olduk¢a fazla kullanim paymna
sahip olan enzimlerin bu alanlarda uygulanmasiyla hem daha diigiik maliyetlerde yiiksek
saflikta ve bol miktarda iiriin eldesi gergeklesir ve hem de gevre kirliligine neden olan atik
tirlinlerin miktan oldukg¢a azaltilmis olur.



1995 yilinda enzim piyasas: yaklagik 30 milyon dolar kadar olmustur ve bunun
yaklagtk % 30’unu temizlik veya deterjan endiistrisi kullanmistir. Lipazlarin enzim
piyasasindaki potansiyeli oldukg¢a yiiksek olup her yi1l iiretilen yaklagik 15 milyar ton kadar
deterjana 5 bin ton kadar lipazin katki olarak ilave edildigi bildirilmektedir (Jacger ve
Reetz, 1998).

Cesitli gevresel sartlarda kararh olabilen lipazlarin daha ileri diizeyde gesitli biyolojik
kaynaklardan izole edilip karakterize edilmesi ile biyomolekiillerin hem endiistride
kimyasal esdegerlerine gore daha fazla yer almasi saglanacak ve hem de endiistriyel enzim
pazarindaki pay1 daha da artacaktir. Lipazlarin ve dolayisiyla lipaz katalizli islemlerde elde
edilen drlinlerin endiistride smirhh kullammlar: lipazlarm mikrobiyal kaynaklardan
endiistriyel talebe cevap verecek c¢oklukta {retilemeyigi, {iretim maaliyetlerinin
fazlaligindan ve bunlarmn daha ¢ok fakat daha wucuz (iiretilebilecek biyoislem
metodolojilerinin yetersiz olusundan kaynaklanmaktadir.

Onerilen ¢aligmanin amaci, Biyoloji Boliimii arastirmacilar1 (Dog.Dr. A. O. Beldiiz
ve Uzman Dr. S. Diilger Canakgr) tarafindan Tiirkiye’deki degisik kaplicalardan izole
edilen, gesitli morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerle sistematigi yapilan, 16S
rRNA analizleri ile yeni tiirler oldugu ortaya konan termofilik bakterilerden (Belduz vd.,
2003; Dulger vd., 2004) 1s1ya direngli lipolitik aktivitelerinin arastirilmasi, lipaz iireten bu
mikroorganizmalarin maksimum ekstraseliiler lipaz aktivitesi gdsterebilecegi pH, sicaklik,
substrat Ozgiinliigli, cesitli kimyasal maddelerin etkisi vs. sartlarin tespit edilmesi ve
karakterize edilmesidir. Lipaz enziminin termofilik bakterilerden izole edilip,
saflagtirilmas: ve ileri derecede karakterize edilmesiyle bu enzimin uygulama alani
buldugu endiistriler igin daha gelismis ve uygun 6zeliklere sahip bir tiiriiniin mikrobiyal
kaynaklardan {iretilmesinin s6z konusu olabilecegi agiktir. Bu sekilde halen faaliyet
g6steren birgok endiistriyel kurulusta lipaz kullanmminin artmast s6z konusudur. Ayrica
optimum sartlarm belirlenmesi ve detayl: analizi ile yeni ve genis kararlilik aralifina ve
Ozelliklere sahip lipazlar iiretilebilecektir. Hatta bu enzimlerin veya bu enzimlerin kaynag:
olan mikroorganizmalarin; genetik miihendisligi, biyokimyasal ve biyoteknolojik
yontemler yardimiyla modifiye edilmesi ile de &zel ihtiyaglara cevap verebilecek lipazlar
ve lipaz lireten mikroorganizmalar miimkiin olabilecektir.

Lipaz/esteraz enzimlerinin termofilik bakterilerden izole edilip, saflagtirilmasi ve ileri
derecede karakterize edilmesiyle bu enzimlerin uygulama alami1 buldugu endiistriler igin
daha gelismis ve uygun 6zeliklere sahip tiirlerinin mikrobiyal kaynaklardan iiretilmesinin
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soz konusu olabilecegi agiktir. Bu sekilde halen faaliyet gOsteren birgok endiistriyel
kurulugta lipaz/esteraz kullamminin artmasi s6z konusudur. Ayrica optimum sartlarn
belirlenmesi ve detayl analizi ile yeni ve genis kararlilik araligina ve 6zelliklere sahip
lipazlar tretilebilecektir. Hatta bu enzimlerin veya bu enzimlerin kaynadi olan
mikroorganizmalarmn; genetik miihendisligi, biyokimyasal ve biyoteknolojik ydntemler
yardimiyla modifiye edilmesi ile de 6zel ihtiyaglara cevap verebilecek lipazlar ve lipaz
tireten mikroorganizmalar miimkiin olabilecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Cihazlar

Spektrofotometrik galigmalarda, ATI Unicam UV2-100 model ¢ift s yollu
ultraviyole-g6riiniir bolge spektrofotometresi, tampon ¢6zeltilerin hazirlanmasinda Jenway
3010 model pH metre kullamilmistir. Ayrica kiiltiirlerin hazrlanmasinda Niive EN 400
model inkiibatér ve Memmert model su banyolu hizi ayarlanabilir g¢alkalayici
kullamilmigtir. Reaksiyon karisimlarmmn ve bilesenlerinin hazirlanmasinda, 1-10 pL,
10-100 pL ve 100-1000 pL Socorex model otomatik pipetleri, Themolyne marka vorteks
karigtiric: ve Chiltern marka 1sitici-magnetik karistirici kullamldi

2.2. Kimyasal Maddeler

Magnezyum kloriir, sodyum kloriir, potasyum klorir, dipotasyum hidrojen fosfat,
potasyum dihidrojen fosfat, sodyum hidroksit, bakir siilfat penta hidrat, merkaptoetanol,
hidrojen kloriir, etilendiamin tetra asetik asit sodyum tuzu (EDTA-Na), agar, etanol ve
maya ekstrag1 kimyasallari, divalent Cu?, Ni*?, Ca*?, Mn*%, Hg", Zn™, Co*, Cd"™ ve
trivalent Cr* iyonlarin kloriir tuzlar1 Merck A.G. (Darmstadt, Germany)’den sagland1.

Karboksimetil selitloz, kalsiyumkloriir dihidrat, p-nitrofenil asetat (PNPA),
p-nitrofenil butirat (PNPB), p-nitrofenil laurat (PNPL), trizma baz, bovin serum albiimin,
sodyum potasyum tartarat, fenil metil siilfonil floriir (PMSF) ve ditiyotreitol (DTT)
kimyasallari, Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, USA)’dan, baktotripton ise Acumedia
Manufacturers, Inc. (Maryland, USA)’dan temin edildi.

2.3. Kullanilan Bakteriler

Bu ¢aligmada, Biyoloji BSliimii aragtirmacilar:1 (Dog¢.Dr. A. O. Beldiiz ve Uzman Dr.
S. Diilger Canaker) tarafindan Tiirkiye’deki degisik kaplicalardan izole edilen, ¢esitli
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerle sistematigi yapilan, 16S rRNA analizleri
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ile yeni tiirler oldugu ortaya konan termofilik bakterilerin (Belduz vd., 2003; Dulger vd,
2004) bir kisminda (Tablo 7) 1s1ya direngli lipaz/esteraz aktiviteleri aragtirildi.

