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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

TERMOFILIK Geobacillus sp. TF17 SUSUNDAN ESTERAZ
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Cigdem AYNA

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Kimya Anabilim Dal1

Danigman: Prof.Dr. Ahmet COLAK
2011, 50 Sayfa

Gergeklestirilen bu ¢alismada, termofilik bir bakteri olan Geobacillus sp. TF17 susundan
esteraz enzimi iyon degisim kromatografisi kullanilarak saflastirildi ve karakterize edildi.
Saf enzim eluatinda esteraz varligir dogal PAGE ile tek bir bant halinde ortaya konuldu.
PNPB substrati varliginda, enzimin optimum pH’s1 7.5, optimum sicakligi ise, 50 °C
olarak belirlendi. Saf enzimin, 4 °C’de pH 4,0-9,0 araliginda 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda optimum pH degerindeki aktivitesini tamamen korudugu gozlendi. Saf enzimin
30-80 °C arasindaki sicakliklarda yapilan kararlilik denemelerinde enzimin 70 ve 80 °C’de
4. saat sonunda aktivitesini tamamen kaybettigi, buna karsilik 30, 40 ve optimum sicaklig1
olan 50 °C’de aktivitesini 3. giiniin sonunda %100 oraninda korudugu tespit edildi.
Yapilan kinetik ¢alismalar sonucunda, pNPB substrat1 varliginda hesaplanan Ky Ve Vimaks
degerleri sirasiyla 0,056 mM ve 19,38 U/mg protein olarak belirlendi. Baz1 genel organik
coOziiciiler varliginda enzim aktivitesinin davraniglar1 ortaya konulmus olup, denenen
organik ¢oziiciilerden izopropanol ve asetonitrilin enzim aktivitesinin %60’dan fazlasini
inhibe ettigi goriildii. Ayrica bazi metal iyonlarmin enzim aktivitesini farkli oranlarda
etkiledigi tespit edildi. Sonug olarak, Geobacillus sp. TF17 esterazinin olduk¢a pH ve 1s1l
kararli oldugu gézlemlenmis ve ayrica K, degeri agisindan literatiirde bilinen esterazlardan
bazi listiin 0zelliklere sahip oldugu, Vmaks degerinin ise literatiirle uyumlu oldugu ortaya
konmustur. Elde edilen veriler dikkate alindiginda enzimin endiistriyel uygulamalarda

kullanilabilecek bir potansiyele sahip oldugu goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Termofilik, Esteraz, Geobacillus sp. TF17, Iyon Degisim
Kromatografisi, Karakterizasyon, Saflagtirma
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Master Thesis
SUMMARY

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF ESTERASE FROM
A THERMOPHILIC BACTERIUM, Geobacillus sp. TF17

Cigdem AYNA

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program

Supervisor: Prof. Ahmet COLAK
2011, 50 Pages

In this study, an esterase was purified from a thermophilic bacterium, Geobacillus sp.
TF17, by using a Q-Sepharose ion exchange column and characterized. The purified
enzyme was observed as a single band on native polyacrylamide gel electrophoresis. In the
presence of pNPB as a substrate, the optimum temperature and pH of the enzyme were
found to be 7.5 and 50 °C, respectively. The purified enzyme was extremely stable, in the
range of pH 4.0-9.0, in the optimum pH value after 72 hour incubation at 4°C. When the
thermal stability profile of the purified enzyme was analyzed, it was determined that the
enzyme was extremely stable in the range of 30-50 °C after 72 h incubation. The K, and
Vmax Values of the purified enzyme were calculated as 0.056 mM and 19,38 U/mg protein,
respectively, from the Lineweaver-Burk plot. The enzyme was inhibited more than about
60% of activity in the presence of some organic solvents such as isopropanol and
acetonitrile. Additionally, it was detected that some metal ions affect the enzyme activity at
different rates. As a result, Geobacillus sp. TF17 esterase had good pH and thermal
stability. In addition this esterase has superior features than known in the literature in terms
of Km, the Viax Values were shown to be compatible with the literature. Considering data
obtained from this study, purified esterase has advantages for industrial or biotechnological

applications in terms of especially its high thermal- and pH-stability.

Key Words: Thermophilic, Esterase, Geobacillus sp. TF17, lon Exchange
Chromatography, Characterization, Purification.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Enzimler, canli hiicrede meydana gelen metabolik reaksiyonlarin ¢ogunun hizini
arttiran veya diizenleyen protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Enzimler, dogal
ortamlar1 disinda yeterli kosullar saglandiginda, dis ortamlarda da etkilerini
gosterebildiklerinden dolayr pek ¢ok alanda enzimlerden yararlanilabilmektedir. Bu
nedenle enzimlerin yer aldiklar1 dokularin veya hiicre kisimlarinin belirlenmesi, bu
enzimlerin saflagtirilarak elde edilmesi biyokimyasal reaksiyon islevlerinin ortaya
cikarilmasi, etki mekanizmalarinin ve kinetik 6zelliklerinin tiim ayrmntilariyla incelenmesi
biiyiik 6nem tagimaktadir (S6kmen, 2005).

Glniimiizde enzim katalizli siiregler, daha ekonomik, daha hizli, ¢evre dostu, {iriin
verimi olduk¢a yiiksek ve safsizlik olusumu olduk¢a diisik oldugundan, klinik ve
endiistriyel uygulamalarda kimyasal reaksiyonlara kiyasla daha fazla tercih
edilmektedirler. Enzim katalizli siire¢lere duyulan bu ilgi sayesinde diinya genelinde bir
enzim pazari ortaya ¢ikmustir. Bu olay, bu alanda yapilan ¢alismalarin artmasina da neden
olmustur. Giin gectikge artan talepler, artik daha iyi Ozelliklere sahip ya da ozellikleri
gelistirilmis enzimlere duyulan ihtiyact1 da goézler Oniine sermektedir. Endiistriyel
enzimlerin %60°1 Avrupa, geri kalan %40’lik bolimii ise Amerika ve Japonya tarafindan
iiretilmektedir (Bhat, 2000).

Esterazlar (EC 3.1.1.1) ve lipazlar (EC 3.1.1.3); bitki, hayvan, mantar ve bakteri gibi
cesitli organizmalarda bulunan ve karboksil esterlerinin hidrolizini katalizleyen
enzimlerdir. Lipaz ve esterazlarin her ikisi de ester baglarini hidrolizlemesine ragmen
hidrolizledikleri substratlarin 6zelliklerine bakildiginda kinetik olarak bazi temel
farkliliklar gosterirler (Jaeger vd., 1999). Esterazlar, kisa zincirli ester baglarinin (C8’den
daha az) hidrolizini katalizler ve suda ¢6ziinebilen substratlar1 tercih ederler. Lipazlar ise
uzun zincirli esterleri ve trigliseridleri hidrolizleyen ve suda ¢6ziinmeyen substratlari tercih
eden enzimlerdir (Bornscheuer, 2002; Bornscheuer vd., 2002). Lipazlar, arayiiz
aktivasyonu gostermesiyle ve enzimin aktif bolgesini kaplayan hidrofobik bir kapaga sahip
olmasiyla esterazlardan ayrilabilirler (Fojan vd., 2000). Lipaz ve esterazlarm her ikiside

cesitli karakteristik 6zelliklere sahiptirler ki bunlar bdlgesel secicilik, substrat 6zgiinligii



ve kiral segiciliktir (Jaeger vd., 1994; Schmid ve Verger 1998). Bu nedenle, bu iki enzim
tip, gida endiistrisi, deterjan endiistrisi, oleokimya endiistrisi, kagit ve hamur endiistrisi ve
kiral ilaglarin ayristirilmasi gibi cesitli biyokimyasal uygulamalar i¢in ¢ok Onemlidir
(Bornscheuer, 2002; Sharma vd., 2001; Jaeger ve Reetz, 1998; Willis vd., 1998; Quax ve
Broekhuizen, 1994).

Endiistriyel siireclerdeki uygulamalarda kullanilan enzimler, zorlu reaksiyon
kosullar1 altinda dayanikli olmalidirlar. Mezofilik organizmalardaki enzimler, asir1
reaksiyon sartlarindaki yiiksek kararlilik noksanligindan dolayr ¢ogu kez elverisli
degildirler. Bu sebepten dolayi, endiistriyel enzim alanlarinda, yiiksek termofilik
mikroorganizmalardaki enzimler, mezofilik enzimlerden daha dikkat ¢ekicidir (Demirjian
vd., 2001; Niehaus vd., 1999; Sellek ve Chaudhuri, 1999).

Termofilik mikroorganizmalar, onemli Ozelliklere ~ sahip  bilesenler
bulundurduklarindan bu organanizmalarla yapilan ¢alismalarin sayisinda son yillarda
onemli bir artis gdzlenmistir. Ornegin; termofilik enzimler mezofilik olanlardan proteoliz
ve kimyasal ajanlarin bozucu etkilerine karsi daha fazla 1si1l kararli ve direncglidirler
(Pantazaki vd., 2002). Bu nedenle biyokatalitik siire¢lerde ¢ok kullanigh olabilirler. Ayrica
termofilik enzimlerin yapisi {izerine yapilan caligmalarin, genel olarak, 1s1l kararl

enzimlerin ii¢ boyutlu yapilarinin belirlenmesine katki saglayabilecegi diisliniilmektedir

(Sellek ve Chaudhuri, 1999).

1.2. Esteraz/Lipazlarim Ozellikleri ve Smiflandiriimas

Esterazlar, organik ¢6ziicli ortaminda ester baglarinin olusumunu ve sulu ortamda ise
bu baglarin hidrolizini katalizler. Lipazlar ise organik ¢oziicii-su ara yiizeyinde, suda
¢oziinmeyen uzun karbonlu yag asitlerini igeren triagilgliserollerin ester baglarinin
hidrolizini katalizleyen enzimlerdir (Sekil 1). Bu ozellik, lipazlar1 esterazlardan ayirir.
Lipazlardaki bu organik ¢dziicii-su ara ylizeyindeki aktivite, ara yiizey aktivasyonu olarak
bilinmektedir. Bazi durumlarda ise lipazlar, suda ¢6ziinen esterlere karsi da aktivite
gosterebilir (Desnuelle, 1972; Schmid ve Verger, 1998).
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Sekil 1. Esteraz/lipazlarin katalizledigi genel reaksiyon

Lipazlar, maksimum aktiviteye ulagmak i¢in minumum substrat konsantrasyonuna
ihtiyag duyarken, esterazlar klasik Michaelis-Menten Kkinetigine uyarlar. Yapisal
caligmalar, lipazlarmn aktif bolgelerinin hidrofobik bazi1 amino asitler tarafindan ¢evrildigini
ve bu yiizden de aktif bolgenin yalnizca minumum substrat konsantrasyonu ile
etkilesebilecegini ortaya koymustur (Fojan vd., 2000).

Esterazlar, hidrolizledikleri ester baglarina bagl olarak, 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 monoesterazlar (EC 3.1.7.x) ve fosforik
triester hidrolazlar (EC 3.1.8.x) gibi bir¢ok alt sinifa ayrilirlar. Bu enzimler hayvan, insan
ve mikroorganizmalarda bulunabilmektedir (Schmid ve Verger, 1998). Karboksil ester
hidrolazlarin (EC 3.1.1.x) iki 6nemli sinifi vardir. Bunlar; lipazlar (EC 3.1.1.3,
triagilgliserol hidrolazlar) ve gergek esterazlardir (EC 3.1.1.1, karboksil esterazlar) (Eggert
vd., 2002).

Karboksil ester hidrolazlar igin alternatif bir smiflandirma, amino asit dizisi
benzerligi temel alinarak yapilabilir. Bu kriterlere gore karboksil ester hidrolazlar grup C,
L ve H olmak {izere iice ayrilabilir (Simone vd., 2004). C grubu, omurgali ve omurgasiz
hayvanlardan elde edilen kolinesterazlar1 ve mantar lipazlar, L grubu, omurgali
hayvanlardan ve bakterilerden elde edilen lipazlari, lipoprotein lipazlar1 ve farkli
organizmalardan lesitin-kolesterol agil transferazlari igerir (Simone vd., 2001). H grubu,
ise hormona duyarli lipazlar olarak isimlendirilir (Jung vd.,2003; Vaughan vd., 1964).

