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3. ARAŞTIRMA BULGULARI

3. 1. Mikroorganizmanın Seçimi


3. 1. 1. Tween 80 agar yöntemi

Aydın ili Germencik ilçesi Bozköy-Alangüllü termal sularından elde edilen Bacillus sp. genusuna ait 5 izolatın esteraz üretip üretmediği Tween 80 agar yöntemine göre belirlendi (Haba et al., 2000). Tween 80 agar ortamında lipolitik aktivite gösteren D3, D4 ve 4 numaralı izolatlar, Tween 80’i substrat olarak kullandığında açığa çıkan oleik asit Ca ile birleşip çökelerek lipolitik aktivite derecesine göre opak bir zon oluşturmuştur (Şekil 1a, 2a, 3a). 1 ve 3 numaralı izolatlar ise, lipolitik aktivite göstermemiştir (Şekil 4a, 5a). Opak zon oluşumu gösteren bakteri kolonilerinin çapları ölçülerek, en iyi derecede lipolitik aktivite gösteren izolat, bundan sonraki denemeler için seçilmiştir. Ayrıca, Bacillus sp. izolatları kontrol amaçlı olarak nutrient agar ortamında da geliştirilmişlerdir (Şekil 1b, 2b, 3b, 4b ve 5b). Bacillus sp. genusuna ait, D3, D4 ve 4 numaralı izolatlar arasında en iyi zon oluşumu 4 numaralı izolatta gözlemlendiğinden (Şekil 3a), çalışmalara bu izolatla devam edilmiştir.

3. 2. Bakteri Straininin Karakterizasyonu

3. 2. 1. Mikroorganizmanın büyüme eğrisinin belirlenmesi

Bacillus sp. 4 izolatının büyüme eğrisi, daha önceden saptanan optimum koşullar altında (65 (C’de ve pH 6.00’da) (Başbülbül, 2000) ve  kısmi olarak modifiye edilen Thermus ortamı (üretim ortamı) kullanılarak belirlendi (Şekil 6). Organizma 2. saatten sonra gelişmeye başlamış ve log fazına geçmiştir. Log fazını 6. saatten itibaren tamamlamış ve durgunluk dönemine girmiştir.

3. 2. 2. Ortam sıcaklığının enzim üretimi üzerine etkisi

Ortam sıcaklığının enzim üretimi üzerine etkisi ile ilgili sonuçlar Tablo 22-26’da ve Şekil 7-11’de gösterilmiştir. Bacillus sp. 4 izolatı, farklı sıcaklıklarda (50, 55, 60, 65 ve 70 (C) ve pH 6.00’da üretim ortamında geliştirilerek büyüme eğrileri çıkartılmıştır. Her sıcaklıktaki büyüme durumunun farklı olması nedeniyle, aktivite tayinlerine, log fazının ortalarından itibaren başlanmıştır.

Şekil 1a. Bacillus sp. D3 izolatının Tween 80 agar ortamındaki gelişimi.

Şekil 1b. Bacillus sp. D3 izolatının nutrient agar ortamındaki gelişimi.

Şekil 2a. Bacillus sp. D4 izolatının Tween 80 agar ortamındaki gelişimi.

Şekil 2b. Bacillus sp. D4 izolatının nutrient agar ortamındaki gelişimi.

Şekil 3a. Bacillus sp. 4 izolatının Tween 80 agar ortamındaki gelişimi.

Şekil 3b. Bacillus sp. 4 izolatının nutrient agar ortamındaki gelişimi.

Şekil 4a. Bacillus sp. 1 izolatının Tween 80 agar ortamındaki gelişimi.

Şekil 4b. Bacillus sp. 1 izolatının nutrient agar ortamındaki gelişimi.

Şekil 5a. Bacillus sp. 3 izolatının Tween 80 agar ortamındaki gelişimi.