Tablo 7. Caligmada kullanilan termofilik bakteriler

Izolat No Sus
A4 Anoxybacillus gonensis
A7 Anoxybacillus gonensis
A9 Anoxybacillus gonensis
G2" Anoxybacillus gonensis
K1 Anoxybacillus kestanbolensis
K4 Anoxybacillus kestanbolensis

* Ust indis T bir tiiriin tip susu anlamma gelmektedir.

2.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.4.1. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Termofilik bakterilerden hazirlanan hiicre dis1 6ziitlerde lipaz/esteraz aktivitelerin
arastirilmasinda 50 mM pH=7,5 olan fosfat tamponu kullanildi. 50 mM fosfat tamponu
(pH=7.5); 1 L saf suda yaklasik 8,7 g Ko;HPO; ¢oziilmesiyle hazirlanan dibazik potasyum
hidrojen fosfat ¢dzeltisinin belli bir hacmi 1 L suda yaklagik 6,8 g KH,PO,’1n ¢oziilmesiyle
hazirlanan monobazik fosfat ¢ozeltisinin belirli bir hacmi ile pH=7,5 oluncaya kadar titre
edilerek hazirlandi.

Hiicredis: ziitlerde lipaz/esteraz aktivitesinin karakterizasyonu ¢aligmalarinda ise 50
mM pH=5,5 Sodyum asetat tamponu kullamlidi. 50 mM pH=5,5 Sodyum asetat tamponu;
4,1 g sodyum asetatin yaklagik 1 L saf suda ¢6ziiliip pH=5,5 oluncaya kadar seyreltik
asetik asit ile titre edilerek hazirland.

2.4.2. Luria-Bertani (LB) Sivi ve Kati Besiyerlerinin Hazirlanmasi

10 g baktotripton, 5 g maya 6ziitli, 5 g NaCl bir erlene konulup tizerine yaklasik 900
mL dd H,O ilave edildi. Bir magnetik karistirici {izerinde iyice ¢oziildiikten sonra, belli
konsantrasyondaki NaOH ¢6zeltisi ile pH 7,5 oluncaya kadar titre edildi ve yine dd H,O ile
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1 L’ye tamamland: (Luria vd., 1960). Hazirlanan bu ¢ozelti sivi besiyeri olarak (LB)
kullanilabilecegi gibi ¢izgi ekimler igin kullanilan kat1 besiyeri olan Luria Bertani Agar
(LBA) hazirlamak i¢in ise LB icerisine pH ayarlandiktan sonra katilagmayi saglamasi
amaciyla 15 g agar katilip su banyosunda ¢oziildii. 121 °C’de ve 1 atm basing altinda 20
dakika bekletilmek suretiyle sterilize edildikten sonra dolaba konulup gerektiinde
kaynayan su banyosunda gevsetilip kullanildi.

2.43. Lipolitik Enzim Aktivitesinin Tayini ve Karakterizasyonu i¢in Gerekli
Cozeltiler

Uygun tampon ¢o6zeltiler yaminda, enzim aktivitesinin karakterizasyonu igin
asagidaki ¢Ozeltiler hazirlandi. 100 mM’hk stok substrat p-nitrofenil butirat (PNPB)
¢ozeltisi icin yaklasik 18 pl PNPB asetonitrilde ¢6ziiliip yine asetonitrille 1 mlL’ye
tamamlandi. Karakterizasyon g¢ahigmalar: sirasinda bu ¢ozeltiden uygun hacimlerde alinip
reaksiyon karisimina konuldu.

Anoxybacillus gonensis A4 susundan elde edilen hiicre dis1 6ziitiin sahip oldugu
lipaz/esteraz  aktivitesine metal iyonlarmmin etkisinin incelenmesi amaciyla, monovalent
Na* ve K, divalent Cu'?, Ni‘?, Ca**, Mn*%, Hg", Zn"?, Co™ ve Cd*? ve trivalent Cr*
iyonlarinn kloriir tuzlarimmm 100 mM’hk stok ¢dzeltileri pH=5,5 asetat tamponu igerisinde
hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltilerin uygun hacimleri reaksiyon karigimlarma katilarak
aktivite tayinleri yapildi.

Hiicredis: Oztitlerdeki lipaz/esteraz aktivitesine inhibitdr etkisinin incelenmesi igin
ise yine pH=5,5 asetat tamponu igerisinde, merkaptoetanol ve EDTA-Na’un 10 mM’lik,
DTT’nin ise 500 pM’lik stok ¢bzeltileri hazirlandi. Daha sonra bu ¢bzeltilerin uygun
hacimleri reaksiyon karigimlarina katilarak aktivite tayinleri yapildi.

2.5. Izolatlarm Kat1 ve Siv1 Besiyeri Ortamlarinda Biiyiitiilmesi

Onceden hazirlamp steril edilmis LBA besiyeri, steril petrilere dokiildiikten sonra
stok kiiltiirlerden kiigiik bir kisim bir 6ze vasitasiyla ¢izgi ekimiyle ekildi. Petriler 60 °C’de
etivde bir gece bekletilerek bakterilerin bilylimeleri saglandi. Bu sekilde kati1 besiyeri
ortaminda biiyiitiilen ve daha sonraki karakterizasyon caligmalarinda kullanilacak olan



bakteriler gliserol stok kiiltiirlerinden LBA igeren petri kaplarma ¢izgi ekimle aseptik
transferiyle hazirland: ve kirlilik oluguncaya kadar 4 °C’de sakland.

Siv1 besiyeri ortaminda bakterilerin bilyiimesi ise sterilize edilmig LB siv1 besiyeri
ortaminda gerceklestirildi. Siv1 besiyeri igerisine taze hazirlanmmg kat1 besiyeri ortamindaki
bakterilerden yine bir krom &ze teli vasitasiyla kiiciik bir miktar aktarilarak siv1 kiiltiire
ekim yapilmis oldu. Bu islem, degisik hacimler i¢in bir erlen ya da bir kiiltiir tiiptinde
yapildi. Kiiltiirler 60 °C’de 200 rpm hizla c¢alkalanan sabit sicaklik su banyolu
calkalayicida belli bir siire bekletilerek bilyiitiildi. Biitiin sivi besiyeri ortamindaki
inkiibasyonlar 60 °C ve 200 rpm’deki su banyolu ¢alkalayicida gergeklestirildi.

2.6. Lipolitik Enzim Aktivitesinin Kalitatif Tayini

LBA kat1 besiyeri ortamina % 1,5 (w/v) oraninda tributirin ilave edildikten sonra
karigim 10 dakika boyunca homojenize edildi ve sterilize edilip uygun gekilde petrilere
aktarildi. Daha sonra petrilerin orta kismina Tablo 7’ de belirtilen bakteri kiiltiirlerinden
daire seklinde ¢izgi ekim yapild: ve inkiibatérde 60 °C’de iki giin inkiibe edildi. Koloniler
etrafinda olusan berrak bolgeler, bakterilerin tributirini hidrolizlemesinin sonucu olup
lipaz/esteraz aktivitesinin kalitatif tayininde kullamilmaktadir (Bhadebhade vd., 2002).
Koloniler etrafinda olusan bu berrak bolgelerin daha iyi gOriintillenmesi i¢in 3-4 giin
boyunca petriler 4 °C’de bekletildi ve daha sonra petrilerin fotograflar: gekildi.