Esteraz ve lipazlarin molekiil agirliklar1 19-60 kDa arasinda degisiklik gdsterebilir
(Bano vd., 2003). 3 Boyutlu yapilar1 a-sarmal ve B-katlanmig yapilardan olusmus olup, bu
enzimler karakteristik o/B-hidrolaz ailesinin birer liyesidirler (Ollis vd., 1992). Bu grupta
yer alan tiim enzimler, 8 farkli B-zinciri iceren merkezi B-zincir yapisiyla, bu yapilarla
baglantili 5-8 o-sarmal yapi bulunduran o/f/a sandvi¢ modeli olustururlar (Sekil 2).

a/B-hidrolaz enzim ailesi ilk defa Ollis vd. (1992) tarafindan ortaya konulmustur. Ayni



kivrimli ve katalitik mekanizmali diger enzimler; esteraz benzeri asetil kolin esterazlar,
kiitinazlar, karboksil esterazlar, arilesterazlar, fosfolipazlar Al, kolinesterazlar ve hem

grubu igermeyen peroksidazlardir (Pleiss ve Fischer, 2002).

Sekil 2. Dogal o/ hidrolaz katlanmasi

Katalitik mekanizma, biitiin enzimlerde korunmus olan Ser-His-Asp(Glu) katalitik
lcliisii tarafindan gerceklestirilir. Aktif bdlgedeki serin amino asidi tiim enzimlerde
korunmus olan Gly-X-Ser-X-Gly yapisinda yer almaktadir (Ollis vd., 1992). Sekil 3, bir

esteraz/lipazin ii¢ boyutlu yapismi gostermektedir.

Sekil 3. Farkli agilardan esteraz/lipazin tig-boyutlu yapisinin sematik gosterimi (Ben-Shem
vd., 2007).



1.3. Esteraz/Lipazlarin Reaksiyon Mekanizmalari

Yiizeylerarasi aktivasyon ve kapak yapisi lipazlar1 esterazlardan ayiran en belirgin
ozelliklerdir. Lipazlarin biiyiik bir cogunlugu aktif bdlgelerini orten bir helikal parcaya
(kapak/lid) sahiptir. Lipid kiimelerinin varliginda bu kapak ac¢ilir ve yiizeylerarasi
aktivasyon gerceklesir. Yiizeyleraras: aktivasyon gostermeyen lipazlarda kapagin olmadigi
ya da kapak-domaininde delesyon bulundugu goézlemlenmistir. Ancak Pseudomonas
aeruginosa, Candida antarctica B ve Burkholderia glumae lipazlar1 kapak yapisina sahip
olmalarina karsin, ylizeylerarasi aktivasyon gostermezler. Sulu ortamda lipazlar i¢in baskin
konformasyon kapali formdur. Aktif bolge, kapak yapisini olusturan bir ya da daha fazla
diigim tarafindan ¢o6ziiciden korunmustur. Kapagin dis parcast hidrofiliktir. Bu
konformasyon elektrostatik etkilesimler araciligryla kararli kilinmistir. Bir su-yag
emiilsiyonunda kapagin agilmasi, substratlarmn aktif bolgeye girisine izin verir (agik
konformasyon). Kapagin agilmasiyla, niikleofilik serin birimi biiyiik hidrofobik yiizeyler
ile etkilesir ve lipaz enziminin aktif forma ge¢mesi saglanir (Verger, 1997; Schimid ve
Verger, 1998; Jaeger ve Reetz, 1998; Houde vd., 2003). Birgok lipazda kapagin hareketiyle
ayrica bir oksianyon bosluk olugsmaktadir. Bu bosluk substrata yapilacak niikleofilik saldir1
sirasinda olusan negatif yiikleri kararli kilan elektrofilik bir ¢cevre saglar (Jaeger ve Reetz,
1998).

Hidrolaz sinifina ait olan gergek esterazlar (Karboksil esterazlar, EC 3.1.1.1.) suda
¢oziinen substratlarin ester baglarinin olusumunu ya da hidrolizini katalizlerler. Cogu
esterazin hidrolitik mekanizmalari, lipazlarin hidrolitik mekanizmalarina benzerdir. Her iKi
enzim de serin hidrolaz olarak degerlendirilebilir (Ollis vd., 1992).

Lipazlar biyolojik sistemler i¢in 6nemli bir enzim sinifidir. Son zamanlarda hem
esterazlar hem de lipazlar diisiik su igerikli ortamlarda basari ile kullanilmaktadirlar.
Boylece bu enzimler, esterifikasyon ve trans-esterifikasyon gibi reaksiyonlarida
katalizlerler (Balcao vd., 1996; Villeneuve vd., 2000).

Genel olarak, o/p-hidrolaz enzim ailesi esterazlari, tipik serin hidrolaz
mekanizmasini kullanirlar. Bu serin proteazlarin mekanizmasia benzerdir. Ester hidrolizi
ve olusumu reaksiyonlar1 esterazlar igin benzerdir ve dort adimdan olusur (Sekil 4 ve 5)

(Bornscheuer, 2002).



1- 1lk basamakta aktif bolgedeki serin biriminin substratin karbonil karbonuna
niikleofilik saldirisiyla tetrahedral bir ara {iriin olusur. Bu ara iirlin histidin ve aspartat
amino asitleri tarafindan kararh kilinir.

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

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

4- Son olarak bir asit ya da esterin ayrilmasi ile enzim yeniden elde edilir

(Bornscheuer ve Kazlauskas, 1999).
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Sekil 4. Lipaz hidroliz mekanizmasi (Akkus, 2006).



—

( c=0
-H;0

H .

o]
ﬁ B sk
SER =\ ?,ASP :_- ?,Asp
\ EH{‘ \ ';Hz“
HIS

0 R
S \/@0: - S—C—oR

SER (’ H

‘ P

= O, -ASP SEr — O -ASP
NHE'? NHz-
\ + \\ + 2
HIS HIS

Sekil 5. Lipaz esterifikasyon mekanizmasi (Akkus, 2006).

1.4. Esteraz/Lipazlarin Bulundugu Organizmalar

Endiistriyel uygulamalar i¢cin gerekli olan enzim miktar1 olduk¢a fazladir. Bu
nedenle, biyolojik sistemlerden izole edilen bir enzimin endistriyel islemlerde
kullanilabilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan enzimin nasil ve hangi kaynaktan elde edilecegi
verilecek ilk ve belki de en onemli karardir. Bu kaynaklarm ticari olarak kullanilabilmeleri
maliyetleri ve elde edilebilme kolayligi gibi faktorlere ve biraz da toplumda kabul
gormelerine baghdir (Faiz, 2005).

Son zamanlarda mikrobiyal lipolitik enzimler oldukga 6nemli hale gelmislerdir ve
pahali memeli enzimleri igin iyi birer alternatif olmuslardir (Long vd., 1988; Winkler vd.,
1990). Bir¢ok mezofilik ve termofilik organizmalardan esterazlar ve lipazlar saflastirilip
karakterize edilmistir. Bunlardan bazilari; Psedomonas cepacia (Shum ve Markovetz,
1974; Sugihara vd., 1992), Psedomonos aeruginosa (Stuer vd., 1986), Arthrobacter
globiformis (Nishizawa vd., 1993), Candida cylindracea (Rua vd., 1993), Butyrivibrio
fibrisolvens (Hespell ve O’Bryan-Shah, 1988), Acinetobacter calcoaceticus (Sherwani ve

Fixter, 1989), Brevibacterium linens (Lambrechts ve Galzy, 1995), Psedomonos



fluorescens (Nakagawa vd., 1984; Suguira vd., 1997), Bacillus subtilis (Meghji vd., 1990;
Lesuisse vd., 1993) Aspergillus niger (Fukumoto vd., 1963; Okumura vd., 1983), Thermus
thermophilus (Fucinos vd., 2011), Picrophilus torridus (Hess vd., 2008) ve Melanocarpus
albomyces’dir (Kontkanen vd., 2006)

Ticari olarak kullanilan bir¢ok lipaz aslinda mikrobiyal kaynaklidir. Lipaz iireten
mikroorganizmalar farkli ortamlarda bulunabilmektedir ki bunlar; endiistriyel atiklar, siit
iriinleri, petrol veya yag ile kirletilmis topraklar, bitki yag1 isleme fabrikalar1 ve sicak su
kaplicalar1 seklinde siralanabilir. Lipaz iireten mikroorganizmalar; bakteriler, mantarlar,

mayalar ve aktinomisitler olarak siiflandirilmaktadir (Sharma vd., 2001).

1.5. Termofilik Bir Mikroorganizma Olan Geobacillus’lar

Yeryilizii veya toprak basilleri anlammi ifade eden Geobacillus cinsi, su an
sistematigi yapilmig 16 tiirii icermektedir. Toprakta, kaplicalarda ve okyanuslarda
bulunurlar. 30-70 °C arasindaki sicakliklarda biiyiirler ve tip tirii Geobacilus
stearothermophilus’dur. Bu cinsin tiyeleri Gram pozitif veya degisken, hiicreleri ¢ubuk
seklinde, hareketli, elips veya silindirik seklinde terminal veya subterminal sporlara
sahiptir. Koloni morfolojisi ve biiytikliigii degiskendir. Bu cinsin %G+C igerigi, %48, 2-58
arasinda degismekte olup, baslica yag asitleri, is0-Cis.0, iS0-Ci:0 Ve iS0-Cy7:¢’dir.

Gebacillus cinsinin kendi tiyeleri arasindaki 16S rRNA gen benzerligi %97’den daha
fazla oldugu ic¢in, 16S rRNA gen dizi analizi Gebacillus cinsine ait tiirlerin ayriminda
yeterli degildir, sadece cins seviyesindeki siniflandirmada 6nemli rol oynar.

Literatiirde Geobacillus cinsiyle yapilan bir¢ok enzim galismasi mevcut olup, giin
gectikce sayilar1 artmaktadir. Bunlardan bazilari, D-amino asid aminotransferaz (Lee vd.,
2006), ksiloz izomeraz (Faiz vd., 2011), a-glukozidaz (Cihan vd., 2011), ksilenaz (Wu vd.,
2006), proteaz (Zhu vd., 2007), maltojenik amilaz (Kolcuoglu vd., 2010), termoalkalofilik
esteraz (Tekedar ve Mohamed, 2011), 1,3-6zgiin lipaz (Ebrahimpour vd., 2011)
seklindedir.



1.6. Esteraz/Lipazlarin Endiistrideki Yeri

Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 biiyiikk bir spesifiklikle ve hizin1 artirarak
katalizlerler. Enzimler tarafindan katalizlenen bu reaksiyonlar, canli organizma
metabolizmasinin temelini olusturur. Endiistrideki biyokatalitik degisim uygulamalar1 i¢in
enzimlerin kullanimi, reaksiyonlarin randimanli ve ekonomik olmasini saglar (van Beilen
ve Li, 2002). Giiniimiizde enzimler tip, kimya enddistrisi, gida prosesi, ziraat, tekstil, deri
sektorii, bircok endiistriyel malzemenin iiretimi ve islenmesi, ¢esitli toksik maddelerin
etkisizlestirilmesi gibi pek c¢ok alanda kullanilmaktadirlar (Telefoncu, 1997; Karademir
vd., 2002). Endiistriyel enzim pazarinda biiylik paya sahip olan hidrolitik enzimler iginde
yer alan lipazlar, anahtar enzimler olarak ortaya ¢ikmakta ve endiistriyel uygulamalarda
fazla miktarlarda kullanilmaktadirlar (Jacger vd., 1994, 1999; Pandey vd., 1999).

