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Yiiksek Lisans
OZET

ANEURINIBACILLUS sp. PDF24' TEN TERMAL KARARLI YENI BIR
KARBOKSILESTERAZIN KARAKTERIZASYONU

Meral BELDUZ

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danigsman: Dog. Dr. Sabriye CANAKCI
2012, 53 Sayfa

Esterazlar (EC 3.1.1.1), ester baglarinin formasyonu ve yarilmasini katalize eden
hidrolazlarin bir grubunu temsil eder. Bunlar hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda
yaygindirlar. Bircogu, karbon kaynaklarina erisimi saglamayr gelistirme veya katabolik
yollara dahil olma gibi varsayimlara oOnciiliik eden genis bir substrat toleransini
gostermektedir. Kofaktorlere ihtiyag duymamalari, genellikle stabil olmalar1 ve organik
coziicillerde bile aktif olmalar1 bu enzimleri gercekten ilging kilmaktadir. Yiiksek
sicaklikta yasayan termofilik bakterilerin sahip oldugu termofilik enzimler de
biyoteknolojik ve endiistriyel alanlarda kullanildigindan dolay1 bu bakterilere biiyiik bir
onem kazandirir.

Gergeklestirilen bu ¢alismada, termofilik bir bakteri olan Aneurinibacillus sp. PDF24
susundan elde edilen esterazinin saflastirilmasini ve karakterizasyonunu konu almaktadir.
Aneurinibacillus sp. PDF24 susu degryse besiyerinde ekspres edildi ve saflastirildi.
Saflastirilan esterazin maksimum aktivitesi 55°C, pH 8,5'te incelendi. p-nitrofenil butirat
icin olan K, 0,120 mM ve Vs 3164,8 U/mg degerleri hesaplandi. K, degeri literatiirdeki
diger esterazlara gore iyi bir degere sahip oldugu belirlendi. Mg2+, Li', Ca2+, K, Zn2+, ve
Co®" metal iyonlarinin etkisi incelendi. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin molekiiler
agirhg yaklasik 40 kDa olarak belirlendi. Elde edilen veriler 1s1ginda, enzimin
biyokimyasal oOzellikleri, enzimin Onemli bir endistriyel enzim olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Aneurinibacillus, Esteraz, Saflastirma, Karakterizasyon
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Master Thesis
SUMMARY

CHARACTERIZATION OF A NEW THERMALSTABLE CARBOXYLESTERASE
FROM ANEURINIBACILLUS sp. PDF24

Meral BELDUZ

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Dog. Dr. Sabriye CANAKCI
2012, 53 Pages

Esterases (EC 3.1.1.1) represent a group of hydrolases that catalyze the formation
and fission of ester links. They are very common in animals, plants, and microorganisms.
Many of them show a wide substrate tolerance which led to the assumption that they have
evolved to enable access to carbon sources or to be involved in catabolic pathways. What
attracts the interest in these enzymes is the fact that they do not require cofactors, are
usually rather stable, and are even active in organic solvents. The fact that thermophilic
enzymes that thermophilic bacteria-growing at very high temperatures- posses are utilized
in biotechnology and industry, attach a great significance to these bacteria.

This study is about the purification and characterization of esterase obtained from the
Aneurinibacillus sp. PDF24 strain, a thermophilic bacteria. The Aneurinibacillus sp.
PDF24 strain was expressed and purified in degryse medium. The maximum activity of the
purified esterase was analyzed at 55°C, pH 8.5. The values K, 0,120 mM and V., 3164,8
U/mg for p-nitrophenyl butyrate were calculated. K,, was determined to have a better
value compared to the other esterases in literature. The effect metal ions Mg2+, Li*, Ca®,
K", Zn*", and Co®" was examined. The molecular weight of Aneurinibacillus sp. PDF24
esterase was determined about 40 kDa. Considering the obtained data, the biochemical

features of the enzyme, show that it can be an important industrial enzyme.

Key Words: Aneurinibacillus, Esterase, Purification, Characterization
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden ve genel olarak
protein yapisinda olan molekiillerdir. Hiicrelerde ¢ok onemli metabolik gorevleri olan
enzimler ¢esitli amaclarla kullanilmak iizere giinliik ve ekonomik hayata girmistir
(Wiseman, 1987). Yeterli kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini gosterebiliyor
olmalar1 enzimlerden dogal ortamlarinin disindaki pek ¢ok alanda yararlanabilme imkan1
saglamaktadir. Bu dogrultuda enzimler hakkinda elde edilen bilgiler pratik uygulamalara
imkan verdik¢e enzimlerin degisik alanlarda cesitli amaglarla kullanimina izin verir
(Telefoncu, 1986).

Enzimin aracilign ile gergeklestirilen islemler, antik medeniyetlerden gliniimiize
kadar gelmistir. Su ana kadar bilinen 4000°den fazla enzimin yaklagsik olarak 200" ticari
olarak kullanilmaktadir. Endiistriyel enzimlerin biiyiik bir kismi mikrobiyal kokenlidir.
Endiistriyel enzimlerin ¢ogunlugu (yaklasik %75°1) hidrolitik etkiye sahiptir. Hidrolazlar,
cok genis substrat spesifitesi gosteren bir enzim sinifidir. Hidrolazlarin iki ana grubu olan
lipazlar (EC 3.1.1.3, triagilgliserol hidrolazlar) ve esterazlar (EC 3.1.1.1, karboksilester
hidrolazlar) endiistriyel potansiyeli yliksek olan 6nemli biyokatalizorlerdir.

Lipolitik enzimler biyoteknolojik potansiyellerinden dolayr bugiinlerde oldukca
dikkat ¢ekmektedir (Benjamin, 1998). Lipolitik enzimler biyoteknolojik uygulamalar i¢in
biyokataliklerin en 6nemli grubunu olusturur.

Esterazlar, ester baglarin olusumunu ve yarilmasini katalize eden hidrolazlarin bir
grubunu temsil eder. Bunlar hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda yaygindir.
Bir¢ogu, karbon kaynaklarina erigsimi gelistirme veya katabolik yollara dahil olma gibi
varsayimlara onciiliilk eden genis bir substrat toleransin1 gdstermektedir. Ustelik esterazlar
kendilerini yiiksek safliktaki kimyasal sentezinde optik saf bilesenlerin iiretimi i¢in ilging
biyokatalizler yapan yiiksek bolge- ve stereospesifite gosterirler. Kofaktorlere ihtiyac
duymamalari, genellikle stabil olmalar1 ve organik c¢oziiclilerde bile aktif olmalar1 bu

enzimleri gergekten ilging kilmaktadir (Bornscheuer, U. T. ve Kazlauskas, R. J.,1999;



Wong, C. H. ve Whitesides, G. M., 1994). Giinlimiizde enzimler tip, kimya enddistrisi,
gida, ziraat, tekstil, deri sektdrii, bircok endiistriyel malzemenin {iretimi ve islenmesi,
cesitli toksik maddelerin muamelesi gibi pek c¢ok alanda kullanilmaktadir (Telefoncu,
1997; Karademir vd., 2002). Bu calismalar, lipaz/esteraz lireten yeni mikroorganizmalarin
izole edilmesi ve taninmasi, bu enzimlerin saflagtirilmasi, immobilizasyonu (tutuklanmasi),
ekspresyonu ve karakterize edilmesi ile yliksek sicaklik, pH, organik coziiciiler, g¢esitli
yiikseltgen/indirgenlere karst kararli olmasmin ve aktivasyonunun saglanmasi olarak
ozetlenebilir. Ozellikle yaglarla ilgili son zamanlarda yapilan c¢alismalar, biyolojik
islemleri kimyasal islemlerden daha Onemli hale getirmistir. Bunun en 6nemli sebebi
kimyasal islemlerde yan iiriin olusmasidir ve bu yan iiriinler sayica fazladir ve ayrica
yiiksek sicaklik, basing, pH vb. gibi olaganiistii sartlar gerektirir. Ayrica biyoteknolojik
yontemler, kimyasal yontemlerden daha ekonomiktir. Endiistride son yillarda termofilik
mikroorganizmalardan elde edilen esterazlar 6n plana ¢ikmistir. Termofilik bakteriler
ekstrem sicaklik sartlarinda yasamaya adapte olmus canlilar olup, bunlarin igerdigi
termofilik enzimler son zamanlarda biyoteknolojik ve endiistriyel alanlarda

kullanilmaktadir.

1.2.Esteraz/Lipazlarin Ozellikleri

Esterazlar organik ¢6ziicli ortaminda ester baglarinin olusumunu ve sulu ortamda bu
baglarin hidrolizini katalizler, lipazlar ise organik ¢oziicii-su ara ylizeyinde, suda
¢Oziinmeyen uzun karbonlu yag asitlerini igeren triagilgliserollerin ester baglarinin
hidrolizini katalizler, bu 6zellikleri ile birbirlerinden ayrilirlar. Lipazlardaki bu organik
¢oziicii-su ara ylizeyindeki aktivite, ara yiizey aktivasyonu olarak bilinir, baz1 durumlarda
ise lipazlar, suda ¢oziinen esterlere kars1 da aktivite gosterebilir (Desnuelle, 1972; Schmid
ve Verger, 1998).

Esterazlar (EC 3.1.1.1) ve lipazlar (EC 3.1.1.3) ester baglarimin hidrolizini
katalizleyen enzimlerdir ve bu enzimler hidrolizledikleri ester baglarina bagli olarak kendi
aralarinda bazi alt siniflara ayrilirlar. Esterazlarin alt siniflar1 sirasiyla: 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),
fosforik triester hidrolazlardir (EC 3.1.8.x). Bu enzimler insan, hayvan ve

mikroorganizmalarda bulunmaktadir (Schmid vd., 1998). Karboksil ester hidrolazlarin (EC



3.1.1.x) iki 6nemli sinifi bakteriler tarafindan da iiretilmektedir. Bunlar; gercek esterazlar
(EC 3.1.1.1, karboksilesterazlar) ve lipazlardir (EC 3.1.1.3, triagilgliserol hidrolazlar). Her
iki enzimin {i¢ boyutlu yapisi karakteristik o/B-hidrolaz katlanmasi ile meydana
gelmektedir.

Lipazlar katalitik bolgede G-X1-S-X2-G aminoasit sirasina sahiptir (G= glisin
S=serin X1= histidin X2= glutamik veya aspartik asit) (Svedsen ,1994). Birka¢ yil
oncesine kadar tiim esterazlarin ve lipazlarin aktif bolgede Gly-X1-Ser-X2-Gly aminoasit
sekansina sahip oldugu zannediliyordu, fakat daha sonra 53 lipazin aminoasit sekanslarinin
karsilastirilmast ile, bundan baska aminoasit sekansina sahip esterazlar ve lipazlar da
oldugu ortaya c¢ikmistir. Buna Ornek olarak; Streptococcus scabies, bakterisi aktif

bolgesinde Gly-Asp-Ser-Leu aminoasit sekansi belirlenmistir.
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Sekil 1. Geobacillus stearothermophilus carboxylesterase Est30'un aktif
bolgesinin gosterilmesi. Atomlar arasi etkilesimler kesik cizgiler
ile gosterilmektedir. Tetrahedral alandaki negatif yiiklii oksijen
atomu ve Leu95 ile Phe25 aminoasitlerinin NH gruplari bir
oksianyon boslugu olusturmaktadir (Liu, vd., 2004).

Lipolitik enzimler; kisa zincirli agilgliserolleri hidrolizyen esterazlar (C<10) ve uzun
zincirli agilgliserolleri hidrolizyen lipazlar (C>10) olarak ikiye ayrilmistir. Biyokatalizlerin
her iki grubu da karakteristik 6zellige sahiptir. Endistrinin bir ¢ok alaninda 6rnegin,
farmosotik, biyokimyasal ve biyoteknolojik uygulamalarda bu karakteristik 6zelliklerinden

yararlanilmistir (Jaeger, ve Reetz, 1998; Jaeger. ve Eggert, 2002).



1.2.1. o/p-hidrolaz Katlanmasi

Hidrolazlarin iki ana alt grubu vardir, bunlardan birincisi 'gercek' esterazlar
(EC3.1.1.3 karboksil ester hidrolazlar), ikincisi ise lipazlardir (EC3.1.1.1 triagilgliserol
hidrolazlar). Her iki enzimin de ii¢ boyutlu yapisi, karakteristik o/ B-hidrolaz katlanmasi ile
meydana gelir (Ollis ve arkadaslari, 1992).