2.7. Biiyiime Egrilerinin Elde Edilmesi

LB sivi besiyerinin 10 mL’sine % 0,3 (w/v) olacak sekilde karboksimetilseliiloz
ilavesi ile olugturulan ortamda (Gum arabic gibi emiilsifiye edici bir madde olup karbon
kaynag olarak ortama katilmustir. Literatiirde Gum arabic’in aktivite tayini igin hazirlanan
reaksiyon karigimma bir emiilsifiyer olarak ilave edildigi bildirilmistir (Bhardwaj vd.,
2001) izolatlarin bir gece inkiibe edilmesiyle biyiitiilen bakteri kiiltiirlerinden 2 ml. alind:
ve yine ayn: oranda karboksimetilseliiloz igeren sivi besiyerinin belirli bir hacmine ilave
edildi. Daha sonra belli saatlerde alinan kiiltiir drneklerinin 660 nm’de optik yogunluklar:
Olciildii. Her lgtimde sivi besiyeri ortamimin 1 ml.’lik hacmi kontrol olarak kullanilirken,
alinan kiilttir 5roekleri 1:1 oraninda siv1 besiyeri ile seyreltilerek absorbanslar: okundu. Bu



26

sekilde okunan absorbans degerleri zamana kars1 grafige gegirilerek 4. gonensis A4 susu
icin bilylime egrisi elde edildi.

2.8. Hiicredigi Lipolitik Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

% 0,3 (w/v) karboksimetilseliiloz igeren sivi besiyeri ortaminda 60 °C’de ve sabit
sicaklikli ¢alkalamali (200 rpm) su banyosunda belirli bir siire inkiibe edilen kiiltiirler
masaiistii santrifiijde 4000 rpm’de oda sicakh@inda 30 dakika santrifiij edildi. Kat: kisim
ayrilarak berrak kisim alindi. Bu gekilde hazirlanan 6ziit —34 °C’de kii¢iik hacimler halinde
sakland1 ve gerektiginde kullanild: (Lee vd., 1999).

2.9. Protein Tayini

Oziitlerdeki protein miktar1 Lowry metoduyla tayin edildi (Lowry, vd., 1951). Bu
islemde standart olarak bovin serum albiimini kullanildi. Kalibrasyon i¢in bir seri serum
albiimin ¢dzeltisi hazirland1. Bu ¢6zeltilere % 1 CuSO4.5H,0 ve % 2 Na-K tartaratin 0,1 N
NaOH igeren ¢6zeltiye ilavesiyle hazirlanan ¢dzeltiden 1 mL ilave edilip 10 dakika oda
sicakhiginda bekletildikten sonra 1:1 oraninda seyreltilmis folin reaktifinden 0,10 mL ilave
edildi. Karanlikta 30 dakika kadar bekletildikten sonra 650 nm’deki absorbanslar, standart
serum alblimin ve enzim &ziitii Srnekleri igin okundu. Orneklerdeki protein miktarlar:
mg/ml olarak tayin edildi.

2.10. Lipolitik Enzim Aktivitesinin Tayini ve Karakterizasyonu

Lipaz/esteraz enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak ve 2,4 ml. reaksiyon
karigimlar ile incelendi (Lee, vd., 1999). Reaksiyon karigimi, 0,6 mL enzim §ziitii ve 1,8
mL de substrat ¢bzeltisi icerecek sekilde hazirlandi. Substrat ¢ozeltisi ise 1:4:95 (v/v/v)
oraninda olacak sekilde asetonitrilde ¢&ziilmiis PNPB (10 mM):etanol:50 mM, pH=7,5
fosfat tamponu (karakterizasyon ¢aligmalarinda ise 50 mM, pH=5,5 asetat tamponu
kullamlmigtir) bilesenlerinden hazirlandi. Kontrol olarak ise belirlenen oranlarda
hazirlanan 1,8 ml. substrat ¢ozeltisi ve 0,6 mL siv1 besiyeri karigimi kullanildi. Hem
reaksiyon karisimi hem de kontrol galisilan sicaklikta 20 dakika inkiibe edildi ve bu siire
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sonunda spektrofotometrik dl¢timler yapilarak lipaz/esteraz aktivitesi tayin edildi. 1 Unite,
hazirlanan hiicredis1 lipaz/esteraz enzim &ziitii ile ¢ahgilan pH ve sicaklikta PNPB’den
1 dakikada olusan 1 pmol p-nitrofenolat olarak tammmlanmgtir. Fakat bu deger daha sonra
reaksiyon karigiminin hacmine (litre) boliinerek U/L olarak tanimlanan aktivite ifadesi
hesapland1.

Belli zaman dilimlerinde kiiltiir ortamindan kii¢iik miktarlarda alinarak hazirlanan
oziitlerin belirtilen reaksiyon kangimina gére PNPA, PNPB ve PNPL gibi p-nitrofenil
esterlerini fenolat iyonuna doniislim hizi incelendi ve enzim &ziitlerinin sahip oldugu
lipaz/esteraz aktivitesinin substrat 6zglinliigii tayin edildi.

2.10.1. Lipolitik Enzim Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

A. gomensis A4 susundan hazirlanan hiicredist enzim Oziitiindeki lipaz/esteraz
aktivitesine pH’m etkisini belirlemek amaciyla aktivitenin OSlgiildiigli rutin yontemde
substrat ¢dzeltisinde kullamilan tampon yerine belirli pH degerlerinde tamponlar kullamld:
ve bu pH degerlerindeki aktivite tayinleri 60 °C’de gergeklestirildi. Caligmada kullanilan
tamponlarin tamam: 50 mM konsantrasyonda olup farkh pH degerleri i¢in asagida
belirtilen farkh tamponlar kullamlmistir. Buna gére; pH=4,0-5,5 araliginda asetat tamponu
ve 6,0-8,0 arahginda fosfat tamponu kullantlmistir.

2.10.2. Lipolitik Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisinin incelenmesi

Anoxybacillus gonensis A4 susundan hazirlanan hiicre dis1 enzim &ziitiindeki
lipaz/esteraz aktivitesinin optimum sicakhifinin belirlenmesi igin 20-90 °C araliginda
10 °C’lik artiglarla sabit sicaklikli, calkalayicili su banyosu kullamlarak belli sicakhk ve
optimum pH degerlerinde yukarida anlatildig: sekilde lipaz/esteraz aktivitesi tayin edildi.
Bu durumda reaksiyon karigim her bir ¢alisma sicakhifinda 20 dakika inkiibe edildikten
sonra spektroskopik Sl¢iimler yapildi.
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2.10.3. Lipolitik Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonu Etkisi

Protein miktar: sabit tutularak yapilan optimum pH ve sicaklik degerlerinde yapilan
bu ¢aliymada, 100 mM PNPB ¢bzeltisi stok olarak hazirland1 ve reaksiyon belirtilen
sartlarda yapildi. Her bir dl¢lim i¢in PNPB’nin degisen konsantrasyonlarimi (0-800 uM
nihai PNPB konsantrasyon aralifinda) igeren 1:4:95 (v/v/v) oraninda olacak sekilde PNPB:
etanol: asetat tamponu karigimlari hazirlandi. Reaksiyon karigimi her seferinde 4 mL’ye
tamamland1 ve 405 nm de PNPB i¢in spektoskopik dlgtimler gergeklestirildi ve aktivite
degerleri hesaplandi. Hesaplanan hiz degerleri substrat konsantrasyonuna karsi grafige
gecirilerek substrat doygunluk ve Lineweaver-Burk grafikleri hazirlandi. Daha sonra bu
grafiklerden optimum substrat konsantrasyonu belirlendi ve Vpas ve Kp gibi kinetik
ifadeler tayin edildi.