Enzimlerin, endiistriyel uygulamalarinin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde gerceklestirilmektedir
(Telefoncu, 1986). Sulu olmayan ortamlarda enzimolojinin gelisimiyle, lipazin uygulama
alanlar1 blyiik oOlgtide artmistir. Gegtigimiz yillarda lipazlar organik sentez ve yag
modifikasyonu gibi yeni kullanim alanlar1 bulmustur. Organik ortamda lipazlar tarafindan,
esterifikasyon, transesterifikasyon ve interesterifikasyonu (kati ve sivi yaglardaki dogal
yag asit dagilimmin degistirilmesi) i¢ine alan ¢esitli reaksiyonlarla iirlinlerdeki
degisiklikler gozlenmistir ve bu {iriinlerin yiiksek oranlarda sentezlenmesi saglanmistir
(Gao vd., 2000).

Modern endiistride lipazlar, potansiyel olarak hem sulu hem de organik sistemlerde
cesitli endiistriyel uygulama alanlarina sahiptirler (Lin vd., 1996; Ghosh vd., 1996; Sharma
vd., 2001). Lipazlar, organik kimyasal islem, deterjan formiilasyonu, biyosiirfaktanlarin
sentezi, oleokimyasal endiistri (kat1 ve siv1 yaglarin ve bunlarin komponentlerinin kimyasal
degisimini igerir), siit endiistrisi, agrokimyasal (tarim kimyasi) endiistri, kagit yapima,
besin, kozmetik ve ila¢ prosesinde umut verici uygulama alanlar1 bulmaktadir. Lipaz
teknolojisindeki gelismelerle birlikte yeni bilesiklerin sentezi i¢in bu enzimlerin
kullanimlar1 hizla artmaktadir (Sharma vd., 2001).

Mikrobiyal lipazlarin endiistriyel uygulamalar1 ve bu uygulamalarda katalizledikleri
islemler, elde edildikleri bazi mikroorganizmalar ve ticari firmalar Tablo 1 ve 2’de

Ozetlenmektedir.
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Tablo 1. Kullanim1 yaygin baz: ticari lipazlar (Jaeger ve Reetz, 1998).

Tip Kaynak Uygulama Uretici firma
alan1
C.rugosa | Organik sentez Amano, Blocatalys!sts, Boehringer, Mannheim,
Fluka, Genzyme, Sigma
C. Organik sentez | Boehringer Mannheim, Novo Nordisk
Fungal |antarctica
T. Deterjan Boehringer Mannheim, Novo Nordisk
lanuginosus |katkisi
R. miehei Gida islenmesi | Novo Nordisk, Biocatalysists, Amano
B. cepacia |Organik sentez | Amano, Fluka, Boehringer Mannheim
P. Deterjan Genencor
~ |alcaligenes |katkis1
Bakteriy -
al P. Deterjan Genencor
mendocina |katkisi
Ch. Organik Asahi, Biocatalysists
Viscosum sentezler

Tablo 2. Mikrobiyal lipazlarin endiistriyel uygulamalar1 (Akkus, 2006).

Endiistri Gorevi Uriin ya da uygulama
Deterjan Yaglarn hidrolizi Kumaslardan yag lekelerinin ¢ikarilmasi
Siit yaginin hidrolizi
Stit Peynirin Peynir, siit ve tereyagidaki tatlandiric1 ajanlarin
uriinleri olgunlastirilmas, gelistirilmesi
tereyag modifikasyonu
Kozmetik Sentez Emiilsifiye ediciler, nemlendiriciler
Kagit Hidroliz Gelistirilmis kalitede kag1t
Deri Hidroliz Deri tirtinleri
Temizlik Hidroliz Yaglarin uzaklastirilmasi
il Transesterifikasyon Sindirimi kolaylastiric1 diizenleyiciler
ag - - .
Hidroliz Ozel lipidler
9 Transesterifikasyon Kakao yagi, margarin, yag asitleri, gliserol,
Yag S or L
Hidroliz mono ve diacil gliseroller
fcecek Aroma gelistirilmesi | Icecekler
Ekmek Tat gelistirilmesi Raf 6mriiniin uzatilmasi
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Yaglar1 hidroliz etmelerinden dolay1 lipazlar, endiistriyel temizlik alanlarinda ve
evde kullanilan deterjanlarda genis bir kullanim alani bulmustur. Deterjan lipazlarinda
ozellikle dikkat edilen hususlar, ilk olarak, yag lekelerini olusturan trigliseritlerdeki
cesitlilik nedeniyle substrata spesifik olmasi, ikinci olarak, sert yikama kosullarinda
(pH 10,0-11,0 30-60 °C) enzim kararliliginin devamliligi ve son olarak da siirfaktan ve
proteazlar gibi katki maddelerinin neden oldugu proteolitik degredasyondan
etkilenmemesidir (Jaeger ve Reetz, 1998; Sharma vd., 2001).

Agacin hidrofobik icerigi olarak tanimlanan ‘pitch’ (trigliseritler ve mumlar), kagit
hamuru ve kagit yapiminda sorun yaratmaktadir. Lipazlar kagit yapimi i¢in kullanilan kagit
hamurundan belirtilen maddelerin uzaklastirilmasi i¢in kullanilir (Jaeger ve Reetz, 1998;
Sharma vd. , 2001)

Yaglar, gidalarda olduk¢a 6nemlidir (Sharma vd., 2001). Gliserol iskeletinde yag
asidinin pozisyonu, yag asidinin zincir uzunlugu ve doymamis yag orani gibi faktorler,
trigliseritin fiziksel yapisin1 ve besinsel degerini 6nemli oranda etkilemektedir (Jaeger ve
Reetz, 1998; Sharma vd., 2001). Lipazlar, gliseritteki yag asit zincirlerinin konumunun
degistirilmesi ve bir veya daha fazla yag asidinin yeni bir tane ile yer degistirilmesiyle
lipidlerin 6zelliklerinin farklilasmasma imkan saglar. Bu yolla digerlerine nazaran daha
ucuz ve daha kaliteli yaglar elde edilir (Sharma vd., 2001).

Geleneksel olarak bakteriyal lipazlar tat gelisimini saglayan gida sistemlerinde, in
situ olarak iiretilmektedir. Pastorizasyon prosesi ve peynir olgunlastirilmasi esnasinda siitte
bulunan Pseudomonas, bunun yani sira Alcaligenes ve Achromobacter gibi bakteri
tiirlerinin ve bazi italyan sosislerinin olgunlastirilmasinda lipolitik laktik asit bakterilerinin
urettigi lipazlarin tat gelisimine etkisi oldugu bilinmektedir (Jaeger vd., 1994). Lipazlar,
hamurlu gidalar ve igeceklere lezzet katmak, et ve balik iirtinlerinden yaglar1 uzaklastirmak
amacityla da kullanilmaktadirlar (Sharma vd., 2001).

Organik sentezde katalizor olarak kullanilan lipazlar, substrat farkliliklarina gore etki
gostermelerinden dolayr sentetik kimya i¢in biiyiik avantaj saglamaktadirlar (Ghosh vd.,
1996). Organik kimyada katalizor olarak kullanilan lipazlarin biiyiik ¢cogunlugu mikrobiyal
kaynaklidir (Sharma vd., 2001).

Esterazlara bagvurulan endistri kollarindan biri, gida sanayiidir. Fermente gida
iriinleri goz Oniine alindiginda, tat, ¢ok onemli bir organoleptik parametredir. Tadn,
reaksiyon ilerleyisi sirasinda, lipid bilesiminde meydana gelen hidrolitik ve oksidatif

degisikliklerle iliskili oldugu belirlenmistir (Demeyer vd., 1974). Gliserol-ester bagh yag
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asitlerinin saliverilmesi gibi hidrolitik degisimler, bakteriyal lipaz ve esterazlardan
kaynaklanir (Lopes vd., 1999).

Esterazlarin insan saghigi agisindan incelenmesi ¢ok fazla galisilmis bir konu
degildir. Yine de baz1 c¢aligmalarda karboksil esterazlarin, kolesterol biyosentezi
(Benayoud vd., 2000) ve A vitamininin hepatik kullanimi (Harrison, 1998, 2000) iizerinde
rol oynayabilecekleri belirtilmistir. Karboksil esterazlar, amit ve ester bagi igeren birg¢ok
tedaviye ait maddenin farmokinetik davraniglarinin belirlenmesinde temel olarak kullanilan
belirleyicidirler (Oliver vd., 2000). Bazen de karboksil esterazlarin inhibe edilmesi tedavi
amacgl olarak kullanilabilmektedir. Ornegin Alzheimer ilaglarinda karboksil esterazlar
mevcuttur. Bu ilaglarda butirilkolin esterazin inhibe edilmesinde karboksil esterazlar
kullanilmaktadir (Yu vd., 2001).

Esterazlarin endiistride uygulama bulunduklar1 alanlardan biri de tarimdir. Karboksil
esterazlar tarim kimyasallarmm {i¢ smifin1 olusturan organofosfatlar, karbomatlar ve
piretroidlerle etkileserek tarim kimyasi ve detoksifikasyonu iizerinde 6nemli bir rol
oynamaktadirlar (Kao vd., 1985).

Yag rafinerisi, sabun ve deri tiretimi gibi birgok endiistriyel islemler sirasinda lipid
bakimindan zengin atiklar olusur. Termofilik organizmalar bu tiir endiistriyel atiklarin
iyilestirilmesi amaciyla kullanilabilmektedir (Markossian vd., 2000). Bu uygulamanin
bircok avantaji vardir. Bunlardan bir tanesi de 50 °C iizerinde hidrofobik substratlarin,
enzim ve organizmalar i¢in uygunlugunun artmasidir (Becker vd., 1997 ve 1999). Yapilan

bu ¢aligmalarla, esterazlarin, ¢cevre temizligi konusunda da yer edindigi gériilmektedir.

1.7. Cahsmanin Amaci ve Pratik Onemi

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki kimyasal reaksiyonlarin hizini arttiran ve bu
sistemlerdeki reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek ilimli kosullarda gergeklesmesini
saglayan protein yapisindaki biyokatalizorlerdir. Yeterli kosullarin saglanmasi durumunda
etkilerini gdsterebiliyor olmalari, enzimlerden dogal ortamlarin disindaki pek cok alanda
yararlanabilme imkanini ortaya ¢ikarmaktadir (Sokmen, 2005).

Dogal olarak, organizmalar tarafindan iiretilen enzimler, oldukca spesifiktirler ve
sadece tek bir stereospesifik iiriin olusturmak iizere, reaksiyonlar1 katalizlenmemis
reaksiyona gore milyar kat daha hizli katalizleyebilirler. Boylece, istenilen kiymetli ve

faydali {rilintin, yliksek saflikta ve verimle, kimyasal yontemlere gore ¢ok daha kisa
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stirelerde sentezlenmesi saglanir. Dolayisiyla, ekonomik ac¢idan da degerlendirildiklerinde
kimyasal yontemlere gore enzimlerin sayisiz avantajlar1 vardir. Ayrica enzimler varliginda
reaksiyonlar ilimli sartlarda (oda sicakligi ve basinci, fizyolojik pH vb) gerceklestirilir,
bdylece biiyiik oranda enerji tasarrufu saglanmis olur. Baslica bu 6zelliklerinden dolayt,
giinlik hayatimizda kullandigimiz pek c¢ok iirinde ve bu f{iriinlerin fabrikasyon
asamalarinda enzimler 6nemli bir yer tutmaya baglamiglardir (Faiz, 2005).

Endiistride siiregelen asamalarda, yukarida acgiklanan bir¢ok nedenden dolay1
enzimlerin kullanim1 yayginlasmustir. Ozellikle endiistriyel sartlara dayanabilen enzimlerin
eldesi glintimiizde ilgi duyulan bir arastirma konusu haline gelmistir. Bu enzimlerin elde
edilebilecegi kaynaklara bakildiginda mikrobiyal olanlar1 6ne ¢ikmaktadir. Yapilan bir¢ok
arastirmaya gore mikrobiyal kaynaklarin icerisinden termofilik 6zellik gosterenler, art1 bir
onem kazanmaktadir. Termofilik bakteriler, bunlardan elde edilen proteinlerin yiiksek
sicakliklarda kararlilik gostermeleri, aktif olmalari, pH kararlilig1 vb. 6zelliklerinden dolay1
gidadan tekstile, kozmetikten ila¢ endiistrisine kadar bir¢ok alanda kullanilabilecek
potansiyel enzim kaynaklar1 haline gelmislerdir.

