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Yiksek Lisans Tez
OZET

TERMOFILIK Geobacillus sp. DF20 SUSUNDAN ESTERAZIN
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Esra OZBEK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisii
Kimya Anabilim Dah

Danigman: Prof.Dr. Ahmet COLAK
2011, 56 Sayfa

Bu ¢algsmada, Q-Sapharose iyon degisim kromotografisi ile termofilk Geobacilillus
sp. DF20 susundan esteraz saflastrildi ve karakterize edildi Saflagtirlan enzim dogal
PAGE’ de ¢ift bant halinde gozlendi ve substrat boyama ile bu bantlarm esteraz oldugu
kantlandi.  Enzim maksimum aktivitesini, substrat olarak p-nitrophenyl butirat (pNPB)
kullanildigmda pH 7,0 ve 50 °C’de gosterdi Ky Ve Vmaks degerleri srastyla 0,120 mM ve
54,6 U/mg protein olarak hesaplandi. Enzimin +4°C, 50°C ve 70°C sicaklklarmda yapilan
kararllik denemelerinde 5.saat sonunda 70°C‘de aktivitesini tamamen kaybettigini 72 saat
sonunda ise +4°C’de aktivitenin %100 korunurken 50°C’deki aktivitenin azaldig
goriilmiistir. pH kararllk denemelerinde +4°C sicakhkta pH 5 ve pH 7’de yapilan
denemelerde 5 giinlik inkiibbasyonda enzim aktivitesmin dustigli fakat pH 5’deki
aktivitenin daha yilksek oldugu gdriilmiistiir; optimum sicaklk olan 50°C’de pH 5 ve pH
7’de yapilan kararllik denemelerinde 2.giin sonunda pH 5’de hi¢ aktivite kalmazken pH
7’de ise aktivitenin 3.gliin sonuna kadar %100 korundugu gozlenmisti. Bazi metal iyonu
ve kimyasallarin enzim aktivitesi lizerine etkisi ayrica incelenmistir.

Bu calsmadan elde edilen veriler saflastirilan esterazn baz ¢oziciiler varligmda
aktivite gostermesi ve bunun yannda pH ve s kararh olmast onu baz endiistriyel

uygulamalarda kullanigh olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Termofilik, Esteraz, Geobacillus sp. DF20, Iyon Degisim
Kromatografisi, Karakterizasyon, Saflastrma
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Master Thesis

SUMMARY

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF ESTERASE FROM
A THERMOPHILIC BACTERIUM, Geobacillus sp. DF20

Esra OZBEK

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Ahmet COLAK
2011, 56 Pages

The esterase from a thermophilic bacterium, Geobacillus sp. DF20, was purified
using Q-Sepharose ion exchange column and characterized.  Native polyacrilamid gel
electrophoresis stained by p-naphtyl acetate and Fast Blue B indicated the presence of two
active esterase. Enzyme show highest activity in presence of p-nitrophenyl butirate (p-
NPB) as a substrate at pH 7.0 and 50 °C. The Ky and Vmax Values of the enzyme were
calculated as 0.120 mM and 54.6 U/mg protein, respectively. The stability experiments of
enzyme were carried out at +4°C, 50 °C and 70 °C. At the end of 5" hour, the enzyme lost
the activity at 70° C. By the end of 72 hours, while the activity was protecting 100%, the
activity had decreased at 50 °C.

When the enzyme incubated in buffer solution pH 5.0 and 7.0 at 4 °C, the enzyme
retained its original activity 70% and 50% respectively after 3 days. At 50 °C, the enzyme
activity lost its activity at pH 5.0 after 2 days incubation and conserved 95% its activity
after 3 days. The effects of metal ions and some chemicals on the activity were also
investigated.

These data support that the esterase from Geobacillus sp. DF20 has some

advantages for industrial or biotechnological applications.

Key Words: Thermophilic, Esterase, Geobacillus sp. DF20, lon Exchange
Chromatography, Characterization, Purification.
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1.GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Enzimler, canh hiicrede meydana gelen metabolizma reaksiyonlarmm pek ¢ogunu
hizlandran veya diizenleyen protein yapismdaki biyolojik katalizorlerdir. Enzimler, dogal
ortamlart1 dismda uygun kosullar saglandigmda dig ortamlarda da etkilerini gosterebilirler ve
bundan dolay1 pek ¢ok alanda enzimlerden yararlamlabilmektedir. Bu nedenle enzimlerin yer
aldiklar1 dokularm veya hiicre kisimlarmm belirlenmesi, biyokimyasal reaksiyon islevlerinin ortaya
cikarimasi, etki mekanizmalarmm ve kinetik Ozellklermn tim ayrmtilaryla incelenmesi
ve enzimlerin saflagtirilarak elde ediimesi biiyik 6nem tagmaktadir.

Sistematik adi triagilgliserol agilhidrolaz olan lipazlar, triagilgliserollerin  hidro lizini
katalizleyerek di- ve monoagilgliserollere ve gliserole doniistirme (\Veeraragavan 1990),
lipid-su ara yiizeyinde triagilgliserolleri hidrolizleme (Mogensen vd, 2005), susuz ortamda
ise ester baglarmi sentezleme (Kim wvd., 1996) yetenegine sahiptirler. Lipaz enziminin
lipolitik ~ aktivitesinin enzim-lipid ara yiizeyinde gergeklestigi bilinmektedir (Saxena vd.,
2003).

Hidroliz, ¢esitli esterlesme reaksiyonlari, lipid sentezleri (Hong wvd., 1998),
biyotransformasyon, organk sentezler gbi cesitli reaksiyonlart katalizleyen ve yag
kimyasi, deterjanlar, mandraciik gibi endiistri alanlarmda c¢ok fazla kullamlan lipaz
enzimi; msan ve diger memelilerin pankreas ve bagwsaklarmdan, mantarlardan (Sagroghu
vd., 1993), mikroorganizmalardan (mantar ve bakteriyel), hayvansal ve bitkisel
kaynaklardan farkh metodlarla izole edimis ve saflastirimustr (Basch-Bierne 1. vd., 1984;
Yadav , 1998).

Lipazlarm biyoteknoloji alaninda ¢ok genis uygulama alanlari vardi (Ria vd, 1993).
Giinlik endiistriyel iiretimlerde, yag isleminde, yiizey aktif maddelerin {iretiminde, ilag
endiistrisinde, deterjan ve katki maddelerinde ve ¢esitli tekstil sentezlerinde ve organik
kimyada cesitli sentetik reaksiyonlarm biyokatalizrleri olarak lipazlar kullamimaktadir
(Mohamed, 2000).

Sicaklk endiistride vazgeciimez bir unsurdur. Biyokatalizor olarak enzimlerin en
bilnen dezavantaji yiiksek sicaklklarda bozunmalart ve dolayisiyla  aktivitelerini
kaybetmeleridir. Ancak baz mikroorganizmalarm yiiksek sicaklklarda biiyiiyebilmesi; bu



sistemlerde mevcut enzim bilesenlerinin  bu sicaklarda bile yapilarm korumalari ve
dolayisiyla  aktivite gOsterebilmelerinden kaynaklanr. Termofilk bakteriler bu tiirden,
sicakhga dayankh enzimleri igeren ve endistrilerde kullanilabilecek potansiyel enzim
kaynaklarmi olustururlar. Bu enzimlerin termofilik mikroorganizmalardan elde edilmesi ve
Ozelliklerinin  arastrlmast  kuskusuz bu enzimlerin  kullanim  alanlarmi  daha da
genigletecektir (Janssen vd., 1994; Shao ve Weigel, 1995).

1.2. Esteraz/Lipazlann Ozellikleri ve Simflandirnilmasi

Lipazlar, organik ¢0oziicli-su ara yiizinde, suda ¢ozinmeyen uzun karbonlu yag
asitlerini igeren triagilgliserollerin ester baglarmm hidrolizini katalizlerken, esterazlar ise
sulu ortamda ester baglarmin hidrolizini katalizleyip organik ¢o6ziicii ortammnda da bu
baglarm olusumunu saglamaktadwlar (Sekil 1). Bu, lipazlart esterazlardan aywran bir
Ozelliktir. Lipazlarda goriilen bu organik ara yiizeydeki aktivite ara yiizey aktivasyonudur
ve baz durumlarda lipazlar suda ¢ozinen esterlere karsi da aktivite gosterebilmektedirler
(Desnuelle, 1972; Schmid ve Verger, 1998).

O

O
e — + R
R:)K)__R[ R:)'KO/H

Sekil 1. Esteraz/lipazlarin katalizledigi genel reaksiyon

OH

Yapwsal cahsmalar, lipazlarm aktif bolgelermin hidrofobk baz amino asitler
tarafindan ¢evrildigini ve bu yiizden de aktif bdlgenn yalnizca minumum substrat
konsantrasyonu ile etkilesebilecegini ortaya koymustur (Fojan vd., 2000). Dolaysiyla
lipazlar maksimum aktiviteye ulagmak i¢in minumum substrat konsantrasyonuna ihtiyag
duyarken esterazlar klasik Michaelis-Menten kinetigine uyarlar.

Esteraz ve lipazlar amino asit swralarma, katalizledikleri ester baglarmm tiiriine ve
substrat tercihlerine gore smflara ayrilirlar. Bunlar:

1- Amino grup asit dizisi benzerligine gore 3’e ayriir.(Hemia vd.,1994);
kolinesteraz ve mantar kokenli lipazlar1 igeren grup C, lipoprotein ve bakteriyel lipazlari



iceren grup L ve hormana duyarh lipazlar olarak adlandiwilan ik olarak Vaughen ve
arkadaglar tarafindan kesfedilen Grup H ‘dr. Grup H ve HSL  benzer sekansa ait
proteinler igerir (Vaughan vd.,1964; Manco vd.,1997).

2- Hidrolizledikleri ester baglarma bagh olarak esterazlar birgok alt birime ayrihr;
karboksil ester hidrolazlar (E.C 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) ve fosforik triester hidrolazlar (EC 3.1.8.x). Bu enzimler insan, hayvan ve
mikroorganizmalarda bulunmaktadr (Schmid vd., 1998). Bakteriler tarafindan (iiretilen
karboksil ester hidrolazlarm (EC 3.1,1.x) ki Onemli smifi mevcuttur. Bunlar: uzun zncirli
suda c¢oOzinmeyen (C>12) agilgliseritleri hidrolizleyen lipazlar (EC 3.1.1.3) ve kisa zncirl
karboksilik asit esterlerini (C<12) hidrolizleyen karboksili esterazlardw (EC 3.1.1.1). Her
ki enzimin ii¢ boyutlu yapisi karakteristik o/p-hidrolazlarm katlanmasi ile olusur (Eggert
vd., 2002).

3- Substrat tercihlerine gore esterazlar; asetil esterazlar, aril esterazlar, karboksil
esterazlar ve kolin esterazlardir (Cakir ve Yamanel, 2005).

Tablo 1. Lipaz ve esterazlar1 birbirinden ayran ozellikler

Ozellikler Lipazlar Esterazlar

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

Araylizey aktivitesi /kapak | Evet Hayir

Substrat hidrofibikligi Yiiksek Yiiksekten diisiige

Enantiyosecicilik Genelde yliksek Yiiksekten sifira

1.3. Esteraz /Lipazlann Yapisal Ozelliklerinin Incelenmesi

Esteraz ve lipazlarm molekill agrlklar1 19-60 kDa arasmda degisiklk gosterebilir
(Bano vd., 2003) ve 3 boyutlu yapilart a-sarmal ve B-katlanmis yapilardan olusmus olup,
bu enzimler karakteristk o/f hidrolaz ailesinin birer iyesidir (Ollis vd., 1992). o/p-
hidrolaz enzim ailesi ik olarak Ollis (1992) tarafindan ortaya konulmustur. Bu grupta yer
alan tim enzimler 8 farkh B- znciri igceren merkezi B- zncir yapisiyla, bu yapilarla
baglantih 5-8 a-sarmal yapt bulunduran o/f/o. sandvic modeli olustururlar (Sekil 2). Aym
kivrrmh ve katalitk mekanizmah diger enzimler; esteraz benzeri asetil kolin esterazlar,



kiitinazlar, karboksil esterazlar, arilesterazlar, fosfolipazlar Al, Kkolinesterazlar ve hem
grubu icermeyen peroksidazlardir (Pleiss ve Fischer, 2002).

Sekil 2. Dogal o/p hidrolaz katlanmas1

Katalitk mekanizma, biitin enzimlerde korunmus olan Ser-His-Asp(Glu) katalitik
Uclisii tarafindan gergeklestirilir. Aktif bolgedeki serin amino asidi tiim enzimlerde
korunmus olan Gly-X-Ser-X-Gly yapismda yer almaktadr (Ollis vd., 1992). Sekil 3, bir
esteraz/lipazin ii¢ boyutlu yapisini gostermektedir.