2.10.4. Lipolitik Enzim Aktivitesine Protein Miktarmin Etkisi

Bu ¢aligmada substrat konsantrasyonu sabit tutulup, protein igerigi bilinen 6ziitlerden
degisik hacimlerde alnarak yukarida belirtilen sekilde bir seri reaksiyon karigimi
hazirlandi. Degisen protein miktar: ile aktivite iligkisi incelendi.

2.10.5. Lipolitik Enzim Aktivitesi Uzerine Metal Iyonu Etkisinin incelenmesi

Lipaz/esteraz aktivitesi iizerine metal iyonlarmnin etkisini incelemek amaciyla
monovalent Na* ve K', divalent Cu*?, Ni*2, Ca™, Mn*?, Hg"? Zn"™, Co™ ve Cd™ ve
trivalent Cr* iyonlarmmn Kkloriir tuzlarmmn 100 mM’lik stok g¢ozeltileri kullamlda.
Kullamilan metal iyonlarmm nihai konsantrasyonlar1 1 mM olacak gekilde her bir metal
iyonu enzim 6ziitl ile oda sicaklimda 20 dakika inkiibe edildi. Karigimdan alinan belli bir
hacim substrat ¢bzeltisi ile muamele edildi ve optimum sicaklik degerinde bu metal

iyonlarinmn aktivite izerine etkisi incelendi.
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2.10.6. Lipolitik Enzim Aktivitesine Genel Lipaz/Esteraz Inhibitér ve
Aktivatérlerinin Etkisinin Incelenmesi

Bu ¢aligmada ise PMSF, merkaptoetanol, DTT, Na-EDTA gibi 3 farkli kimyasal
maddenin Aroxybacillus gonensis A4 susunun lipaz/esteraz aktivitesi i¢in bir inhibitSr ya
da aktivatr olup olamayacag1 denendi. Bu kimyasallardan PMSF ve DTT 50,100 ve
250 pM, 2-merkaptoetanol ve Na-EDTA ise 2, 2,5 ve 5 mM konsantrasyonlarda olacak
sekilde her bir kimyasalin her bir ¢dzeltisi enzim 8ziiti ile oda sicakhfinda 15 dakika
inkiibe edildikten sonra inkiibasyon karigimindan alman belli hacim substrat ¢ozeltisi ile
karistirild: ve bu kimyasallarin aktivite {izerine etkisi incelendi.

2.10.7. Hiicredis: Lipolitik Enziminin pH Kararhhgmm Incelenmesi

Anoxybacillus gonensis A4 susunun lipaz/esteraz aktivitesinin pH kararhlifini
incelemek i¢in, belli hacimdeki enzim &ziitii pH’s1 4,0-9,0 arasinda degisen degisik tampon
cozeltilerinin belli hacimleri icerisinde 4 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Bu ¢alismada degisik
pH’larin saglanabilmesi i¢in farkli tamponlar kullanildi. pH 4,0-5,5 i¢in 50 mM asetat
tamponu, pH 6,5-7,5 aralig1 i¢cin 50 mM fosfat tamponu ve 8,0-9,0 i¢in ise 50 mM
Tris-HCl tamponu kullanildi. Reaksiyonlar her seferinde optimum pH ve sicaklik
degerinde gergeklestirildi. % Kalan lipaz/esteraz aktivitesi 24. saat sonunda hesaplanan
 aktivitelerin 0. saatteki aktiviteyle kargilagtirilmasi sonucunda belirlendi (Dincer vd.,
2002).

2.10.8. Hiicredis: Lipolitik Enziminin Isil KararhhZmn incelenmesi

Termofilik Anoxybacillus gonensis A4 susunun sahip oldugu lipaz/esteraz
aktivitesinin 1s1] kararlilifimin belirlenmesi i¢in hiicredig1 enzim 6ziitli 30 dakikalik zaman
diliminde 10 °C lik artiglarla 30-80 °C sicakliklarda inkiibe edildi. Belli sicakliklarda belli
stirelerde bekletilen 6ziit oda sicaklifina kadar sogutulduktan sonra daha 6nce belirlenen
optimum sartlarda aktivite tayinleri yapildi % Kalan aktiviteler herhangi bir &n
inkiibasyon iglemi uygulanmanmi§ enzim &ziitiinlin optimum sartlarda belirlenen aktivite
degeri ile karsilagtirilarak hesaplandi.



3. BULGULAR

Bu ¢alismada, ilk olarak, Biyoloji Bolimii aragtirmacilan tarafindan Tiirkiye’deki
degisik kaplicalardan izole edilen ve gesitli yontemlerle yeni birer termofilik tiir olduklart
ortaya konulan (Belduz vd., 2003; Dulger vd., 2004) 6 adet Anoxybacillus gonensis ve
Anoxybacillus kestanbolensis susunun (Tablo 7) sahip olabilecegi lipaz/esteraz aktiviteleri
kalitatif olarak tributirin testi ile aragtirildi. Kalitatif petri testi sonucunda galisilan biitiin
tiirlerin hiicredist lipolitik aktiviteden sorumlu bir esteraz/lipaz enzimi salgiladiklari ortaya
konuldu (Sekil 4).

Sekil 4. Caligilan bakteri tiirlerinde hiicredist lipolitik aktivitenin kalitatif tayini
A) A. kestanbolensis K1, B) A. kestanbolensis K4”, C) A. gonensis G2"
D) A. gonensis A4, E) A. gonensis A7, F) A. gonensis A9

Petri lizerinde biiyiliyen koloniler etrafinda Sekil 5’te de goriildiigii gibi berrak
bélgelerin olugmasi, ¢aligilan bakteri tiirlerinin tributirinin hidrolizinden sorumlu bir
lipolitik aktiviteye sahip oldugunu kanitlamaktadir. Caliymanin bundan sonraki béltimiinde
ise kalitatif lipolitik aktivite testinin pozitif sonu¢ verdigi bir tiir olan A. gonensis A4
susunun karboksimetilseliiloz igeren Luria-Bertani siv1 besiyeri ortaminda biiyiitiilmesi ve

bitylime egrisinin elde edilmesi, uygun zamanda alinan hiicrelerden hiicredigi enzim &ziitii
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hazirlanmas1 ve bu Ozitlerdeki lipolitik aktivitenin karakterizasyonu ¢aligmalari

gerceklestirildi.

3.1. Anoxybacillus gonensis A4 Susunun Kat1 ve Siv1 Besiyeri Ortamlarinda
Biiyiitiilmesi

Stok kiiltiirlerden saglanan 4. gonensis A4 susu ¢izgi ekimle Snceden hazirlanmis ve
sterilize edilmis Luria-Bertani agar kati besiyeri ortamma (LBA) aseptik olarak transfer
edildikten sonra 60 °C de inkiibatorde bir gece bekletilerek biiyiitiildii. 4. gonensis A4
susunun koloni olusturmaktan ¢ok kat: besiyeri iizerine yayilarak tabaka olugturmak
suretiyle bitylidiigii gdzlendi.