Gliniimiizde, esterazlarin ¢esitli endistrilerde kullanildigi yapilan arastirmalarca
ortaya konmaktadir.

Esteraz enziminin termofilik bakterilerden izole edilip, saflastirilmasi ve ileri
derecede karakterize edilmesi endiistriyel alanlarda kullanilabilecek gelismis ve uygun
Ozelliklere sahip bir enzimin mikrobiyal kaynaklardan tiretilmesini miimkiin kilabilecektir.
Bu sekilde halen faaliyet gosteren bir¢ok endiistriyel kurulusta esteraz kullaniminin artmasi
s0z konusudur. Ayrica optimum sartlarin belirlenmesi ve detayli analizi ile yeni ve genis
kararhilik araligina ve 6zelliklere sahip esterazlar tiretilebilecektir.

Bu ¢alismanin amaci, endiistriyel 6neme sahip esteraz enziminin Geobacillus sp.
TF17 susundan izole edilip, saflastirilmasi ve karakterize edilmesidir. Endiistride
kullanima uygun ve daha {stiin Ozelliklere sahip mikrobiyal kaynaklarin ortaya
cikarilmasidir. Karakterizasyon ¢alismalar1 siiresince, optimum sicaklik ve pH, 1s1l ve pH
kararlilig1, aktiviteye metal iyonlarmin ve ¢esitli kimyasallarin etkisi, substrat ve protein
konsantrasyonunun aktivite tiizerine etkisi parametrelerinin belirlenmesi igin ¢esitli
caligmalar yapilmistir. Boylece kullanilan termofilik bakterinin esterolitik enzim kaynagi
olarak endiistriyel islemlerde ya da diger alanlarda ki uygulamalar i¢in uygun olup
olmadig1 ortaya konabilecek ve yeni bir enzim, kinetik 6zellikleriyle birlikte endiistriye

ve/veya literatiire kazandirilabilecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan cihazlar

Cihaz Adi Firma Model
UV-Vis Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25
Protein Elektroforezi Owl Separation Systems P8DS
Sogutmali Santrifiij Hettich Zentrifugen Rotina 35 R
Mikrosantrifij Sigma 1-14
Saf Su Cihazi Sartorius Arium 611UV
Jel Gortintilleme Sistemi Kodak Gel Logic 200 Imaging System
Mikrotiipler igin Termal Sallayici Boeco TS-100 Thermo Shaker
pH Metre InoLab WTW pH 720
Sonikat6r Bandelin Sonopuls HD3100

Hava Banyolu Calkalayici

Barnstead/Lab-Line

MaxQ Mini 4450 Shaker

Vorteks Thermolyne Type 37600 Mixer
Buzdolabi Profilo BD4303ANFE
Terazi Ohaus Pioneer
Isitici/Magnetik Karistiric HS31 Chiltren
Otoklav Tomy SX-700E

Gii¢ Kaynagi Thermo EC 1000XL
Degaz Pompasi Vacuubrand 2C

Kollektor Retriever 500

UV Dedektor Retriever UA-6
Peristaltik Pompa Tris --

Ultra Low Temperature Freezer New Brunswick Scientific | U410

Steril Kabin

JSR

JSCB-1200SB
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Bovin serum albumin (BSA) , p-nitrofenil asetat (pNPA), p-nitrofenil butirat (pNPB),
p-nitrofenil laurat (pNPL), p-nitrofenil palmitat (pNPP), sodyum potasyum tartarat,
sodyum dodesil siilfat (SDS), nitrilotriasetikasit, kalsiyum kloriir hegzahidrat, N,N,N',N'-
Tetrametiletilendiamin (TEMED), gliserol, sodyum molibdat dihidrat, ¢inko siilfat
monohidrat, borik asit, kalsiyum siilfat dihidrat, magnezyum siilfat heptahidrat ve
Q-Sepharose fast flow kimyasallar1 Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, USA) firmasindan,
sodyum asetat, dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, sodyum hidroksit,
bakir (IT) siilfat pentahidrat, merkaptoetanol, hidrojen kloriir, etanol, Tris, glisin, Na®, Li",
Mg**, Mn?*, Zn**, Cu*, Co®* ve Ca?* iyonlarinmn kloriir tuzlari, metanol, aseton, bakto
tripton, mangan siilfat monohidrat, sodyum karbonat, disodyum hidrojenfostat dodeka
hidrat ve bromofenol mavisi kimyasallar1 Merck A.G. (Darmstadt, Germany) firmasindan,
akrilamid, Tris, Coomassie Brillant Blue R-250 ve Amonyumpersulfat (APS) kimyasallari
Fluka firmasindan, maya ekstragi Lab M firmasindan ve asetonitril kimyasal1 Carlo Erba

Reagent firmasindan temin edilmistir.

2.1.3. Kullamilan Mikroorganizma

Calismada kullandigimiz termofilik mikroorganizma (Geobacillus sp. TF17)
Biyoloji Boliimii arastirmacilarinin (Prof.Dr. Ali Osman BELDUZ ve arastirma grubu)
kiiltiir stoklarindan temin edilmistir. Calisilan mikroorganizma adi gecen arastirma grubu
tarafindan izmir ve Aydm illerindeki baz1 kaplicalardan izole edilmis ve cesitli morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal testlerle sistematigi yapilmis olup, 16S rRNA analizleri ile yeni

bir Geobacillus sp. susu oldugu ortaya konmustur.

2.1.4. Siv1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Mineral Besiyeri: 2,5 g maya ekstragi, 2,5 g bakto tripton, 1,0 g nitrilotriasetikasit,
0,4 gr kalsiyum siilfat dihidrat, 2,0 g magnezyum siilfat heptahidrat, 15 mL 0,2 M
Na;HPQO,4.12H,0, 10 mL 0,2 M KH,PO,4, 0,5 mL 0,01 M demir (1) sitrat pentahidrat ve
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5 mL eser element ¢ozeltisi yaklasik 900 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH
ile 7,5’a ayarlandi. Daha sonra ¢6zeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlanarak 121 °C’de ve
1 atm basing altinda 20 dakika steril edildi.

Eser element ¢ozeltisi: 0,22 g MnSO4.H;0, 0,05 g ZnSO4.H,O, 0,05 g H3BOs,
2,5 mg CuS0,4.5H,0, 2,5 mg NaMo00,4.2H,0 ve 0,46 mg CaCl,.6H,0 saf suda ¢oziiliip

hacmi saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

2.1.5. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

2.1.5.1. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

e Lowry A Cozeltisi (0,1 N NaOH i¢inde %2 (w/v) Na,COgs): 0,4 g NaOH ve 2,0 g
Na,COj3 saf su ile ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’ de sakland1.

e Lowry B Cozeltisi (%1 CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi): 1,0 g CuSO4.5H,0 saf su ile
¢Oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de sakland:.

e Lowry C Cozeltisi (%2 Na-K tartarat ¢ozeltisi): 2,0 g Na-K tartarat saf su ile
¢Oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandi.

e Lowry D Cozeltisi: 1 kisim Lowry B ve 1 kisitm Lowry C karistirilarak hazirlandi.

e Lowry E Cozeltisi: 0,5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karistirilarak hazirlandi.

e Si1gir Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi (1 mg/mL): 5,0 mg BSA saf su ile ¢oziiliip
hacmi 5 mL’ye tamamlandi1 ve 4 °C’de sakland1.

e 0,1 N NaOH i¢inde %0,1 (w/v) SDS Cozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf su

ile ¢Oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandi.

2.1.5.2. Protein Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

e Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 45,42 g Tris, 200 mL saf suda ¢oziiliip,
pH’s1 8,8’e ayarlanarak hacmi 250 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandi.

e Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 30,28 g Tris, 200 mL saf suda ¢oziiliip,
pH’s1 6,8’e ayarlanarak, hacmi 250 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandi.

e Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1,0 g APS saf suda ¢oziiliip hacmi
10 mL’ye tamamlandi1 ve hazirlanan ¢ozelti -20 °C’de saklanda.
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TEMED: Orijinal sisesinden kullanild1.

Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen
bisakrilamid saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de sakland:.
Bromofenol Mavisi (%0,1): 10,0 mg bromofenol mavisi saf suda ¢oziildi ve
hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uL. 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 100 puL %0,1
bromofenol mavisi, 250 uL %80 gliserol ve 460 pL saf suyun karistirilmasi ile
hazirland1 ve kiiglik kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.

Dogal PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklasik 490 mL saf
suda coziildiikten sonra pH 8,3’¢ ayarlandi ve ¢oOzeltinin hacmi 500 mL’ye
tamamlanda.

Jel Boyama Cozeltisi: 1,0 g Coomassie Brillant Blue R250°nin 62,5 mL glasiyal
asetik asit ve 93,5 mL metanol i¢inde ¢oziilmesi ile hazirland1.

Boya Uzaklastrma Cozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve
600 mL saf suyun karistirilmasiyla hazirlanda.

B-Naftil Asetat Cozeltisi (30 mM): 11,4 mg B-naftil asetat 2 mL aseton ile ¢oziiliip
hacmi 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponuyla 100 mL’ye tamamlandh.

2.1.5.3. Tampon Cozeltiler

A Cozeltisi (0,1 M sitrik asit monohidrat): 5,253 g sitrik asit monohidrat bir
miktar saf su ile ¢6ziiliip, hacmi 250 mL’ye tamamlandh.

B Cozeltisi (0,2 M disodyum hidrojen fosfat dihidrat): 8,90 g Na2HPO4.2H20 saf
su ile ¢oziiliip hacmi 250 mL’ye tamamlandi.

Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 4,0): 62 mL A ¢ozeltisi ile 38 mL B ¢ozeltisi
karigimindan 18,1 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmas ile
hazirland.

Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 5,0): 49 mL A ¢ozeltisi ile 51 mL B ¢ozeltisi
karigimindan 16,6 mL alnip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile

hazirlandi.
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e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 6,0): 37,4 mL A ¢ozeltisi ile 62,6 mL B ¢ozeltisi
karigimindan 15,3 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirlandu.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 7,0): 19 mL A ¢dzeltisi ile 81 mL B ¢ozeltisi
karigimindan 13,8 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirlandu.

e Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 7,5): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’st 1 N HCI ile 7,5’e ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye
tamamlanda.

e Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’st 1 N HCI ile 8,0’e ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye
tamamlanda.

e Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 9,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’st 1 N HCI ile 9,0’a ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye

tamamlandi.

2.1.5.4. Substrat Cozeltileri ve Enzim Aktivitesinde Kullanilan Diger Cozeltiler

e p-Nitrofenil Asetat Cozeltisi (10 mM stok): 1,8 mg pNPA’nin dimetilsiilfoksit
(DMSO) ile ¢oziiliip hacminin 1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e p-Nitrofenil Butirat Cozeltisi (10 mM stok): 1,78 uLL pNPB’nin hacmi asetonitril
ile 1 mL’ye tamamlanarak hazirland:.

e p-Nitrofenil Palmitat Cozeltisi (10 mM stok): 3,7 mg pNPP’nin asetonitril ile
¢oziiliip hacminin 1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirland1.

e p-Nitrofenil Laurat Cozeltisi (10 mM stok): 3,2 mg pNPL’nin asetonitril ile

¢oziiliip hacminin 1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirland1.

2.1.5.5. Diger Cozeltiler

0,2 M NayHPO4.12H,0: 7,16 g bilesik bir miktar saf suda ¢6ziildii ve hacmi saf su
ile 100 mL’ye tamamlandi.
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0,2 M KH2POg4: 2,72 g bilesik bir miktar saf suda ¢oziildii ve hacmi saf su ile
100 mL’ye tamamlanda.