Esteraz ya da lipazlarin molekiiler agirliklar1 19-60 kDa arasinda degisiklik
gostermektedir (Bano vd., 2003). Bu grupta yer alan tiim enzimler, o/f/o sandvi¢i
olusturacak sekilde besten sekize kadar a-helikslerle baglanmis, B-sheet tabakadan olusan
yapilardir. Cogu familyada B-sheet tabakalari paraleldir. Katalitik bolgesinde ise Ser-Asp-

His aminoasit tigliisii yer almaktadir.

Asp

Sekil 2. o/B-hidrolaz katlanmasi. (1-8) B tabakast mavi oklar, (A-F)a heliks
kirmiz1 siitunlar; katalitik aminoasit ti¢liistiniin iliski konumu turuncu
daireler ile tanimlanmastir.

1.2.2. Bakteriyal Lipolitik Enzimlerin Simiflandirilmasi

1.2.2.1. Gerg¢ek Lipazlar

Bakteriyal gercek lipazlar dnceden Psuedomonas grubu igerisinde {i¢ alt grupta
adlandirilirdl. Psuedomonas lipazlart muhtemelen ilk calisilan lipazlardir. Bu lipazlar
endiistride nemli bir role sahiptir. Onemli lipazlar1 iireten bazi Psuedomonas tiirleri

Burkholderia olarak yeniden adlandirilmistir. Gergek lipazlar 6 alt aile temelinde yeniden



simiflandirilmistir. Cesitli Bacillus ve Staphylococcus tiirlerine ait lipazlar da bu grupta yer

almaktadir.

1.2.2.2. GDSL Ailesi

Bilinen Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly sirasi yerine aktif serin aminoasiti iceren Asp-Ser-
(Leu) [GDS(L)] motifinden olusmaktadir. Bu proteinlerin aktif serin kismi diger lipolitik
enzimlere gore N-terminal kismma c¢ok daha yakindir (Upton ve Buckley, 1995)
Streptomyces scabies esterazi, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa gibi

bakteriler bu sinifta yer almaktadir.

1.2.2.3. Aile 111

Cruz ve arkadaslar1 (1994) tarafindan tanimlanmistir. Bu enzim tipik katalitik
aminoasit tclisiinii icerir ve bilinen o/f hidrolaz katlanmasini gostermektedir.

Streptomyces exfoliatus lipaz1 bu sinifta yer almaktadir.

1.2.2.4. Hormon Duyarh Lipaz (HSL) Ailesi

Bakteriyal enzimlerin bir takim1 memeli hormon duyarli lipazinin aminoasit dizisi ile
onemli 6l¢iide benzerlik gostermektedir (Hemild, vd., 1994). Memeli hormon duyarl lipaz1
ve Moraxella susundan elde edilen lipaz olduk¢a diisiik sicakliklarda (15 °C'nin altinda)
yiiksek aktiviteye sahiptir. Bu nedenle, lipazin bu 6zelliginin korunmus siralarindan
kaynaklandig1 diisiiniilse de, benzer amino asit sirasina sahip bazi psikrofilik (Moraxella
sp., Psychrobacter immobilis) mezofilik (Escherichia coli, Alcaligenes eutrophus) ve
termofilik (Alicydobacillus acidocaldarius, Archeoglobus fulgidus) tirlerde de bulunmasi,
sicaklik adaptasyonun bu korunmus dizilimden kaynaklanmadigi belirlenmistir (Arpigny

ve Jaeger, 1999).



1.2.2.5. Aile V

HSL ailesine benzer proteinler igeren aile V hem Pseudomonas oleoorans,
Haemophilus influenzae, Acetobacter pasteurianus gibi mezofilik bakterilerden hem de
Moraxella sp., Psychrobacter immobilis gibi soguga- adapte olmus ya da Sulfolobus
acidocaldarius gibi sicaga-adapte olmus organizmalardan koken almistir. Bu enzimler
cesitli lipolitik olmayan bakteriyal enzimlere ait amino asit dizi benzerliklerine sahiptir,
yani epoksi hidrolazlar, dehalogenazlar ve haloperoksidazlar tipik o/ hidrolaz katlanmasi

ve katalitik aminoasit ti¢liisiine sahiptir (Verschueren,1993; Misawa, 1998).

1.2.2.6. Aile VI

Bu smifin molekiiler agirliginin 23-26 kDa biiyiikliigiinde olmasi, bu enzimlerin, en
kiigiik  boyutlu esterazlar olmasmi saglamaktadir.  Pseudomonas  fluorescens
karboksilesterazin ii¢ boyutlu yapisi ¢oziilmiistiir (Kim vd., 1997). Bu enzimin aktif formu
dimer halindedir. Alt {initesi o/f hidrolaz katlanmasina ve tipik Ser-Asp-His katalitik
amino asit licliisiine sahiptir. Bu karboksilesteraz kiiciik substratlar1 hidroliz edebilir. Fakat
uzun zincirli trigliseritlere kars1 aktivite gosterememektedir ( Hong, 1991). Bu enzimler
hakkinda ¢ok az bilgi literatiirde bulunmaktadir. Bu enzimlerin aminoasit dizilerini veren
gen siralari ile bagka gen siralart arasinda bir benzerlik bulunmamaktadir. Sadece bir tane
enzimin okaryotik lizofosfolipaz ile (Ca™ a bagimli olmayan lizofosfolipaz A2) %40
benzerlik gosterdigi belirtilmistir (Arpigny ve Jaeger, 1999). Spirulina platensis ve

Rickettsia lipazlar1 bu sinif i¢erisinde yer almaktadir.

1.2.2.7. Aile VII

Bu sinifta oldukga biiylik molekiiler agirliga (50 kDa) sahip olan bakteriyal esterazlar
bulunmaktadir. Bu enzimler okaryotik asetilkolin esterazlar1 ve ince bagirsak/karaciger
karboksil esterazlar1 ile onemli derecede aminoasit dizi benzerligi gostermektedir.
Arthrobacter oxydans 'den elde edilen esteraz Ozellikle merkezi karbamat baglarini
hidrolize ederek fenilkarbamat herbisitlere karsi aktiftir (Pohlenz, 1992).  Bacillus

subtilis'den elde edilen esterazlarin etkili bir sekilde p-nitrobenzil esterlerini hidrolize ettigi



ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle, B-laktam anitibiyotiklerinin sentezinde koruyucu grup olarak
kullanilan p-nitrobenzil esterinin uzaklastirilmasini kolaylastirmak i¢in kullanilmaktadir

( Zock, 1994).

1.2.2.8. Aile VIII

Bu aileyi olusturan ii¢ enzim siif C B-laktamazlarin birgogu ile dnemli bir benzerlik
gostermektedir ve yaklasik olarak uzunlugu 380 aminoasittir Bu ailedeki esterazlarin

katalitik mekanizmasini agiklayabilmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.3. Esteraz/Lipazlarin Reaksiyon Mekanizmalar

Esterazlar1 lipazlardan ayiran en 6nemli 6zellik; yiizeylerarasi aktivasyon ve kapak
yapisidir. o/B-hidrolazlarin sekonder yapilarinin 5-6 alfa-sarmal ve 8 beta-tabaka
yapisindan ibaret oldugu ve aktif bolgelerinde bulunan katalitik aminoasit ti¢liinlin (Ser-
His-Asp/Glu) hidrofobik aminoasitlerce (Phe, Trp, ile, Leu ve Try gibi) zengin, | veya 2
alfa-sarmal yapida polipeptid zincirinden ibaret bir kapakla kusatildigi bilinmektedir
(Jaeger ve Reetz, 1998). Bir lipid-su emiilsiyonunda kapagin agilmasi, substratlarin aktif
bolgeye girisine imkan saglar (a¢ik konformasyon) (Jaeger ve Reetz, 1998). Bu aktivasyon
islemi sirasinda katalitik serin birimi iizerinde hidrofobik bir yarik meydana gelir. Bu yarik
acil gruplarimin ulasabilmesi i¢in uzanmig bir cep seklindedir. Bir¢ok lipaz da kapagin
hareketiyle bir oksianyon bosluk olusmaktadir. Bu bosluk substrata yapilacak niikleofilik
saldir sirasinda olusan negatif yiikleri kararli kilan elektrofilik bir ¢evre olusturur (Jaeger
ve Reetz, 1998).

Ester hidrolizi ya da olusumu i¢in mekanizma aslinda esterazlar ve lipazlar icin
aynidir. Bu mekanizma dort asamadan olusur:

1-ilk basamakta aktif bolgedeki serin biriminin substratin karbonil karbonuna
niikleofilik saldirisiyla tetrahedral bir ara iirlin olusur. Bu ara iirlin histidin ve asparagin
aminoasitleri tarafindan kararl hale gelir.

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



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

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

(Bornscheuer ve Kazlauskas, 1999).

1.3.1. Esteraz/Lipaz Katalizli Hidroliz Reaksiyonu

Esteraz ve lipazlarin, iki farkli reaksiyonu vardir; bunlardan birincisi, gliserol ve
uzun zincirli yag asitleri ester sentezi reaksiyonlar1 digeri ise, baska esterlerin gliserol ve
uzun zincirli yag asitlerine hidrolizi reaksiyonlaridir (Jaeger ve Reetz, 1998) (Sekil 2).
Ortamin hidrofobisitesine bagli olan enzimin aktivitesi, lipazlarin yaglarin hidrolizini
katalizledikleri uygun ortamin lipid-su arayiizeyi oldugunu belirtmektedir (Martinelle vd.,
1995). Endiistriyel alanda, deterjanlara esteraz ve lipaz eklenerek kullanilmasiyla,
iceriginde yag olan kirlerin bu deterjanlarla daha etkili bir sekilde uzaklastiriimasi
saglanmaktadir (Jaeger ve Reetz, 1998). Bu uzaklastirma islemi lipazlarin ve esterazlarin
hidroliz yoniindeki reaksiyonlari ile gergeklestigi bilinmektedir. Kagit sanayinde odundan
istenmeyen lipolitik maddelerin uzaklastirnlmasinda da lipazlar ve esterazlar

kullanilmaktadir (Sharma vd., 2001).
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Sekil 3. Esteraz/Lipaz katalizli reaksiyon denklemi

1.3.2. Esterifikasyon ve Transesterifikasyon Reaksiyonlar:

Esterifikasyon
RCOOH + R'OH «<— RCOOR' + H20
Interesterifikasyon

RCOOR' + R"COOR* «—» RCOOR*+ R"COOR’



Alkolizis
RCOOR’ + R"OH «<—» RCOOR"” + R'OH
Asidolizis

RCOOR' + R"COOH +<—» R"COOR' + RCOOH

Interesterifikasyon, alkolizis ve asidolizis reaksiyon iigliisii, transesterifikasyon
olarak adlandirilir. Esteraz ve lipazlarin geri donilisimli sentez reaksiyonlari, bazi
triinlerin iiretiminde kullanilmaktadir. Esterifikasyon; su ve ester olusumunu saglar,
alkolizis; asidolizis ve interesterifikasyon gibi transesterifikasyon iglemleri sirasinda alkol,
asit veya ester olusur. Bu nedenle, bu tiriinlerden herhangi biri olusturulmak isteniyor ise,
transesterifikasyon reaksiyonlar1 esterifikasyona gore daha karli bir islem olur.
Esterifikasyon temel olarak bir asitin alkolle reaksiyonundan meydana gelmektedir.
Esterazlar ya da lipazlar ¢ok genis bir substrat spektrumu gosterirler. Bu da bu enzimlerin
seker esterleri, tiyol esterleri, peptitler, yag amidleri gibi iirlinlerin sentezlerini katalizleme
olanagini sunar.

Bu durumun sonucunda, bu enzimler potansiyel uygulamalar i¢in bilinen diger

enzimlerden ¢ok daha 6nemli bir yere sahip hale gelir (Gandhi, 1997).