A. gonensis A4 susunun s1v1 besiyeri ortaminda biiylitiilmesi ise % 0,3 (w/v) olacak
sekilde karboksimetilseliiloz ilavesi ile olusturulan LB sivi besiyeri ortaminda
gergeklestirildi. Bu gekilde hazirlanan sivi besiyeri ortaminda biiyiitillen 4. gonensis A4
susunun kiilttir ortamindan belli periyodlarda alinan kiigiik miktarlar kullanilarak zamana
bagh hem optik yogunluk hem de kantitatif lipolitik aktivite denemeleri gergeklestirildi.
Boylelikle, 4. gonensis A4 susu i¢in belirtilen besiyeri ortamindaki bityiime egrisi elde
edildi ve zamana bagh olarak lipolitik aktivitenin degisimi g6zlendi (Sekil 5). Lipolitik
aktivitenin tayininde substrat olarak p-nitrofenilbutirat kullamldi ve zamana bagli aktivite
egrisinin zamana bagli optik yogunluk egrisi ile uyumlu oldugu gézlendi. Bu sonuca gore,
A. gonensis A4 susunun karboksimetilseliiloz’lu ortamda inkiibasyonunun 14. saatinde
optik yogunlugun ve lipolitik aktivitenin (600 U/L) maksimuma ulastig: g6zlendi.

Ayrica, karboksimetilseliiloz’un hiicredis lipolitik aktivite lizerine katkisinin ortaya
konmas: i¢in 4. gonensis A4 susunun sadece LB sivi besiyeri ortaminda ve % 0,3 (w/v)
karboksimetilseliiloz igeren LB sivi besiyeri ortaminda biiyiitlilmesi swrasinda kiiltiir
ortamlarindan belli periyodlarda alinan kiigiik miktarlardan hazirlanan hiicredis: 6ziitlerde
lipolitik aktivite tayini yapildi. Buna gore, karboksimetilseliiloz igeren ortamlarda biiyiiyen
A. gonensis A4 susunda lipolitik aktivitenin daha yiiksek oldugu (yaklagik 2 kat)
gézlenmistir (Sekil 6).



3.2. Hiicredist Enzim Oziitiiniin Substrat Ozgiinliigiiniin Belirlenmesi

A. gonensis A4 susundan hazirlanan hiicredist Oziitlerdeki lipolitik aktiviteden
sorumlu enzimin, substrat 6zgiinliigiiniin spektroskopik olarak belirlenmesi amaciyla
p-nitrofenil asetat (PNPA), -butirat (PNPB) ve -laurat (PNPL) gibi p-nitrofenil (PNP)
esterleri kullanildi. Siv1 kiiltiir ortaminda biiyiitiilen kiiltiirden 24 saat boyunca belirli
periyodlarda kiiciik hacimler alinarak bu Orneklerin her birinin PNP esterlerini
hidrolizleme kapasiteleri incelendi. Her {i¢ PNP esteri durumunda da 24. saatte kiiltiir
ortamindan alinarak hazirlanan hiicredis1 6zitlerin, bu esterleri hidrolizleme kapasitesinin
en yiiksek oldugu ancak PNPA ve PNPB gibi kisa zincirli esterlerin hidrolizinin PNPL gibi
yliksek zincirli bir esterin hidrolizine gore yaklagik olarak 5 kat daha yiiksek oldugu
go6zlendi (Sekil 7).
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Sekil 5. 4. gonensis A4 susunun karboksimetilseliiloz igeren LB besiyeri ortamindaki
bliylime egrisi ve lipolitik aktivitenin biiylime zamanina bagl olarak degisimi
profili
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Sekil 6. Karboksimetilseliiloz’un 4. gonensis A4 susu hiicredis: dziitiindeki

lipolitik aktiviteye etkisi
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Sekil 7. 4. gonensis A4 susu hiicredis1 enzim §ziitiiniin substrat 5zgiinligii

3.3. Esterolitik Aktivitenin Karakterizasyonu

A. gonensis A4 susundan hazirlanan hiicredisi 6ziitlerdeki lipolitik aktiviteden
sorumlu enzimin daha detayli bir sekilde karakterizasyonu igin, oziitlerdeki lipolitik
aktivite tizerine pH, sicaklik, substrat konsantrasyonu, protein konsantrasyonu, metal iyonu
ve genel lipaz/esteraz inhibitér ve aktivatSrlerinin etkisi incelendi. Ayrica, 6ziitlerdeki
lipolitik aktiviteden sorumlu enzimin pH ve 1sil kararlilig: da belirlendi.
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3.3.1. Esterolitik Enzim Aktivitesi Uzerine pH’mn Etkisi

A. gonensis A4 susundan hazrlanan hiicredist enzim Oziitiindeki esterolitik
aktivitenin en yiksek etkinlik gosterdigi pH degerinin bulunmasi amaciyla farkli pH
degerlerine sahip tamponlarin kullammiyla enzim aktiviteleri belirlenerek pH degerlerine
kargilik gelen aktivitelerle bir pH-% Bagil Aktivite egrisi elde edildi (Sekil 8). Buna gére
elde edilen egri tipik bir pH-Aktivite egrisinden farkh olarak iki farkli pH degerinde pik

vermektedir.
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Sekil 8. Esterolitik enzim aktivitesi tizerine pH’1n etkisi

3.3.2. Esterolitik Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

A. gonensis A4 susundan hazirlanan hiicredigt enzim 6ziitiindeki esterolitik
aktivitenin en yliksek etkinlik gosterdigi sicaklik degerinin bulunmas: amaciyla 20-90 °C
sicaklik degerlerindeki enzim aktiviteleri belirlenerek sicaklik degerlerine karsihik gelen
aktivitelerle bir sicaklik-% Bagil Aktivite egrisi elde edildi (Sekil 9). Hesaplanan aktivite
degerleri bu sicaklik-aktivite egrisinde yayvan bir ¢an egrisi verdi ve bu egriden
A. gonensis A4 susu esterolitik aktivitesinin 60-80 °C araliginda bir optimuma ulagtig1
gbzlendi. 80 °C’nin Gizerinde ise enzim aktivitesinin tekrar % 70’lere diistligii tespit edildi.
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Sekil 9. Esterolitik enzim aktivitesi {izerine sicakligm etkisi