0,01 M Demir (III) sitrat pentahidrat: 0,245 g bilesik bir miktar saf suda ¢oziildii ve
hacmi 100 mL’ye saf su ile tamamlandi.

0,6 M NaCl: 8,775 g NaCl tartildi. Bir miktar 20 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponunda
¢oziidii ve ayni tamponla hacmi 250 mL’ye tamamland1.

2 M NaCl: 29,25 g NaCl tartildi. Bir miktar 20 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponunda

¢Oziildii ve ayn1 tamponla hacmi 250 mL’ye tamamlandi.

2.2. Deneysel Calismalar

2.2.1. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

Kat1 besiyerinden alinan bakteri steril kabin igerisinde 3 mL mineral besiyerine ekildi
ve gece kiiltiirii hazirlandi. Bu kiiltiirden 200-300 pL alinarak 500 mL kadar mineral
besiyerine aktarildi. 55 °C’deki hava banyolu ¢alkalayicida bir gece biiytitiildii. Biiytitiilen
kiiltiir, 4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Toplanan hiicreler, 8 mL 20 mM
Tris-HCI (pH 8,0) tamponunda siispansiye edilip, siispansiyona 10 mg/mL icerecek sekilde
lizozim ilave edildi. Karisim, 37 °C’de 30 dakika bekletildikten sonra, %80 siddetinde, 1
devirde 5 dakika boyunca sonikasyona maruz birakilarak hiicreler patlatildi. Daha sonra
4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve elde edilen siipernatan ham enzim

Ozutu olarak kullanildi.

2.2.2. Asetonla Coktiirme

Hazirlanan ham enzim 6ziitii, aseton ¢oktiirmesi igin 1 hacim 6ziit, 1 hacim soguk
asetonla karistirilarak 4 °C’de 5 dak 9.000 rpm’de santrifiijlendi. Elde edilen ¢okelek,
aseton artiZinin uzaklasmasi i¢in 4 °C’de 1 gece bekletildi. Asetonu uzaklastirilan ¢okelek,
5 mL kadar 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponunda ¢oziildii ve ¢oziinmeyen kismin
uzaklagsmas: i¢in 4 °C’de 5 dak 8.000 rpm’de santrifijlendi. Elde edilen ¢ozelti iyon
degisim kromatagrafi kolonuna yiiklenene kadar — 20 °C’de sakland1.
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2.2.3. Iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi icin 30 cm x 1,5 cm ebadinda bir kolon ve dolgu
malzemesi olarak Q-Sepharose fast flow kullanildi (Kongruang vd., 2002). Vakum
pompast kullanilarak kolon dolgu malzemesi ve kullanilan tiim ¢ozeltilere degaz islemi
uygulandi. Dolgu malzemesi bir pastor pipeti kullanilarak dikkatlice kolona paketlendi.
Kolon, 20 mM dengeleme tamponunun absorbansi ile eluat absorbansi ayni oluncaya kadar
dengeleme islemine maruz birakildi. Kolonun akis hizi 1 mL/dak olacak sekilde ayarlandi.
Dengeleme isleminden sonra ham enzim 6ziitli kolona yiiklendi ve tutunmayan proteinler
uzaklasana kadar 20 mM Tris-HCl (pH 8,0) tamponu geg¢irildi. Kolonun NaCl
konsantrasyonu sifirdan baslayarak 0,6 M’a kadar yiikseltildi. Bunun i¢in 0-0,6 M NacCl
gradient kopriisii kullanildi. Bu koprii iki beher icerisine ayr1 ayr1 200 mL tampon
konulmast ve bu beherlerden birine konsantrasyonu 0,6 M olacak sekilde NaCl ilave
edilmesi ile hazirlandi. Beherler arasi tampon ge¢isi ince bir U cam boru ile saglandi. Bu
sekilde tuz konsantrasyonu dereceli olarak artirildi. Kolondan ¢ikan eluatlar yaklagik 4 mL
olacak sekilde cam tiipler ig¢erisinde biriktirildi. Eluatlardaki protein miktari, 280 nm dalga
boyunda absorbans Ol¢limleri ile belirlendi ve ayrica tiim eluatlarda esteraz aktivitesine
bakildi. Elde edilen degerlerle absorbans-tiip numarasi grafigi ¢izildi. Aktivitenin yiiksek
oldugu tiiplerden elektroforez yapilarak benzer profil gosterenler birlestirildi. Toplanan
enzim eluatlart Amicon Ultracel Membrane 10.000 MWCO Milipore kullanilarak

konsantre edildi.

2.2.4. Enzim Aktivitesinin Tayini ve Substrat Ozgiinliigiiniin Belirlenmesi

Hangi substrat varhginda en yiiksek enzim aktivitesinin gézlendigini belirlemek igin
Lee ve arkadaglar1 (1999) tarafindan kullanilan yontemle pNPA, pNPB, pNPL ve pNPP
substratlart ile aktivite tayinleri yapildi. Bunun i¢in substratlarm 10 mM’lik stok ¢ozeltileri
kullanildi. Daha sonra 1:4:95 (v/v/v) oraninda substrat:etanol:tampon (20 mM Tris-HCI,
pH 8,0) karisimlar1 hazirlandi. Bu karigimdan 1100 pL alinip tizerine 100 pL saf enzim
ilave edilerek 50 °C’de 20 dakika bekletildi. Siire sonunda, tiipler, buz igine alinarak
reaksiyon durduruldu ve 405 nm’de absorbans okundu. 1 U enzim aktivitesi, 1 dakikada
1 umol p-nitrofenol olusturan enzim miktari, spesifik aktivite ise mg protein basina enzim

Unitesi olarak tanimlandi.
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2.2.5. Protein Tayini

Orneklerdeki protein miktar1 Lowry metoduyla belirlendi (Lowry vd., 1951). Protein

standard: olarak sigir serum albumini (BSA) kullanildi. Kalibrasyon grafigi igin bir seri

serum albumin ¢6zeltisi hazirlandi. Tayinin gergeklestirilmesi i¢in asagidaki islemler

yapildi.

Kalibrasyon grafigi ¢izmek i¢in hazirlanan BSA ¢ozeltisinden (1 mg/mL) deney
tiiplerine swrastyla 10, 20, 30, 40 ve 50 pL ilave edildi. Bu sekilde BSA’nin son
konsantrasyonu 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/mL olmaktadir.

Saf enzim eluatindan 5 pL bagska bir deney tiipiine ilave edildi.

Standartlara ve 6rnege son hacimler 500 pL olacak sekilde 0,1 N NaOH icerisinde
hazirlanan %0,1 (w/v) SDS ¢ozeltisinden ilave edilip vortekslendi.

1 mL Lowry E ¢o6zeltisi her bir tiipe ilave edilip vortekslendi. Sonrasinda oda
sicakhiginda 5-10 dakika bekletildi.

Standartlara ve numuneye saf su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin
Reaktifi’nden 100 pL ilave edildi ve karanlik bir ortamda 30 dakika bekletildi.

650 nm’de absorbanslar okundu. Cikan sonuglara gore kalibrasyon grafigi

cizilerek protein konsantrasyonu hesaplandi.

2.2.6. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Ham enzim 6ziitiindeki ve eluatlardaki esteraz enziminin varligi dogal poliakrilamid

jel elektroforezi ile ortaya konuldu. Dogal elektroforez, sodyum dodesil siilfat (SDS)

icermeyen ortamda ve 10x10 cm ebadindaki elektroforez jeli kullanilarak gergeklestirildi.

Bu islem i¢in, %5°lik yigma ve %10’luk ayirma jeli kullanildi. Elektroforezde kullanilan

¢ozeltiler ve hacimleri Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4. Dogal poliakrilamid jel elektroforezininde kullanilan ¢ozeltiler ve hacimleri

Bilesenler Yigma Jeli Ayirma Jeli
(%5, pH 6,8) (%10, pH 8,8)

Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,8) 0,5mL
Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8) -- 2,5mL
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,67 mL 3,3mL
dd H,O 2,74 mL 4,1 mL
%10 (APS) 0,04 mL 0,1 mL
TEMED 0,004 mL 0,004 mL

Hazirlanan jel donduktan sonra tanka yerlestirildi ve tank dogal elektroforez yiiriitme
tamponu ile dolduruldu. Dogal elektroforez yiikleme boyasi ile 1:1 oraninda karistirilan
ornekler Hamilton siringa ile kuyucuklara yiiklendi. Tank, buz dolu bir kap igine
yerlestirildi. Boya, yigma jelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak 20 dakika 20 mA’de, daha
sonra da ayirma jelinin alt kismma gelene kadar 1-1,5 saat 25 mA’de yiiriitiildi. Elektrik
akimi kesildikten sonra jel sistemden dikkatlice ¢ikartilarak boyama islemine gegildi.

Saf enzimin varhiginin ortaya konulmasi i¢in yapilan dogal elektroforez sonrasi jel,
Coomassie Brillant Blue R-250 boyas1 ve substrat boyama ¢ozeltisi ile ayr1 ayr1 boyandi.
Jel, protein bantlarmi goriintiilenebilir hale getirmek i¢cin Coomassie Brillant Blue R-250
boyama ¢ozeltisi igerisinde yaklagik olarak 10-15 dakika calkalanarak bekletildi. Siire
sonunda, boyanan jel boyama uzaklastirma ¢ozeltisiyle 2-3 saat ¢alkalandi.

Substrat boyamasi i¢in ise jel, 15 dakika 50 °C’de 50 mL Tris tamponunda (50 mM,
pH 8,0) inkiibe edildi. Tampon ortamdan uzaklastirilarak, jel, 2 mL 30 mM B-naftil asetat
iceren 100 mL Tris tamponu (50 mM, pH 8,0) i¢ine alind1 ve 15 dakika bekletildi. 40 mg
Fast Blue B tuzunun ilave edilmesi ile esteraz bantlar1 goriiniir hale getirildi (Zhou vd.,

2004).

2.3. Saf Enzimin Biyokimyasal Karakterizasyonu

2.3.1. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’in Etkisi

Enzim aktivitesi tizerine pH’ m etkisini incelemek amaciyla 10 mM’lik stok pNPB

cozeltisi kullanilarak farkli pH’larda tampon c¢ozeltilerle 1:4:95 (v/v/v) oraninda
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substrat:etanol:tampon karisimlar1 hazirlandi. Bunun i¢in 50 mM konsantrasyonunda
hazirlanan Mcilvaine (pH 4,0-7,0) ve Tris-HCI (7,5-9,0) tamponlar1 kullanildi. Saf enzim
eluatindan uygun miktarda ilave edildikten sonra enzim aktivitesi her bir reaksiyon
karigimi i¢in belirlendi. Daha sonra Bagil aktivite (%)-pH grafigi ¢izilerek Geobacillus sp.

TF17 esterazinin optimum pH’s1 belirlendi.

2.3.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgmn Etkisi

Aktivite lizerine sicakhigin etkisini incelemek amaciyla 10 mM’lik stok pNPB
¢ozeltisi ve Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7,5) kullanilarak 1:4:95 (v/v/v) oraninda
substrat:etanol:tampon karigimi hazirlandi. Bu karisimdan alman 1100 pL’lik kisimlara
ayr1 ayr1 100 pL saf enzim eklenerek reaksiyon karigimlar1 hazirlandi ve 10 °C’lik artiglarla
birlikte 20-80 °C arasindaki sicakliklarda 20 dakika bekletildi. Daha sonra bu

karisimlaridaki aktiviteler tayin edildi ve optimum sicaklik belirlendi.

2.3.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun EtKisi

Bu denemede substrat konsantrasyonu sabit tutularak, daha onceden belirlenen
optimum sartlar altinda ve nihai olarak 0,5-50 pg/mL saf enzim eluati igerecek sekilde
hazirlanan her bir reaksiyon karigimmda ayri1 ayr1 aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen

sonuglar grafige gecirilerek optimum enzim konsantrasyonu belirlendi.