1.4. Esteraz/Lipaz Kaynaklar

Esterazlar ve lipazlar dogada her yerde bulunur ve bunlar ¢esitli bitki, hayvan ve
mikroorganizmalar tarafindan iiretilir. Bakteriyal ve fungal kokenli lipazlar organik
kimyada ve biyoteknolojik uygulamalarda genis ¢apta enzimlerin siniflandirilmasinda
yardimc1 olur. Fungal lipazlarla ¢aligmalar 1950’lerin basinda baglamis, Lawrence ve daha
sonra Brockerhoff ve Jensen tarafindan bu enzimler gesitli yonlerden tartisilarak kapsamli
olarak incelenmistir. Bundan sonra birgok arastirmaci termal stabilite, substrat 6zgiilliigi
ve organik coziiciilerdeki aktivitelerinden dolayr degerli lipaz kaynagi olarak funguslar
gostermislerdir (Ghosh vd., 1996). Ticari olarak kullanilan baslica fungal lipaz iireticileri;
Aspergillus niger, A. terreus, A. carneus, Candida cylindracea, Humicula lanuginosa,
Mucor miehei, Rhizopus arrhizus, R. delemar, R. japonicus, R. niveus ve R. oryzae’dir
(Ghosh vd., 1996). Ekstraseliiler bakteriyal lipazlarin yiiksek miktarda iiretiminin kolay
olmasindan dolayi ticari 6nemi vardir. Bir takim lipaz iireten bakteriyal kaynaklari elde

edilebilir olmasina ragmen, sadece bir ka¢ yabani ya da rekombinant sus ticari olarak
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kullanilmaktadir (Jaeger vd., 1994; Palekar vd., 2000). Bunlarin bazi 6nemli olanlari;
Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Chromobacterium ve
Pseudomonas’tir. Bu lipazlar, cesitli biyoteknolojik uygulamalarda kullanilmaktadir
(Jaeger vd., 1994; Pandey vd., 1999; Beisson vd., 2000).

Son birkag¢ yil i¢inde piyasada bulunan bir¢ok {iriiniin (Lumafast ve Lipomax gibi)

kaynagi bakteriyal lipazlara dayanmakta ve Pseudomonas spp.'dan elde edilmektedir.

1.5. Lipaz /Esteraz Aktivite Tayin Yontemleri

1.5.1. Kolorimetrik Yontem

Kolorimetri, renk Sl¢iilmesi esasina dayanan miktar tayin yontemidir. Bir ¢6zeltide
konsantrasyonu belli olmayan bir madde tarafindan olusturulan rengin ayni maddenin
bilinen konsantrasyondaki ¢dzeltisinin rengi ile karsilastirilmasi suretiyle konsantrasyon
tayinidir. Lowry ve Tinsley (1976)’e gore, bu tayinlerinin gelistirilmesinde, lipaz
aktivitesini belirlemek i¢in serbest yag asitlerinin tayinininde kullanilan yontem igin
yapilan ¢alismalar 6nemli bir yer tutmaktadir (Thomson vd., 1999). Bu amagla gelistirilen
tiim tayin yontemleri, serbest yag asitlerinin organik bir ¢oziiciide divalent bir metalle
(genellikle bakir) kompleks olusturmasi ve daha sonra bu organik fazdaki metalin

spektrofotometrik olarak analiz edilmesi prensibine dayanmaktadir.

1.5.2. Titrimetri (Volumetrik analiz)

Icinde ¢dziinmiis maddenin konsantrasyonu bilinmeyen bir ¢dzeltinin belirli bir
hacimle reaksiyona girebilen bir baska maddenin bilinen konsantrasyonlu c¢ozeltisinin
hacimlerini karsilastirma suretiyle ¢6zelti konsantrasyonu tayinidir.

Hidrolaz sinifi enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarda H'™ agiga ¢ikmaktadir. Aciga
¢tkan H' iyonunun konsantrasyonu reaksiyonun hizi ile dogru orantilidir (Telefoncu,
1986). Ozellikle suda iyi ¢dziinmeyen hidrolaz substratlarin (triolein veya alternatif olarak
zeytinyag81) aktivitelerinin belirlenmesinde titrasyon metodu yaygin kullanilan bir
yontemdir (Telefoncu, 1986; Ghosh vd., 1996). Ek olarak, tribiitrin, triasetin

(triasetilgliserol) ve tripropiyonin (tripropiyonilgliserol) de enzimatik aktivite tayininde
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substrat olarak kullanilabilmektedir (Lanz ve Williams, 1973; Staubmann vd., 1999).
Lipolitik reaksiyonlardaki asidin serbest birakilmasi, yani reaksiyon yoniindeki pH’nin

Olcililmesi, titrimetrik olarak analiz edilebilmektedir (Jacger vd., 1994).

1.5.3. Florimetrik Analiz

Bir maddenin bir ¢ozeltide cok kiigiik konsantrasyonlarda bile UV etkisi altinda
kuvvetli fliioresans verme oOzelliklerine dayanan miktar tayin yontemidir. Bu ydntem
siklikla lipaz analizi i¢in floresan bilesikler kullanilarak uygulanmaktadir. Metot, lipaz
aktivitesi sonucunda serbest kalan floresan yag asitlerinin Olgiilmesi prensibine
dayanmaktadir. Bu analiz, triagilgliserollerin alkil grubunun, pirenil gibi bir floresan grupla
yer degistirmesi ile gerceklesmektedir (Thuren vd., 1987; Negre-Salvayre vd., 1991). Bu
yontem hizli ve etkili olmasina ragmen pahali olmasi kullanimini sinirlandirmaktadir
(Gupta vd., 2003).

Jette ve Ziomek (1994) yaptiklar1 ¢alismada, trigliseritlerin enzimatik hidrolizleri
sirasinda yag asitleri ile rhodamine B’nin etkilesimi ile alakali olan kantitatif floresans
lipaz analizini anlatmiglardir. Rhodamine-Trigliserit-Agaroz analiz yontemi ile
substratlarin secimindeki esneklige izin verilebilmekte ve bircok 6rnegin es zamanli analizi
yapilabilmektedir. Ayrica bu yontem, saflagtirma esnasinda kolon fraksiyonlarindaki lipaz

aktivitesinin belirlenmesini kolaylastirmaktadir.

1.5.4. Spektrofotometrik Analiz

Spektrofotometri, 151k kaynagi ile prizma arasina yerlestirilen renkli maddenin 151k
spektrumunun bazi renklerini absorblamas1 ve konsantrasyona gore spektrumda zayif veya
kuvvetli bant goOstermesi Ozelligine dayanan miktar tayin yontemidir. Bu yontemle
konsantrasyonu bilinen bir standart ¢ozeltinin absorbladigi 1s1k miktar1 ile konsantrasyonu
bilinmeyen ¢ozeltinin absorbladigr 151k miktar1 karsilastirilarak  bircok ¢alismada
kullanilmistir.

Yapilan ¢aligmalar 15181nda, yag asidi zincirilerinin ¢esitli uzunluga sahip p-nitrofenil
ester substratlar ile uygulanmasi sonucunda 410 nm’de spektrofotometrik olarak dlgtimler

kaydedilmistir (Winkler vd., 1979; Pencreac’h ve Baratti, 1996). Lipaz aktivitesinin
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Ol¢iilmesinde p-nitrofenil palmitat kullanilmasina ragmen, p-nitrofenil’in absorbans
vermemesinden dolayr bu analiz asidik pH’da yapilamamaktadir. Ciinkii, enzimatik
aktivite sadece notral veya alkali pH degerlerinde bu yontem kullanilarak tespit
edilebilmektedir (Kademi vd., 2000). Kolorimetrik analizler, renksiz alfa-naftil karpilat
esterinin hidrolizi ile a¢iga ¢ikan renkli alfa-naftol’un 560 nm’de spektrofotometrik olarak

kaydedilmesi ile de yapilabilir (Degrassi vd., 1999; Gandolfi vd., 2000).

1.5.5. Kromatografik Prosediir

Kromatografi; porlu ortamda hareketli bir ¢oziicli i¢inde, ¢oziinenlerin farkli hizlarda
gocme Ozelliklerine dayanan miktar tayin ve ayirma yontemi olup, lipit substratinda, enzim
hidrolizini takiben serbest birakilan yag asitlerinin dogrudan tespit edilmesi igin siklikla
kullanilan bir metottur. Spesifik kolonlar ile {iriin veya artakalan substratin miktar tayini ve
analizi yapilmaktadir. Diger analiz yOntemlerine gore zaman alict olmasina ragmen
substrat spesifikliginin tayinindeki hassasiyetinden dolayr kullanilmaktadir (Gupta vd.,
2003). Lipitlerin tespitinde bircok kromatografik yontemler kulanilmaktadir. ince-tabaka
kromatografisi (TLC); triagilgliserollerden serbest yag asitlerinin kalitatif analizinde,
densitometrik veya autoradiografik metotlardir. Bunlar ¢ok hassas metotlar olmalarina
ragmen zaman alicidir (Ruiz ve Rodriguez, 1982). Gaz kromatografisi (GC); yag asitlerini
metil esterlerine ¢evrirerek miktar tayini yapan yontemdir. Yiiksek performansh sivi

kromatografisi (HPLC); lipolizis iirtinlerini kolayca tanimlayabilen bir yontemdir.

1.5.6. Kalitatif Analiz

Bir maddenin kimyasal yollarla bilesenlerini veya bir karisimi olusturan maddelerin
ne oldugunu anlamaya yarayan analiz yontemidir.

Bu yontemle, esteraz {ireten suslar tribiitrinli agarda incelenebilmektedir. Tribiitrinin
hidrolizi sonucunda olusan zon esteraz veya lipaz aktivitesini gostermektedir. Ayrica kati
besiyerlerine indikator eklendiginde renkli zon olusumuda gozlenmistir (Gupta vd., 2003).
Bu testler ile kat1 besiyerlerinde lipolitik mikroorganizmalarin gelisimleri hizli bir sekilde
arastirilabilmektedir. Ancak mikrobiyal lipazlar tarafindan serbest birakilan yag asitlerinin,

asidik metabolitler {iretmesinden dolayr ortamin asidifikasyonundan kaynaklanan
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yanligliklar olabilmektedir (Beisson vd., 2000; Gupta vd., 2003). Bunu engellemek i¢in
Kouker ve Jaeger arkadaglar (1987) floresan Rhodamine B boyasin1 kullanarak lipolizis
zonlarin1 350 nm dalga boyunda UV 15181 altinda turuncu renkte zonlar gostermistir. Bu
yontemde  substrat olarak triolein (Gupta vd., 2003) ya da her zaman kolaylikla
bulunabilecek olan zeytinyagi kullanilabilmektedir (Jette ve Ziomek, 1994; Jarvis ve

Thiele, 1997).

1.5.7. Immunolojik Metodlar

Lipolitik aktivitelerinden bagimsiz olarak immiinolojik yontemler, biyolojik
ortamdaki lipazlarin miktarini 6lgmek icin yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Beisson vd.,
2000). ELISA ve immunoblot analizi bunlardan bir kagidir. ELISA,saf halde olan
lipazlarin miktarini1 6lgmek ve belirmek i¢in yliksek derecede hassas ve 0zel bir yontemdir
( Dati ve Grenner,1984). Bir imminokimyasal metotun tespiti ile jel elektroforezin
birlesimi olan immiinoblot analizi, belirli bir lipaz i¢in antikorlarin hassasiyetinin yanisira

lipazlarin molekiiler agirliginin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir.

1.5.8. Turbidimetrik Yontem

Bu yontem yukarida belirtilen yontemlerden farkli olarak azalan substrat miktarinin
Olciilmesi prensibi ile ¢alismaktadir. Rollof ve ark (1984), substrat olarak bir trigliserit
emiilsiyonu kullandiklar1 ¢alismalarinda, baslangicta bulanik olan substrat emiilsiyonunu
enzim ile muamele etmisler ve daha sonra spektrofotometre ile 480 nm’de bu
emiilsiyonun absorbansini dlgerek berraklagsmasina gore enzim aktivitesini belirlemislerdir.
Aragtiricilar, eklenen lipaz miktart ile berraklagma arasinda dogrusal bir baglant1 oldugunu
bulmuslardir.

Bu yonteme gore, lipaz aktivitesi bulanik olan substrat emiilsiyonunun berraklasma
hiz1 6lgiilerek belirlenir. Substrat olarak triolein-isopropanol 11 emiilsiyonu kullanilan bir
baska caligmada ise, 340 nm’de absorbanstaki diislise gore lipaz aktivitesi belirlenmistir

(Arzoglou ve Konstantinidou, 1989).
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1.6. Esteraz/Lipazlarin Endiistriyel Onemleri

Endiistriyel alanda enzime bagli {irtinlerin kulllanim alanlarinin artmasindan,
cesitliligindeki gelismelerden ve ekonomik degerinin ¢ok Onemli bir yer tutmasindan
dolay1, bilimsel ve biyoteknolojik enzim ¢aligmalarinin 6nemi ve 6zellikle enzim elde
edilmesinde mikroorganizmalarin yeri her gecen giin daha ¢ok artmaktadir. Bu yilizden
ticari degeri cok yliksek olan enzim fiiriinlerinin tiretilmesi ve gelistirilmesi i¢in birgok
iilkede ¢ok sayida biyoteknoloji labaratuvarlar1 veya ticari firmalar kurulmakta ve yogun
bir sekilde faliyet gdstermektedirler. Disa bagimlilig1 ortadan kaldirmak ve ticari pazarda
onemli bir pay elde etmek ve bu yarisin disinda kalmamak i¢in bilimsel ¢aligmalar daha da
onemli bir hale gelmektedir.