Sekil 3. Farkh agilardan esteraz/lipazin lig-boyutlu yapismmn sematk gosterimi (Ben-Shem
vd., 2007).



1.4. Esteraz/Lipaz Reaksiyon M ekanizmasi

Lipazlar oldukca karmagik katalitik mekanizmalara sahiptirler. Sulu  homojen
cozeltilerde lipazlar; aktif bolgedeki katalitk TUcliniin hidrofobik bir kapak tarafindan
kapatiddigi kapah (aktif olmayan) form ve kapagm acildi@ (acik) form olmak {izere iki
konformasyonel durum arasmda dengededir (Van Tilbeurg vd., 1992; Van Tilbeurg vd.,
1993; Derewenda vd., 1994; Derewenda vd., 1992) (Sekil 4). Lipid varhgnda aktif
boldegedeki kapak agilarak yiizeyler arasi aktivasyonun gerceklesmesi saglanr. Yiizeyler
arast aktivasyon gOstermeyen lipazlarda kapagm olmadi@gi ya da kapak-domaininde
delesyon bulundugu gozlemlenmisti. Buna ragmen Pseudomonas aeruginosa, Candida
antarctica B ve Burkholderia glumae lipazlarmmn kapak yapisma sahip olmalarma karsm,
ylizeyleraras1 aktivasyon gostermezler. Sulu ortamda lipazlar icin kapal form baskin
komformasyondur ve aktif bolge, kapak yapismi olusturan bir ya da daha fazla diigim
tarafindan c¢oziciiden korunmustur. Kapagm dig parcasi hidrofilikti. Bu konformasyonun
kararhhgmm sebebi elektrostatk etkilesimlerdir. Bir su-yag emiilsiyonunda kapagmn
aclmasi, substratlarm aktif bolgeye girisine izin verir (agikk konformasyon). Bdylece
niikleofilk serin birimi biiyik hidrofobik ylizeyler ile etkilesir ve lipaz enziminin aktif
forma ge¢mesi saglanr (Verger, 1997; Schimid ve Verger, 1998; Jaeger ve Reetz, 1998;
Houde wvd., 2003). Bircok lipazda kapagmn hareketiyle ayrica bir oksianyon bosluk
olusmaktadwr. Substrata yapilacak olan niikleofilk saldmr1 srasmda olusan negatif yiklerin
kararhhgm saglayan elektrofiik cevrenin saglanmasi bu bosluk sayesinde gerceklesir
(Jaeger ve Reetz, 1998).



Sekil 4. Mucor miehei lipazinin kapah (A) ve agik (B) formlarinin yapis. Sart alanlar
katalitik Tcliiyti temsil etmektedir. "Kapak" yapismin agimasi ile (B) katalitik
bolgeye (sari) erisilebilmektedir (Schmid ve Verger, 1998).

Lipazlar biyolojik sistemler i¢in Onemli bir enzim smifidr. Son zamanlarda hem
esterazlar hem de lipazlar diisik su icerkli ortamlarda basari ile kullamimaktadilar.
Boylece bu enzimler, esterifkasyon ve trans-esterifkasyon gibi reaksiyonlar1 da
katalizlemektedir (Balcao vd., 1996; Villeneuve vd., 2000).

Hidrolaz smifina ait olan karboksil esterazlar (gercek esterazlar EC 3.1.1.1.), suda
¢cOziinen substratlarm ester baglarmm olusumunu ya da hidrolizini katalizlerler. o/B-
hidrolaz enzim ailesi, esterazlarm serin hidrolaz mekanizmasmi kullanrlar ve serin
proteazlarm mekanizmasma benzerdir. Bu mekanizma dort adimdan olusur (Sekil Sve 6)
(Bornscheuer vs., 2002):

1- ik basamakta aktif bolgedeki serin biriminin substratm karbonil karbonuna
niikleofilk saldwistyla tetrahedral bir ara {iriin olusur. Bu ara {iriin histidin ve aspartat
amino asitleri tarafindan kararh kihnir.

2- lkinci admda alkol salnr ve agil-enzim kompleksi olusur.

3- Yme bir nikleofiin saldwis1 ile (hidroliz reaksiyonlarmda su molekiilii ve
transesterifikasyon/esterifikasyon —reaksiyonlarmda bir alkol ya da ester) agil-enzim
kompleksi hidrolizlenerek ikinci bir tetrahedral ara {irlin olusur.

4- Son olarak bir asit ya da esterin ayrimasi ile enzim yeniden elde edilir
(Bornscheuer ve Kazlauskas, 1999).
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Sekil 5. Lipaz hidroliz mekanizmas1 (Akkus, 2006).
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Sekil 6. Lipaz esterifikasyon mekanizmast (Akkus, 2006).

1.5. Esteraz/Lipaz Katalizli Reaksiyonlar

Esterazlar (EC 3.1.1.1 ve EC 3.1.1.2) sulu ¢ozeltilerde sadece kisa yag asit
zincirlerinden olusan ftrigliseritleri  hidroliz edebilir. Lipazlar, (EC 3.1.1.3 triagilgliserol
hidrolazlar) emiilsiyonlarda lipid-yag ara yiizeylerinde serbest yag asitleri ve gliserolleri
serbest brakmak icin ftrigliseritlerde karboksil ester baglarmmn hidrolizini katalizler ve
uzun yag asit zncirlerinden olusan trigliseritler gibi suda c¢oziinmez substratlart tercih

ederler (Jaeger ve Reetz, 1998)

O

QO
— H —+ Ri—OH
R:)K)———Rl R").\")/

Sekil 7. Lipaz/esteraz katalizli hidroliz reaksiyonu



Az miktarda su iceren ortamlarda esterifikasyon ve transestrifikasyon reaksiyonlari
hem esterazlar (EC 3.1.1.1) hem de lipazlar (EC 3.1.1.3) tarafindan Kkatalizlenir
(Kawamoto vd., 1987). Bu reaksiyonlar, ila¢ endistrisinde Onemli kimyasallarm
sentezinde kullanlan kiral maddeleri hazrlamada, rasemik kangmlart ¢ozmede, gida
endistrisi igin  tat verici esterlerin sentezinde, kati ve sm yag endiistirisinde ise

trigliseritlerin fizikokimyasal ozelliklerinin modifikasyonunda kullanilir.

R1—|C—OH + R—OH —>R1—C|:—OR2 + HO
| I
@) @)

Sekil 8. Lipaz/Esteraz katalizli esterifikasyon mekanizmasi

Ozellikle C, - Cg karbona sahip karbona yag asitlerinin etil esterleri ¢ig siitte ve
peynirde bulunur. Yag asitlerinin ve alkollerin esterazlar ile esterifikasyonu peynirde
esterin olusum mekanizmasi ile ilgilidir (Bills vd., 1965; Morgen vd., 1967).

Alkoliz lizerinden ester sentez, sekerleri, yag asidi tiirevlerini ve gliseritlerin yag acil
gruplarmi  alkollere  doniistirmekte ve sulu  biyolojik  sistemlerde  yaygin olarak
gortilmek tedir.

1.6. Esteraz/Lipazlannn Bulundugu Organizmalar

Endistriyel uygulamalar i¢cin gerekli olan enzim miktar1 olduk¢a fazladwr. Bu
nedenle, biyolojik sistemlerden izole edillen bir enzimin endiistriyel islemlerde
kullanlabilmesi i¢in ihtiyag duyulan enzimin nasil ve hangi kaynaktan elde edilecegi
verilecek ik ve belki de en Onemli karardr. Bu kaynaklarm ticari olarak kullanilabiimeleri
maliyetleri ve elde edilebime kolayhg gbi faktorler ve biraz da toplumda kabul
gormelerine baghdwr (Faiz, 2005).

Son zamanlarda mikrobiyal lipolitk enzimler olduk¢ca Onemli hale gelmislerdir ve
pahah memeli enzimleri i¢in iyi birer alternatif olmuglardr (Long vd., 1988; Winkler vd.,
1990). Birgcok mezofiik ve termofilik organizmalardan esterazlar ve lipazlar saflastirilp
karakterize edilmisti. Bunlardan bazlari; 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
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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 kullanlan bir¢ok lipaz aslnda mikrobiyal kaynakhdw. Lipaz {ireten
mikroorganizmalar farkli ortamlarda bulunabilmektedir ki bunlar; endiistriyel atiklar, siit
trlinleri, petrol veya yag ile kirletimis topraklar, msan ve hayvanlarm sindirim sistemi ve
dokular, bitkilerin tohum ve meyveleri, bitki yag isleme fabrikalari ve sicak su kaphcalart
seklinde smalanabilir. Lipaz ireten mikroorganizmalar; bakteriler, mantarlar, mayalar ve

aktinomisitler olarak smiflandirilmaktadir (Sharma vd., 2001).

1.7. Termofiller ve Termofilik Bakteriler

Bakteriyolojinin - hemen hemen ik donemlerinde, termofilik bakterilerin  varhg
biliniyordu. Thermus aquaticus ilk karakterize edilen hiper termofilik bakteridir
(Voytek vd., 2001). Termofilk bakteriler ik kez 1879 yiinda Miquel tarafindan 72 °C ’de
cogalabilen bakteriler olarak izole edildi Miquel bu bakterileri nehir, ¢camur, toprak, toz ve
kanalizasyon = numunelerinden  elde  etmistr  (Joseph  Jenkins,1999).  Giinitimiizde
ekstremofilik  mikroorganizmalar ~ volkanlarm  yiiksek —sicakliklarmda, kutuplarm  diisiik
sicakliklarmda c¢ok diisik ve c¢ok yikksek pH degerlerinde (pH 0-3,0 veya pH 10,0-12,0)
veya cok yiksek tuz konsantrasyonlarmdaki (%5-30) yasama adapte olduklan
bilnmektedir (Giil Giiven.,, 2007). Sicaklk cevremizdeki en Onemlh degiskenlerden biridir.
Yasayan organizmalarm smiflandriimast  onlarm  sicaklkla olan iliskilerine  dayahdir.
Bundan dolay1 biyolojik sistematigin en temel elementlerinden biri olarak kabul edilirler.
Mikroorganizmalar genel olarak psikrofil, mezofil ve termofil olmak {izere 3 gruba
ayrilrlar  (Kristjonsson ve Stetter, 1991). Termofilik organizmalar yiiksek sicaklklarda
yasamaya adapte olup kendi aralarmda ihmh termofiller (45-65 °C) ve hipertermofiller
(85 °C) seklinde ayrilirlar (Tablo 2) (Demirjian vd., 2001).
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Tablo 2. Termofillerin Smiflandirilmasi

Mikroorganizma Minimum °C Optimum °C Maksimum °C
Psikrofiller -55 15-30 19-35
Mezofiller 10-15 30-45 3547
Fakiiltatif

37 4555 70
Termofiller
Zorunlu Termofiller | 40-45 55-75 60-80
Ekstrem

60 75-80 85-115
Termofiller

Termofilik  bakteri suslarmm optimum  biiyiiyebilme sicaklklari 55 °C  “‘den
105 °C ‘nin iistine kadar degistifi bilinmektedir. Bu sekilde c¢ok yiiksek sicaklklarda
yasayan termofilk mikroorganizmalar asm1 termofiller veya c¢ok asmi termofiller olarak
adlandiriimaktadr ve bu organizmalarm optimum biiylime sicakliklart 80 °C ‘nin
tizerindedir. Termofilk bakteriler tabii olarak kaplicalarda, tropik topraklarda, giibre
y@gmlarmda, giibreyi olusturan diskilarda, c¢oplerde ve baz belli bash yerlerde bulunurlar
(Canakg1, 2003).

Termofilk mikroorganizmalar yiiksek sicakhkta biiyliyebilme yetenegine sahip tek
hiicreli canllardr (Madigan ve Naris, 1997). Gergekte, yiiksek sicaklk, yasam i¢cin gerekli
bircok makromolekiiliin denatiirasyonuna neden olmasmndan dolayr birgok mikroorganizma
icin tehlike olusturur (Cowan, 1992). Termofillerin durumu ve orijini uzun siire tartigma
konusu olmustur. 1927 yilinda, Arhenius, termofiliklerin giinesten gelen radyasyon basmnci
ille Veniis gezegeninden yeryiizine geldiklerini ileri stirmiistir (Babich ve Stotzky, 1987).
Ik izolasyonu yapilan termofilk organizma, Sulfolobus acidoicaldarius olp, 75°C'de
optimum gelisme gostermektedir (Huber vd., 1992). Bunun yaninda ik termofilik Bacillus
ise, 1888 yiinda Paris Seine nehrinden, 70°C'de Miquel tarafindan izole ediimistir. Miquel
termofilik bakterileri topraktan, c¢oplerden, diski ve pislklerden, kanalizasyon ve nehir
camurlarindan izole etmistir (Miquel, 1888).