2.3.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Protein miktar: sabit tutularak optimum sicaklik ve pH degerlerinde yapilan bu
calismada, Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7,5) i¢inde 0,005-0,5 mM son konsantrasyonda
PNPB iceren etanol:tampon karisimlar1 hazirlandi ve enzim aktivitesi tayin edildi. Elde
edilen sonuglara gore substrat doygunluk egrisi ve Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu
grafiklerden yararlanilarak, optimum substrat konsantrasyonu, Ky Ve Vmas degerleri

hesaplandi.
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2.3.5. Enzimin pH Kararlihgmin incelenmesi

Saf enzimin pH kararliliginin incelenmesi amaciyla, 50 mM konsantrasyonunda
hazirlanan Mcilvaine (pH 4,0-7,0) ve Tris-HCI (7,5-9,0) tamponlar1 kullanildi. Tampon
¢ozeltileri ve saf enzim eluat1 1:1 oraninda karistirildi. Enzim-tampon karisimlar: 4 °C’de
ayr1 ayrt 1, 2 ve 3 gilin boyunca inkiibe edildi ve belirtilen siirelerin sonunda, optimum
sartlar altinda, aktivite tayinleri gergeklestirildi. Ayn1 sekilde hazirlanmig fakat inkiibe
edilmemis enzim - tampon karigimlarinin optimum sartlar altinda aktiviteleri hesaplandi ve
bu degerler %100 olarak kabul edilerek inkiibe edilen enzimin farkli pH’larda % kalan

aktiviteleri hesaplandi.

2.3.6. Enzimin Isil Kararhhiginin incelenmesi

Enzimin 1s1l kararliligin1 incelemek amaciyla, Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7,5)
icindeki saf enzim eluati, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C’de ayr1 ayr1 1, 4, 24, 48 ve 72 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminin sonunda enzim ¢dzeltisi buz i¢ine alinarak 5
dakika bekletildi ve buzdan c¢ikartilip oda sicakligmma gelmesi saglandi. Daha sonra
optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gergeklestirildi. Is1 ile muamele edilmemis
enzimin aktivitesi %100 olarak kabul edilerek, inkiibe edilen enzimlerin % kalan

aktiviteleri hesaplandi (Kolcuoglu vd., 2010).

2.3.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlarimin EtKisi

Enzim aktivitesi tizerine metal iyonu etkisini incelenmek amaciyla; Na*, Li', Mn2+,
Mgz+, Zn2+, Cu2+, Co%* ve Ca? iyonlarinin klortir tuzlari kullanildi. Son konsantrasyonda 1
ve 10 mM metal iyonu icerecek sekilde hazirlanan reaksiyon karigimlari ile optimum
sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu icermeyen karigimin aktivitesi %100

olarak alinip metal iyonu ilavesi durumunda % kalan aktiviteler hesaplandi (Hess vd.,

2008).
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2.3.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Organik Céziiciilerin Etkisi

Aktivite lizerine bazi1 organik coziiciilerin etkisini incelemek amaciyla, reaksiyon
karigimlarma nihai konsantrasyonlar1 %10 olacak sekilde metanol, etanol, izopropanol ve
asetonitril ilave edilerek optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Coziici
icermeyen karisimin aktivitesi %100 olarak kabul edilip % kalan aktiviteler hesaplandi

(Nawani vd., 2006).



3. BULGULAR

3.1. Enziminin fyon Degisim Kromatografisi ile Saflastiriimasi

Geobacillus sp. TF17 susundan elde edilen ham Oziitiinii saflastirmak i¢in iyon
degisim kromatografisi uygulandi ve uygun sartlar altinda tuz kopriisii ile kademeli olarak
toplanan fraksiyonlarin geldigi tiiplerde spektrofotometrik olarak, 280 nm’de protein tayini
ve 405 nm’de enzim aktivitesi tayini yapildi. Yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen

saflagtirma grafigi Sekil 6’da verilmistir.
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Sekil 6. Iyon degisim kromatografisi ile Geobacillus sp. TF17 esterazinin
saflastirilmasi

1’den 120’ye kadar numaralandirilan fraksiyon tiiplerine eluatlar, 4’er mL halinde
toplandi. 405 nm’de spektrofotometrik olarak yapilan aktivite tayini sonucuna gore saf
enzim iceren fraksiyonlar (85-89 numarali tiipler) birlestirilerek olusturulan saf enzim
eluatinda, ham enzim Oziitlinde ve aseton c¢oktiirmesi sonrasi elde edilen silispansiyon
cozeltide Lowry yontemiyle protein tayini yapildi. Bu tayin sonucunda saf enzim eluatinda
0,2 mg/mL, ham enzim 06ziitiinde 5,3 mg/mL ve aseton ¢Oktiirmesi sonrasi elde edilen

cozeltide ise 7,6 mg/mL protein miktar1 belirlendi. Bu degerler kullanilarak hesaplanan
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spesifik aktivite degerlerine gére enzimin kag¢ kat saflastirildig: tespit edildi. Tablo 5’de
goriildiigii gibi ham enzim 6ziitiinde enzimin spesifik aktivitesi 0,58 U/mg protein iken, saf
enzimdeki spesifik aktivite 33,15 U/mg protein olarak hesaplandi. Elde edilen bu sonuglara

gore enzimin 57,1 kat saflagtirilmig oldugu belirlendi.

Tablo 5. Esteraz enzimine ait saflastirma tablosu

Hacim | Protein | Aktivite| Toplam |Spesifik Aktivite | Verim | Saflastirma
Saflagtirma Adimi . .
(mL) | (mg/mL) L) Aktivite | (U/mg Protein) Katsayisi
Ham Enzim Oziitii 8 5,3 0,305 24,4 0,58 100 1
Asetonla Coktiirme 5 7,6 0,474 23,7 0,62 97,1 1,1
Q Sepharose Fast Flow 3 0,2 0,663 19,9 33,15 81,6 57,1

3.2 Enzimin Biyokimyasal Olarak Karakterizasyonu

3.2.1. Enzimin Elektroforetik Olarak Karakterizasyonu

Hazirlanan ham enzim Oziitlinde ve saf enzim eluatinda esterolitik enzimlerin
varligin1 ortaya koymak i¢in poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Dogal PAGE’de saf
enzimin yiiriitiiliip Comassie Brillant Blue R-250 ile boyanmasi sonucunda (Sekil 7A) tek
bir bant gozlendi. Tek bandin gézlenmesi enzimin basarili bir sekilde saflastirilabildigini
desteklemektedir. Ayn1 yontemle elde edilen ikinci bir jel, B-naftil asetat ve Fast Blue B
tuzu ile muamele edildi ve esteraz bantlar1 goriiniir hale getirildi (Sekil 7B). Yapilan
calismalar sonucunda Comassie Brillant Blue R-250 boyamas1 ile enzimin saflastirildigi,

substrat boyama ise saf enzimin esterolitik aktiviteye sahip oldugu ortaya konulmustur.
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1 2

Sekil 7. A. Dogal PAGE (Comassie boyama); 1. Ham enzim oziit
2. Saf enzim eluati B. Dogal PAGE (Substrat boyama);
1. Ham enzim 0ziitii 2. Saf enzim eluat1

3.2.2. Enzimin Substrat Ozgiinliigiiniin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi tayin yontemi kullanilarak, saf enzimin en yiiksek aktiviteyi hangi

substrat varliginda gosterdigi incelendi. Bunun igin p-nitrofenil asetat (oNPA), p-nitrofenil

butirat (pNPB), p-nitrofenil laurat (pNPL) ve p-nitrofenil palmitat (pNPP) substratlar1 ile

aktivite tayinleri yapildi. Saflastirilan enzimde, aktivite en fazla kisa zincirli p-nitrofenol

esteri olan pNPB varliginda gozlendi (Tablo 6). Yapilan tiim biyokimyasal karakterizasyon

islemlerinde substrat olarak pNPB kullanildi.

Tablo 6. Enzime ait substrat 6zgiinliigii tablosu

Substratlar Bagil aktivite (%)
pNPB 100
pPNPA 61,65
pNPL 2,33
pNPP 0
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3.2.3. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’1n Etkisi

Enzimin etkin oldugu optimum pH degerini belirleyebilmek icin pNPB substrati
varliginda farkli pH (4,0-9,0) degerlerindeki tamponlar kullanilarak aktivite tayini yapildi.
Elde edilen degerler kullanilarak % bagil aktivite-pH grafigi ¢izildi (Sekil 8). Elde edilen
verilerden enzimin optimum pH degerinin 7,5 oldugu belirlendi. Grafik gz Oniinde
bulunduruldugunda, pH 8,0’da, enzim aktivitesini, %80’e yakint mevcutken, pH 7,0’da,
enzim aktivitesinin %70’ini gdsterebilmistir. pH 4,0, pH 5,0 ve pH 9,0’da enzim

aktivitesinin belirgin sekilde diistiigii gorilmektedir.

120

100 -

80 -

60 -

40 -

Bagil aktivite (%)

20 -

0 T T T T T T
3.0 4.0 5.0 6,0 7.0 8.0 9.0 10,0
pH

Sekil 8. pH’1n enzim aktivitesi lizerine etkisi

3.2.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisini belirleyebilmek icin 10 °C’lik artiglar
saglanarak 20-80 °C araligindaki sicakliklarda aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen veriler,
%bagil aktivite-sicaklik grafigine aktarildi (Sekil 9). Cizilen grafikten saf enzimin en
yiiksek aktiviteyi 50 °C’de gosterdigi belirlendi. 20 °C’deki aktivitenin hemen hemen sifir
oldugu ancak sicaklik arttikga aktivitenin arttigi goriilmektedir. 50 °C’nin istiindeki
sicakliklarda enzimin aktivitesini kaybetmeye bagladigi, 70 °C’de enzimin aktivitesinin

%70’1ni, 80 °C’ de ise tamamini kaybettigi goriilmektedir.
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Sekil 9. Sicakligin aktivite lizerine etkisi
3.2.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesi ilizerine protein miktarinin etkisini incelemek iizere substrat
konsantrasyonu sabit tutularak farkli protein konsantrasyonlarinda reaksiyon karigimlar,
hazirlandi. Reaksiyon karisimlarinda, 0,5-50 pg/mL son konsantrasyonda protein icerecek
sekilde enzim ¢dzeltileri kullanilarak aktivite tayinleri yapildi. Olgiilen aktivite degerlerine
kars1 protein konsantrasyon degerleri grafige gecirildi (Sekil 10). Elde edilen hiperbolik
egriden, belirtilen sartlarda ve substrat konsantrasyonunda optimum enzim konsantrasyonu

20 pg/mL olarak belirlendi.
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Sekil 10. Protein konsantrasyonunun aktivite iizerine etkisi
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3.2.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimini incelemek amaci ile daha
onceden belirlenen optimum sartlarda ve sabit protein konsantrasyonunda farkli substrat
konsantrasyonlar1 kullanilarak aktivite tayini gergeklestirilmistir. Elde edilen verilerden
substrat doygunluk egrisi (Sekil 11) ve Lineweaver-Burk (Sekil 12) grafigi ¢izilmistir.
Grafiklerden yola ¢ikarak, optimum substrat konsantrasyonu 100 pM, KnVe Vmas degerleri
sirastyla 0,056 mM ve 19,38 U/mg protein olarak tespit edildi.
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Sekil 11. Enzimin substrat doygunluk egrisi
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Sekil 12. pNPB varliginda enzimin Lineweaver-Burk egrisi
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3.2.7. Enzimin pH Kararlihgmin incelenmesi

Enzimin pH kararliligini incelemek amaciyla, saf enzim eluati, pH 4,0-9,0 arasindaki
tamponlarla karistirilarak 4 °C’de 1, 2 ve 3 giin boyunca bekletildikten sonra, dnceden
belirlenen optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen verilerden kalan
aktiviteye karsi inkiibasyon zamani grafigi ¢izildi (Sekil 13). Grafikten de anlagilacagi
iizere, enzimin farkli pH’lardaki tamponlar i¢cinde 4 °C’de bekletilmesiyle aktivitesini, 2.
giiniin sonunda tamamini, 3. giiniin sonunda ise pH 7,5’da %100’iinii korudugu, diger pH

degerlerinde ise yaklasik %60’ mi1 korudugu goriilmektedir.
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Sekil 13. Enzimin pH kararhlik grafigi