3.3.3. Esterolitik Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Protein miktar1 sabit tutularak yapilan bu ¢alismada, A. gonensis A4 susunun sahip
oldugu esterolitik enzim aktivitesinin gesitli kinetik verilerle karakterize edilmesi amaciyla,
nihai konsantrasyonu 0-900 uM arah@inda olacak sekilde degisik konsantrasyonlardaki
PNPB substratlarinin hidrolizi reaksiyonu sonucunda p-nitrofenolat’in olugumu, 405 nm
deki absorbans degisimleri ile dlgiildii. Aktivite hesaplamalari igin, €=1,457%10° cm® mol!
(Lee, vd., 1999) alind1 ve ilk iz degerleri bulunduktan sonra substrat doygunluk egrisi
(Sekil 10) ve Lineweaver-Burk egrisi (Sekil 11) ¢izildi. Daha sonra bu egrilerden
yararlamlarak optimum enzim aktivitesinin saglanacag substrat konsantrasyonu, Vs ve
Kwm degerleri hesaplandi. Lineweaver-Burk egrisinden PNPB igin Vs ve Ky degerleri
sirastyla 800 U/L ve 176,5 UM olarak belirlendi. Substrat doygunluk egrisi PNPB substrati
varliginda incelendiginde ise 360 pM, substrat konsantrasyonu degerine kadar aktivitede
bir artigin gdzlendigi ancak daha yiiksek konsantrasyon degerlerinde ise enzimin
doygunluk noktasma ulagmasi nedeniyle aktvitenin bu optimum degerde sabit kaldigi
gbzlendi. Bu nedenle bundan sonraki karakterizasyon ¢aligmalarinda optimum aktiviteyi
saglamak amaciyla reaksiyon karigimindaki substrat konsantrasyonu 360 pM olacak
sekilde ayarlandi.
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Sekil 10. 4. gonensis A4 susunun sahip oldugu esterolitik aktivite i¢cin PNPB
substrat1 varhigindaki doygunluk egrisi
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Sekil 11. A. gonensis A4 susunun sahip oldugu esterolitik aktivite i¢in
PNPB substrat: varhigindaki Leneweaver-Burk egrisi

Her iki egriden elde edilen bu kinetik veriler dikkatlice analiz edildiginde birbirleri ile
son derece uyumlu oldugu gézlenmektedir. Ayrica, substrat doygunluk egrisi hiperbolik bir
karakter tagimakta olup Michealis-Menten kinetigine uygunluk géstermektedir.
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3.3.4. Esterolitik Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Miktarinin Etkisi

A. gonensis A4 susundan hazirlanan hiicredisi enzim 6ziitlindeki protein miktar:
6 mg/mL olarak bulunduktan sonra enzim aktivitesinin karakterizasyonu i¢in esterolitik
aktivite tayini yine PNPB substrat: varliginda 6nceden anlatildig: gibi yapildi. Buna gore
enzim aktivitesinin, reaksiyon karigtmindaki 0,45 mg/mL’lik protein igerigine kadar artt1§1
ve daha sonra sabit kaldig1 gézlenmistir (Sekil 12). Bu hiperbolik egriden yararlanilarak
bundan sonraki karakterizasyon c¢aligmalar1 igin, yeterli esterolitik aktivitenin
gbzlenebilecegi nihai protein konsantrasyonu 0,3 mg/mLl olacak sekildeki reaksiyon
karigimlar: kullanilda.

120

% Bagil Aktivite
g 8

$

1 1,2 1.4

Protein Miktarn (mg/mL)

Sekil 12. 4. gonensis A4 susunun sahip oldugu esterolitik aktivite {izerine protein
miktarinin etkisi

3.3.5. Esterolitik Enzim Aktivitesi Uzerine Metal fyonu Etkisi

Esterolitik aktiviteye metal iyonlarmin etkisini ortaya koymak amaciyla monovalent
Na® ve K iyonlarmum, divalent Cu*?, Ni2, Ca*?, Mn*?, Hg"?, Zn"?, Co™?, Cd"? ve trivalent
Cr” iyonlarmin kloriir tuzlari kullamildi. Belirli konsantrasyonlardaki metal iyonlar:
varlifmda ve optimum sartlarda esterolitik aktivitedeki degismeler kaydedildi (Tablo 8).
Kontrol olarak, metal iyonu ihtiva etmeyen reaksiyon kangmm kullamildi ve béyle bir
karisim i¢in g6zlenen aktivite degeri % 100 kabul edildi.
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Tablo 8. A. gonensis A4 susunun esterolitik aktivitesi {izerine
metal iyonlarinin etkisi

Metal fyonu [1 mM| % Kalan Aktivite

yok 100
Cu™ 69
Ni*? 80
Ca™ 86
Mn* 96
Hg" 47
Zn* 59
Co™ 65
Ccd*”? 86
cr? 53
K* 115
Na* 101

Metal iyonlarmn esterolitik aktivite lizerine etkisi incelendiginde farkli profillerle
karsilagiimaktadir. Mn*? ve Na* durumunda esterolitik aktivite hemen hemen degismezken,
K" durumunda % 15 lik bir artig, ancak denenen diger metaller durumunda ise esterolitik
aktivitede belirli oranlarda azalma gézlenmistir.

3.3.6. Esterolitik Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasallarin Etkisi

PMSF, DTT, Na-EDTA ve 2-merkaptoetanol gibi kimyasal maddelerin A. gonensis
A4 susundan hazirlanan hiicredisi enzim ziitiiniin sahip oldugu esterolitik aktivite lizerine
etkisi incelendiginde farkh iki profil ortaya ¢ikmaktadir (Tablo 9). PMSF ve Na-EDTA’min
artan konsantrasyonu ile aktivitenin inhibe oldugu, DTT ve 2-merkaptoetenoliin de
denenen tlim konsantrasyonlarda aktivitede bir artisa sebep oldugu belirlendi.

Tablo 9. 4. gonensis A4 susunun sahip oldugu esterolitik aktivite tizerine bazi

kimyasallarin etkisi
Konsantrasyon % Kalan Aktivite Konsantrasyon % Kalan Aktivite
(uM) PMSF DTT (mM) 2-merkaptoetanol Na-EDTA
50 94 107 2 127 79
100 90 110 2.5 130 56

250 85 118 5 153 32




3.3.7. Esterolitik Enzim Aktivitesinin Isil ve pH Kararhhg:

Esterolitik aktivitenin 1sil kararlihifimn belirlenmesi amaciyla ¢aligmalar, 30-80 °C
sicaklik araligmda 10 °C’lik araliklarla gergeklestirildi. 4. gonensis A4 susunun sahip
oldugu esterolitik aktivitenin 30 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda kontrol reaksiyon
karigiminin aktivite degeri ile karsilagtirildiginda 30-70 °C araliinda % 20 civarinda artti3:
ancak 60 °C de ise hemen hemen degismedigi gozlenmistir (Sekil 13).

% Kalan Aktivite

90

Sicakhk (°C)

Sekil 13. Isil kararhlik egrisi
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% Kalan enzim aktivitesinin pH ile degisiminin belirlenmesi i¢in enzim Oziitiiniin
4 °C de 24 saat inkiibe edildigi pH degerlerindeki gézlenen kalan aktiviteler pH degerlerine
kars1 grafige gecirildi (Sekil 14). 4. gonensis A4 susundan hazirlanan hiicredis1 enzim
oziitlindeki esterolitik aktiviteden sorumlu enzim aktivitesi pH 6 ve 7’ de inkiibasyonla
arttig1 halde denenen diger pH degerlerinde ihibisyon gézlendi.
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Sekil 14. pH kararhlik egrisi



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu galigmada, Diyadin kaplicalarindan izole edilen ve yapilan morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal, kemotaksonomik ve genetiksel testler sonucunda Aroxybacillus gonensis
(A. gonensis)’e ait yeni bir sus oldugu belirlenen (Belduz vd., 2003) A. gonensis A4
susundan hazirlanan ham enzim Gziitiiniin sahip oldugu esterolitik aktivitenin varhg ¢esitli
metodlarla ortaya kondu ve spektrofotometrik olarak enzimin biyokimyasal dzellikleri ve
davranig1 incelendi. Isiya dayanikli enzimlerin 1siya dayamkli organizmalardan elde
edildigi bilinmektedir ve bu gekilde bir ¢ok uygulama mevcuttur (Kademi vd., 1999;
Markossian vd., 2000). Termofillerin mezofillere gore yiiksek isil kararlilii, onlarin
biyoteknolojik uygulamalar i¢in 6zel uygulama alanlar1 bulmalarmma yol agmistir. Yaygin
olarak, Bacillus tiirlerine ait birgok bakterinin lipolitik enzim iiretti3i ve bu tiirlerden
saflagtirlan enzimlerin endiistride ¢okga kullamldig: bildirilmektedir.