Termofiller, aerobik, anaerobik veya fakiiltatif anaerobik olup, genellkle Gram(-)
mikroorganizmalar olarak bilnirler. Hiicre duvarnda glikoprotem ve proten miktar
yiiksek oldugundan Gram (-) sonu¢ vermektedir (Tolner vd., 1997).
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Termofilk  mikroorganizmalar  yapisal ve  molekiiller  olarak  mezofilik
mikroorganizmalara ~ gére  farkhhk  gOsterirler.  Termofillerm  yiiksek  sicakliga
adaptasyonunu; membran yag bilesimleri, membran protemlerinin yiiksek termostabilitesi,
transdiiksiyon enzimlerinin yilksek devinim oranlar1 ve enerji transferinde baglanma
iyonlar1 olarak protonlar yerine sodyum iyonlarmi kullanmalar1 saglamaktadr (Tolner vd.,
1997).

Termofilk canllarm DNA yapisma bakildiginda, yiksek sicaklktaki DNA'mn
denatiirasyonuna karsi, sitopldzmann sahip oldugu iyon icerigi ve diisik su aktivitesiyle
korundugu diistiniilmektedir (Diilger, 2003). Bununla birlkte birgok mikroorganizma
DNA's1 negatif siiper sarmal iken, termofilklerm DNA'smin pozitif siiper sarmal oldugu
gorililir. Bu oOzelik ve DNA'ya baglanan histon ve benzeri proteinler, DNA'nin
denatiirasyonuna karsi direng saglar (Kristjansson, 1992).

Termofilik bakterilerin protein ve enzim yapiari da yiiksek sicakhga dayankh ozel
katlanmalar yapmaktadr. Bu protemler baz kritk amioasitlerce zengindir. 1996 yilinda
yapilan bir caligmada, termal kararlligi artwran en az 13 tane farkh fiziksel ve kimyasal
faktoriin - varhg belirlenmistir. Bu faktGrlerden Onemli olanlar; tuz kopriileri, hidrojen
baglar,, kisa halkalar, halkalarda bulunan prolin miktar1 fazlahg ve glisin miktarmmn azhg

seklindedir. Bu faktorler {izerine ¢esitl cahsmalar mevcuttur.

Termofilik 6zellik gosteren Thermus aquaticus ve Thermococcus litoralis'den elde
edilen termofilik enzim DNA polimeraz olup, PCR reaksiyonlarmda kulanimaktadw. Bu
mikroorganizmalardan izole edilen enzim yiksek sicakhfa dayankh olup, DNA ¢ift
zincirini birbirine baglayan zayirf hidrojen baglarmi kirabilecek ozellige sahiptir. Bu sayede
DNA'mn tek znciwrini kalp olarak kullanarak polimerizasyon zncir reaksiyonunu

tamamlar (Aguilar, 1996).

Termofilik enzimlerden bazlar1 son zamanlarda saflastriius ve basarih bir sekilde
klonlanpp, mezofilk bakterilere aktarimistr. Bu enzimler: Amilazlar, Ksilenazlar,
Proteazlar, Lipazlar, Selilozlar olup gida, kimya ve farmakoloji endiistrilerinde ve g¢evresel
biyoteknolojide  kullanlan ~ enzimlerdir ~ (Aguilar, 1996). Bu enzimlerden proteaziar
Ozellkle deterjanlar, deri, et, siit, ilag, bira, fotograf, organik sentez ve atklara muamelede
kullanimaktadir (Banerjee vd., 1999). Amilaz enzimi ise ticari olarak ik kullamlan enzim
olma oOzelligi tasmaktadr (Aira vd., 1983). Bu enzim kagt ve tekstil endiistrisinde,
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nisastann  sivilastrimasnda, ekmek, glkoz ve fruktoz suruplari ve tutkal {tiretiminde,
alkol fermantasyonunda kullanilmaktadir (Kwran vd., 2006).

Dogas1 geregi yiiksek sicaklklarda kararh ve aktif olan termofilk ve hipertermofilik
enzimler mezofilk veya sakrofilk tlirlerden elde edilen enzimlere oranla ¢ok biiyiik
biyoteknolojik avantajlara sahiptirler:

1. Bu enzimler mezofilik bir konak¢ida ekspres edildiklerinde 1s1 muamelesi ile
saflagtirilmalar1 ¢ok kolaydir.

2. Coziciller veya guanidinyum hidrokloriir gibi, denatiire edici kimyasallara
kars1 oldukca direnglidir.

3. Enzimatik reaksiyonlarm yiiksek sicakliklarda gerceklestirilmesi ile yiiksek
konsantrasyonda substrat kullanmm, daha diisik viskosite, daha az mikrobiyal
kontaminasyon riski ve genellikle daha yiksek reaksiyon hizlari elde
edilebilmektedir (Vieillle ve Zeikus, 2001)

Yiksek sicakliklarda gerceklesen reaksiyonlarin ilgi ¢ekici olmasmnin temelinde,

a) Reaksiyon hizi artar

b) Ortam viskositesi diiser

C) Substrat ¢ozinirliigii artar

d) Kontaminasyon ihtimali diisiiktiir

e) Termofik ve hipertermofik enzimler sicakliga tabii tutularak daha kolay

saflagtirilabilirler gbi sebepler bulunur (Stetter, 1996, 1999).

Isil kararlliktan bagka termofillerden elde edilen enzimlerin organik ¢oziicli icinde
denatiirasyona karst dayanikhliklari onlarm sudaki sl kararhlklari ile iliskilidir (Owusu
ve Cowan, 1989). Bu nedenle w1l kararlh enzimler sadece sulu ortamda degil, organik
ortamda da kullanilmak i¢in cezp edicidir.

1.8. Termofilik Bir Mikroorganizma Olan Geobacillus’lar

Yeryiizii veya toprak basilleri anlamm ifade eden Geobacillus cinsi, su an
sistematigi yapinugs 16 tiirli icermektedir. Toprakta, kaphcalarda ve okyanuslarda
bulunurlar.  30-70 °C  arasmdaki sicakliklarda Dbiyirler ve tip tirli Geobacilus
stearothermophilus’dur. Bu cinsin tiyeleri Gram poztif veya degisken, hiicreleri gubuk
seklinde, hareketl, elips veya silindirik seklinde termmal veya subterminal sporlara
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sahiptir. Koloni morfolojisi ve biiyiikligii degiskendir. Bu cinsin %G+C igerigi, %48, 2-58
arasmda degismekte olup, baslca yag asitleri, iso-Cis:o, I50-C1g:0 Ve iS0-C17:0°dir.

Gebacillus cinsinin kendi tiyeleri arasmdaki 16S rRNA gen benzerligi %97’den daha
fazla oldugu icin, 16S rRNA gen dizi analizi Gebacillus cinsine ait tiirlerin ayrimnda
yeterli degildir, sadece cins seviyesindeki smiflandirmada onemli rol oynar.

Literatirde Geobacillus cinsiyle yapilan birgok enzim g¢alsmasi mevcut olup, giin
gectikge sayllart artmaktadwr. Bunlardan bazlari, D-amino asid aminotransferaz (Lee wd.,
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), 1,3-6zgin lipaz (Ebrahimpour vd., 2011)
seklindedir.

1.9. Esteraz/Lipazlann Endiistrideki Yeri

Giinlimiizde bilinen bircok enzim vardr ve bunlarm yarisma yakm ticari olarak
kullanilmaktadir. Mikrobiyal ~ kokenli  enzimlerin  biwrgcogu  endiistriyel ~ olarak
kullanmaktadr. 1960°dan oOnceki yillara baktigmizda yilik enzim satis1 sadece birkag
milyon dolarla smrh oldugu gorilmektedir. Fakat giiniimiizdeki enzim pazarma
bakildignda pazar hacmi hizla biiylimis ve bu hacim ylizlerce milyon dolara kadar
ulasmustir (Godfrey ve West, 1996; Wike, 1999).

Esterazlar, dogal materyallerin, tahil atklarmm, plastikler ve diger toksik
kimyasallar gibi endiistriyel kirleticilerin = bozunmasmda O6nemli rol oynar. Esterazlar
optikge saf bilesiklerin, parfiimler ve antioksidanlarm sentezinde de kullamlr (Panda ve
Gowrishankar, 2005).

Lipaz ve esterazlar substrat spesifitesi, bolge sipesifitesi ve kiral secicilk gibi
karakteristik benzerlikler iceren enzimlerdir (Jaeger vd., 1994; Schmid ve Verger, 1998).
Yiksek lipoliz cesitli peynirlerin iiretiminde zorunlu oldugu icin lipaz enziminin aktivitesi
sit endistrisinde Onemlidir. Peynir yapmmnda kullandan renninin kiitlesinde, proteolitik
enzimler ve lipazlar mevcuttur. Lipazlar ¢ikolata endistrisinde, tereyagma aroma
kazandrmada, kremalarda, karamellerde kullamimaktadwr. Aym zamanda lipazlar
margarinler, firm drlinleri ve bitkisel {rilinlerde, lipazlarla modifiye edilmis tereyag
triinleri aroma gelistirici olarak kullanimaktadwr. Lipazlar kozmetik, parfiimeri ve deri
sanayi gbi endistriyel alanlarda kullandimaktadr (Kazlauskas ve Bornscheuer, 1998).
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Ayrica  kirli  sularm  temizlenmesinde,  biyosiirfaktan  olarak  deterjan  iiretiminde,
karbonhidrat ve aminoasit tiirevlerinin eldesinde ve hayati 6nem arz eden enantiyomerik
olarak  saf ilaglarm  hazirlanmasi gbi biyoteknolojkk  uygulamalarda da  sikga
kullanimaktadwlar (Jaeger ve Reetz, 1998; Arpigny ve Jaeger, 1999). Cesitli endistriyel
kullanim amaglar1 i¢in hayvanlardan, bitkilerden ve mikroorganizmalardan bir ¢ok lipaz
saflastrimig, karakterize edimis ve pek ¢ok mikrobiyal lipaz klonlanmstr (Schmidt,
1998; Choi vd., 2000; Rua vd.,1998). Lipazlar iizerinde yapilan ¢alsmalarm %90’1 baz
avantajlarmdan dolay1 mantar veya bakteri orijinlidir ve ticari olarak c¢esit oOzelliklere
sahip lipazlar mevcuttur. Son zamanlarda endiistrinin ihtiyacmdan dolayr sicakhga dirench
lipazlar iizerinde g¢aligmalara baglanmistir (Dharmsthiti ve Luchai, 1999; Nawani ve Kaur,
2000; Kademi vd., 2000; Lee vd., 2001). Ozellkle termofilik bakterilerde mevcut
lipazlarin yiiksek sicakliklara karsi dayanikli olmasi endiistride kullanimi arttrmugtir.
Mikrobiyal lipazlarm endiistride uygulamalar1 ve Kkatalizledikleri islemler, elde edilen

mikroorganizmalar ve ticari firmalar Tablo 3 ve 4 de dzetlenmektedir.

Tablo 3. Mikrobiyal lipazlarin endistriyel uygulamalar1 (Vulfson, 1994).

Endiis tri Katalizlenen Islem Uriin ya da Uygulama

Deterjan Yaglarm hidrolizi Kirlerin uzaklagtiriimasi

Mandira {rtinleri Siit yagnin hidrolizi, peynirin | Siit, yag ve peynirde lezzet
olgunlagmasi, tereyagmmn artric1 bilesenlerin
modifikasyonu gelistirilmesi

Fmn {irtinleri Lezzet artwrmm Raf 6mriiniin uzatilmas1

Mesrubatlar Atoma artirmm Mesrubat

Saglik besinleri Transesterifikasyon Saglik besinleri

Et ve balk Lezzet artirmm Et ve balik iirtinleri

Kimyasallar Enantiyosegicilik, sentez Kiral yapi bloklari

Kozmetik Sentez Emiilsifiyer, nemlendirici

Kagit Hidroliz Kalitesi artirimis  kagit

Deri Hidroliz Deri tirtinleri
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Tablo 4. Ticari olarak elde edilen bazt mikrobiyal lipazlar (Jaeger ve Reetz, 1998)

Kaynak Organizma Biyoteknoloji Firma
Amano, Biocatalysts,
Boehringer,
Candida rugosa Organik sentez Mannheim,Fluka,
Sigma
M Boehringer, Novo
antar Candida antartica Organik sentez Nordisk
Thernlomyces Deterjan katkis1 Novo _Nord isk,
lanuginosus Boehringer
Rhizomucor miehel o . Novo Nordisk, Amano,
Besin iglemleri Biocatalysts
Burkholderia cepacia ] Fluka, Boehringer
Organik sentez Manr;heim '
Bakteriyal Pseudomonas
alcaligenes Deterjan katkis1 Genencor
Chromobacterium
viscosum Organik sentez Asahi, Biocatalysts

Esterazlar mandra iriinlerinde, meyve sularmda, bira, sarap ve ¢esitl alkol
tiretiminde kullamlr. Diisik degerdeki yaglari daha degerli yaglara doniistiirme islemi i¢in
transesterifikasyon katalizorii olarak hem esterazlar hem de lipazlar kullanilir.