3.2.8. Enzimin Isil Kararhhigmin Incelenmesi

Enzimin 1s1l kararliligim1 incelemek amaciyla yapilan ¢alismalar, 10 °C’lik artigla
30-80 °C sicaklhik araliginda ve 1, 4, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde
gerceklestirildi. Her bir deneme tiiplinden alinan 6rneklere optimum sartlar altinda aktivite
tayinleri yapildi. Gozlenen kalan aktiviteler, inkiibasyon zamanma kars1 grafige gecirildi
(Sekil 14). Grafik incelendiginde 80 °C’de 1 saatlik inkiibasyon sonucunda enzimin
aktivitesinin %90’ 11 kaybettigi goriilmiistiir. 4. saatin sonunda, 80 °C’deki aktivitenin
tamamen sifirlandigi, 70 °C’deki aktivitenin %70, 30 ve 60 °C’deki degerin yaklasik %20
azaldig1 gozlemlenmistir. 72 saatlik siirenin sonunda 40 ve 50 °C’de aktivite tamamen
korunmustur. 60 °C’de enzimin aktivitesini %30 oraninda korudugu, 30 °C’de ise bu

degerin %90 oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 14. Geobacillus sp. TF17 esterazinin 1s1l kararlilik grafigi
3.2.9. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal fyonlarinin Etkisi

Esteraz aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarmnin etkisini incelemek amaci ile Na“,
Li*, Mn?*, Mg?*, Zn**, Cu**, Co*" ve Ca*" iyonlarinmn kloriir tuzlar1 kullanildi. Reaksiyon
karisimidaki metal iyonlarinin son konsantrasyonlar1t 1 mM ve 10 mM olacak sekilde
diizenlendi ve optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu icermeyen
karigimin aktivitesi %100 olarak kabul edildi ve iyon varligindaki aktivite % kalan aktivite
olarak hesaplanarak tablo haline getirildi (Tablo 7). Tabloda goriildiigii gibi 1 mM nihai
konsantrasyonda Mn**, Co** ve Na* varhginda esteraz aktivitesinde kayda deger bir
degisim gozlenmedi. Cu®* ve Zn** varliginda yaklasik %25-30 arasinda bir inhibisyon
gdzlendi. Konsantrasyon 10 mM oldugunda ise Na*, Li* ve Mg®* varliginda enzim yaklasik
%80 aktif bulunmustur. Mn**, Co** ve Ca?* varhginda aktivitenin %45-60’1 mevcut iken,

Zn?* ve Cu** kullanildiginda enzim, aktivitesinin tamamina yakimini kaybetmistir.
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Tablo 7. Bazi metal iyonlarinin enzim aktivitesi lizerine etkisi

Metal fyonu Kalan aktivite (%) Kalan aktivite (%)
(Son konsantrasyon 1 mM) (Son konsantrasyon 10 mM)
Yok 100 100
Mn?* 08 50
Co? 95 46
Na' 91 79
Li* 87 81
Mg®* 87 78
Ca* 83 55
Cu™ 78 S
A 72 1

3.2.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Organik Céziiciilerin Etkisi

Enzim aktivitesi tizerine bazi organik ¢oziiciilerin etkisini incelemek amaciyla ile,

reaksiyon karisimlarma son konsantrasyonlar1 %10 olacak sekilde metanol, etanol,

izopropanol, asetonitril, ilave edilerek optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi.

Coziiclii igermeyen karisimin aktivitesi %100 olarak kabul edilip, % kalan aktiviteler

hesapland1 (Tablo 8). Metanol ve etanoliin enzim aktivitesi ilizerinde %35 oraninda

inhibisyona sebep oldugu gdzlendi. izopropanol, enzim aktivitesini %64 oraninda inhibe

ederken, asetonitril, % 82 oraninda inhibisyona neden olmustur.

Tablo 8. Bazi organik ¢oziiciilerin enzim aktivitesi lizerine etkisi

Organik ¢oziicii Kalan aktivite (%)
(Son konsantrasyon %10)
Yok 100
Etanol 65
Metanol 64
[zopropanol 36
Asetonitril 18




4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan bu ¢alismada, termofilik bir bakteri olan Geobacillus sp. TF17’ de esteraz
enziminin varligi tespit edilmis, iyon degisim kromatografisi ile saflastirilmis ve saf enzim
biyokimyasal olarak karakterize edilmistir. Enzimin biyokimyasal ve kinetik 6zellikleri
arastirilip, elde edilen veriler diger organizmalarda ¢alisilan esterazlar ile karsilastirilmstir.

Geobacillus sp. TF17 susundan ham enzim 6ziitii hazirland1 ve 6n saflagtirma islemi
olarak soguk asetonla ¢Oktiirme yapildi. Bu islem sonunda elde edilen enzim &ziitii
Q-Sepharose Fast Flow kolonuna tatbik edildi ve bodylece enzimin iyon degisim
kromatografisi ile saflastiriimasi gergeklestirildi (Sekil 6). Ham enzim 6ziitliinde, enzimin
spesifik aktivitesi 0,58 U/mg protein, iyon degisim kromatografisi sonucu saflastirilan
enzimin spesifik aktivitesi ise 33,15 U/mg protein olarak bulunmustur (Tablo 5). Bu
sonuglara gore enzim, 57,1 kat saflastirilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda esteraz
enziminin iyon degisim kromatografisi ile termoasidofilik arkeon’dan Q-Sepharose jeli ile
12,5 kat (Kim ve Lee, 2004), bir Bacillus tiirinden 42,7 kat (Sana vd., 2007),
Melanocarpus albomyces’ ten 52 kat (Kontkanen vd., 2006), Bacillus licheniformis
S-86’dan 76,7 kat (Torres vd., 2008), Sparassis crispa mantarindan 73 Kkat
(Chandrasekaran vd., 2011) saflastirilmasi gergeklestirilmistir.

Iyon degisim kromatografisi ile gerceklestirilen saflastirma isleminden sonra elde
edilen saf enzim eluat1 elektroforetik olarak analiz edilmistir. Hazirlanan %10’luk dogal
poliakrilamid jel elektroforezine tatbik edilen ham enzim Oziitlinlin substrat boyamasi
sonucunda (B-naftilasetat - Fast Blue B), esterolitik aktivitenin varligmi gésteren 4 bant
gbdzlenmistir. Bu sonuca gore ham enzim 06ziitiinde esterolitik aktiviteden sorumlu farkli
proteinlerin varligindan veya izoenzimlerin mevcudiyetinden séz edilebilir. Ancak saf
enzim eluatini iceren elektroforez jelinin Comassie brillant blue R-250 ve ayrica substrat
boyamas1 sonucu gozlenen tek bir bant basarili bir saflagtirma isleminin gerceklestirildigini
desteklemektedir (Sekil 7A ve 7B). Literatiirde birden fazla esteraz izoenzimlerinin varligi,
Acetobacter pasteurianus (Kashima vd., 1998), Streptococcus thermophilus (Liu vd.,
2001), Cucurbita pepo cv ““Eskandrani’’ (Fahmy vd., 2008), Kluyveromyces marxianus
CBS 1553 (Monti vd., 2008) gibi daha 6nce yapilan bir¢cok calismada da ortaya konmustur.

Geobacillus sp. TF17’ye ait oziitiin sahip oldugu esterolitik aktivitenin substrat

Ozglinliigiinli ortaya koymak amaciyla, igerdikleri karbon sayilar1 farkl, degisik
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uzunluktaki p-nitrofenol esterleri (pNPA, pNPB, pNPL ve pNPP) kullanild1 ve kisa zincirli
PNPB substrat1 varliginda esterolitik aktivitenin en yiiksek degere ulastigi tespit edilmistir
(Tablo 6). Bu sonug¢ Geobacillus sp. TF17’den saflastirilan hidrolitik aktiviteden sorumlu
enzimin kisa zincirli esterlerin hidrolizini katalizleyen bir esteraz olabilecegini
gostermektedir ki benzer sonuglar farkli organizmalarda yapilan ¢aligmalarda da rapor
edilmistir (Tao vd., 2011; Fu vd., 2011; Chuang vd., 2011). Bu nedenle saflagtirmadan
sonraki karakterizasyon ¢aligmalarinda pNPB enzim substrati olarak kullanilmistir.

pH, enzimlerin aktivitelerinin ifadesinde belirleyici bir faktordiir. Literatiirde,
esterazlarin genellikle notral pH’ya yakin degerlerde maksimum aktivite gosterdikleri
goriilmiistiir. Geobacillus sp. TF17°den saflastirilan enzimin sergiledigi esterolitik
aktivitenin pH’ya bagimlilig1 pH 4,0-9,0 araliginda incelendi. Enzimin asidik ve bazik pH
degerlerinde diisiik aktivite gosterdigi, pH 7,5’ta ise aktivitenin maksimum degere ulastigi
gozlemlenmistir (Sekil 8). Bu sonug, saflastirilan enzimin hidrolitik aktivitesinin pH
degerinin literatiirle uyum igerisinde oldugunu gostermektedir. Benzer sonuclar; Rattray ve
Fox’un (1997) Brevibacterium linens ATCC 9174’den ve Fucinos vd.’nin (2011) Thermus
thermophilus HB27’den elde ettigi esterolitik enzim iizerinde yaptigi ¢alismalarda
(optimum pH 7,5) bulunurken, Torres vd.’nin (2009) Bacillus licheniformis S-86’dan ve
Chandrasekaran vd.’nin (2011) Sparassis crispa mantarindan elde ettikleri enzimin
optimum pH degeri 8,0 olarak rapor edilmistir.

Geobacillus sp. TF17°den saflastirilan esteraz enziminin aktivitesinin sicaklikla
degisimi 20-80 °C araliginda incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, enzimin maksimum
aktivite gosterdigi sicaklik 50 °C olarak belirlenmistir (Sekil 9). Enzimin aktivitesi 40 °C
ve 60 °C’de %70 oraninda mevcutken, 20 °C ve 80 °C’de ise enzim aktivitesini tamamen
kaybettigi gozlenmistir. Farkli kaynaklardan elde edilen esterazlarin optimum sicakliklar1
su sekildedir; bir Bacillus tiiriinde (Sana vd., 2007) 45 °C, Bacillus licheniformis S-86
(Torres vd., 2009)’da 60 °C, Fervidobacterium nodosum Rt17-B1 (Yu vd., 2010)’de 75 °C
ve Sparassis crispa mantarinda ise (Chandrasekaran vd., 2011) 50 °C.

Geobacillus sp. TF17 esterazinin pH kararhiligi, saf enzimin farkli pH’lardaki
tamponlar icinde 4 °C’de 1-3 giin boyunca inkiibasyona birakilmasiyla incelendi.
Gergeklestirilen bu iglemle, birinci giinlin sonunda pH 8,0 disindaki degerlerde aktivitede
%20’ye varan artig goriildii. 2 giinliik inkiibasyon sonrasinda enzim aktivitesini tiim pH
degerlerinde tamamen korumustur. 3 giin boyunca farkli pH degerlerindeki tampon

cozeltiler i¢cinde inkiibe edilen enzimin, optimum pH degerinde, orijinal aktivitesinde
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herhangi bir kayip gézlenmezken, diger pH degerlerinde aktivitenin yaklasik %30 oraninda
kayboldugu gozlenmistir (Sekil 13). Ateslier ve Metin’in (2006) ¢alismasinda ki Bacillus
sp. 4’den elde edilen esterazin aktivitesini 10 saatlik inkiibasyonu sonucunda, pH 4,0 ve
8,0 araliginda, %80’den fazla korudugu, pH 10,0’da ise %45 oraninda korudugu tespit
edilmistir. Vafiadi vd.’nin (2009) yaptig1 ¢alismada, saflastirilan esteraz enzimin pH 8,0’da
430 ve 286 dakikalik inkiibasyon sonucunda, sirasiyla 50 °C ve 55 °C’de, aktivitesinin
%50’sini korudugu bildirilmistir. Elde edilen bu veriler Geobacillus sp. TF17’den elde
edilen esterazin olduk¢a pH kararli bir enzim oldugunu gostermektedir.