Alt1 adet Anoxybacillus gonensis ve Anoxybacillus kestanbolensis sugunun (Tablo 7)
esterolitik enzimleri igerdiginin kalitatif delili olarak tributirini par¢alamas1 gosterilebilir.
Tributirin-agar testi sonucunda galigilan biitiin tiirlerin koloniler etrafinda berrak bolgeler
olusturmas1 ¢ahgilan tiim suglarin tributirini  kullanabildifinin ve dolayisiyla
hidrolizleyebildiginin gostergesidir (Sekil 5). Bu yOntemin, yine ayni enzimlerin
klonlanmasini amaglayan c¢alimalarda bu enzimlerin genini igeren izolatlarin
saptanmasinda kullanilan 6nemli bir teknik oldugu bilinmektedir (IThara vd., 1991;
Longshaw vd., 2000; Henne vd., 2000; Huber vd., 2001).

Biiylime ortamimin gerek hiicre i¢i gerekse hiicre dig1 enzimlerin aktivasyonuna olan
etkisi literatiirlerde ¢ok defa rapor edilmistir. (Kademi vd., 1999; Choi vd., 2001). Lipazlar
arayilizeyde aktivite gosteren enzimlerdir. Dolayisiyla yiizey aktif maddelerin ortamda
bulunmas1 enzim-substrat etkilesimini arttrmaktadir. Bu nedenle Kkarakterizasyon
¢aligmalar igin uygun besiyeri belirlenmesi amaciyla degisik yiizey aktif maddeler iceren
ortamlarda  biyiitilen 4. gonensis Ad4’ten elde edilen hiicre dis1 ziitlerden
p-nitrofenilbutirat (PNPB)’1 hidrolizleme kapasitesinin karboksimetilseliiloz igeren
ortamda biiyliyen kiiltiirlerde en yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 7). 4. gonensis A4
hiicredis1 enzim 6ziitl i¢in yapilan substrat 6zgiinlik ¢alismalari, PNPB’1n hidrolizinden
sorumlu enzimin bir esteraz olabilecegi, dolayisiyla karboksimetilselillozun bu olumlu



etkisi esterolitik aktiviteyi stimiile edici bir karbon kaynagi olarak davranabilecegine
atfedilebilir.

A.gonensis’in sergiledigi esterolitik aktivitenin pH’ya bagimlilif: incelendiginde
optimum pH’m 5,5 oldugu ancak pH 7,5’ta ise ikinci bir pikin varligi goézlenmistir
(Sekil 9). Asidik pH optimumu, esterazlarin genel olarak asidik pH’larda maksimum
aktivite gosterirken lipazlarin bazik pH’larda bir optimuma sahip olmalann ile
iliskilendirilebilir (Fojan vd., 2000; Bornscheuer, 2002). Bu sonug da 4. gonensis A4 hiicre
dis1 enzim Oziitlinlin sergiledifi hidrolitik aktivitenin esteraz aktivitesi oldugunu
desteklemektedir. pH-% Bagil Aktivite egrisinde iki farkh pik gozlenmesi, ¢alismanin
hiicredis: ham 6ziitte gergeklestirilmesi nedeniyle farkli 6zellikler gosteren izoenzimlerin
veya benzer reaksiyonlar1 katalizleyebilen farkli enzimlerin varligina atfedilebilir.
Aktivitenin pH’ya karg1 bu sekildeki davrang1 farkli organizmalar ve farkli enzimler igin
de elde edilmistir (Dincer vd., 2002). Daha sonraki karakterizasyon g¢ahsmalari, bagil
aktivitenin %100 oldugu pH degeri olan pH 5,5’ta gergeklestirilmistir. Tsuboi ve
arkadaglar1 (1996) Candida albicans A-714’m hiicre dig1 dziitiinde optimum pH degeri 5,5
olan fakat Jung ve arkadaglar1 da (2003) Bacillus megaterium 20-1’dan optimum pH degeri
8,0 olan bir hiicredis1 esterazi elde ettiklerini bildirmislerdir. pH 6’da enzimin 24 saat
bekletilmesi ile aktivitenin stimiilasyonu gdzlendi ancak optimum pH degeri pH 5,5°de
enzimin kararhihigmnn diisiik oldugu saptandi (Sekil 15).

A. gonmensis A4 susu hiicredisi enzim Oziitlinlin esteraz aktivitesi i¢in optimum
sicakh@1 Bacillus suslarmn sahip oldugu sicaklik optimumu ile benzerlik gdstermektedir
(Emanuilova vd., 1993). Ayrica, Kademi ve arkadaslar1 (2000) ¢alismalarinda Bacillus
circulans esterazinin da 60 °C civarinda optimum aktivite gosterdigini bildirmislerdir.
A. gonmensis Ad’esterazinin sicaklik-aktivite profilinden optimum sicakligin 60-80 °C
oldugu (Sekil 10), elde edilen sonuglarin 1siya dayanikli enzimlerin termofilik
organizmalardan elde edildigi goriisii ile uyum icerisinde oldugu goriilmektedir. Enzimin
1s1l kararhili: ile ilgili bulgular ise 80 °C de enzimin aktivitesini tamamiyla yitirdigini
ancak 70 °C gibi yilksek bir sicakhga kadar PNPB’nin hidrolizinden sorumlu enzimin
sicaklikla aktive edildigini, dolayisiyla enzimin yiiksek bir 1s1l kararhlia sahip oldugunu
gostermektedir (Sekil 14). Reaksiyon hizinin artmasi, ortam viskozitesinin diisiik olmasi,
substrat ¢Oziinilirliiiniin yiiksek olmas: ve mikrobiyal kontaminasyonlarin minimuma
inmesi gibi 6zelliklerinden dolay: yiiksek sicakliklarda yiiriitiilen enzim katalizli iglemler

ilgi gormektedir ve bu sicakliklarda aktivitesini koruyabilen enzim arayislar1 devam
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etmektedir. Bu ¢caliymada, 4. gonensis A4’iin sahip oldugu esterolitik aktivitenin sicaklik
artis1 ile yaklagik % 20 oraminda artis g6stermesi bu enzimin endiistriyel ihtiyaglara katkida
bulunabilecek bir potansiyel olabilecegini ortaya koymaktadir.