Kolesterol esterazlar ve poliiretnaz’lar ise insan yapmmu Kkirleticiler olarak bilinen
plastikler, poliiretanlar, poliesterler, polietilen glikol adipate vb. malzemeleri pargalamak
icin kullanilir (Jahangir vd., 2003).

1.10. Cahsmamn Amaci ve Pratik Onemi

Enzimler, canl hiicrede meydana gelen metabolizma reaksiyonlarmn pek cogunu
hizlandiran veya diizenleyen protein yapismdaki biyolojik katalizorlerdir. Enzimler, dogal
ortamlart dismda yeterli kosullar saglandignda dis ortamlarda da etkilerini gosterebilirler
ve bundan dolay1 pek ¢ok alanda enzimlerden yararlanilabilmektedir (Sokmen, 2005).




17

Enzim endistrisi, modern biyoteknolojinin  araglarmm  kullandmasiyla  birgok
tretim iglemini gelistirmek {izere Onemli derecede gelisme kaydetmektedir. Daha az
miktarda enerji, su ve hammadde tiketimi ile daha az atk ve cevresel Kirlilik bu
teknolojinin hedef yararlar1 arasmdadr (Yidrim, 2009).

Termofiliklerin iizerinde yapilan cahgmalar, termofill enzim molekiillerinin sicakhga
direncli oldugunu gostermis ve direngli yeni proteinlerin bulunmasma olanak saglanmistir.
Bu protemlerin yiiksek sicaklklarda kararlilklarm korumalar, aktif olmalarn ve yiiksek
basnglarda dahi termal kararhliklarmi koruyabilmeleri endiistriyel agidan bu enzimleri
cazip kimustr. Giuda, temizlik, ilag ve tekstil endiistrisinde oldukca biiyiik bir pazara sahip
olan bu enzimlerin kullanlmasi ile hem daha diisiikk maliyetlerde yiiksek saflikta ve bol
miktarda {irlin eldesi gerceklesir hemde cevre kirliligine sebep olan atk iirlinlerin miktari
azalr.

Bu c¢ahsmann amaci, endiistriyel Oneme sahip esteraz enziminin termofilik
Geobacillus sp. DF20 susundan izole edilip, saflagtiriimasi ve karakterize edilmesidir.
Boylelkle endiistride kullannma uygun ve daha istiin Ozelliklere sahip mikrobiyal
kaynaklarm ve yeni enzimlerin ortaya ¢ikarimasi saglanacaktr. Karakterizasyon
cahgmalar siiresince, optimum sicakhk ve pH, w511 ve pH kararhhd, aktiviteye metal
iyonlarmn ve g¢esitl kimyasallarm etkisi, substrat ve protein konsantrasyonunun aktivite
tizerine etkisi gibi ¢esitl arastrmalar yapimistir. Boylece, kullanilan termofilk bakterinin
esterolittk enzim kaynagt olarak endistriyel islemlerde ya da diger alanlarda Ki
uygulamalar icin uygun olup olmadigi ortaya konabilecek ve yeni bir enzim, kinetik
Ozellikleriyle birlikte endiistriye ve/veya literatiire kazandmrilabilecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanmlan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Firma Model
UV-Vis Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25
Protein Elektroforezi Owl Separation Systems P8DS
Sogutmali Santrifiij Hettich Zentrifugen Rotina 35 R
Mikrosantrifiij Sigma 1-14
Saf Su Cihaz Sartorius Arium 611UV
Jel Goriintiileme Sistemi Kodak Gel Logic 200 Imaging System
Mikrotiipler I¢in Termal Sallayict Boeco TS-100 Thermo Shaker
pH Metre InoLab WTW pH 720
Sonikator Bandelin Sonopuls HD3100

Hava Banyolu Calkalayici

Barnstead/Lab-Line

MaxQ Mini 4450 Shaker

Vorteks Thermolyne Type 37600 Mixer
Buzdolab1 Profilo BD4303ANFE
Terazi Ohaus Pioneer
IsiticyMagnetik Karistirict HS31 Chiltren
Otoklav Tomy SX-700E
Gili¢ Kaynagi Thermo EC 1000XL
Degaz Pompasi Vacuubrand 2C
Kollektor Retriever 500
UV Dedektor Retriever UA-6
Peristaltik Pompa Tris -
New Brunswick Scientific U410

Ultra Low Temperature Freezer

Steril Kabin

JSR

JSCB-1200SB
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2.1.2. Kullanpllan 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 siifat dihidrat, magnezyum siilfat heptahidrat ve Q-
Sepharose Fast Flow kimyasallari Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, USA) firmasmndan,
sodyum asetat, dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, sodyum hidroksit,
bakr (II) siifat pentahidrat, merkaptoetanol, hidrojen Kklorir, etanol, tris, glisin, Na*, Li,
Mg?*, Mn?*, zn?*, Cu**, Co®" ve Ca*' iyonlarmm kloriir tuzlar, metanol, aseton, bakto
tripton, mangan siilfat monohidrat, sodyum karbonat, disodyum hidrojenfostat dodeka
hidrat ve bromofenol mavisi Merck A.G. (Darmstadt, Germany) firmasmdan, akrilamid,
tris, Coomassie Brillant Blue R-250 ve Amonyumpersulfat (APS) Fluka firmasmdan, maya
ekstragi Lab M firmasindan ve asetonitril Carlo Erba Reagent firmasindan temin edilmistir.

2.1.3. Kullapllan Mikroorganizma

Calymada kullandigmiz termofik mikroorganizma (Geobacillus sp. DF 20)
Biyoloji Bolimii arastrmacilarmm (ProfDr. Ali Osman BELDUZ ve arastrma grubu)
kiiltir stoklarmdan temin edilmistir. Cabsilan mikroorganizma adi gegen arastrma grubu
tarafindan Aydm iline bagh Germencik - Omerbeyli jeotermal sahasmdan izole edilmis ve
cesit morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerle sistematigi yapimis olup, 16S rRNA

analizleri ile yeni bir Geobacillus sp. susu oldugu ortaya konmustur.

2.1.4. Stv1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Mineral Besiyeri: 2,5 g maya ekstrag, 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;HPO4.12H,0, 10 mL 0,2 M KH2POy4, 0,5 mL 0,01 M demir (Il1) sitrat pentahidrat ve
5 mL eser element ¢ozeltisi yaklasik 850 mL saf su ilave edilip ¢ozildiikten sonra pH’s1
1 N NaOH ile 7,5’a ayarlanp ardindan ¢ozeltinin hacmi saf su ile 1000 mL’ye
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tamamlanarak
brrakild1

Eser element ¢ozeltisii 0,22 g MnSO4.H,0, 0,05 g ZnSO4.H,0, 0,05 g H3BOs,
2,5 mg CuS0O4.5H,0, 2,5 mg NaMo004.2H,O ve 0,46 mg CaCl,.6H,0 saf suda ¢oziiliip
hacmi saf suile 1000 mL’ye tamamlandi

121 °C’de ve 1 atm basmng altmda 20 dakika sterilizasyon iglemine maruz

2.1.5. Kullamlan Cozeltiler ve Tamponlar

Tablo 6. Kullanilan Cozeltiler

Protein Tayininde Kullamlan Cozeltiler

Hazirlamisi

Lowry A Cozeltisi
(0,1 N NaOH iginde %2 (w/v) Na,CO3)

1,0 g NaOH ve 10,0 g Na,CO;j saf su ile ¢oziiliip
hacmi 250 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’ de
saklandi

Lowry B Cozeltisi
(%1 CuSQ,4.5H,0 ¢ozeltisi)

25 g CuSO,.5H,0 saf su ile ¢oziilip hacmi
250 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi

Lowry C Cozeltisi
(%2 Na-K tartarat ¢ozeltisi)

3,0 g Na-K tartarat saf su ile ¢oziilip hacmi
150 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi

Lowry D Cozeltisi

1:1 oraninda Lowry B ve Lowry C karstirilarak
hazirland

Lowry E Cozeltisi

05 mL Lowry D
karstirilarak hazirlandi

ile 25 mL Lowry A

Sigr Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi
(1 mg/mL)

5,0 mg BSA saf su ile ¢oziiliip hacmi 5 mL’ye
tamamland1 ve 4 °C’de saklandi

0,1 N NaOH iginde %0,1 SDS Cozeltisi(w/v)

0,6 g NaOH ve 0,15 g SDS saf su ile ¢dziiliip
hacmi 150 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de
saklandi.
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Protein Elektroforezinde Kullanilan

Cozeltiler

Hazirlamisi

Aymrma Jeli Tamponu
(1,5 M Tris-HCI)

4542 g Tris, 200 mL saf suda ¢oziiliip, pH’s1
8,8’¢ ayarlanarak hacmi 250 mL’ye tamamlandi
ve 4 °C’de sakland:

Yigma Jeli Tamponu
(1 M Tris-HCI)

30,28 g Tris, 200 mL saf suda c¢oziilip, pH’s1
6,8’¢ ayarlanarak, hacmi 250 mL’ye tamamlandi
ve 4 °C’de saklandi

Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10)

2,0 g APS saf suda ¢oziilip hacmi 20 mL’ye
tamamlandi -20 °C’de
saklandi

ve hazrlanan ¢ozelti

TEMED

Orijinal sisesinden kullanildi

Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30)

292 g akrilamid ve 0.8 g N,N’-metilen
bisakrilamid saf suda c¢oziiliip hacmi 100 mL’ye

tamamland1 ve 4 °C’de saklandi

Bromofenol Mavisi (%0,1)

10,0 mg bromofenol mavisi saf suda ¢ozildii ve

hacmi 10 mL’ye tamamlandi

Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi

150 pL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 100 pL %0,1
bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 460

pL saf suyun karstirilmasi ile hazirlandi ve kiigiik
kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklandi

Dogal PAGE Yiiriitme Tamponu

7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklasik 490 mL saf suda
¢oziildiikten pH 83’¢
¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye tamamlandi

sonra ayarlandi ve

Jel Boyama Cozeltisi

1,0 g Coomassie Brillant Blue R250’nin 62,5 mL
glasiyal asetik asit ve 93,5 mL metanol iginde
¢Oziilmesi ile hazirlandi
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Protein Elektroforezinde Kullanilan

Cozeltiler

Hazirlamisi

Boya Uzaklagtrma Cozeltisi

100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve
600 mL saf suyun karigtirlmasiyla hazrlandi

B-Naftil Asetat Cozeltisi (30 mM)

11,4 mg B-naftil asetat 2 mL aseton ile ¢ozilip
hacmi 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponuyla
100 mL’ye tamamlandi

Tampon Cozeltiler

Hazirlamisi

Glisin-HCI
(50mM pH: 3,0)

1,9 g glisin bir miktar saf su ile ¢oziiliip IM HCI
¢ozeltisi ile pH 1 ayarlanp hacmi saf suyla
500 mL’ye tamamlandi

Sodyum Asetat Tamponu
(50 mM pH: 4,0- 5,0)

4,1 g sodyum asetat bir miktar suda ¢ozillerek 1M
asetik asit ¢ozeltisi ille pH ‘1 ayarlanip 1L ‘ye saf
suyla tamamland1

Fosfat Tamponu
(50 mM pH: 6,0- 7,0)

8,7 g K;HPO, ‘iin 1L suda ¢ozilmesi ve 6,8 g
KH,PO, ‘iin 1L sudaki ¢ozeltisiyle titre edilerek
istenilen pH ‘larda ayarlandi

Tris-HCI Tamponu
(50 mM, pH 7,0

03028 g Tris yaklask 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’st 1 N HCI ile 7,5e
ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye tamamland

Tris-HCI Tamponu
(50 mM, pH 8,0)

03028 g Tris yaklasgk 45 mL saf suda
¢oziildikten sonra pH’s1t 1 N HCI ile 8,0e

ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye tamamland:

Substrat Cozeltileri

Hazirlamis1

p-Nitrofenil Asetat Cozeltisi (10 mM stok)

18 mg pNPA’nin dimetilsiilfoksit (DMSO) ile
¢Oziiliip hacmmnin 1 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirlandi

p-Nitrofenil Butirat Cozeltisi (10 mM stok)

1,78 uL pNPB’nin hacmi asetonitril ile 1 mL’ye
tamamlanarak hazrlandi

p-Nitrofenil Palmitat Cozeltisi (10 mM stok)

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

32 mg pNPL’nin asetonitril ile ¢oziikip
hacminin 1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi

Diger Cozeltiler

Hazirlamisi

0,2 M Na,HPO,.12H,0

7,16 g bilesik bir miktar saf suda ¢oziildii ve
hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi

0,2 M KH,PO,

2,72 g bilesik bir miktar saf suda ¢ozildi ve
hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi

0,01 M Demir (1) sitrat pentahidrat

0,245 g bilesik bir miktar saf suda ¢oziildii ve
hacmi 100 mL’ye saf su ile tamamlandi

8,775 g NaCl tartildi. Bir miktar 20 mM Tris-

0,6 M NaCl HCl (pH 8,0) tamponunda ¢o6ziidii ve aym
tamponla hacmi 250 mL’ye tamamlandi
29,25 g NacCl tartildi. Bir miktar 20 mM  Tris-
2 M NaCl HC1 (pH 8,0) tamponunda ¢oziildii ve aym

tamponla hacmi 250 mL’ye tamamlandi

2.2. Deneysel Calismalar

2.2.1. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

Kati besiyerinden alman bakteri steril kabin igerisinde 3 mL mineral besiyerine ekildi
ve gece Kkiiltlirii hazirlandi. Bu kiiltirden 200-300 pL alnarak 500 mL kadar mineral

besiyerine aktarildi 55 °C’deki hava banyolu calkalayicida bir gece biiyiitiildiikten sonra
kiiltiir, 4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika santriftij edildi. Toplanan hiicreler, 8 mL 20 mM
Tris-HC1 (pH 7,0) tamponunda siispansiye edilip, siispansiyona 10 mg/mL igerecek sekilde
lizozim ilave edildi Karisim, 37 °C’de 30 dakika bekletidikten sonra, %80 siddetinde,

1 devirde 5 dakika boyunca sonikasyona maruz biakilarak hiicreler patlatidi. Daha sonra
4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika santriftij edildi ve elde edilen siipernatan ham enzim

Ozitl olarak kullanildi.
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2.2.2. Iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi icin 30 cm x 1,5 cm ebadmnda bir kolon ve dolgu
malzemesi olarak Q-Sepharose fast flow kullamildi (Kongruang vd., 2002). Kullanian
kolon dolgu malzemesi ve saflagtrma islemindeki tiim ¢oOzeltler vakum pompasi
kullanlarak degaz islemine maruz bwakildi ve dolgu malzemesi bir pastdr pipeti yardmu
ile dikkatlice kolona paketlendi Kolon, 20 mM dengeleme tamponunun absorbansi il
eluat absorbanst aym oluncaya kadar dengeleme islemine maruz brakildi Kolonun akis
hzi 1 ml/dak olacak sekilde ayarlandi. Dengeleme isleminden sonra ham enzim Ozt
kolona yikklendi ve tutunmayan proteinler uzaklasana kadar 20 mM Tris-HCI (pH 7,0)
tamponu gecirildi. Daha sonra kolonun NaCl konsantrasyonu sifirdan baglayarak 0,6 M’a
kadar yiikseltidi Bunun i¢in 0-0,6 M NaCl gradient kopriisii kullaniddi. Bu koprii iki
beher igerisine ayr1 ayr1 200 mL tampon konulmasi ve bu beherlerden birine
konsantrasyonu 0,6 M olacak sekilde NaCl ilave ediimesi ile hazrlandi Beherler arasi
tampon ge¢isi ince bir U cam boru ile saglanarak bu sekilde tuz konsantrasyonu dereceli
olarak artrildi Kolondan ¢ikan eluatlar yaklagkk 3 mL olacak sekilde cam tiipler icerisinde
biriktirilip eluatlardaki protein miktar, 280 nm dalga boyunda absorbans Olglimleri ile
belrlendi. Ayrica tim eluatlarda 405 nm’de esteraz aktivitesine bakild. FElde edilen
degerlerle absorbans ve aktivite degisim grafigi cizildi. Aktivitenin yilksek oldugu
tiplerden alman Orneklerle elektroforez yapilarak benzer profil gosterenler birlestirildi.
Toplanan enzim eluatlart  Amicon Ultracel Membrane 50.000 MWCO Milipore
kullanilarak konsantre edildi.

2.2.3. Enzim Aktivitesinin Tayini ve Substrat Ozgiinliigiiniin Beliflenmesi

Hangi substrat varhginda en yikksek enzim aktivitesinin gozlendigini belirlemek i¢in
Lee ve arkadaglar1 (1999) tarafindan kullandlan yontemle pNPA, pNPB, pNPL ve pNPP
substratlar1 ile aktivite taymi yapildi Bunun i¢in substratlirm 10 mM’hk stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Daha sonra 1:4:95 (v/v/v) oraninda substrat: etanol: tampon (20 mM Tris-HCI,
pH 7,0) karismlann hazrlandi. Bu karisimdan 1400 pL alnp iizerine 100 pL saf enzim
llave edilerek 50 °C’de 20 dakika bekletidi. Bekleme siiresi sonunda, tiipler, buz icine

alnarak reaksiyon durduruldu ve 405 nm’de absorbans okundu. 1 U enzim aktivitesi,
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1 dakikada 1 pmol p-nitrofenol olusturan enzim miktary, Spesifik aktivite ise mg protein

basma enzim tnitesi olarak tanimlandi

2.2.4. Protein Tayini

Omneklerdeki protein miktar1 Lowry metoduyla belirlendi (Lowry vd., 1951). Protein
standardi olarak sigr serum albumini (BSA) kullanildi Kalibrasyon grafigi icin bir seri
serum albumin ¢Ozeltisi hazirlandi. Tayinin  gerceklestiriimesi i¢in  asagidaki islemler
yapildi.

e Kalbrasyon grafigi c¢izmek icin hazrlanan BSA c¢ozeltisinden (I mg/mL) deney
tiiplerine swrastyla 10, 20, 30, 40 ve 50 pL ilave edilerek BSA’nin son
konsantrasyonu 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/mL olacak sekilde ayarlandi.

e Safenzim eluatindan 10 pL baska bir deney tiipiine ilave edildi.

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

e Taze hazrlanmis olan 1 mL Lowry E ¢oOzeltisi her bir tipe iave edilip
vortekslenerek oda sicakhginda 5-10 dakika bekletildi.

e Standartlara ve numuneye saf su ie 1:1 oraninda seyreltimis olan Folin
Reaktifi'nden 100 pL ilave edildi ve karanlk bir ortamda 30 dakika bekletildi.

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

cizilerek protein konsantrasyonu hesaplandi.

2.2.5. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Ham enzim ozitiindeki ve eluatlardaki esteraz enziminin varhgmi ortaya koymak
icin dogal poliakrilamid jel elektroforezi kullanildi Dogal elektroforez, sodyum dodesil
stifat (SDS) icermeyen ortamda ve 10x10 cm ebadmdaki elektroforez jeli kullamlarak
gergeklestirildi.  Bu  islem igin, %5°lk yigma ve %I10’luk ayrma jeli kullanids
Elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler ve hacimleri Tablo 7’ de verilmistir.
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Tablo 7. Dogal poliakrilamid jel elektroforezininde kullanilan ¢ozeltiler ve hacimleri

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

Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,8) 0,5mL --
Ayrma 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

Hazrlanan jel donduktan sonra tanka yerlestirildi ve tank dogal elektroforez yiiriitme
tamponu ile doldurulup dogal elektroforez yikkleme boyasi ile 1:1 oranmda Kkaristrilan
Oormekler Hamilton swringa ile kuyucuklara yiikklendi Tank, buz dolu bir kap icine
yerlestirildi. Boya, yigma jelinden cikana kadar yaklasik olarak 20 dakika 20 mA’de, daha
sonra da ayrma jelinin alt kismma gelene kadar 1-1,5 saat 25 mA’de yiiritiildii. Elektrik
akmu kesildikten sonra jel sistemden dikkatlice ¢ikartilarak boyama islemine gecildi.

Saf enzimin varl@nmn ortaya konulmasi i¢in yapilan dogal elektroforez sonrasi jel,
Coomassie Brillant Blue R-250 boyasi ve substrat boyama ¢ozeltisi ile ayr1 ayri boyandi
Jel, protein bantlarm goriintiilenebilir hale getirmek i¢in Coomassie Brillant Blue R—250
boyama c¢ozeltisi igerisinde yaklasik olarak 10-15 dakika calkalanarak bekletildi. Siire
sonunda, boyanan jel boya uzaklastrma ¢ozeltisiyle 2-3 saat calkaland1.

Substrat boyamasi i¢in ise jel, 15 dakika 50 °C’de 50 mL Tris tamponunda (50 mM,
pH 7,0) inkiibe edildi. Tampon ortamdan uzaklastirlarak, jel, 2 mL 30 mM B-naftil asetat
iceren 100 mL Tris tamponu (50 mM, pH 7,0) i¢ine alnd1 ve 50 °C’de 15 dakika
bekletildi. 40 mg Fast Blue B tuzunun ilave edilmesi ile esteraz bantlar1 goriiniir hale
getirildi (Zhou vd., 2004).
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2.3. Saf Enzimin Biyokimyasal Karakterizasyonu

2.3.1. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’m Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine pH’m etkisini incelemek amaciyla 10 mM’lk stok pNPB
coOzeltisi kullanilarak farkh pH’larda tampon c¢ozeltilerle 1:4:95 (v/v/v) oraninda substrat:
etanol: tampon kargmlart hazrland. Bunun i¢in 50 mM konsantrasyonda hazrlanan
Mcilvaine Glisin-HCI (pH 3,0), asetat (pH 4,0-5,0), fosfat (pH 6,0-7,0) ve Tris-HCI
(pPH 7,0-9,0) tamponlart kullaniddi. Bu sekilde hazrlanan karigimlarm 1400 pl’ si ayri ayri
100 uL saf enzim ile 50 °C’de 20 dakika bekletidi. Tiipler buz i¢ine almarak reaksiyon
durduruldu ve 405 nm ‘de absorbanslari okundu. Daha sonra pH- Bagl aktivite (%) grafigi

cizilerek Geobacillus sp. DF20 esterazmin optimum pH’s1 belirlendi.

2.3.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgmn Etkisi

Aktivite  lizerine sicakligm etkisini  incelemek amaciyla reaksiyon karisimlari
hazirlandi ve 10 °C’lk artislarla birlikte 30-80 °C arasindaki sicaklklarda 20 dakika
bekletildi. Daha sonra bu kangmlarmdaki aktiviteler tayin edildi ve optimum sicaklk

belirlendi.

2.3.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesinin protein miktarma bagmlihgm incelemek icn 10 mM ‘lik stok
PNPB ¢ozeltisi ve Tris-HCI tamponu (50mM, pH 7,0) kullanilarak 1:4:95 (v/v/v) oranmnda
substrat: etanol: tampon karismu hazirlandi ve bu karisimdan alman 1400 pl’lik kisimlara
reaksiyon  karngimmnda ayr1  ayrt  0,5-50 pg/ml  arasmdaki degerlerde  son
konsantrasyonlarda protein icerecek sekilde seyreltimis olan 100 pL saf enzim
¢ozeltilerinden ilave edildi ve reaksiyon karigmmlart 50 °C’de 20 dakika bekletildi. Elde

edilen sonuglar grafige gecirilerek optimum enzim konsantrasyonu belirlendi.
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2.3.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Protein miktar1 sabit tutularak optimum sicaklk ve pH degerlerinde yapian bu
calismada, fosfat tamponu (50 mM, pH 7,0) iginde 0,005-0,5 mM son konsantrasyonda
PNPB iceren etanol: tampon karismlart hazrlandi ve enzim aktivitesi tayn edildi Elde
edilen sonuglara gore substrat doygunluk egrisi ve Lineweaver-Burk grafigi cizidi Bu
grafiklerden yararlamlarak, optimum substrat konsantrasyonu, Kp Ve Vs degerleri
hesapland1.