Enzimin 1s1l kararliligmi belirlemek amaciyla, saf enzim 72 saat boyunca 30-80 °C
arasindaki sicakliklarda inkiibe edilmistirler. Elde edilen sonuglar incelendiginde, 48
saatlik inkiibasyon sonunda 60 °C’de aktivitenin %70’inin korundugu gorilmektedir. 72
saat sonunda, 60 °C’de aktivitenin %40’inm, 30-50 °C’de ise aktivitenin neredeyse
tamaminin korundugu Sekil 14’ten anlasilmaktadir. P. furiosus esterazi, 75 °C’de iki saat
bekletildiginde aktivitesinin tamamimi korumakta, 100 °C’de ise aktivitesini hemen
kaybetmektedir (Almeida vd., 2006). Bacillus sp. Esterazi 65 °C’de 10 saat inkiibe
edildiginde aktivitesini %50 oraninda korumustur (Ateslier ve Metin, 2006). P. torridus
EstA ve EstB esterazlarinin, 90 °C’de, sirasiyla 21 ve 10 saat inkiibe edilmeleri sonucunda
aktivitelerinin %50’sini kaybettikleri bildirilmistir (Hess vd., 2008). Thermus thermophilus
HB27 esterazimin 85 °C’de 10 saatlik inkiibasyondan sonra oldukg¢a kararli oldugu rapor
edilmistir (Fucinos vd., 2011). Literatiirde verilen bu bilgiler dikkate alindiginda,
Geobacillus sp. TF17 esterazmin 30-50 °C araliginda 72 saatlik inkiibasyonu sonuncunda
181l kararliligmin oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir.

Geobacillus sp. TF17 esteraz aktivitesi lizerine protein konsantrasyonunun etkisini
incelemek amaciyla, son protein konsantrasyonu 0,5-50 pg/mL olan reaksiyon karisimlar
hazirlandi ve bu karigimlarda aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen veriler grafige
gecirildiginde, protein konsantrasyonu 20 pg/mL’ye ulasana kadar aktivitenin hizli bir
sekilde arttigi ve bu degerin yukarisindaki konsantrasyonlarda aktivitenin protein
miktarmdan bagimsiz oldugu ortaya konmustur (Sekil 10).

Esteraz enzim aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimini incelemek
amaciyla protein miktar1 sabit tutularak, farkli substrat konsantrasyonlarinda reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuclar kullanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk egrisinden
Vmaks V& Kiy degerleri sirasiyla 19,38 U/mg protein ve 0,056 mM olarak bulunmustur (Sekil

11 ve 12). Daha once yapilan ¢aligmalarda esteraz aktivitesi i¢in bulunan Kn, degerleri,
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T. maritima, Bacillus sp., G. thermoleovorans YN, piring kepegi esterazlari i¢in sirasiyla
0,148 mM, 0,06 mM, 6,74 mM ve 0,027 mM olarak bildirilmistir (Levisson vd., 2007;
Ateslier ve Metin, 2006; Soliman vd., 2007; Chuang vd, 2011). Fu vd.’nin (2011) yaptig1
bir calismada saflastirilan rekombinant bir esterazin Kp degeri ise 0,46 mM olarak
bulunmustur. Bir¢ok endiistriyel enzimin Km degerinin 0,01 mM ile 100 mM arasinda
oldugu bildirilmistir (Fullbrook, 1996). Bu nedenle, Geobacillus sp. TF17 esterazinin ilgili
endiistriyel alanlarda kullanilabilecegi agiktur.

Bir ¢cok enzim, etkinlik gosterebilmek i¢in kofaktor olarak metal iyonlarina ihtiyag
duyar. Metal iyonlar1 farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklar1 bilesiklerde farklh
koordinasyon geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip olmalar1 gibi sebeplerle,
proteinlerin farkli bolgelerine baglanabilirler. Bunun sonucu olarak da enzim aktivitesini
farkl sekilde etkileyebilirler (Bock vd., 1999; Di Tusa vd., 2001). Geobacillus sp.
TF17°den saflastirilan enzim iizerine Na®, Li", Mn2+, |\/|g2+, Zn2+, Cu2+, Co?* ve Ca**
iyonlarinin etkisi 1 mM ve 10 mM nihai konsantrasyonlarda olacak sekilde incelendi
(Tablo 7). Son konsantrasyonu 1 mM olan metal iyonlar1 karisimlarinin aktivite izerindeki
etkileri incelendiginde, Zn** iyonu varliginda, aktivite %70 oraninda korunmusken, diger
metal iyonlar1 varliginda yaklasik %80-90 oraninda aktivite korunmustur. 10 mM’hik
karigimlar incelendiginde ise Na®, Li* ve Mg?" iyonlar1 varliginda aktivitenin yaklasik
%80’inin korundugu, Mn?*, Co? ve Ca’* varliginda aktivitenin %45-60 oraninda
korundugu, Zn** ve Cu** kullanildiginda ise aktivitenin tamamina yakininin kayboldugu
gozlenmistir. Benzer sonuglar, Na*, K, Cu?*, Co*, cr** ve AP varliginda Lycoperdon
perlatum esterazinda (Colak, vd., 2009), Na* ile P. torridus EstA ve EstB esterazlarinda
(Hess vd., 2008), Mn*" ile ise Ralstonia sp. M1esterazi (Quyen vd., 2007) durumunda elde
edilmistir. Bir bagska c¢alismada ise Sparassis crispa mantarmdan saflastirilan esterazin,
5mM Zn**, Co* ve K' varhiginda aktivitesini %40 oraninda kaybettigi ve ayrica Ca®*
disindaki tiim metal iyonlarinin enzim aktivitesini inhibe ettigini ortaya konmustur (Fu vd.,
2011).

Geobacillus sp. TF17’den saflastirilan esterazin, aktivitesinin, bazi organik
¢oziiciiler mevcudiyetinde, ne sekilde degistigini gozlemlemek amaciyla bir dizi
reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Son konsantrasyonu %10 olarak hazirlanan metanol,
etanol, izopropanol ve asetonitril iceren reaksiyon karigimlar1 kullanilarak gerceklestirilen
calismalarda, metanol ve etanol durumunda, aktivitenin yaklasik %65’ korunurken, bu

deger izopropanol i¢in %36 ve asetonitril i¢in %18 olarak tespit edilmistir (Tablo 8).
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Termoasidofilik arkeon’dan elde edilen esterazlarin organik ¢o6ziiciiler igerisindeki
aktiviteleri incelendiginde, etanol varliginda aktivitede %10’luk bir artisn gdzlendigi,
metanol ve izopropanol varliginda aktivitenin neredeyse tamaminin inhibe oldugu,
asetonitril durumunda ise %60’lik bir inhibisyonun gerceklestigi ortaya konmustur (Kim
ve Lee, 2004). Kluyveromyces marxianus CBS 15532’den saflastirilan esterazin metanol
ve etanol varligindaki aktivitesi sirastyla %82 ve %76 oraninda korunmustur (Monti vd.,
2007). Fu vd.’nin (2011) yaptig1 calismada klonlanan esterazin metanol ve etanol
varhigindaki kalan aktivite degerleri swrasiyla %96 ve %70 olarak bulunmustur.
Geobacillus sp. TF17 susundan elde edilen esterazin organik ¢oziiciilere karsi davraniginin
literatiirle uyum igerisinde oldugu gézlemlenmistir.

Elde edilen biitiin sonuglar degerlendirildiginde, Geobacillus sp. TF17 susundan
saflagtirilan esterolitik aktiviteye sahip bir enzimin, bazi organik c¢oziiclilere ve metal
iyonlarma kars1 duyarli, pH ve 1s1l kararli oldugu goézlemlenmis ve ayrica Ky Ve Viaks
degerleri agisindan literatiirde bilinen esterazlardan bazi iistlin Ozelliklere sahip oldugu
ortaya konmustur. Elde edilen veriler dikkate alindiginda enzimin endiistriyel

uygulamalarda kullanilabilecek bir potansiyele sahip oldugu agikca goriilmektedir.



5. ONERILER

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 yiiksek verim ve yiiksek
hizda gergeklesmesini saglayan biyokatalizorlerdir ve bu &zelliklerinden dolayr hem
biyoteknolojik hem de endiistriyel islemlerde enzimlerin kullaniminin giin gegtikge arttigi
bilinmektedir. Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, triinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle endiistriyel enzimler ile
ilgili alanda yapilan ¢esitli arastirmalar giderek 6nem kazanmaktadir.

Endiistrinin ihtiya¢ duydugu enzimlerin bir grubunu olusturan lipaz ve esterazlarin,
gida, deri, deterjan ve ilag sanayi gibi pek ¢ok alanda kullanilmaya baslanmasi bu
enzimlerle ya da bu enzimleri iireten organizmalarla ayrintili ¢alismalarin yapilmasini
zorunlu hale getirmistir.

Dogal bazi enzimlerin yiiksek maliyete ve diisiik kararliliga sahip olmasi, ayni
zamanda seciciligi ve aktiviteleri endiistriyel teknolojide kullanimimi engellemektedir.
Termofilik bakterilerle yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen enzimlerin ise aktif
olmalari, yiiksek sicakliklarda kararlilik gostermeleri ve hatta yiiksek basingli ortamlarda
termal kararliliklarmi siirdiirebilmeleri endiistriyel agidan bu tiir enzimleri cazip kilmistir.
Esteraz/lipaz enzimlerinin termofilik bakterilerden izole edilip, saflastirilmasi ve ileri
derecede karakterize edilmesi son zamanlarda bu alanda yapilan bir¢ok ¢alismanin temelini
olusturmaktadir. Bu ¢alismalar sonucunda elde edilen bulgulardan yararlanilarak ilgili
endiistri alanlar1 i¢in daha gelismis ve uygun ozelliklere sahip tiirlerin farkli mikrobiyal
kaynaklardan elde edilmesi yeni yapilacak arastirmalar i¢in yol gosterici olacaktir. Ayrica
bu enzimlerin kaynagi olan mikroorganizmalarin, genetik miithendisligi, biyokimyasal ve
biyoteknolojik yontemler yardimiyla modifiye edilmesi, 6zel ihtiyaglara cevap verebilecek
enzim ireten mikroorganizmalarm elde edilmesine olanak saglayacaktir.

Son zamanlarda enzim iiretimini daha verimli hale getirebilmek igin g¢esitli
teknolojiler gelistirilmistir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlardan biri rekombinant
DNA teknolojisidir. Bu teknoloji sayesinde enzimleri kodlayan genleri izole etmek ve bu
genlerin tizerinde c¢alismak, Ozellikle genetik mutasyonlar yapmak, giiniimiizde artik
olanakli hale gelmistir. Bunun gibi ileri teknolojik yontemlerle lipaz/esteraz enziminin
daha kontrollii ve daha bol iiretilmesi saglanabilir. Bu sebeple, Geobacillus sp. TF17

esterazinin uygun bir konakg¢iya kKlonlanarak, bol miktarda ekspres edilmesi ve saflastirma



41

isleminin daha kolay hale getirilmesi saglanabilir. Bunun yaninda cesitli mutasyon
teknikleri kullanilarak enzim davranisindaki degisimler incelenebilir.

Yaygm olarak kullanilan teknolojilerden bir digeri ise enzimin kararliligin1 artiran ve
tirtiniin reaksiyon ortamindan uzaklastirilip enzimin tekrar kullanilabilirligini kolaylastiran
immobilizasyon teknigidir. Bu teknikle, Geobacillus sp. TF17 esterazi, endiistriyel
uygulamalarda, ozellikle tekrar kullanilabilirligini saglamak amaciyla immobilize
edilebilir.
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