Şekil 5b. Bacillus sp. 3 izolatının nutrient agar ortamındaki gelişimi.
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50 (C’de, Bacillus sp. 4’ün 0-5. saat arasında absorbansında önemli bir artış olmamış, 6. saatten itibaren ise absorbansda önemli bir artış gözlemlenmiştir. Bu saatten sonra mikroorganizma log fazına geçmiştir.  7-13. saatler arası mikroorganizmanın log fazında olduğu dönemdir. 13. saatten sonra ise mikroorganizma durgunluk fazına geçmiştir (Şekil 7, Tablo 22). Esteraz aktivitesinin ölçümü, 10-15. saatler arasında yapılmıştır. 11. saatteki enzim aktivitesinin en yüksek değerde olduğu (61.49 ± 0.32 U/ml) ve diğer saatlerdeki aktivite sonuçlarıyla arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür. 12. saatten itibaren ise enzim aktivitesi düşmüştür.

55 (C’de, Bacillus sp. 4’ün 0-4. saat arasında absorbansında önemli bir artış olmamış, 5. saatten itibaren ise absorbansda önemli bir artış gözlemlenmiştir. Bu saatten sonra mikroorganizma log fazına geçmiştir.  5-11. saatler arası mikroorganizmanın log fazında olduğu dönemdir. 11. saatten sonra ise mikroorganizma durgunluk fazına geçmiştir (Şekil 8, Tablo 23). Esteraz aktivitesinin ölçümü, 10-14. saatler arasında yapılmıştır. 10 ve 11. saatlerde ölçülen enzim aktivitesi oldukça düşük olup, aralarındaki fark önemli değildir. 12. saatteki enzim aktivitesi en yüksek değerdedir (46.53 ± 1.58 U/ml) ve diğer saatlerdeki aktivite sonuçlarıyla arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir. 13. saatten itibaren enzim aktivitesi istatistiksel olarak önemli bir düşüş göstermiştir. 

Tablo 22. Bacillus sp. 4’ün 50 °C’deki büyüme durumu ve enzim aktivitesindeki değişim

	İnkübasyon Zamanı

(Saat)
	Absorbans

(OD600)
	Aktivite (U/ml)

(ORT. ± S.H.)
	x

	0
	0.013
	-
	

	1
	0.014
	-
	

	2
	0.014
	-
	

	3
	0.014
	-
	

	4
	0.015
	-
	

	5
	0.019
	-
	

	6
	0.029
	-
	

	7
	0.096
	-
	

	8
	0.342
	-
	

	9
	0.780
	-
	

	10
	1.044
	29.20 ± 1.05
	a

	11
	1.291
	61.49 ± 0.32
	b

	12
	1.500
	34.36 ± 4.09
	ac

	13
	1.608
	37.71 ± 3.09
	cd

	14
	1.663
	32.38 ± 2.37
	ac

	15
	1.676
	44.52 ± 2.53
	d

	24
	1.931
	-
	

	
	
	F= 21.10***


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001.

     x : Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir.
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Tablo 23. Bacillus sp. 4’ün 55 °C’ deki büyüme durumu ve enzim aktivitesindeki değişim

	İnkübasyon Zamanı

(Saat)
	Absorbans

(OD600)
	Aktivite (U/ml)

(ORT. ± S.H.)
	x

	0
	0.006
	-
	

	1
	0.006
	-
	

	2
	0.004
	-
	

	3
	0.013
	-
	

	4
	0.015
	-
	

	5
	0.063
	-
	

	6
	0.444
	-
	

	7
	0.883
	-
	

	8
	1.150
	-
	

	9
	1.458
	-
	

	10
	1.628
	  4.92 ± 0.74
	a

	11
	1.744
	  4.92 ± 0.32
	a

	12
	1.838
	46.53 ± 1.58
	b

	13
	1.864
	10.77 ± 0.53
	c

	14
	1.927
	31.94 ± 1.05
	d

	15
	1.979
	-
	

	16
	2.005
	-
	

	24
	2.022
	-
	

	25
	2.022
	-
	

	27
	2.005
	-
	

	
	