2.3.5. Enzimin pH Kararihigimn Incelenmesi

Saf enzimin pH kararlhigmm incelenmesi amaciyla, 50 mM konsantrasyonunda
hazrlanan Sodyum Asetat (pH 5,0) ve Tris-HC1 (7,0) tamponlari kullaniddi. Tampon
cozeltler ve saf enzim elnati 1:1 oranmnda karstwip karismmn pH’i istenilen pH’a
getirildi. Enzim-tampon karigimlar1 4 ve 50 °C’de ayr ayrt 1, 2, 3, 4 ve 5 giin boyunca
mkiibe edildi. Belirtilen siirelerin  sonunda, inkiibasyon i¢in segilen tampon cozeltiler ile
hazirlanan substrat c¢ozeltileri kullanilarak, daha onceden belirlenen optimum substrat
konsantrasyonu ve sicaklikta aktivite tayinleri gerceklestirildi Daha sonra aym sartlar
altmda hazirlannmig fakat inkibe edilmemis enzim-tampon sistemleri kullanilarak tekrar
aktivite taymleri yapidi ve elde edilen degerler %100 kabul edilerek mnkiibe edilen enzimin
farkh pH’larda % kalan aktivitesi hesapland1.

2.3.6. Enzimin Isil Kararhhgimin incelenmesi

Enzimin 1s11 kararlligmi incelemek amaciyla, Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7,0)
icindeki saf enzim eluat, 4, 50 ve 70 °C’de ayri ayn 1, 5, 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon isleminin sonunda enzim ¢ozeltisi buz icine alnarak 5 dakika bekletildi
ve buzdan c¢ikartiip oda sicakhgma gelmesi saglandi Daha sonra optimum sartlar altinda
aktivite taymleri gerceklestirildi. Is1 ile muamele edimemis enzimin aktivitesi %100
olarak kabul edilerek, inkiibe edilen enzimlerin % kalan aktiviteleri hesaplandi (Kolcuoglu
vd., 2010).



29

2.3.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazn Metal iyonlanmin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine metal iyonu etkisini incelenmek amaciyla; Na®, Lif, Mn®*,
Mg?*, zZn**, Cu**, Co®" ve Ca®" iyonlarmm Kklorir tuzlarmm 100 mM stok cozeltileri
hazirlanip son konsantrasyonda 1 wve 10 mM metal iyonu igerecek sekilde uygun
seyreltmelerle hazrlanan reaksiyon karigimlart ile optimum sartlar altnda aktivite tayinleri
yapid. Metal iyonu icermeyen karismmn aktivitesi %100 olarak almp metal iyonu ilavesi
durumunda % kalan aktiviteler hesaplandi (Hess vd., 2008).

2.3.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz Organik Céziiciilerin Etkisi

Aktivite lizerine bazi organik c¢oziclilerin etkisini incelemek amaciyla, reaksiyon
karigimlarma nihai konsantrasyonlart %10 olacak sekilde metanol, etanol, izopropanol ve
asetonitril ilave edilerek optimum sartlar altnda aktivite tayinleri yapid. Cozicl
icermeyen karismmn aktivitesi %100 olarak kabul edilip, % kalan aktiviteler hesaplandi
(Nawani vd., 2006).



3. BULGULAR

3.1. Enziminin Iyon Degisim Kromatografisi ile Saflagtinlmasi

Geobacillus sp. DF20 susundan elde edilen enzimi saflastrmak icin iyon degisim
kromatografisi kullamildi ve uygun sartlar altnda tuz koprisii ile kademeli olarak toplanan
fraksiyonlarm geldigi tiiplerde spektrofotometrik olarak, 280 nm’de protein tayini ve 405
nm’de enzim aktivitesi tayni yapidi Yapilan c¢ahsmalar sonucu elde edilen saflagtrma
grafigi Sekil 9°da verilmistir.

4 0,45
3!5 | ——A 280 1 04

—a— Aktivite U/dk.

1 12 23 34 45 56 67 78 89 100
Tiip sayis1

Sekil 9. Iyon degisim kromatografisi ile Geobacillus sp. DF20 esterazinm

saflagtirilmasi

1’den 100’ye kadar numaralandmilan fraksiyon tiiplerine cluatlar, 4’er mL olacak
sekilde toplandi 405 nm’de spektrofotometrik olarak yapilan aktivite tayini sonucuna gore
saf enzim igeren fraksiyonlar (54-57 numarah tiipler) birlestiriidi ve ortamdaki tuzlar ile
distik molekiil agrhkh protemler amikon (50 mMWCO) yardmiyla uzaklastrildi
Ardndan olusturulan saf enzim elvatnda ve ham enzim Ozitinde Lowry yontemiyle
protein tayini yapidi Bu tayin sonucunda saf enzim eluatnda 0,15 mg/mL, ham enzim
Oziitinde 6,9 mg/mL protein miktar1 belirlendi. Ham enzim o6zitii ve saf enzim eluati
kullanilarak yapilan aktivite tayinleri sonucunda spesifik aktivite degerlerine gbre enzimin



31

kac kat saflastirildigt tespit edildi. Tablo 8’de goriildiigii gibi ham enzim 6ziitinde enzimin
spesifik aktivitesi 0.65 U/mg protein iken, saf enzimdeki spesifik aktivite 42,07 U/mg

protein olarak hesaplandi.. Elde edilen bu sonuglara gore enzimn 64,5 kat saflastiriinug
oldugu belirlendi.

Tablo 8. Esteraz enzimine ait saflastirma tablosu

Sall Ad Hacim| Protein | Aktivite| Toplam | Spesifik Aktivite | Verim | Saflastirma
aflagtirma m (mL) | (mg/mL) V) Aktivite (U/mg Protein) Katsayis1
Ham Enzim Oxziitii 6,2 6,9 0,450 27,9 0,65 100 1
Q Sepharose Fast Flow 3 0,15 0,631 18,9 42,07 67 64,5

3.2 Enzimin Biyokimyasal Olarak Karakterizasyonu
3.2.1. Enzimin Elektroforetik Olarak Karakterizasyonu

Hazrrlanan ham enzim Ozitiinde ve saf enzim eluatnda esterolitk enzimlerin
varligm ortaya koymak icin poliakrilamid jel elektroforezi yapidi Dogal PAGE’de saf
enzimin ylriitiilip Comassie Brillant Blue R-250 ile boyanmasi sonucunda (Sekil 10A)
baskin olarak iki bant ve soluk bantlar gozlendi Gozlenen bantlarm esteraz enzimine ait
olup olmadigmmn belirlenmesi i¢in Dogal elektroforez yontemiyle elde edilen ikinci bir jel,
esterazn substratlarmdan biri olan B-naftil asetat ve Fast Blue B tuzu ile muamele edildi ve
saf enzim eluatmda tek bir bant gozlendi (SekillOB). Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde Comassie Brillant Blue R-250 boyamasi sonucu gozlenen iki baskm
bant enzimin yiiksek oranda saflastmildigmi, substrat boyama ile elde edilen tek bant ise bu

baskin bantlardan birinin esteraz enzimine ait oldugunu géstermektedir.
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12

Sekil 10. A. Dogal PAGE (Comassie boyama); 1. Ham enzim &zt
2. Saf enzim eluatt B. Dogal PAGE (Substrat boyama);
1. Ham enzim ozitii 2. Saf enzim eluati

3.2.2. Enzimin Substrat Ozgiinliigiiniin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi tayin yontemi kullanilarak, saf enzimin en yiksek aktiviteyi hangi
substrat varhgnda gosterdigi incelendi. Bunun i¢in p-nitrofenil asetat (pNPA), p-nitrofenil
butirat (opNPB), p-nitrofenil laurat (pNPL) ve p-nitrofenil palmitat (ONPP) substratlari ile
aktivite tayinleri yapild. Elde edilen enzim eluatinda, aktivite en fazla kisa zncirl
p-nitrofenol esteri olan pNPB varhgmda gdzlendi (Tablo 9). Bu asamadan sonra yapilan
tim biyokimyasal karakterizasyon iglemlerinde substrat olarak pNPB kullanild.

Tablo 9. Enzime ait substrat 6zgiinliigii tablosu

Substratlar Bagil aktivite (%)
pNPB 100
pPNPA 38
pNPL 9
pNPP 1
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3.2.3. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’mm Etkisi

Enzimin etkin oldugu optimum pH degerini belirleyebimek icin pNPB substrati
varhginda farkh pH (3,0-9,0) degerlerindeki tamponlar kullanilarak aktivite tayni yapildi
Elde edilen degerler kullanlarak pH- % bagl aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 11) ve
verilerden enzimin  optimum pH degerinin 7,0 oldugu belirlendi. Grafk g6z Oniinde
alndignda, pH 8,0’da, enzim aktivitesini, %80°e¢ yakm mevcutken, pH 7,0’da, enzim
aktivitesinin %100 “inii gostermisti. pH 4,0 ve pH 5,0 ° de enzim aktivitesi hic yokken
pH 9,0’da belirgin sekilde diisiis gdzlenmistir.
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Bagil aktivite (%)
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Sekil 11. pH’m enzim aktivitesi iizerine etkisi
3.2.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgm Etkisi

Geobacillus  sp. DF20  esterazmn  aktivitesi  lizerine  sicakhgn  etkisini
belirleyebimek i¢cin 10 °C’lik artglar saglanarak 30-80 °C aralgndaki sicakliklarda
aktivite taynleri yapildi. Elde edilen veriler, sicaklk - % Bagl aktivite grafigine aktaridi
(Sekil 12). Cizilen grafikten saf enzimin en yiksek aktiviteyi 50 °C’de gosterdigi
belirlendi. 30 °C’deki bagl aktivitenin %70 oldugu ve sicakligm artigma bagh olarak
aktivitenin  artti@i  goriilmektedir. 50 °C’nin istiindeki sicaklklarda enzimin aktivitesini
kaybetmeye basladig, 70 °C’de enzimin aktivitesinin %30 ‘unu, 80 °C’ de ise % 80 ‘ini
kaybettigi goriilmektedir.
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Sekil 12. Sicakhgin aktivite {izerine etkisi
3.2.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine protein miktarmmn etkisini incelemek {izere substrat
konsantrasyonu sabit tutularak farkh protein konsantrasyonlarmda reaksiyon karigimlar,
hazirlandi. Reaksiyon karismlarinda, 0,5-50 pg/mL son konsantrasyonda protein igerecek
sekilde aktivite tayinleri yapid. Olgiilen aktivite deerlerine karsi protein konsantrasyon
degerleri grafige gecirildi (Sekil 13). Elde edilen hiperbolik egriden, belirtilen sartlarda ve
substrat konsantrasyonunda optimum enzim konsantrasyonu 12,5 pg/mL olarak belirlendi.
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&
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Protein konsantrasyonu (ug/mlL)

Sekil 13. Protein konsantrasyonunun aktivite iizerine etkisi
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3.2.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimmi incelemek amaci ile daha
onceden belirlenen optimum sartlarda ve sabit protein konsantrasyonunda farkl substrat
konsantrasyonlar1  kullamlarak —aktivite taymi gergeklestiriimistir. Elde edilen verilerden
substrat doygunluk egrisi (Sekil 14) ve Lineweaver-Burk (Sekil 15) grafigi ¢izilmistir.
Grafiklerden yola ¢ikarak, optimum substrat konsantrasyonu 200 puM, Kmve Vmaks degerleri
srastyla 0,120 mM ve 54,6 U/mg protein olarak tespit edildi.
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Sekil 14. Enzimin substrat doygunluk egrisi
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Sekil 15. pNPB substrati varliginda Lineweaver-Burk egrisi
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3.2.7. Enzimin pH Kararhhgimin incelenmesi

Enzimin pH kararhh@m incelemek amaciyla, saf enzim eluat, pH 5,0 ve 7,0°i
tamponlartyla karistrlarak 4 ve 50 °C’de 1, 2, 3, 4 ve 5 giin boyunca bekletildikten sonra,
onceden belirlenen optimum sicaklk ve substrat konsatrasyonu ve kullandlan tamponlarla
aktivite taymleri yapid. Elde edilen verilerden kalan aktiviteye karsi inkiibasyon zamani
grafigi cizildi (Sekil 16 ve 17). Grafikten de anlasilacagt {izere, enzimn pH 5,0 ve pH 7,0
tamponlart i¢inde 4 °C’de bekletimesiyle aktivitesinin 1. giinden itibaren azaldigi fakat
pH 5 ‘de pH 7 ‘den daha cok aktivitesini korudugu goriilmiistiir. Ayrica aym tamponlarda
50 °C de yapilan ¢ahsmalarda ise pH 5 ‘de aktivitenin 2. giin sonunda kayboldugunu
pH 7 ‘de ise 4. gin sonunda aktivitede azalma bagladim ve 5. ginde sonlandig

gozlemlenmistir.
120
< 100
o 80 -
=
2 007 —4—pH 5
< 40 - —l=pH7
,_% 20 -
S 0 .
0 1 2 3 4 5 6
Inkiibasyon siiresi (giin)
Sekil 16. +4 °C ‘de enzimin pH kararhlik grafigi
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&
-E 60 —W—=pH7
=
e 40
= 20
-P: 0 1 T . . 1
w4 0 1 2 3 4 5 6