Esterazlar ve lipazlarin lipidleri pargalama yetenegi deri ve postun islenme siirecinde
kullanilmaktadir. Deri ve postun islenme siirecinde en O6nemli basamak, post ve sagtan
kaynaklanan yag ve protein atiklarimin uzaklastirilmasidir. Kil dokme gibi kimyasal
islemler ile uzaklastirmada etkili degildir (Seitz, E'W. 1974). Yag giderme isleminde
stirfaktanlarin kullanim1 hem enzimler kadar etkili degildir hem de ¢evreye zararlidir. Sigir
postlarindan yag giderme isleminde lipazlar tamamen yiizey aktif maddelerin yerini
alabilmektedir (Hasan vd., 2006).

Lipazlarin az bir miktar1 oleokimyasal transformasyonlarda kullanilir (Bornscheuer,
2000). Lipazlar, kiiflii peynirin karakteristik ¢esni molekiilleri olan metil ketonlarin, bir
yiyecek renklendiricisi olan astaksantinin, doymamis bir yag asidi (PUFA) olan g-
linolenik asidin, prepolimer olarak kullanilan dikarboksilik asitlerin, bir meyve ¢esnisi olan
g-decalactonenun bir 6n maddesi olarak kullanilan 4-hydroxydecanoic asitin islenmesinde
kullanilmaktadirlar (Undurraga vd., 2001). Ayrica, lipazlar, farmasotik uygulamalarda ve
yiyeceklerde emiilsiferler olarak kullanilan monogliseritlerin ve kozmetikte kullanilan
izopropanol miristat i¢eren lipit esterlerinin de islenmesinde ve daha degerli formlara daha
ucuz gliseridlerin interesterifikasyonunda (6rnegin, ¢ikolata tiretiminde kakao yag1 yerine
lipazlar kullanilmasi) yer almaktadirlar. Lipazlar, trigliseritin 2. pozisyonunda sebze
yaglarinin modifikasyonunda ve bebek mamasinda ise, anne siitlindeki yaglara benzer
yaglar elde edilmesinde de 6nemli rol oynamaktadirlar.

Lipazlar amid/peptit baglar1 (C-N) lizerine de etki edebilmektedir. Bununla birlikte,
proteazlarin aksine, lipazlar hem D- hem de L- Kkonfiglirasyonlarinin baslangic

materyallerinden penisilin G ve diger penisilin analoglarinin peptit 6n maddesinin sentezinde
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kullanilarak D-amino asitler gibi rol oynayabilmektedirler. Bunu proteazlarla yapmak miimkiin
degildir (Gandhi, 1997).

Endiistriyel kaynakli atik sularin gideriminde esterazlar ve lipazlar kullanilmaktadir. Bu
tiir islemlerde kullanilan havalandirma tanklarinda biriken yag tabakalar1 esteraz ve lipazlarin
ozelligi olan yag1 parcalama isleminden yararlanilarak wuzaklastirilir. Atik sularin
giderilmesindeki bu yontem deri ve besin endiistrisinde de ayn1 sekilde kullanilmaktadir.

Fosil yakit kaynaklarinin sinirli olusu ve hizla tilkkenmesi, ham yag fiyatlarinin
artmasi1 ve ¢evre sorunlart nedeniyle bitkisel yaglarin alternatif yakit olarak kullanilmasi
icin aragtirmalar hizlanmistir (Hasan vd., 2006). Noureddini ve arkadaslarinin (2005)
esteraz/lipazlarin biodizel iiretimi iizerine yaptiklar1 calismada, immobilize edilmis
Pseudomonas cepacia lipazin1 kullanarak metanol ve etanol ile soya fasulyesi yaginin
transesterifikasyonu gerceklestirdiklerini rapor edilmistir.

Lipazlar, monolaurin gibi monogliseritlerin, seker esterlerinin ve O-agil-L-homoserin
gibi yag a¢il amino esterlerin sentezinde kullanilirlar. Bu bilesikler besinlerde emiilsifiye edici
olarak kullanilmaktadir. 3-Stearoil D-glukoz gibi seker agil esterleri ekmeklerin
yumusatilmasinda kullanilmaktadir (Gandhi, 1997).

Hidrolitik esterazlar ve lipazlar i¢in ticari olarak en 6nemli uygulama alani; ev ve
sanayi tipi camasir yikama makinesi ve ev tipi bulasik yikama makinelerinde baslica
kullanilan deterjanlara eklenmeleridir. Bu tiir deterjanlarin temizleme giicii en iist
seviyededir, tiim deterjanlar benzer igerikler igerir ve benzer deterjan mekanizmalarini esas
alir. Deterjan1 gelistirmek i¢in, dayanikli toz deterjanlarin modern tipleri ve otomatik
bulasik yikama deterjanlar1 proteaz, amilaz, seliilaz, esteraz ve lipaz gibi bir veya daha
fazla enzim igerir ( Ito vd., 1998). Daha diisiik yikama derecesi kullanimi saglayarak
enerjiyi  korudugu i¢in enzimler deterjan {riinlerinin ¢evresel yiiklinii azaltabilir.
Deterjanlarin  igeriginde bulunan kimyasallarin daha az kullanilmasini  saglar.
Deterjanlardaki kimyasallar biyo¢oziiniirliigli olan, zararli atiklar birakmayan, pis su aritma
islemlerinde negatif etki saglamayan ve suda yasayan canlilara bir risk sunmayanlardir

(URL-2).

1.7. Termofilik Bakteriler ve Habitatlar:

Diinya iizerinde yasayan canlilara bakildiginda bunlarin li¢ ana grup altinda

toplandig1 goriilmektedir. Bunlar, Okaryotlar, bakteriler ve arkealardir (Trent, 2000).
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Bakteriler diinya iizerinde ¢ok genis bir yayilim gostermektedir ve iireyebildikleri en
uygun sicakliklilara goére ti¢ grup altinda toplanirlar. Sakrofiller; -10°C’ye kadar olan
diisiik sicakliklarda biiyiiyebilen fakat optimum biiylime sicakligi 15°C veya daha diisiik
sicakliklar olan bakterileri i¢ermektedir. Mezofiller; normal ortam sicakliklarinda (15-
50°C) biiytiyebilirler ve insan saglig1 agisindan patojen olan bakterileri igermektedirler.
Termofiller ise; genel olarak 50°C’nin iizerindeki sicakliklarda yasayabilen, hatta bazi
tiirlerinin ise 100°C” nin tizerindeki sicakliklarda bile yasayabildigi bakteri grubudur.
Termofillerin en fazla ¢alisilan dogal yasam alanlar1 kaplicalardir (Hugenholtz vd.,
1998). Notral pH’l1 kaplicalar, asidik ve kiikiirtlii kaplicalar, demirce zengin kaplicalar gibi
cesitli ozelliklerde kaplicalar bulunmaktadir. Kaplica sularmin sicakliklar1 genellikle 50-
130°C’dir ve yeryliziine sicak halde ¢ikan bu sular gegtikleri alanlardaki baz1 mineralleri
¢ozerek mineral maddelerce zengin duruma gelirler. Bu sularin ¢ogu, hidrojen, kiikiirt,
karbondioksit, diisiik molekiiler agirliktaki organik karbon bilesikleri, metan, amonyak ve
eser elementlerce zengin olduklar1 bilinmektedir. Bu sulardaki klor ve bikarbonat iyonlari
genellikle baskin olan anyonlardir. Termal sularin tam igeriklerinin, suyun yeryiiziine
cikmasi sirasinda i¢inden gectigi kayalara ve suyun sicakligina gére degismektedir.
Termofilik bakteriler ilk olarak 1879 yilinda Miquel tarafindan topraktan, ¢oplerden,
disk1 ve pisliklerden, kanalizasyon ve nehir camurlarindan izole edilmistirler. izole edilen
bu termofilik bakteriler, 72°C’de biiyiiyebilmekteydiler (Miquel, 1888). Termofilik
bakterilerin bliyliylip cogalabilmeleri igin yiiksek sicakliklara ihtiyaglar1 vardir, yani
termofiller yliksek sicakliklarda iyi bir sekilde boliinlip ¢ogalabilirken, oda sicakliginda

cok zayif veya lireyemezler.

1.8. Aneurinibacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Aneurinibacillus cinsinin diger Bacillus tlrlerine % 91,3’den az bir benzerlik
gosterdigi belirlenmistir Shida ve ark., elde ettikleri 16S rRNA dizileri ve filogenetik
verilere dayanarak, Bacillus aneurinolyticus grubunu yeni cins olarak tanimlanmistir.
Bacillus aneurinolyticus grubu, Aneurinibacillus cinsi olarak tanimlanmistir ve bu gruptaki
2 tir bu yeni cinse dahil edilmistir ve Aneurinibacillus aneurinolyticus tip tiirii olarak
belirlenmistir. Aneurinibacillus cinsinin tip tiirii olan Aneurinibacillus aneurinolyticus
bakterisi, tiamini parcalama oOzelligine sahip oldugundan, tiamin ile es anlamli olan

“aneurin” kelimesinden tiirevlenmis “aneurini” eki cins isminin basina ilave edilmistir.
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Aneurinibacillus cinsi, su an sistematigi yapilmis 5 tiirii igermektedir. Bu cinsin
tiyeleri Gram pozitif olup, hiicreleri cubuk seklinde (0,7-0,9 um, 3,0-5,0 um), hareketli,
elips seklinde sporlara sahip, kolonileri diizgiin, piiriizsiiz ve sarimsi1 gri renktedir. Katalaz
pozitif olup, baslica kinonu, menakinon-7’dir ve thiamin hidrolaz tarafindan tiamin
pargalanir. Bu cinsin % G+C igerigi, % 41,1-43,4 arasinda degismekte olup, baslica yag
asitleri, 1s0-Cjs.9 ve is0-Cy¢.0’dir (Shida vd., 1996).

Aneurinibacillus cinsinin kendi iliyeleri arasindaki 16S rRNA gen benzerligi %
97°den daha fazla oldugu icin, 16S rRNA gen dizi analizi Aneurinibacillus cinsine ait
tirlerin ayriminda yeterli degildir, sadece cins seviyesindeki siniflandirmada énemli rol
oynamaktadir.

Daha oOncede bahsedildigi iizere esterazlar ve lipazlar endiistrinin bir ¢ok farklh
alaninda kullanilmakta olup ticari degeri yiiksek olan enzimlerdir. Fakat iilkemizde bu
konu ile ilgili fazla ¢alisma yapilmamistir. Buradan yola c¢ikarak iilkemizdeki bu disa
bagimlilig1 ortadan kaldirmak ve ticari pazarda 6nemli bir pay elde etmek amaglanmstir.
Bu amag¢ dogrultusunda, Aneurinibacillus sp. PDF24 susundan izole ettigimiz esteraz bir
seri islem (Saflagtirma basamaklari: Is1 Soku Uygulamasi - Amonyum siilfat ¢oktiirmesi -
Iyon degisimi kromatografisi - Hidrofobik kolon kromotografisi). ile saflagtiriimistir Etkili
oldugu optimum pH ve sicakligi belirlenmis, 1s11 ve pH kararliligi, metal iyonlari,
deterjanlar ve organik coziiciiler ile etkilesimi, substrat spesifikligi 6zelliklerine bakilarak
karakterizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalar 1s181nda esterazin endiistriyel agidan
onemi ve diger alanlardaki uygulamalar i¢in uygun olup olmadiginin belirlenerek

endiistriye ya da literatiire yeni bir enzim kazandirmak amaclanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kimyasallar

Tripton (Merck V441613949), Yeast ekstrakt (Merck VM175053), NaCl (Merck
K34243404), K,HPOs (Merck A678671), KH,POs (Merck 567300), MgSO4.6H,0O
(Sigma), Fe (III) Sitrat (Merck), CaS04.2H,O (Merck), MnSO4+H,O (Merck),
ZnS04.7H,0O (Sigma), H3BO; (Merck), CuSO4.5H,0 (Sigma), Na,Mo0O4.2H,0 (Merck),
CoCl,.6H,0 (Merck), 4-nitrophenyl biityrate (Sigma), 4- nitrophenyl myristate (Sigma), 4-
nitrophenyl deconoate (Sigma), 4- nitrophenyl laurate (Fluka), 4- nitrophenyl octanoate
(Sigma), 4- nitrophenyl palmitate (Sigma), Trizma Baz (Sigma T1503), Akrilamid (Sigma
A8887), Bis-akrilamid (Promega), Bromofenol mavisi (Gerbu 080702), B-merkaptoetanol
(Merck 805740), Metanol, Asetik asit (Riedel-dan Haen 27225), Gliserol (Merck
K40789992008), sodium dodecyl sulphate (SDS), Phenyl sepharose 6 Fast Flow (Sigma),
Amonyom siilfat (Merck A734116), TEMED (Janssen Chimica), Protein markir (Biolab),
KCl1 (Merck), CoCl, (Merck ), ZnCl, ( Merck), MgCl, (Sigma), CaCl, (Aktar Kimya), LiCl
(Sigma), phenly-sepharose 6 fast flow (Sigma), Q sepharose fast flow (Sigma), 1-Naphthyl
acetate (Sigma), Fast Red TR Salt (Sigma)

2.2. Hiicreler

Aneurinibacillus sp. PDF24, Escherichia coli IM101, Staphylococcus aureus

2.3. Degryse Besiyeri

Yeast ekstrakt 25¢g
Tripton 25¢g
Nitrilotriasetik asit 0,1g
CaS04.2H,0 0,4¢g
MgS04.6H,0 2g

Fe (IIT) Sitrat  (0.01 M) 0,5 mL
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Iz Element SmL
Na,HPO4.12H,0 (0,2M) 15 mL
KH,PO4 (0,2M) 10 mL
ddH,O 970 mL
iz Element:

MnS0O4.H,O 0,22 ¢g
ZnS0,4.7H,0 0,05¢g
H;BO;, 0,05¢g
CuS04.5H,0 0,0025 g
Na,Mo00,4.2H,0 0,0025g
CoCl,.6H,O 0,0004 g
ddH,O 1000 mL

pH 7,5’e ayarlandu. Istenildiginde %]1,5 agar ilavesi ile agarl besiyeri yapilir.