Enzimin substrat spesifikliginin belirlenmesi amaciyla yag asidi uzunlugu birbirinden
farkli 3 PNP esteri kullanildi. Bakterinin biiyiime ortamindan 24 saat boyunca belirli
zaman araliklarinda alman niimunelerden hazirlanan enzim &ziitleriyle gergeklestirilen
spektrofotometrik aktivite tayin c¢aligmalart sonucunda, A. gomensis A4 ham enzim
Oziitiinlin sahip oldugu hidrolitik aktivitenin kisa zincirli substratlari pargalama
kapasitesinin daha yiiksek oldugu ortaya konmustur. PNPL i¢in elde edilen aktivite degeri
PNPA ve PNPB substratlari i¢in elde edilen aktivite degerinden yaklagik 5 kat daha diisiik
oldugu tespit edilmigtir (Sekil 8). Bu sonug, 4. gonensis A4 susundan hazirlanan hiicredis:
oziitlerdeki hidrolitik aktiviteden sorumlu enzimin kisa zincirli esterlerin hidrolizini
katalizleyebilen bir esteraz olabilecegini g&stermektedir (Verger, 1997; Kademi vd., 1999;
Teo vd., 2003) ve daha sonraki karakterizasyon ¢aligmalarinda da kisa zincirli bir PNP
esteri olan PNPB kullanilmastir.

Protein miktan sabit tutularak elde edilen substrat doygunluk egrisinden Vs ve Ky
degerleri sirasiyla 800 U/L ve 176,5 uM olarak belirlendi ve bu sonuglarin Lineweaver-
Burk egrisinden elde edilen kinetik verilerle uyumlu oldugu tespit edildi (Sekil 11 ve 12).

A. gonensis A4 hiicre dig1 Oziitiinlin sergiledigi enzimatik aktivitenin protein
konsantrasyonuna bagimhilifinm incelendigi ¢alismada, 4. gonensis A4 susu ham enzim
Oziitiintin 0,45 mg/ml’lik protein igeriine kadar esteraz aktivitesinin artti1 daha yiiksek
protein konsantrasyonlarinda ise katalitik aktivitenin protein miktarindan bagimsiz oldugu
belirlendi (Sekil 13). Sonug olarak maksimum protein konsantrasyonuna ulasildiktan sonra
PNPB’m par¢alanma hizinin protein miktarindan bagimsiz bir sekilde gergeklestigi
sGylenebilir. Lipaz/esteraz gibi hidrolaz sinifi bir enzim olan depolimerazlarla yapilan bazi
caligmalarda da benzer sonuglar elde edilmis olup, substratin hidrolizi maksimum bir
degere ulagtiktan sonra artik hidrolizlenme hizinin protein miktarindan bagimsiz olarak
gerceklestigi belirtilmistir (Tomasi vd., 1996; Colak vd., 2004).

Metal iyonlarinin, genellikle spesifik bslgelerdeki negatif yiiklii aminoasit birimlerine
baglanarak enzimin aktif ve kararhi yapisim korumasinda etkili bir rol oynadigi
bilinmektedir ($isik, 2003). Aktivite lizerine etkisi incelenen metal iyonlarindan ¢aligilan
konsantrasyon degerinde sadece K' iyonunun aktiviteyi stimiile etmesi, 4. gonensis A4

hiicre dis1 Oziitlinlin  sahip oldugu Kkatalitik aktivitenin maksimum diizeyde



gbzlemlenebilmesi igin K™ iyonlarmin gerekliligini gostermektedir (Tablo 8). Selatlayici
olarak davranan EDTA’nin artan konsantrasyonuyla aktivitenin diismesi esterazin bir
metaloenzim olduguna isaret etmektedir. Hg*? bir tiyol grubu reaktifidir (Teo vd., 2003) ve
Hg'? iyonlarinm aktiviteyi inhibe etmesi hiicre dig1 6ziitin PNPB hidrolizleyebilmesi igin
—SH gruplarinin gerekliliini ortaya koymaktadir. DTT’nin aktivite {izerine etkisinin
incelendigi caliymada ise denenen tlim konsantrasyonlarda DTT’nin aktiviteyi stimiile
ettifi belirlendi. Disiilfir kopriisti indirgeyicisi olan (Smialowski-Fleter vd., 2000)
DTT’nin bu davrams: disiilfiir kdpriilerinin aktivite igin gerekli olmadifini gostermektedir.
PMSF aktif bolgedeki serin amino asidini siilfolayarak enzim aktivitesini (Cornec vd.,
1998) inhibe eder. 4. gonensis A4 esteraz aktivitesinin PMSF ile inhibisyonu serinin
katalitik ti¢liniin bir pargasi oldugunun gostergesidir (Teo vd., 2003; Hiol vd., 1999)
(Tablo 9).

Biittin bu veriler birlikte degerlendirildiginde, c¢alisilan biitiin bakteriler biiylime
ortamma lipolitik aktiviteden sorumlu bir hiicredisi enzim salgiladifi ve bunlardan
A. gonensis A4 susundan hazirlanan enzim 6ziitliniin daha ¢ok kisa zincirli p-nitrofenil
esterlerinin hidrolizini katalizleyen yiiksek oranda isil kararli esteraza sahip oldugu
goriilmektedir.



5. ONERILER

Enzimlerin endiistride en ¢ok kullamldiklari alan kuskusuz organik sentezlerdir.
Sentez reaksiyonlar1 genellikle yiiksek sicakliklarda ve organik ¢6ziicii bulunan ortamlarda
ger¢eklestirilmektedir. Bu nedenle, bu amaca hizmet etmek i¢in kullamlacak bir enzim
yiiksek sicakliklarda ve organik ¢oziicii ortamlarinda kararh olmasi ve bu sartlarda katalitik
fonksiyonunu yiiksek oranda gergeklestirmesi gerekmektedir. Esterazlar, sentetik kimya
yaninda ilag, gida ve deterjan sanayiinde de en ¢ok kullanilan enzimlerdendir. Bu agidan
ele alindiginda 4. gonensis A4 hiicre disi enzim Oziitiiniin sahip oldugu hidrolitik
aktiviteden sorumlu esteraz enziminin yiiksek 1s1l kararhlifa sahip olmasi nedeniyle
organik sentezlerde ve yukarida belirtilen sanayi kollarinda kullanilmas: uygun olabilecegi
sonucuna varabiliriz. Ancak bunun i¢in enzimin saflagtirilip daha ileri derecede karakterize
edilmesi yamnda organik ¢Oziicii ortamlarindaki kararhlii ve kimyasal sentez
reaksiyonlarinda kullamlabilirligi ayrintili bir sekilde ele alinmalidir. Ayrica, 4. gonensis
A4 hiicre dis1 enzim Oziitliniin sahip oldugu esteraz aktivitesinin metal iyonu ve
inhibitorlere karsi davramisi, bu enzimin farkhi sanayi kollarinda, farkhi reaksiyonlarin
katalizinde kullamimina olanak saglayabilecek tiirden olabilecegini gbstermektedir.

Ayrica, esterolitik aktiviteden sorumlu olan bu enzimi kodlayan genin DNA sirasi
bulunarak bir ekspresyon vektériine klonlanip E. coli’ye aktarilmasi sonucunda agiri
ekspresyonu da saglanabilir ki bu da enzimin daha az maliyetle daha ¢ok tiretilmesi
anlamina gelmektedir.
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