Inkiibasyon siiresi (giin)

Sekil 17. 50°C ‘de enzimin pH kararhlik grafigi
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3.2.8. Enzimin Isil Kararhhgimn incelenmesi

Enzimin 1s1 kararhhgm incelemek amaciyla yapilan c¢ahsmalar, +4, 50 ve 70°C
sicaklklarda; 1, 5, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde gergeklestirildi. Her bir
deneme tilipiinden alnan Omneklere optimum sartlar altnda aktivite tayinleri yapildi
Gozlenen kalan aktiviteler, inkiibasyon zamanma karsi grafige gecirildi (Sekil 18). Grafik
incelendiginde 70 °C’de 5 saatlik inkiibasyon sonucunda enzimin aktivitesinin yaklasik
%90’m1 kaybettigi goriilmistiir. 24. saatin sonunda, 70 °C’deki aktivitenin tamamen
kaybettigi gozlenirken, +4 ©°C’deki aktivitenn %70 korundugu gozlenmistir. 72 saatlik
sirenin sonunda 50 °C’de aktivitenin tamamen ve +4 °C’de ise aktivitenin %30 oraninda

korundugu gorilmistiir.
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Sekil 18. Geobacillus sp. DF20 esterazmin 111 kararllik grafigi
3.2.9. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazn Metal iyonlanmin Etkisi

Esteraz aktivitesi iizerine baz metal iyonlarmn etkisini incelemek amaci ile Na”,
Li*, Mn?*, Mg*, Zn**, Cu?*, Co** ve Ca?* iyonlarmn klorir tuzlarmm 100 mM’ Ik
cozeltileri hazrlanpp reaksiyon karisimindaki metal iyonlarmm son konsantrasyonlar
I mM ve 10 mM olacak sekilde ayarlandi ve optimum sartlar altmda aktivite tayinleri
yapildi. Metal iyonu icermeyen karisimn aktivitesi %100 olarak kabul edilip ve iyon
varligmdaki aktivite % kalan aktivite olarak hesaplanarak tablo haline getirildi (Tablo 10).
Tabloda goriildiigii gibi 1 mM nihai konsantrasyonda Mn?*, Co** ve Na' varlignda esteraz
aktivitesinde kayda deger bir degisim goriilmedi. Cu?* ve Ca®* varhgmda yaklask %32-35
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arasmda bir inhibisyon gdzlendi. Metal iyon Kkonsantrasyonu 10 mM oldugunda ise Na®,
Li* ve M@ varlgnda enzim yaklask %90 aktif bulnmustur. Mn®**, Co®" ve Ca®*
varligmda aktiviteni  %70- 80 ‘i mevcut iken, cuw’t kullanildiginda enzim aktivitesinin
%50 azaldg ve Zn?* kulamldgnda enzim  aktivitesinin  tamammm  kaybedildigi
gortilmiis tiir.

Tablo 10. Bazr metal iyonlarinin enzim aktivitesi tizerine etkisi

Metal fyonu Kalan aktivite (%) Kalan aktivite (%)
(Son konsantrasyon 1 mM) (Son konsantrasyon 10 mM)
Yok 100 100
M 93 77
Co™ 97 77
Na* 93 02
Li* 86 03
MgZ+ 87 oL
Ca™ 68 73
Cu™ 65 57
Zn* 81 1

3.2.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Organik Coziiciilerin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine bazi organik ¢oziiciilerin  etkisini mncelemek amaciyla,
reaksiyon karigimlarma son konsantrasyonlart %10 olacak sekide metanol, etanol,
izopropanol, asetonitril, ilave edilerek optimum sartlar altnda aktivite tayinleri yapildi
Cozicli icermeyen karigimm aktivitesi %100 olarak kabul edilip, % kalan aktiviteler
hesapland1 (Tablo 11). Metanol ve etanolun enzim aktivitesi lizerine %28 — 33 oraninda
inhibisyona sebep oldugu gdzlendi. Izopropanol, enzim aktivitesini %44 oranmda inhibe

ederken, asetonitril, % 84 oraninda inhibisyona neden olmustur.
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Tablo 11. Bazi organik ¢oziiciilerin enzim aktivitesi tlizerine etkisi

Kalan aktivite (%)

Oreank césziici
rganik ¢oziict (Son konsantrasyon %10)

Yok 100
Etanol 77
Metanol 72
Izopropanol 56

Asetonitril 16




4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan bu g¢alsmada, termofilk bir bakteri olan Geobacillus sp. DF20 susundan
esteraz enziminin varhg tespit edilip, iyon degisim kromatografisi ile saflagtirimuis ve saf
enzim biyokimyasal olarak karakterize edilmisti. Enzimn biyokimyasal ve kinetik
Ozellkleri arastwihp, elde edilen veriler diger organizmalarda caligilan esterazlar ile
kargilagtir1ld1.

Geobacillus sp. DF20 susundan ham enzim Oziitii hazrlandi. Bu islem sonunda elde
edilen enzim 0ziti Q-Sepharose Fast Flow kolonuna yiklendi ve bdylece enzimin iyon
degisim kromatografisi ile saflastriimasi gergeklestirildi (Sekil 9). Ham enzim Ozitiinde,
enzimin  spesifik aktivitesi 0,65 U/mg protein, iyon degisim kromatografisi sonucu
saflagtirlan enzimin spesifik aktivitesi ise 42,07 U/mg protein olarak bulundu (Tablo 8).
Bu sonuglara gore enzim, 64,5 kat saflastrildi. Daha oOnce yapilan calismalarda esteraz
enziminin iyon degisim kromatografisi ile termoasidofilik arkeon’dan Q-Sepharose jeli ile
Kim ve Lee tarafindan 12,5 kat (2004), bir Bacillus tirinden, Sana ve arkadaslari
tarafindan 42,7 kat ( 2007), Melanocarpus albomyces’ ten, Kontkanen ve arkadaslari
tarafindan 52 kat (2006), Bacillus licheniformis S-86’dan Torres ve arkadasalar tarafindan
76,7 kat (2008), Sparassis crispa mantarmdan, Chandrasekaran ve arkadaglari 73 kat
(2011) saflastr1ldig1 bildirilmistir.

Iyon degisim kromatografisi ile gerceklestirilen saflastrma isleminden sonra elde
edilen saf enzim eluati elektroforetik olarak analiz edildi. Hazrlanan %10’luk dogal
poliakrilamid jel elektroforezine tatbik edilen ham enzim o6zitiiniin substrat boyamasi
sonucunda (B-naftilasetat - Fast Blue B), esterolitik aktivitenin varhgm gosteren ¢ift bant
gozlendi. Bu sonuca gore ham enzim Oziitlinde esterolitkk aktiviteden sorumlu farkh
proteinlerin - varhgndan veya izoenzimlerin mevcudiyetinden soz edilebilir. Saf enzim
eluatt icin elde edilen elektroforez jelinin ise Comassie brillant blue R—250 boyamasmnda
gozlenen baskmn ¢ift bant ve bu bantlar yanndaki soluk bantlardan sadece bir tanesinin
esteraz oldugu, substrat boyamasi sonucu elde edilen tek bant ile desteklenmektedir (Sekil
10A ve 10B). Literatirde esteraz izoenzimlerinin varhg, Kashima ve arkadaslar
tarafindan yapilan c¢ahsmada Acetobacter pasteurianus’za (1998), Streptococcus

thermophilus Liu ve arkadaslari (2001), Cucurbita pepo cv ‘‘Eskandrani’” Fahmy ve
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arkadaslar1 (2008), Kluyveromyces marxianus CBS 1553 Monti ve arkadaslari (2008) gibi
daha 6nce yapilan birgok calismada da ortaya konmustur.

Geobacillus sp. DF20’ye ait ham enzim Ozitiin sahip oldugu esterolitik aktivitenin
substrat Ozgiinligiinii ortaya koymak amaciyla, icerdikleri karbon sayilan farkl, degisik
uzunluktaki p-nitrofenol esterleri (pNPA, pNPB, pNPL ve pNPP) kullamild: ve kisa zincirli
PNPB substrati varlignda esterolitik aktivitenin en yilksek degere ulastigi tespit edildi
(Tablo 9). Bu sonug¢ Geobacillus sp. DF20’den saflastirilan hidrolitk aktiviteden sorumlu
enzimin kisa zncirli esterlerin  hidrolizini  katalizleyen bir esteraz  olabilecegini
gostermektedir ki benzer sonuglar farkh organizmalarda yapilan c¢alsmalarda da rapor
edimistir (Tao wvd., 2011; Fu vd., 2011; Chuang vd., 2011). Bu nedenle saflastrmadan
sonraki karakterizasyon gahsmalarinda, pNPB, substrat olarak kullanild1.

pH, enzimlerin aktivitelerinin  ifadesinde  belirleyici bir faktordiir.  Literatiirde,
esterazlarm genellkle n6tral pH’ya yakin degerlerde maksimum aktivite gOsterdikleri
goriilmiistir.  Geobacillus sp. DF20°den saflagtrlan enzimin  sergiledigi  esterolitik
aktivitenin pH’ya bagmhhg pH 3,0-9,0 arahigmda incelendi. Enzimin asidik degerlerde
cok diisiik aktivite gosterdigi fakat pH 7,0 ‘da aktivitenin maksimum degerde oldugu ve
bazik degerlerde ise aktivitemin optimum degerden daha disik oldugu gozlenmistir
(Sekil 11). Bu sonug, saflagtirilan enzimin, hidrolitik aktivitesinin pH degerinin literatiirle
uyum icerisinde oldugunu gostermektedir. Benzer sonuglar; Rattray ve Fox’un (1997)
Brevibacterium linens ATCC 9174’den ve Fucinos vd.’nin (2011) Thermus thermophilus
HB27’den elde ettigi esterolitik enzim iizerinde yaptig cahsmalarda (optimum pH 7,5)
bulunurken, Torres vd. (2009) Bacillus licheniformis S-86’dan ve Chandrasekaran vd. nin
(2011) Sparassis crispa mantarindan elde ettikleri enzimlerin optimum pH degeri 8,0
olarak rapor etmistir.

Geobacillus sp. DF20’den saflastirilan esteraz enziminin aktivitesinin ~ sicaklikla
degisimi 30-80 °C aralgmda incelendi. Elde edilen sonuglara gore, enzimin maksimum
aktivite gosterdigi sicaklk 50 °C olarak belirlendi (Sekil 12). Enzimin aktivitesi 40 °C ve
60 °C’de %90 orannda mevcutken, 30 °C ve 70 °C’de ise enzim aktivitesini %70’lerde
oldugu gozlendi. Farkh kaynaklardan elde edilen esterazlarm optimum sicakliklari su
sekildedir; bir Bacillus tiirinde (Sana vd., 2007) 45 °C, Bacillus licheniformis S-86 (Torres
vd., 2009)’da 60 °C, Fervidobacterium nodosum Rtl7-Bl1 (Yu vd., 2010)’de 75 °C ve

Sparassis crispa mantarinda ise (Chandrasekaran vd., 2011) 50 °C.
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Geobacillus sp. DF20 esterazmn pH kararllig, saf enzimin farkh pH’lardaki
tamponlar icinde 4 °C ve 50 °C’de 1, 2, 3, 4 ve5 giin boyunca inkiibasyona birakimastyla
mcelendi. Gergeklestirilen bu iglemle, 4 °C ‘de birinci giiniin sonunda aktivitenin diigtiigii
fakat pH 5,0 ‘de pH 7,0 ‘den daha fazla aktivitenin korundugu gdzlendi. 50 °C ‘de ise
pH 5,0 ‘de birinci giiniin sonunda aktivitede ciddi bir diisiis gozlenrken pH 7,0 ‘de ise
aktivitenin 3. giin sonuna kadar korundugu daha sonra diistiigii gozlendi (Sekil 16-17).
Ateslier ve Metin’in (2006) cahsmasnda ki Bacillus sp. 4’den elde edilen esterazn
aktivitesini 10 saatlik inkiibasyonu sonucunda, pH 4,0 ve 8,0 araligmda, %80’den fazla
korudugu, pH 10,0’da ise %45 orannda korudugu tespit edildi. Vafiadi vd.’nmn (2009)
yaptigi ¢alismada, saflastirilan esteraz enzimin pH 8,0’da 430 ve 286 dakikalk inkiibasyon
sonucunda, smrasiyla 50 °C ve 55 °C’de, aktivitesinin %350’sini korudugu bildirildi. Elde
edilen bu veriler, Geobacillus sp. DF20’den elde edilen esterazn olduk¢a pH kararh bir
enzim oldugunu gdstermektedir.