2.4. Esteraz Aktivitesinin Ol¢iimii

Enzim aktivitesinin spektrofotometrede tayini icin substrat ¢ozeltisi; 1:4:95 (v/v/v)
oraninda olacak sekilde sirasiyla; asetonitrilde ¢oziilmiis PNPB, etanol ve tampon
bilesenlerinden hazirlandi. Rutin calismalarda Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy
System cihazinda kor olarak; 900 pl substrat ¢ozeltisi ve 300 pul 50 mM Tris-HCI (pH 8,5)
tamponu, numune olarak 900 pl substrat ¢ozeltisi, 270 pl 50 mM Tris-HCI1 (pH 8,5)
tamponu ve 30 pl enzim kullanilarak 410 nm de 6l¢timleri yapildi (Lee, vd. 1999).

Esteraz lnitesi, hazirlanan enzim ozitii ile pH 8,5 ve 55 °C’de PNPB’ den 1
dakikada olusan 1 pmol p-nitrofenolat olarak tanimlanmistir. 410 nm de PNP {in molar
absorblama katsayisi, 1,457x10°cm’mol™ dir. Her saflastirma basamaginda elde edilen
enzimin spesifik aktivitesi bu formiille hesaplandi. Reaksiyonun gerceklestirildigi tiim
kosullar (reaksiyon sicakligi, reaksiyon pH’s1, enzim miktar1) enzim karekterize edildikce

yeniden diizenlendi.
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2.5. Petride Esteraz Aktivitesinin Varhgimin Belirlenmesi

Suslar  tarafindan esteraz  iiretimi, kalitatif olarak Tribiitirin  agar’da
degerlendirilmistir. % 1 oraninda tribiitirin ilave edilerek hazirlanan besiyerlerine ekim
yapilmis ve 50°C’de inkiibasyona birakilmistir. 3 giin boyunca kolonilerin etrafinda agik
zon olusumu gozlenmis ve zon olusturan sus esteraz aktivitesi pozitif olarak

degerlendirilmistir (Ben-Gigirey vd., 2000).

2.6. Enzim Uretimi ve Saflastirilmasi

2.6.1. Protein Konsantrasyonu Tayini

Protein konsantrasyonu tayini Bradford’un (1976) gelistirdigi yonteme gore yapildi.
1000 ml boya solusyonu hazirlanirken 100 mg Commassie Brillant Blue G-250 boyasi
once 50 ml % 95’lik etanol i¢inde iyice ¢oziilerek, iizerine 100 ml %85°lik fosforik asit
eklendi. Daha sonra olusan karigim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti
karanlik bir yerde filtre kagidi ile filtre edildi. Bu boya ile ilk olarak BSA (Bovin Serum
Albumin) kullanilarak 595 nm dalga boyunda protein konsantrasyonu standardi grafigi
olusturuldu. Standart grafik i¢in 12, 4, 6,10, 15, 20, 40, 60, 80 ug BSA iceren ¢ozeltiler
0,15 m NaCl ile 100 pl’ye tamamlandi. Her bir 6rnegin {lizerine 5 ml hazirlanan boyadan
eklenildi. Protein ve boya karigimlart vortekslendi ve oda sicakliginda 15 dk bekletildi.
Standart grafik olusturulduktan sonra, 6rneklerin Ol¢limii yapilirken degisik miktarlarda
ornek 0,15 m NaCl ile 100 pl’ye tamamlandi ve lizerine 5 ml boya eklendi. Protein ve
boya karisimi vortekslendikten sonra oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Siire sonunda
standart grafigin yiiklendigi Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System cihazi
kullanilarak 595 nm’de Olgiimler yapildi ve protein konsantrasyonu pg/ul cinsinden

hesaplandi.

2. 6.2. Enzim Uretimi

Aneurinibacillus sp. PDF24 susu 50 ml Degryse besiyerine ekilerek gece boyunca
tiremeye birakild1 ve olusan kiiltiirin optik yogunlugu (O.D.) 6lgiildii. Daha sonra O.D.’si
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0,1 olacak sekilde Degryse besiyerine asilama yapilarak fazla miktarda iiretimi saglandi.
Taze kiiltiir 24 saat ¢ogaltilmaya birakildi. Elde edilen hiicreler 10.000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek c¢oktiiriildii ve hiicre pelleti daha sonraki caligmalar i¢in elde edilmis

oldu.

2. 6.3. Hiicre Ekstratinin Elde Edilmesi

Elde edilen pellet Tris-HCl (pH 8) tamponunda ¢oziilerek %70 siddetinde, 0,6
devirde 5 dk Sartorius Labsonic sonikator ile sonike edildi. Elde edilen hiicre soliisyonu
14800 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edildi. Pellet kism1 atilarak siipernatant alindi. Ekim
icin kullandigimiz hiicrenin dogrulugundan emin olmak i¢in siipernatanttan tekrar esteraz
aktivitesi bakildi. Esteraz aktivitesinden emin olduktan sonra ham ekstrattan; protein
konsantrasyonunu, spesifik aktiviteyi belirlemek ve protein jel elektroforezinde kullanmak

tizere 300 pl 6rnek ayrilarak enzim saflastirma iglemlerine baslandi.

2.6.4. Esterazin Saflastirilmasi

2.6.4.1. Is1 Soku Uygulamasi

Is1 soku uygulamasi yapabilmek icin enzim degisik sicakliklarda degisik siirelerde
bekletildi. Aktivitenin kaybolmadigi tespit edilen sicaklik ve siire kullanildi. Buna
dayanarak ham ekstrat 15 dk siire ile 55 °C’de bekletildi. Bekletildikten sonra 15 dk 14800
rpm’de santrifiij yapildi. Stipernant alindi, ¢oken kisim uzaklastirildi. Enzimin aktivitesini
korudugundan emin olmak igin siipernatanttan tekrar esteraz aktivitesi bakildi.

Esteraz aktivitesinden emin olduktan sonra protein konsantrasyonunu, spesifik
aktiviteyi belirlemek ve protein jel elektroforezinde kullanmak tizere 300 pl Ornek

ayrilarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi basamagina gegildi.

2. 6.4.2. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Aneurinibacillus sp. PDF24'ten 1s1 soku uygulamasi sonucu elde edilen 11 ml 6ziitte

kademeli olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulandi. %?20’lik amonyum  siilfat
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coktiirmesi i¢in, bir beher igerisinde ¢ok yavas bir sekilde karistirilmakta olan 6ziite 1,65 g
kristal haldeki amonyum siilfat azar azar ilave edildi. Cozlinme islemi tamamlandiktan
sonra Oziit 5 saat daha karistirilmaya birakildi. Ortamin soguk olmasi i¢in 6ziitiin i¢inde
bulundugu beher buz igerisinde muhafaza edildi. 5 saat sonunda 10000 rpm’ de ve 5°C’ de
5 dakika santriflij edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Siipernatant tekrar bir beher igerisine
koyularak daha ileri ¢oktiirme saglandi. Bu sekilde 1,24 g daha amonyum siilfat ilave
edilerek %40’lik, 1,32 g daha amonyum siilfat ilave edilerek %60°lik, 1,42 g daha
amonyum siilfat ilave edilerek %80'lik bir amonyum siilfat ¢oktiirmesi saglandi. Elde
edilen pelletler 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponunda ¢6ziildii ve bu o6rneklerde esteraz
aktivitesi arastirildi. Biitlin amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan c¢ozeltilerde esteraz
aktivitesi bulundu. Biitiin 6rnekler birlestirildi ve amonyum siilfatin uzaklastirilmasi i¢in 1

gece boyunca 2 litrelik 20 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponu igerisinde diyaliz edildi.

2.6.4.3. iyon Degisimi Kolon Kromatografisi

Iyon Degisimi Kromatografisi igin 50 cm uzunlugundaki ve 1,5 cm capindaki bir
kolon kullanildi. Bu ¢alismada kolon malzemesi olarak anyonik iyon degistirici olan Q-
Sepharose kullanildi. Hareketli faz olarak 20 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponu kullanildi.
Kolon malzemesinin ve deneyde kullanilan tiim tamponlarin gazi bir vakum pompasi ile
alind1 ve sonrasinda bir pastor pipeti kullanilarak kolona yavas bir sekilde dolduruldu.
Doldurma islemi bittikten sonra kolon 500 ml 20 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponu ile
dengeye getirildi. Oziit kolondan gegirilerek igerisinde bulunan proteinlerin kolon dolgu
malzemesine baglanmalar1 saglandi. Sonrasinda kolondan 50 ml daha tampon gecirilerek
kolona tutunmayan proteinler uzaklastirildi. Daha sonra kolonun tuz (NaCl) igerigi 0
molardan 0,6 molara kadar ¢ikarildi. Bunun i¢in 200 ml’lik NaCl gradient k&priisi
kullanildi. Tamponun akis hizt 1 ml/dk olarak ayarlandi ve kolondan ¢ikan fraksiyonlar
cam tiipler icerinde 3,5 ml olacak sekilde toplandi. Iyon degisimi grafiginde kullanilmak
lizere, elde edilen tiim tliplerde spektrofotometrik olarak 280 nm’de protein absorbanslari
Olciildii. Diger taraftan tiim tiiplerde esteraz taramasi yapilarak aktivite veren tiiplerde yine
iyon degisimi grafiginde kullanilmak {izere iinite hesab1 yapildi. En fazla enzim
bulunduran tiipler secilerek birlestirildi. Birlestirilen enzim 6ziitii vivaspin konsantrator
kullanilarak 3500 g’de 15 dk santrifiij edilerek yogunlastirildi ve SDS-PAGE’de saflig
kontrol edildi.
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Esteraz aktivitesinden emin olduktan sonra protein konsantrasyonunu, spesifik
aktiviteyi belirlemek ve protein jel elektroforezinde kullanmak iizere 300 pl Ornek

ayrilarak hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi basamagina gecildi.