	F= 362.60***


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001.

x : Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir.
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60 (C’de, Bacillus sp. 4’ün 0-2. saat arasında absorbansında önemli bir artış olmamış, 3. saatten itibaren ise absorbansda önemli bir artış gözlemlenmiştir. Bu saatten sonra mikroorganizma log fazına geçmiştir.  3-7. saatler arası mikroorganizmanın log fazında olduğu dönemdir. 7. saatten sonra ise mikroorganizma durgunluk fazına geçmiştir (Şekil 9, Tablo 24). Esteraz aktivitesinin ölçümü 6-12. saatler arasında yapılmıştır. 6. saatte enzim aktivitesi en düşük değerde olup, 7-9. saatler arasındaki enzim aktiviteleri arasındaki fark önemsiz bulunmuştur. 10. saatteki enzim aktivitesinin en yüksek değerde olduğu (55.23 ± 2.32 U/ml) ve diğer saatlerdeki aktivite sonuçlarıyla arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür. 11. saatten itibaren enzim aktivitesi belirgin bir şekilde düşmüştür.

65 (C’de, Bacillus sp. 4’ün 0-2. saat arasında absorbansında önemli bir artış olmamış, 3. saatten itibaren ise absorbansda önemli bir artış gözlemlenmiştir. Bu saatten sonra mikroorganizma log fazına geçmiştir.  3-6. saatler arası mikroorganizmanın log fazında olduğu dönemdir. 6. saatten sonra ise mikroorganizma durgunluk fazına geçmiştir (Şekil 10, Tablo 25). Esteraz aktivitesinin ölçümü 3-12. saatler arasında yapılmıştır. 3. saatte enzim aktivitesi en düşük değerde olup, 6. saatten itibaren enzim aktivitesi önemli bir şekilde artarak, 9. saatteki enzim aktivitesinin en yüksek değerde olduğu (74.82 ± 3.16 U/ml) saptanmıştır. 9. saatteki aktivite değeri ile diğer saatlerdeki aktivite sonuçları arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür. 10. saatten itibaren enzim aktivitesi belirgin bir şekilde düşmüştür.

70 (C’de, Bacillus sp. 4’ün 0-4. saat arasında absorbansında önemli bir artış olmamış, 5. saatten itibaren ise absorbansda önemli bir artış gözlemlenmiştir. Bu saatten sonra mikroorganizma log fazına geçmiştir.  5-10. saatler arası mikroorganizmanın log fazında olduğu dönemdir. 10. saatten sonra ise mikroorganizma durgunluk fazına geçmiştir (Şekil 11, Tablo 26). Esteraz aktivitesinin ölçümü 10-13. saatler arasında yapılmıştır. 11. saatteki enzim aktivitesinin en yüksek değerde olmasına rağmen (39.15 ± 5.22 U/ml) bu değer ile 10. saatteki aktivite sonucu (36.50 ± 2.11 U/ml) arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı saptanmıştır. 24. saatteki enzim aktivitesinin (10.95 ± 2.11 U/ml) ölçüm yapılan diğer saatlere göre, oldukça düşük olduğu bulunmuştur. 

Tablo 24. Bacillus sp. 4’ün 60 °C’deki büyüme durumu ve enzim aktivitesindeki değişim

	İnkübasyon Zamanı

(Saat)
	Absorbans

 (OD600)
	Aktivite (U/ml)

(ORT. ± S.H.)
	x

	0
	0.000
	-
	

	1
	0.000
	-
	

	2
	0.017
	-
	

	3
	0.478
	-
	

	4
	1.023
	-
	

	5
	1.414
	-
	


	6
	1.665
	  8.21 ± 0.53
	a

	7
	1.845
	31.02 ± 2.11
	b

	8
	1.913
	32.39 ± 1.84
	b

	9
	2.011
	30.11 ± 2.64
	b

	10
	2.075
	55.23 ± 2.32
	c

	11
	2.088
	17.64 ± 0.60
	d

	12
	2.088
	15.20 ± 1.33
	d

	13
	2.081
	-
	

	14
	2.039
	-
	

	24
	2.081
	-
	

	
	
	F= 54.65***


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001.

     x : Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir.