Enzimin 111 kararhhgm belirlemek amaciyla, saf enzim 72 saat boyunca 4 °C,
50 °C ve 70 °C sicaklklarda inkiibe edildi. Elde edilen sonuglar incelendiginde, 5 saatlik
inkibasyon sonunda 70 °C’de aktivitenin kayboldugu, 4°C ve 50 °C ‘de aktivitenin %104
oldugu goriildii. 24 saat sonunda ise, 4 °C’de aktivitenin %85 lere diistiigii ve 50°C ‘de ise
aktivitenin  stabilizesini korudugu, 72 saatlk inkiibasyon siiresinin sonunda ise 4 °C’de
aktivenin %33 civarma diistiigiinii ve 50°C ‘de ise aktivitenin hala stabil oldugu  Sekil
18’ten gozlendi. P. furiosus esterazi, 75 °C’de iki saat bekletidiginde aktivitesinin
tamammi korumakta, 100 °C’de ise aktivitesini hemen kaybetmektedir (Almeida wvd.,
2006). Bacillus sp. Esterazi 65 °C’de 10 saat inkiibe edildiginde aktivitesini %50 oraninda
korumustur (Ateslier ve Metin, 2006). P. torridus EstA ve EstB esterazlarmm, 90 °C’de,
srastyla 21 ve 10 saat inkiibe edilmeleri sonucunda aktivitelerinin %50’sini kaybettikleri
bildirildi (Hess vd., 2008). Thermus thermophilus HB27 esteraznn 85 °C’de 10 saatlik
mkiibasyondan sonra olduk¢a kararh oldugu rapor edilmistr (Fucmnos vd., 2011).
Literatirde verilen bu bilgiler dikkate alndignda, Geobacillus sp. DF20 esterazmn
30-50 °C arahgnda 72 saatlik inkiibasyonu sonuncunda il kararlligmm oldukca yiiksek
oldugu belirlendi.

Geobacillus sp. DF20 esteraz aktivitesi lizerine protein konsantrasyonunun etkisini
incelemek amaciyla, son protein konsantrasyonu 0,5-50 pg/mL olan reaksiyon karismlar
hazirlandi ve bu kangimlarda aktivite taymnleri yapidi. FElde edilen veriler grafige
gecirildiginde, protein konsantrasyonu 12,5 pg/mL’ye ulasana kadar aktivitenin hizh bir
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sekide arttim ve bu degerin yukarismdaki konsantrasyonlarda aktivitenin  protein
miktarindan bagmsiz oldugu gozlendi (Sekil 13).

Esteraz enzim aktivitesinin  substrat konsantrasyonu ie de8isimini incelemek
amaciyla protein miktar1 sabit tutularak, farkl substrat konsantrasyonlarmda reaksiyonlar
gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar kullamilarak cizilen Lineweaver-Burk egrisinden Viaks
ve Km degerleri srrastyla 54,6 U/mg protein ve 0,120 mM olarak bulundu (Sekil 14 ve 15).
Daha Once yapilan ¢alismalarda esteraz aktivitesi igin bulunan Kp, degerleri, T. maritima,
Bacillus sp., G. thermoleovorans YN, piring kepegi esterazlari i¢in srasiyla 0,148 mM,
0,06 mM, 6,74 mM ve 0,027 mM olarak bildirimistir (Levisson vd., 2007; Ateslier ve
Metin, 2006; Soliman vd., 2007; Chuang vd, 2011). Fu vd.’nin (2011) yapti;1 bir
caligmada saflagtrlan rekombinant bir esterazm Ky degeri ise 0,46 mM olarak
bulunmustur. Bircok endiistriyel enzimin Km degermin 0,01 mM ie 100 mM arasmda
oldugu bildirimistir (Fullbrook, 1996). Bu nedenle, Geobacillus sp. DF20 esteraznm bu
yoniiyle endiistriyel alanlarda kullanilabilecegi agiktrr.

Bircok enzim, etkinlik gosterebilmek icin kofaktor olarak metal iyonlarma ihtiyac
duyar. Metal iyonlarn farklh koordinasyon sayilarma, yaptiklart bilesiklerde farkh
koordinasyon geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip olmalar1 gibi sebeplerle,
proteinlerin  farkl bolgelerine baglanabilirler. Bunun sonucu olarak da enzim aktivitesini
farkh sekilde etkileyebilirler (Bock wvd., 1999; Di Tusa wvd., 2001). Geobacillus sp.
DF20°den saflastrilan enzim iizerine Na®, Li*, Mn?*, M¢?*, Zn®*, Cu?*, Co** ve Ca®*
iyonlarmm etkisi 1 mM ve 10 mM nihai konsantrasyonlarda olacak sekilde incelendi
(Tablo 10). Son konsantrasyonu 1 mM olan metal iyonlar1 Kkarismlarmmn aktivite
iizerindeki etkileri incelendiginde, Zn?* iyonu varhgnda, aktivite %81 oranmda
korunurken, diger metal iyonlar1 varhginda yaklask %80-90 orannda aktivite korundu.
10 mM’lk karsmlar incelendiginde ise Na®, Li* ve Mg?* iyonlar1 varhgmda aktivitenin
yaklaskk %80’inin korundugu, Mn?**, Co®* ve Ca®* varhgnda aktivitenin %45-60 orannda
korundugu, Zn’* ve CU** kullanldignda ise aktivitenin tamamma yakmmm kayboldugu
gozlendi. Benzer sonuglar, Na*, K* Cu?*, Co®*, Cr’* ve APF* varhgmnda Lycoperdon
perlatum esteraznda (Colak, vd., 2009), Na* ile P. torridus EstA ve EsStB esterazlarmda
(Hess vd., 2008), Mn** ile ise Ralstonia sp. Mlesterazt (Quyen vd., 2007) durumunda elde
edildi. Bir baska calismada ise Sparassis crispa mantarmdan saflastirilan esterazm, SmM
Zn**, Co?* ve K* varbgnda aktivitesini %40 orannda kaybettigi ve ayrica Ca®" dismdaki
tim metal iyonlarinin enzim aktivitesini inhibe ettigini ortaya kondu (Fu vd., 2011).
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Geobacillus sp. DF20 ’den saflastirilan esterazin, aktivitesinin, baz organk
¢oziicliler varhgmnda, ne sekilde degistigini gozlemlemek amaciyla bir dizi reaksiyonlar
gergeklestirildi. Son konsantrasyonu %10 olarak hazrlanan metanol, etanol, izopropanol
ve asetonitril iceren reaksiyon karigmlart kullamlarak  gergeklestirilen ¢ahsmalarda,
metanol ve etanol durumunda, aktivitenin yaklasik %70’i korunurken, bu deger
izopropanol igcin %56 ve asetonitril icin %16 olarak tespit edildi (Tablo 11).
Termoasidofilik arkeon’dan elde edilen esterazlarm organk ¢Oziciler igerisindeki
aktiviteleri  incelendiginde, etanol varhgnda aktivitede %10’luk bir artism g6zlendigi,
metanol ve izopropanol varh@nda aktivitenn neredeyse tamammmn nhibe olduguy,
asetonitril durumunda ise %60’hk bir nhibisyonun gerceklestifi ortaya konmustur (Kim
ve Lee, 2004). Kluyveromyces marxianus CBS 15532’den saflastmilan esterazm metanol
ve etanol varhgndaki aktivitesi srasiyla %82 ve %76 oranmnda korunmustur (Monti vd.,
2007). Fu vd.’nin (2011) yaptiZi c¢ahsmada klonlanan esterazm metanol ve etanol
varhgindaki kalan aktivite degerleri swrasiyla %96 ve %70 olarak bulunmustur.
Geobacillus sp. DF20 susundan elde edilen esterazin organik ¢oziiciilere karsi davramsmmn
literatiirle uyum igerisinde oldugu gézlemlendi.

Elde edilen biitin sonuglar degerlendirildiginde, Geobacillus sp. DF20 susundan
saflagtirilan  esterolitik aktiviteye sahip bir enzimin, baz organk c¢oziiclilere ve metal
iyonlarma karst duyarh, pH ve s kararh oldugu gozlemlenmis ve ayrica Km Ve Vmaks
degerleri agismdan literatiirde bilinen esterazlardan bazi Ustin Ozellklere sahip oldugu
ortaya kondu. Elde edilen veriler dikkate alndignda enzimin endiistriyel uygulamalarda
kullanilabilecek bir potansiyele sahip oldugu acikca goriilmektedir.



5. ONERILER

Enzimler, canh organizmalardaki kimyasal reaksiyonlart yiiksek verim ve yiiksek
hizda gergeklesmesini saglayan biyokatalizorler oldugu ve hem biyoteknolojik hem de
endistriyel islemlerde enzimlerin  kullammmmn giin gectikge arttign  bilinmektedir. Enzim
teknolojisinin  giderek gelismesi, {irtinlerin ~ kullanim alanlarmm  ¢esitlligi ve ekonomik
degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle endiistriyel enzimler ile ilgili alanda yapilan gesitli
arastrmalar giderek 6nem kazanmaktadir.

Endiistrinin  ihtiyag  duydugu enzimlerden olan lipaz ve esterazlarm, gida, deri,
deterjan ve ilag sanayi gibi pek c¢ok alanda kullamimaya baslanmasi bu enzimler iizerine
olan ilgiyi arttrmustr. Bu durumda bu enzimlerle ya da bu enzimleri iireten organizmalarla
yapilan c¢ahsmalar1 zorunlu hale getirmistir.

Dogal bazi enzimlerin yiiksek maliyete ve diisik kararliiga sahip olmasi, aym
zamanda seciciligi ve aktiviteleri endistriyel teknolojide kullanmum engellemektedir.
Termofilik bakterilerle  yapilan ¢ahsmalar sonucunda elde edilen enzimlerin ise aktif
olmalar,, yiiksek sicaklklarda kararhlk gostermeleri ve hatta yiiksek basmgh ortamlarda
termal kararhlklarmi siirdiirebiimeleri endiistriyel agidan bu tiir enzimleri cazip kimustr.
Esteraz/lipaz enzimlerinin  termofilik  bakterilerden izole edilip, saflastrimas:1 ve ileri
derecede karakterize edilmesi son zamanlarda bu alanda yapilan bircok g¢ahsmanm temelini
olusturmaktadr. Bu ¢ahsmalar sonucunda elde edilen bulgulardan yararlaniarak ilgili
endistri alanlar1 icin daha gelismis ve uygun Ozelliklere sahip tirlerin farklh mikrobiyal
kaynaklardan elde edilmesi yeni yapilacak arastrmalar icin yol gosterici olacaktr. Ayrica
bu enzimlerin kaynagi olan mikroorganizmalarm, genetik mithendisligi, biyokimyasal ve
biyoteknolojik yontemler yardmuyla modifiye edilmesi, 6zel ihtiyaglara cevap verebilecek
enzim treten mikroorganizmalarin elde edilmesine olanak saglayacaktrr.

Son zamanlarda enzim iretimini daha verimli hale getirebilmek icin gesitli
teknolojiler gelistirilmistir. Bunlardan en yaygn olarak kullamilanlardan biri rekombinant
DNA teknolojisidir. Bu teknoloji sayesinde enzimleri kodlayan genleri izole etmek ve bu
genlerin tizerinde ¢ahsmak, Ozellkle genetik mutasyonlar yapmak, ginimiizde artik
olanakl hale gelmistir. Bunun gibi ileri teknolojik yontemlerle lipaz/esteraz enziminin
daha kontrollii ve daha bol {retimesi saglanabilir. Bu sebeple, Geobacillus sp. DF20

esterazmmn uygun bir konakgiya klonlanarak, bol miktarda ekspres edilmesi ve saflagtrma
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isleminin daha kolay hale getirilmesi saglanabili. Bunun yannda ¢esith mutasyon
teknikleri kullanilarak enzim davramisindaki degisimler incelenebilir.

Yaygn olarak kullanilan teknolojilerden bir digeri ise enzimin kararlligm artwran ve
tirtiniin  reaksiyon ortammdan uzaklastwrllp enzimin tekrar kullanilabilirligini  kolaylastran
immobilizasyon teknigidir. Bu teknikle, Geobacillus sp. DF20 esteraz, endiistriyel
uygulamalarda,  ozelikle tekrar  kullamlabilirligini  saglamak  amaciyla ~ immobilize
edilebilir.
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