2.6.4.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kolon kromotgrafisi icin 20 ¢cm uzunlugundaki ve 0,75 cm
capindaki bir kolon kullanildi. Bu ¢alismada kolon malzemesi olarak Phenyl Sepharose 6
(Sigma) Fast Flow kullanildi. Kolon malzemesinin gazi vakum pompasi ile alind1 ve oda
sicakligina geldikten sonra bir pastdr pipeti kullanilarak kolona yavas bir sekilde
dolduruldu. Kolon doldurma islemi bittikten sonra 1,3 M amonyum siilfat iceren 100 ml
tampon ile dengeye getirildi. Iyon degisim kromatografisinden elde edilen enzim &ziitii ise
2,6 M amonyum siilfat i¢eren tampon ile bire bir oraninda seyreltildi ve ziitiin amonyum
siilfat igeriginin 1,3 M olmas1 saglandi. Oziit kolona yiiklenerek yiiksek amonyum siilfat
konsantrasyonunda proteinlerin hidrofobik kolon malzemesine baglanmasi saglandi. Daha
sonra kolonun amonyum siilfat icerigi 1,3 M’den 0 M’ye diisiiriildii. Bunun i¢in 75’er
ml’lik amonyum siilfat gradient kopriisii kullanildi . Ardindan %10'luk 50 ml etilen
glikolden gegirildi. Tamponun akis hiz1 0,5 ml/dk olarak ayarland1 ve kolondan g¢ikan
fraksiyonlar cam tiipler igerinde 1,7 ml olacak sekilde toplandi. Fraksiyonlardaki protein
miktar1 280 nm dalga boyunda yapilan oOl¢limler sonucu belirlendi. Ayrica tiim
fraksiyonlarda esteraz aktivite taramasi yapildi. Esteraz aktivitesi bulunan fraksiyonlar bir
araya toplandi. Birlestirilen enzim 6ziitii vivaspin konsantrator kullanilarak 3500 g’de 15
dk santrifiij edilerek yogunlagtirildi ve SDS-PAGE’de safligi kontrol edildi. Bir araya

getirilen bu enzim soliisyonu ile karakterizasyon ¢aligsmalar1 baslatildi.

2.6.4.5. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein jel elektroforezleri C.B.S (800) 243-4959 marka elektroforezde % 12’lik jel
kullanilarak 15 mA’lik akim altinda gergeklestirildi. Aneurinibacillus sp.PDF24 esterazinin
denatiire durumdaki molekiiler agirligin1 hesaplamak ve safligin1 kontrol etmek amaciyla
saflagtirilan enzim, molekiiler agirlig1 belli olan bir protein markir1 ile SDS poliakrilamid
jel elektroforezinde yiiriitiildii. Her bir kuyucuga drneklerden 50 pg protein yiiklendi. Her
bir ornegin iizerine esit miktarlarda muamele (0,15 M Tris-HCI pH 6.8; % 4 SDS; %20
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Gliserol; % 6 P-merkaptoetanol) tamponu ilave edildi ve sonrasinda 99°C’de 4 dakika
bekletilerek Maniatis ve arkadaslar1 (1982) tarafindan tanimlanan %12’lik sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yiiklendi ve 15 mA akim altinda, yiiriitme boyas1
jelden ¢ikana kadar yiiriitiildii. Yiriitme islemi sonrasinda jel, Commasie Brillant Blue (%
0,125 Commasie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 1 saat
boyandr ve hemen ardindan 1. yikama soliisyonunda (%50 Metanol, %10 Asetik asit %40
ddH20) 1 saat bekletildi. Daha sonra 2. yikama solusyonunda ( %7 asetik asit ve %5
metanol) bantlar belirginlesinceye kadar bekletildikten sonra bilgisayar tarayicisi ile

fotograflandi.

2.6.4.5. Hidrolaz Aktivitesinin Zimogrami

Protein jel elektroforezleri C.B.S (800) 243-4959 marka elektroforezde % 10'luk jel
kullanilarak 15 mA’lik akim altinda gerceklestirildi. Protein denatlirasyonunu engellemek
icin SDS ve B-merkaptoetanol kullanilmadan hazirlanan jele ham hiicre 6ziitii yiiklenerek
dogal poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Enzim 1sitilmadan direkt olarak jele yiiklendi.
Her bir kuyucuga o6rneklerden 50 pg protein yiiklendi.

Elektroforez sonucunda elde edilen jel ayr1 ayr1 hazirlanmis olan, asagida soliisyon
igerikleri verilen SolA ve SolB ile ayni anda reaksiyona sokuldu. Koyu kahverengi ya da
kirmizimsi bantlar meydana gelinceye kadar bekletildi (Bornscheuer vd., 1994).

SolA: 8 mg 1-Naphthyl acetate, 2 mL asetonda ¢oziiliir ve 18 mL 0,1 M (pH 7,5)
Tris-HCI tamponuna eklenir.

SolB: 20 mg Fast RedTR salt, 20 mL 0,1 M (pH 7,5) Tris-HCl ile ¢oziiliir.

2.7. Esteraz Karakterizasyonu

2.7.1. Optimum Sicakhik

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin en iyi ¢alistigi sicaklik degerinin ortaya
cikarilmast i¢in reaksiyonlar 25, 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 80 ve 90°C’ye inkiibe edildi.
Bu reaksiyon serisinde enzimin en iyi ¢alistigi sicaklik degeri daha sonraki ¢aligmalarda

kullanilacak olan reaksiyon sicakligi olarak belirlendi.
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2.7.2. Optimum pH

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin aktivitesine pH’nin etkisinin aragtirilmasi
i¢cin, pH 5,0-5.5 i¢in 50 mM asetat tamponu, pH 6,0 i¢in 50 mM fosfat tamponu, pH 7,0-
8,0-8,5-9,0 i¢cin 50 mM Tris-HCI tamponu, pH 10,0 i¢in ise 50 mM CAPS tamponu
kullanildi. Reaksiyonlar belirlenen optimum sicaklik degerinde gerceklestirldi. Belirlenen
optimum pH aktivite degeri daha sonra yapilacak olan ¢alismalarda reaksiyon pH’s1 olarak

kullanildi.

2.7.3. Kinetik Parametreler

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin, yapilan 6n caligmalar sonucunda kinetik
parametrelerini belirleyebilmek i¢in , 25-1000 uM arasindaki substrat konsantrasyonlari ile
bir seri reaksiyon gerceklestirildi. Reaksiyonlar pH’1 8,5 olan 50 mM Tris-HCI kullanilarak
55°C de gergeklestirildi. Michaelis-Menten sabiti (K,,) ve maksimum hiz (V,,.s) degerleri
hazirlanan Lineweaver—Burk egrisinde x ve y eksenlerini kestigi noktalara karsilik gelen
degerlerin tersi olarak belirlendi (Lineweaver ve Burk, 1934). Michaelis-Menten grafigi
cizilerek elde edilen 300 mM optimum substrat konsantrasyonu bundan sonra yapilacak

olan ¢aligmalarda kullanilacak substrat konsantrasyonu olarak belirlendi.

2.7.4. pH Kararhhg

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin pH kararliligimi belirlemek amaciyla enzim,
pH’st 5,0 ve 5,5 olan 50 mM asetat tamponunda; pH’st 6,0 olan 50 mM fosfat
tamponlarinda, pH’s1 7,0, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan Tris-HCI tamponlarinda ve pH’s1 10,0 olan
CAPS tamponunda, oda sicaklifinda 1,5 saat ve 55 °C 1 ve 1,5 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite; optimum pH ve sicaklikta substrat olarak pNPB
kullanilarak 20 dakikalik bir reaksiyon sonucunda 6l¢iilerek enzimin en kararli oldugu pH

degeri belirlendi.
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2.7.5. Isil Kararhhik

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin kararliligina sicaklifin etkisini incelemek
i¢in, enzim soliisyonu 20, 40 ve 60 dakika 50 mM Tris-HCI (pH 8,5) tamponunda, 40 °C,
50 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C ve 75 °C ‘de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kalan
aktivite, optimum pH ve sicaklikta pNPB ile 20 dakikalik bir reaksiyon sonucunda 6l¢iildii.

% kalan aktivite hi¢ inkiibe edilmemis enzim ile karsilagtirildi.

2.7.6. Substrat Spesifikligi

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin substrat spesifikligini incelemek icin farkli
zincir uzunlugundaki pNP esterleri olan p-nitrofenilbiitirat (4C), p-nitrofeniloctanat (8C),
p-nitrofenildekonat (10C), p-nitrofenillaurat (12C) p-nitrofenilmristat (14C) ve
p-nitrofenilpalmitat (16C) substratlar1 varliginda 50 mM Tris-HCI (pH 8,5) tamponu iginde

20 dakikalik reaksiyon sonucunda enzim aktivitesi 6l¢iildii.

2.7.7. Metal iyon Etkisi

Cesitli metal iyonlariin esteraz aktivitesi tlizerindeki etkileri ¢alismak i¢in, enzim 1
gece boyunca 6nce 10 mM EDTA igeren 20 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponuna, ardindan
20 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponuna kars1 diyaliz edildi.

Aneurinibacillus sp PDF24 esterazinin aktivitesi lizerine metal iyonlarinin etkisi;
Mg2+, Li', Ca2+, K, Zn2+, ve Co*" metal iyonlarinin kloriir tuzlar1 bulunan ortamda enzim
aktivitesinin Ol¢lilmesi ile belirlendi. Enzim, ilave edilen 1 mM metal iyonlari ile 15
dakika, 5 mM metal iyonlari ile 1 saat 55°C’de inkiibe edildi. inkiibasyona maruz birakilan
ve enzim igeren karigim ile p-nitrofenilbutirat substrat olarak kullanilarak aktivite 6l¢iildii.
Enzimin metalsiz hali 100 kabul edilerek metal igeren ortamdaki enzimlerin % kalan

aktivitesi hesaplandi.
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2.7.8. Inhibitor ve Aktivatorlerin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin
Incelenmesi

Deterjan ve organik ¢oziiciilerin Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin aktivitesi
tizerine etkileri incelendi. Enzim, % 1 (v/v) DMSO, B- merkaptoetanol, etanol,
izopropanol, 5 mM EDTA, DTT, PMSF %0,1 (v/v) SDS, Triton X-100, Tween 20
icerecek sekilde 50 mM Tris-HCl (pH 8,5) tamponunda 60 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite; optimum pH ve sicaklikta pNPB ile 20 dakikalik bir
reaksiyon sonucunda 6l¢iildii. Enzimin, kimyasallar1 igermeyen durumdaki aktivitesi %100

kabul edilerek, kimyasallar1 iceren enzimin % kalan aktivitesi hesaplandi.



3.BULGULAR

3.1. Esteraz Aktivitesi

Aneurinibacillus sp. PDF24 esteraz aktivitesi Lee, vd. (1999)’ne gore belirlendi. 410
nm dalga boyunda pNP’ iin molar absorblama katsayisl, 1,457x10°cm’mol dir. 1 Unite,

hazirlanan enzim 6ziitli ile 55 °C de PNPB’ den 1 dakikada olusan 1 pumol p-nitrofenolat
miktar1 olarak tanimlanmustir.

3.2. Petride Esteraz Aktivitesinin Varh@inin Belirlenmesi

Aneurinibacillus sp. PDF24 susunun esteraz aktivitesine sahip oldugu yapilan petri
deneyi ile gosterildi. Deneyde kontrol olarak esteraz negatif E.coli JM101 susu ve esteraz
pozitif Staphylococcus aureus kullanildi. 3 giinliik inkiibasyon siiresi sonucunda FE.coli
JM101 susunun esteraz aktivitesi gostermedigi, Staphylococcus aureusun ve
Aneurinibacillus sp. PDF24’lin esteraz aktivitesi gosterdigi gozlemlenmistir. Aktivite

veren kolonilerin etrafinda zon olustugu goriilmiistiir.

I II III

Sekil 4. PDF24 bakterisinin Degryse-Triblitrin agar iizerindeki esteraz aktivitesi I-E.coli
JIM101 esteraz negatif 1I- Aneurinibacillus sp. PDF24 esteraz pozitif IlII-
Staphylococcus aureus esteraz pozitif.
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3.3. Esterazin Saflastirilmasi

3.3.1. Hiicre Oziitii Elde Edilmesi ve Is1 Soku Uygulamalari

Elde edilen hiicre 6ziitiinde ve bu 6ziitiin 1s1 soku uygulamasindan sonra elde edilen

Oziitte protein konsantrasyon tayini ve spesifik aktivite tayini yapildu.

3.3.2. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Is1 soku uygulamasindan sonra elde edilen hiicre oOziitii %20-80 araligindaki
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Yapilan bu ¢oktiirme sonucunda biitlin amonyum
siilfat ¢oktliirmesi yapilan g¢ozeltilerde esteraz aktivitesi bulundu. Bu sonuctan dolayi
amonyum siilfat ¢oktiirme basamaklarinin herbirinde elde edilen enzim c¢ozeltileri
birlestirilerek ¢alismaya devam edildi ve amonyum siilfat ¢oktiirme sonucu SDS-PAGE'de
yiriitildd.