[image: image4.wmf]Şekil 9. 

Bacillus 

sp

.

 4'ün 60 °C'deki büyüme eğrisi ve enzim aktivitesindeki değişim. 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Zaman (Saat)

Absorbans (OD

600

)

0

10

20

30

40

50

60

Aktivite ( U/ml)

Absorbans

Aktivite


Tablo 25. Bacillus sp. 4’ün 65 °C’deki büyüme durumu ve enzim aktivitesindeki değişim

	İnkübasyon Zamanı

(Saat)
	Absorbans

 (OD600)
	Aktivite (U/ml)

(ORT. ± S.H.)
	x

	0
	0.001
	-
	

	1
	0.003
	-
	

	2
	0.030
	-
	

	3
	0.688
	10.95 ± 0.53
	a

	4
	1.326
	15.51 ± 2.64
	a

	5
	1.768
	15.97 ± 1.84
	a

	6
	1.896
	29.10 ± 4.69
	b

	7
	1.950
	44.71 ± 5.79
	c

	8
	1.979
	45.16 ± 0.27
	c

	9
	1.979
	74.82 ± 3.16
	d

	10
	1.974
	36.04 ± 1.32
	bc

	11
	1.959
	31.93 ± 3.69
	b

	12
	1.959
	30.11 ± 3.69
	b

	24
	1.917
	  1.37 ± 0.26
	e

	
	
	F= 42.67***


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001.

     x : Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir.
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Tablo 26. Bacillus sp. 4’ün 70 °C’deki büyüme durumu ve enzim aktivitesindeki değişim

	İnkübasyon Zamanı

(Saat)
	Absorbans 

(OD600)
	Aktivite (U/ml)

(ORT. ± S.H.)
	x

	0
	0.005
	-
	

	1
	0.005
	-
	

	2
	0.002
	-
	

	3
	0.002
	-
	

	4
	0.022
	-
	

	5
	0.317
	-
	

	6
	0.565
	-
	

	7
	0.600
	-
	

	8
	0.896
	-
	

	9
	1.421
	-
	

	10
	1.616
	36.50 ± 2.11
	a

	11
	1.732
	39.15 ± 5.22
	a

	12
	1.707
	21.90 ± 2.11
	b

	13
	1.665
	24.64 ± 0.53
	b

	14
	1.616
	-
	

	24
	1.166
	10.95 ± 2.11
	c

	
	
	F= 16.12***


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001.

     x : Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir.
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3. 2. 3. Ortam pH’ sının enzim üretimi üzerine etkisi

Ortam pH’sının enzim üretimi üzerine etkisi ile ilgili sonuçlar Tablo 27 ve Şekil 12’de gösterilmiştir. Bacillus sp. 4 izolatı, farklı pH’lardaki üretim ortamında (pH 5.00; 5.50; 6.00; 7.00; 8.00; 9.00) ve enzim üretiminin en yüksek olduğu sıcaklık olan 65 (C’de ve 9 saat boyunca üretilmiş (aktivitenin maksimum olduğu saat) ve 9. saat sonunda enzim aktiviteleri tayin edilmiştir (Şekil 12). Bacillus sp. 4 izolatı, pH’sı 5.00 olan ortamda gelişme göstermemiştir. Organizma, pH’sı 6.00 olan üretim ortamında geliştirildiğinde, enzim aktivitesi en yüksek değerde bulunmuş (33.15 ± 3.51 U/ml) ve bu değerin diğer pH’lardaki aktivite sonuçlarıyla arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu belirlenmiştir. Organizma pH’sı 7.00, 8.00 ve 9.00 olan ortamlarda geliştirildiğinde ise aktivitede belirgin bir düşüş gözlenmiştir. Bununla beraber, organizma pH’sı 5.50 olan ortamda geliştirildiğinde elde edilen aktivite değeri (27.69 ± 1.11 U/ml) maksimum değerden istatistiksel olarak farklı olsa da, pH 7.00, 8.00 ve 9.00’daki kadar düşük olmaması dikkat çekicidir. 