3.3.3. iyon Degisimi Kolon Kromatografisi

Amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonrasinda elde edilen hiicre 6ziitii iyon degisimi kolon
kromatografisinden gecirildikten sonra, en iyi aktivite goriilen fraksiyonlar birlestirildi.
Fraksiyonlar birlestirildikten sonra, kismen saflagtirilmis Oziitte protein konsantrasyonu
tayini ve spesifik aktivite tayini yapildi ( Tablo-1). Ayrica molekiil kiitle tayini ve saflik
kontrolii icin elektroforeze tabii tutuldu ve elde edilen SDS-PAGE jel elektroforez

gorlntiisii Sekil 7'de verildi.
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Sekil 5. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin iyon degisimi grafigi
3.3.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi ve Jel Goriintiisii

Iyon degisimi kolon kromatografisi uygulamasindan sonra elde edilen kismen
saflastirilmis  6ziit, hidrofobik kolon kromatografisinden gecirildikten sonra, aktivite
goriilen fraksiyonlar SDS-PAGE’de yiiriitiildii ve uygun goriilen fraksiyonlar birlestirildi.
Fraksiyonlar birlestirildikten sonra, saflastirilmis enzimin konsantrasyon tayini ve spesifik

aktivite tayini yapildi. Elde edilen jel goriintiisii Sekil 7°de verildi.
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Sekil 6. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin hidrofobik degisimi grafigi
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Sekil 7. Enzimin Safliginin elektroforetik olarak incelenmesi. I) Ham enzim
oziiti II) Ist soku III) Amonyum siilfat ¢oktliirmesi %60, IV)
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi %40V), Iyon degisimi kolon
kromatografisi, VI)Hidrofobik, VII) Protein markir

Tablo 1. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin saflastirilma tablosu

Saflastirma | Hacim | [Protein] T . K T . Sie.SI.ﬁk . Saflagtirma
basamag1 (mL) | (mg/mL) protein | aktivite | aktivite | Verim Kat1
(mg) ) (U/mg)
Hiicre 6ziitii 17 1,91 32,47 116,892 3,6 100 1
Is1 bozunum 11 1,9 20,9 98,23 4,7 84,03 1,31
Amonyum
stilfat 5 3,7 18,5 94,35 5,1 80,72 1,42
¢oktiirmesi
lyondegisimi o931 39y | 28644 | 77 | 2450 | 2,14
(Q-Sepharose)
Hidrofobik g 4 | 556 | 1024 | 193536 | 189 | 1656 | 525
etkilesim

3.3.5. Hidrolaz Aktivitesinin Zimogram

Yapilan dogal poliakrilamid jel elektroforezi sonucunda elde edilen jel SolA ve SolB

soliisyonlart ile reaksiyona sokularak koyu kahverengimsi bantlar goriildii.




32

Sekil 8. Hidrolaz Aktivitesinin Zimogrami. I) Ham
enzim 0ziitii IT) Karakterize edilen saf enzim

3.4. Aneurinibacillus sp. PDF24 Esterazin Karakterizasyonu

3.4.1.0ptimum Sicakhk

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin optimum ¢alisma sicakligi 25, 30, 40, 50, 55,
60, 65, 70, 80 ve 90°C’de, aktivitesi Olgiilerek, arastirild1 ve sicaklik-bagil aktivite grafigi
olusturularak enzimin optimum sicakligi 55°C olarak belirlendi ve sonraki deneylerde

reaksiyonlar bu sicaklikta gerceklestirildi (Sekil 9).



33

120

Sekil 9. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin optimum sicaklik grafigi

3.4.2. Optimum pH

pH’nin estraz aktivitesi lizerine etkisi pH 5,0-10,0 araligindaki tamponlarda
gerceklestirilen bir seri reaksiyon ile incelendi. Elde edilen aktivite dl¢iimlerine gore pH-
bagil aktivite grafigi olusturuldu. Sekil 10’da da goriildiigii lizere esteraz aktivitesi en

yiiksek pH 8,5’te gozlendi.

Sekil 10. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin optimum pH grafigi
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3.4.3. Kinetik Parametreler

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin kinetik parametrelerinin incelenmesinde
substrat olarak p-nitrofenilbutirat varliginda substrat konsantrasyonu-aktivite grafigi
cizilerek enzimin basit Michaelis- Menten kinetigine uydugu tespit edildi. Substrat olarak
p-nitrofenilbutirat icin ¢izilen Lineweaver-Burk egrilerinin olusturdugu dogrunun x-
eksenini kestigi nokta -1/ K,,’ye esitlenerek K, degeri 0,120 mM, y-eksenini kestigi nokta

ise 1/ Viyaks'a esitlenerek Vi degeri 3164,8 U/mg olarak hesaplandi. Sonuglar Sekil 11 ve
12'de gosterildi.

Sekil 12. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin Lineweaver-Burk egrisi
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3.4.4. pH Kararhhg

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin pH kararliligini belirlemek i¢in saf enzim
oziiti, pH 5,0, 5,5,6,0, 7,0, 8,0, 8,5, 9,0, 10,0’da inkiibe edildi ve % kalan aktiviteleri
hesaplandi. Oda sicakliginda 1,5 saat inkiibasyon sonrasinda enzim aktivitesinde 6nemli
derecede bir degisiklik olmadigi belirlendi. 55 °C'de 1 saat inkiibasyon sonrasinda enzim
aktivitesinde onemli derecede bir degisiklik olmadig1 ve 55 °C'de 1,5 saat inkiibasyon
sonrasinda ise pH 5,0'te aktivitenin %90 pH 6,0 ve 10,0 da %97 'ye diistiigii belirlendi. Bu
sonuclar Sekil 13 ve 14'te gosterildi.

120

Sekil 13. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin oda sicakligindaki pH kararligi
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120

60

7
=8

Sekil 14. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin 55 °C'deki pH kararlig1

3.4.5. Isil Kararhhk

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin kararliligima 1sinin etkisini incelemek

amactyla enzim, 40

°C, 50 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C ve 75 °C ‘de 1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda 40 °C, 50 °C ve 60 °C'de aktivitenin azalmadig1, 65 °C'de %59, 70
°C'de %5'e ve 75 °C' de %2'ye diistiigii belirlendi. Sonuclar Sekil 15'te gosterildi.

\ B B

\ - ——65°C

Sekil 15. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin 1s1l kararligi
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3.4.6. Substrat Spesifikligi

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin substrat spesifikligi incelemek amaciyla
farkli zincir uzunlugundaki pNP esterleri (4C, 8C, 10C, 12C, 14C, 16C) kullanild1 ve
saflastirilan enzimde, aktivite en fazla kisa zincirli p-nitrofenol esteri olan pNPB varliginda

gozlendi. Yapilan tiim karakterizasyon islemlerinde substrat olarak pNPB kullanildi.

Sekil 16. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin substrat spesifikligi

3.4.7. Metal Iyon Etkisi

Esteraz aktivitesi lizerine metal iyonlarinin etkisi; MgCl,, LiCl, CaCl,, KCl, ZnCl,,
ve CoCl, metal tuzlarn ile gerceklestirildi. 1 mM metal iyonu varliginda enzim
solisyonunun 15 dakikalik inkiibasyonunda, MgCl,, LiCl, CaCl,, KCI, metal tuzlarinin
aktivitede onemli derecede bir degisiklik gostermedigi, ZnCl, metal tuzunun aktiviteyi
%50'ye, CoCl, metal tuzunun ise %95'e diislirdiigli gozlemlendi. Bu tuzlarin 5 mM’lik
konstrasyonlarinda enzim ile 1 saatlik inkiibasyonunda, MgCl,, LiCl, CaCl,, KCI, metal
tuzlarinin aktivitede 6nemli derecede bir degisiklik gdstermedigi, , ZnCl, metal tuzunun
aktiviteyli iyice azaltarak %32'ye ve CoCl, metal tuzunun ise % 90'a disiirdigi

gozlemlendi.
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Sekil 17. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin metal iyonlarinin etkisi

3.4.8. inhibitor ve Aktivatorlerin Enzim Aktivitesi Uzerine EtKisinin
Incelenmesi

Deterjan ve organik ¢oziiciilerin Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin aktivitesi
iizerine etkileri incelendi. Enzimi bu kimyasallarla muamele ettikten sonra hig

bekletmeden, ve sirasiyla 15 dakika, 30. dakika ve 60 dakika inkiibasyon sonrasinda %

kalan aktiviteler hesaplandi.
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Tablo 2. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazina Inhibitdr ve Aktivatorlerin Etkisi

Kalan Aktivite (%)
Enzim Inhibitorleri Konsantrasyon 0dk 15dk 30dk  60dk
Kontrol 0 100 100 100 100
DMSO % 1 (v/v) 102 97 95 93
Etanol % 1 (v/v) 102 92 92 92
izopropanol % 1 (V/v) 101 92 92 88

p-merkaptoetanol
EDTA
PMSF
DTT
TritonX100
Tween 20
SDS

% 1 (v/v) 104 102 101 100

5mM 98 95 94 92
5mM 50 5 11 10
5mM 97 97 96 98

%0,1 (v/v) 82 67 65 70
%0,1 (v/v) 83 75 70 75
%0,1 (v/v) 6 4 8 7




4. TARTISMA

Yapilan bu ¢alismada, termofilik bir bakteri olan Aneurinibacillus sp. PDF24
susunda esteraz enziminin varligi tespit edildi ve bir seri saflagtirma metodu ile enzim saf
olarak izole edildi. Saf enzimin biyokimyasal ozellikleri ve bazi kinetik parametreleri
incelendi. Elde edilen sonuglar literatiirdeki diger enzimler ile karsilagtirildi.

Aneurinibacillus sp. PDF24 esteraz1 aktivitesi, tribiitrinli Degryes agarda petrisinde
ve p-nitrofenil butirat substrat1 varliginda spektrofotometrik incelendi

Yiiksek sicaklikta yasayan termofilik bakterilerin sahip oldugu termofilik enzimler,
biyoteknolojik ve endiistriyel alanlarda kullanildigindan dolay1 bu bakterilere biiyiik bir
onem kazandirmaktadir. Endistriyel agidan yiiksek sicakliga dayanikli oldugundan
termofilik esterazlar daha fazla tercih edilmektedir. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin
optimum ¢aligma sicakligi 55°C olarak bulunmustur. Literatiirlerde yapilan c¢alismalara
bakildiginda Geobacillus thermodenitrificans EstGtA2 esterazinin optimum sicakligir 50°C
(David M. vd. 2010), Geobacillus sp. Estl, Est2 ve Est3 esterazlarinin optimum
sicakliklart 65°C (Hasan C.T. vd., 2011), Geobacillus stearothermophilus Est55 ve
Est30'un optimum sicakliklar1 sirasiyla 60 ve 70°C (Hosam E. vd., 2004), Geobacillus
thermoleovorans YN EstA esterazinin optimum sicakligr 60-65 °C (Nadia A. vd., 2007),
Basillus sp. 4 esterazinin optimum sicakligi 65 °C 'dir (B. Ateslier vd., 2006). Dolayisiyla
Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin optimum sicakligi, literatiirdeki diger esterazlara
yakin oldugu soylenebilir.

Yapilan optimum pH calismalar1 sonucunda Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin
optimum pH'st 8,5 olarak bulunmustur. Geobacillus thermodenitrificans EstGtA2
esterazinin optimum pH's1 8,0, Geobacillus stearothermophilus Est55'in 8,0-9,0 araliginda,
Est30'un ise 9,0, Geobacillus sp. Estl, veEst3'in 9,5 Est2'nin ise 10,0'dur. Bu 6zelligi ile
Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin alkali ortamda asidik ortamdakinden daha iyi
calistig1 ve literatiirdeki diger esterazlarla uyum igerisinde oldugunu gostermektedir.

Metal iyonlarinin, aminoasitleri spesifik alanlardaki negatif yiikle baglayarak, enzim
aktifliginin ve yapisinin saglanmasinda énemli rolleri vardir. Geobacillus thermoleovorans
YN EstA esterazinin aktivitesini 1 mM'lik Zn*"'nin %17 'ye diisiirdiigi Mg~ un %170,
Ca'un %152'ye c¢ikardigr gorilmistir. 1 mM'lilk Ca tuzunun Geobacillus sp. Estl

esterazinin aktivitesine etkisi %110'a, Zn tuzunun %111'e, K tuzunun %101'e ¢ikardigi, Cu
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tuzunun %88'e, Mg tuzunun %92'ye, Li tuzunun %89'a dislirdigli gorilmiistiir.
Geobacillus sp. Est2 esterazina metal iyonlarin etkisine bakildiginda enzimin aktivitesini 1
mM'lik Ca tuzunun %121'e, Zn tuzunun %104'e ¢ikardigi, K tuzunun %98'e, Cu tuzunun
%81'e, Mg ve Li’ tuzlarinin %95'e diisiirdiigii goriilmiis olup Geobacillus sp. Est3
esterazina metal iyonlarin etkisine bakildiginda enzimin aktivitesini Ca tuzunun %103'e,
Zn tuzunun %115'e ¢ikardigl, K tuzunun %99'a, Cu tuzunun %83'e, Mg tuzunun %97'e ve
Li tuzunun ise %93'e disilirdligli gorilmistiir. Literatiirdeki bu  sonuglarla
karsilastinlldiginda Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin metal iyonlar ile etkisine
bakildiginda enzimin aktivitesini 1 mM'lik K ve Ca tuzlarinin %97'e, Li tuzunun %98'e,
Mg tuzunun %95'e, agir metal olarak bilinen Co®" ve Zn®" aktiviteyi sirasiyla %95'e ve
%50 'ye diisiirdiigii tespit edilmistir. 5 mM'lik Co ve Zn tuzlan aktiviteyi sirastyla %90 ve
%32'ye distirmiistiir. Co®" ve Zn*" gibi agir metal iyonlar1, farkli koordinasyon sayilarina,
yaptiklar bilesiklerde farkli koordinasyon geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip
olmalar1 gibi nedenlerden dolayi, proteinlerin farkli bdlgelerine baglanabilirler. Bunun
sonucu olarak da enzim aktivitesini farkli sekilde etkileyebilirler (Ayna, 2011).
Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinda en biiyiik inhibisyon protein denatiirant1 ve iyonik
bir deterjan olan SDS kullaniminda goriilmiis olup, enzimin aktivitesini 1 saat sonunda
%7'e diistirmiistiir. Benzer sekilde, yapilan calismalara bakildiginda Geobacillus sp. Estl,
Est2 ve Est3 esterazlarini da SDS'in inhibe ettigi goriilmiistiir. Esterazlarin ve lipazlarin
cogu merkez aktif bolgelerinde bir serin aminoasiti i¢cermektedir (Fojan vd., 2000).
Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazina bir serin inhibitérii olan PMSF'nin etkisi enzimin
aktivitesini 1 saat sonunda %10'a dislirmek oldugu gorilmiistiir. Literatiirler
incelendiginde PMSF, Geobacillus stearothermophilus Est55 ve Est30 esterazlarinin
aktivitesini %0'a, Geobacillus sp. Estl, Est2 ve Est3 esterazlarimin aktivitelerini ise
sirastyla %45, %58 ve 9%55'e disiirdigli gorilmiistir. Aneurinibacillus sp. PDF24
esterazinin aktivitesinin organik ¢oziicli olan etanol, polar ¢6ziicii olan DMSO, metal
iyonlar1 tutan EDTA, SH-grubu ve disiilfit grubu (-S-S-) inhibitorii olan ve ayn1 zamanda
antioksidan olan DTT ve disiilfiir kopriisii indirgeyicisi olan B-merkaptoetanol varliginda
stabil kaldig1 goriilmiistiir. Metal selatlayic1 olan EDTA’nin enzimi inhibe etmedigi
anlagilmistir. DMSO, EDTA ve DTT Geobacillus sp. Estl, Est2 ve Est3 esterazlarinin
aktivitelerini yiikselttigi saptanmistir. Diger bir organik c¢oziicii olan izopropanoliin

aktiviteyi %88'e, TritonX100 ve Tween20 gibi anyonik deterjanlar ise sirasiyla %70 ve
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%75'e diislirdligli saptanmistir. TritonX100 ve Tween20’nin Geobacillus sp. Estl, Est2 ve
Est3 esterazlarinin aktivitelerini de diislirdiigii saptanmaistir.

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin 1s1l kararlilig1 ¢calismalar1 sonucunda 65°C'de
Isaatte aktiviteyi %42, 70°C'te %95 ve 75°C'te ise %98 oraninda kaybettigi goriilmiistiir.
Literatiirler incelendiginde, Geobacillus sp. Estl, Est2 ve Est3 esterazlarinin 55-65°C’de 1
saatte aktivitesinin  %90''m1  korudugu, Geobacillus thermodenitrificans EstGtA2
esterazinin ise 55-60°C aktivitenin %9011 korudugu, bununla birlikte, ilgili aktivitenin
sadece % 15’1 75°C gozlemlenirken, aktivitedeki azalma 65°C (% 83 kalan) gozlemlendi.

Bacillus sp. 4 esterazinin oda sicakliginda pH kararliligina bakildiginda pH 5,0, 5,5
ve 6,5'te aktiviteleri sirasiyla %83, %98 ve %69 olarak bulunmus, pH 7,5'te ise aktivitenin
%]15'e distiigii  gorlilmiistiir (B. Ateslier vd., 2006). Literatiirdeki bu degerler ile
karsilastinlldiginda Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazin pH kararliliginde oda sicakliginda
onemli bir degisiklik olmadigi goriilmiistir. Geobacillus thermodenitrificans EstGtA2
50°C'de pH kararliligina bakildiginda aktivitenin pH 6,0'da % 62 ve pH 11,0'de % 36
oldugu goriilmiistiir. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazin 55°C'deki pH kararliligina
bakildiginda pH 5,0'te aktivitenin %90'a, pH 6 ve 10 da ise %97 'ye diistligli gériilmiistiir.
Bu durumda Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazin pH kararlilii diger esterazlarla gore
daha iyi oldugu anlagilmistir.

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin substrat spesifikligine bakildiginda en iyi
aktiviteyi 4 karbonlu olan pNPB (4C) substrati ile verdigi gorilmistir. Bu da
Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin kisa zincirli esterlerin hidrolizini katalizleyen bir
esteraz olabilecegini gostermektedir. Literatiirdeki esterazlara bakildiginda Bacillus sp.4
(B. Ateslier vd., 2006) pNPB (4C) ile, Geobacillus sp. Estl, Est2 ve Est3 esterazlarinin
pNPA (2C) ile, Geobacillus stearothermophilus Est55'in pNPB (4C), Est30'un ise pNPC
(6C) ile en 1yi aktiviteyi verdigi goriilmiistiir.

Endiistriyel alanda bir¢cok enzimin Km degerinin 0,01 mM ile 100 mM arasinda
oldugu bildirilmistir (Fullbrook, 1996). Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin p-nitrofenil
butirat substrat olarak kullanildiginda K,,’si 0,120 mM olarak bulunmustur. Geobacillus sp.
Estl estrazinin K,,’si 0.095 mM, Geobacillus sp. Est2 estrazinin K,,’si 0.24 mM,
Geobacillus sp. Est3 estrazinin K,,»si 0.17 mM, Bacillus circulans esterazinin K,,’si 0,24
mM (Kademi, vd., 2000) literatiirdeki bu degerlere bakilarak Aneurinibacillus sp. PDF24
esterazinin literatiirdeki diger esterazlara gore iyi bir K, degerine sahip oldugu belirlendi.

Endiistriyel agidan bakildiginda da iyi bir K, degerine sahip oldugu séylenebilir.
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Yiriitilen SDS-PAGE'te saflagtirllmis enzimin yanindaki protein markir1 baz
alinarak Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin denatiire haldeki molekiiler agirliginin
yaklasik olarak 40 kDa olarak belirlenmistir. Literatiirler incelendiginde Geobacillus
thermodenitrificans EstGtA2 molekiiler agirhigi yaklasik olarak 30 kDa, Bacillus sp.4
esterazinin (B. Ateslier vd., 2006) molekiiler agirlig1 ise yaklasik 81.9 kDa olarak
bulunmustur. Literatiirdeki Bacillus akrabalarina bakildiginda genellikle monomerik
yapida oldugu bulunmustur. Bu sonuglara bakilarak Aneurinibacillus sp. PDF24
esterazininda monomerik yapida olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bunun dogrulugunu

tespit etmek icin jel filtrasyon kromotografisi yapilmasi gerekmektedir.



5.SONUC

Bu c¢alisma ile Aneurinibacillus sp. PDF24 susundan termofilik karakterli bir esteraz
saflastirildi ve karakterize edildi.

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin optimum pH degerinin 8,5 optimum ¢aligsma
sicakliginin ise 55°C oldugu tespit edildi. Enzimin substrat1 olarak paranitrofenil butirat ile
ilgili kinetik parametreleri incelendi ve bu substrat icin K, degeri 0,120 mM ve Vs
degeri 3164,8 U/mg olarak belirlendi.

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin pH kararliligina oda sicakliginda ve 55°C’de
incelendi. Oda sicakliginda 1,5 saat ve 55°C 1 saat inkiibasyon sonrasinda enzimin
aktivitesinde 6nemli bir degisiklik olmadigi, 55°C 1,5 saat inkiibasyon sonrasinda ise
enzimin aktivitesinin pH 5,0te %90’a, pH 6,0 da ve pH 10,0 da %97 'ye diistiigii
belirlendi.

Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin 1s1l kararliligma bakildi. Enzimin 1 saat
belirtilen sicakliklarda bekletilmesinin ardindan gerekli aktivite dl¢iimleri gerceklestirildi.
Yapilan ol¢limler sonucunda enzimin aktivitesinin 40 °C, 50 °C ve 60 °C'de azalmadigi, 65
°C'de %59, 70 °C'de %5'e ve 75 °C' de %2'ye diistiigii belirlendi.

Mg®", Li," Ca*", K', Zn*", ve Co®" metal iyonlarinin kloriir tuzlari ile metal iyon
etkisine bakildi. MgCl,, LiCl, CaCl,, KCI metal tuzlarinin 1 mM'lik konsantrasyonlarda 15
dakikalik inkiibasyonla aktivitede 6nemli bir degisiklik olmadigi, ZnCl, metal tuzunun
aktiviteyi %350'ye, CoCl, metal tuzunun ise %95'e disiirdiigli gézlemlendi. Bu tuzlarin 5
mM’lik konstrasyonlarda enzimle 1 saatlik inkiibasyonunda, ZnCl, metal tuzunun
aktiviteyi 1iyice azaltarak %32'ye ve CoCl, metal tuzunun ise % 90'a diistirdiigii, MgCl,,
LiCl, CaCl,, KCI metal tuzlarmin ise enzimin aktivitesinde bir degisiklik yapmadigi
gbzlemlendi.

Deterjan ve organik ¢oziiciilerin Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin aktivitesi
tizerine etkileri incelendi. Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin aktivitesini, bir serin
inhibitorii olan PMSF'nin %10'a disiirdiigli, TritonX100’iin %70'e, Tween20’nin ise
%75'e diislirdiigli ve SDS'nin ise aktiviteyi asir1 bir sekilde diisiirdiigii, disiilfit baglarin
indirgeyici bir kimyasal olan B-merkaptoetanol, énemli bir polar ¢dziicii olan DMSO,
etanol ve EDTA varliginda aktivitenin stabil kaldigi, izopropanol gibi organik ¢oziiciide,

aktivitenin %88'e diistiigli belirlenmistir.
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Yapilan SDS-PAGE sonucuna gore Aneurinibacillus sp. PDF24 esterazinin denatiire
haldeki molekiiler agirligimin SDS-PAGE sonucuna gore yaklagik 40 kDa oldugu

belirlenmistir.



6. ONERILER

Termofilik bakterilerden elde edilen esterazlarin, endiistride ¢ok daha énemli bir rol
oynayacagina dair beklentiler bulunmaktadir. Bu nedenle yiiksek sicakliga, yiiksek pH’a ve
kimyasal denatiirasyona dayanikli yeni enzimlerin elde edilmesine ihtiyag¢ vardir. Yapilan
bu calismada elde edilen ve karakterizasyonu yapilan enzimin ¢alisma pH's1t ve sicaklig
dikkate alindiginda, enzimin endiistride kullanilabilecek bir enzim oldugu sonucuna
varilmgtir.

Yapilan bu c¢alismaya ilave olarak farkli substratlar ile K,, ve Vs degerlerini
belirleyerek karakterizasyon 6zelliklerinin daha ayrintili bir bigimde yapilabilecegi
distiniilmektedir.

Aneurinibacillus sp. PDF24'ten elde edilen esterazin daha kisa zamanda ekspres
edilebilmesi i¢in literatiirdeki klonlanmis esteraz genleri baz alinarak primer dizayn
edilerek, pET-28a+ gibi bir ekspresyon vektoriine klonlanilabilir.

Endiistriye daha yararli bir enzim haline getirilebilmek i¢in 1s1] kararliligini artiracak
cesitli mutasyon ¢aligmalari yapilabilir.

Aneurinibacillus sp. PDF24'ten elde edilen esterazin kag alt birime sahip oldugunu

belirlemek i¢in jel filtrasyon kromatografisi yapilmalidir.
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