[image: image7.wmf]Şekil 12. Ortam pH'sının enzim üretimi üzerine etkisi.
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Tablo 27.  Bacillus sp. esteraz aktivitesinin üzerine ortam pH'sının etkisi

	Ortam pH'sı
	Aktivite (U/ml)

(ORT. ± S.H.)
	x

	5.00
	                          0.00 ± 0.00
	a

	5.50
	 27.69 ± 1.11
	b

	6.00
	 33.15 ± 3.51
	c

	7.00
	   7.30 ± 0.00
	d

	8.00
	   8.82 ± 0.30
	de

	9.00
	                        13.38 ± 1.10
	e

	
	F= 45.78***


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001.

    x : Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir.
3. 2. 4. Bacillus sp. 4 izolatının büyüme eğrisine bağlı olarak kültür ortamının pH ve enzim aktivitesindeki değişim

Bacillus sp. 4 izolatının büyüme eğrisine bağlı olarak kültür ortamının pH’sı ve enzim aktivitesindeki değişim ile ilgili sonuçlar Tablo 28 ve Şekil 13’de gösterilmiştir. Organizma, 3. saatten itibaren gelişmeye başlamış, 6. saatten itibaren ise durgunluk fazına girmiştir. Enzim aktivitesine 0-12. saatler arasında ve 24. saatte bakılmıştır. 0-2. saatler arasında herhangi bir enzim aktivitesi saptanmamıştır. 3-5. saatler arasında enzim aktivitesi çok az da olsa görülmeye başlanmış olup, 6. saatten itibaren enzim aktivitesinde bir artış başlamıştır. Maksimum enzim aktivitesi durgunluk fazının ortaları olan 9. saatte gözlenmiştir (64.33 ± 0.79 U/ml). Bu değer ile diğer saatlerdeki değerler arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir. 9. saatten itibaren enzim aktivitesi istatistiksel olarak önemli bir şekilde düşmüştür. 24. saatte ise enzim aktivitesi 10.04 ± 1.05 U/ml olarak bulunmuştur. 

Ortam pH’sının ölçümü 0-12. saatler arasında ve 24. saatte yapılmıştır. 0. saatte ortam pH’sı 5.76 olarak ölçülmüştür. Gelişimin başladığı 3. saatten itibaren pH, yavaş ama devamlı bir yükseliş göstermiştir. 12. saatte ise pH 7.87’ye kadar yükselmiştir. Bu da organizmanın alkali ürünler oluşturduğunu göstermektedir.

Tablo 28. Bacillus sp. 4’ün 65 °C’deki büyüme eğrisine bağlı olarak kültür ortamının pH ve enzim aktivitesindeki değişim

	İnkübasyon Zamanı (Saat)
	pH değişimi
	Absorbans

 (OD600)
	Aktivite (U/ml)

(ORT. ± S.H.)
	x

	0
	5.76
	0.002
	0.00 ± 0.00
	a

	1
	5.76
	0.007
	0.00 ± 0.00
	a

	2
	5.76
	0.016
	0.00 ± 0.00
	a

	3
	5.45
	0.301
	10.95 ± 0.53
	bc

	4
	6.83
	0.796
	15.51 ± 2.64
	bcd

	5
	7.20
	1.257
	15.97 ± 1.85
	cd

	6
	7.23
	1.673
	36.50 ± 1.05
	e

	7
	7.35
	1.713
	38.78 ± 2.37
	e

	8
	7.54
	1.774
	26.92 ± 3.43
	f

	9
	7.61
	1.780
	64.33 ± 0.79
	g

	10
	7.65
	1.762
	14.90 ± 1.52
	bcd

	11
	7.84
	1.747
	20.07 ± 0.00
	d

	12
	7.87
	1.747
	11.86 ± 2.79
	bc

	24
	7.76
	1.643
	10.04 ± 1.05
	b

	
	
	
	F= 99.15***


  ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001.

 
       x : Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir.
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3. 3. Enzimin Kısmi Saflaştırılması ve Lokalizasyonu

Enzimin kısmi saflaştırılması ile ilgili sonuçlar Tablo 29’da özetlenmiştir. Direk kültürün spesifik aktivitesi 158.51 ± 2.10 U/mg protein olarak bulunmuştur. Bu fraksiyonun verimi (%) 100.00 ve saflaştırma katsayısı 1.00 olarak kabul edilip, daha üst fraksiyonların verim ve saflaştırma katsayıları, bu fraksiyon temel alınarak hesaplanmıştır. S1’in spesifik aktivitesi 43.87 ± 2.61 U/mg protein, verimi % 22.37 ± 0.79 ve saflaştırma katsayısı 0.28 ± 0.02 kat olarak bulunmuştur. P1’in spesifik aktivitesi 587.4 ± 24.62 U/mg protein, verimi % 0.62 ± 0.02, saflaştırma katsayısı ise 3.70 ± 0.12 kat olarak saptanmıştır. Enzim aktivitesinin büyük kısmının P1’de elde edilmesinden dolayı enzimin bu fraksiyonda bulunduğu sonucuna varılmıştır. S2’nin spesifik aktivitesi 767.07 ± 148.52 U/mg protein, verimi % 3.13 ± 0.11 ve saflaştırma katsayısı ise 4.82 ± 0.94 kat olarak bulunmuştur. Diyalizatın spesifik aktivitesi 657.63 ± 7.64 U/mg protein, verimi % 2.27 ± 0.09 ve saflaştırma katsayısı ise 4.15 ± 0.06 kat olarak bulunmuştur.

3. 4. Enzimin Farklı pH’lardaki Molar Absorbans Katsayılarının Belirlenmesi

Enzimin farklı pH’lardaki molar absorbans katsayıları saf p-nitrofenol (pNP) kullanılarak materyal ve metotda belirtildiği gibi saptanmıştır. Molar absorbans katsayısı, pH 4.00 için, 6.32 L x mmol-1 x cm; pH 4.50 için, 5.85 L x mmol-1 x cm; pH 5.00 için, 5.72 L x mmol-1 x cm; pH 5.50 için, 5.54 L x mmol-1 x cm; pH 6.00 için, 5.48 L x mmol-1 x cm; pH 6.50 için, 5.24 L x mmol-1 x cm; pH 7.00 için, 4.57 L x mmol-1 x cm, pH 7.50 için, 4.82 L x mmol-1 x cm, pH 8.00 için, 4.44 L x mmol-1 x cm ve  pH 8.50 için, 4.43 L x mmol-1 x cm olarak bulunmuştur (Şekil 14-23).

3. 5. Protein Tayini


Bacillus sp. 4 esterazının kısmi saflaştırılmasının her basamağında protein derişimlerinin tayini, Lowry ve arkadaşlarının (Lowry et al., 1951) yöntemi ile kullanılarak yapıldı. Standart olarak sığır serum albumini kullanıldı. Konsantrasyona karşı absorbans doğru grafiği çizilerek, bilinmeyen örneğin protein miktarı, bu grafiğin denklem formülü (y = 0.0028x + 0.006, R2 = 0.99) kullanılarak belirlendi (Şekil 24).

Tablo 29. Bacillus sp. 4 esterazının saflaştırma basamakları

	Saflaştırma basamakları
	Fraksiyon hacmi(ml)
	Protein

 (mg/ml)

(ORT. ± S.H.)
	Total protein (mg)

(ORT. ± S.H.)
	Enzim aktivitesi (U/ml)

(ORT. ± S.H.)
	Total aktivite

(U)

(ORT. ± S.H.)
	Spesifik aktivite (U/mg protein)

(ORT. ± S.H.)
	Verim

(%)

(ORT. ± S.H.)
	Saflaştırma katsayısı

(ORT. ± S.H.)

	Direkt kültür
	200
	0.87 ± 0.036
	174.00 ± 7.21
	137.77 ± 4.11
	27554.00 ± 822.68
	158.51 ± 2.10
	100
	1

	Süpernatant 1
	186
	0.76 ± 0.009
	140.74 ± 1.64
	33.15 ± 1.61
	6165.90 ± 299.13
	43.87 ± 2.61
	22.37 ± 0.79
	0.28 ± 0.02

	Pellet 1
	1.5
	0.19 ± 0.009
	0.29 ± 0.013
	113.14 ± 1.05
	169.71 ± 1.58
	587.40 ± 24.62
	0.62 ± 0.02
	3.70 ± 0.12

	Süpernatant 2
	6
	0.20 ± 0.032
	1.20 ± 0.19
	143.25 ± 2.63
	859.50 ± 15.80
	767.07 ± 148.52
	3.13 ± 0.11
	4.82 ± 0.94

	Diyalizat

% 85’lik (NH4)2SO4
	1
	0.95 ± 0.006
	0.95 ± 0.006
	624.70 ± 5.80
	624.70 ± 5.80
	657.63 ± 7.64 
	2.27 ± 0.09
	4.15 ± 0.06


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır.

S.H.: Standart hata.
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3. 6. Bacillus sp. 4 Esterazının Karakterizasyonu

3. 6. 1. Enzim aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisi

Enzim aktivitesi (U/mg protein) üzerine sıcaklığın etkisi ile ilgili sonuçlar Tablo 30 ve Şekil 25’de gösterilmiştir. Enzim aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisini belirlemek amacıyla, 30-85 (C arasındaki sıcaklıklarda 5 (C aralıklarla enzim aktivitesi ölçülmüştür. Enzim aktivitesi 30 (C’de en düşük değerde (103.39 ± 1.54 U/mg protein) olup, sıcaklığın kademeli olarak artırılması ile enzim aktivitesi de belirli bir hızda artarak 65 (C’de maksimum değere (301.09 ± 6.97 U/mg protein) ulaşmıştır ve bu değer ile diğer sıcaklıklarda bulunan aktivite değerleri arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu bulunmuştur. Her ne kadar maksimum aktivite 65 (C’de saptanmış ise de, 40, 45, 50, 55, 60 ve 70 (C’lerde maksimum aktivitenin sırasıyla % 50, 63, 75, 86, 95 ve 70’i görülmüştür. Sıcaklığın 85 (C’ye kademeli olarak çıkartılması ile enzim aktivitesi belli bir hızda azalarak 41.62 ± 2.31 U/mg protein değerine düşmüştür. Bunun yanında, 75, 80 ve 85 (C’de bulunan aktivite değerlerinin arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı görülmüştür. 70 (C’den sonra aktivitede ani bir düşüş olduğu gözlenmiştir.

        Tablo 30. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisi

	Sıcaklık (C
	Spesifik Aktivite (U/mg protein)

(ORT. ± S.H.) 
	x

	30
	103.39 ± 1.54
	a

	35
	126.21 ± 2.01
	b

	40
	150.54 ± 2.28
	c

	45
	190.08 ± 4.02
	d

	50
	227.64 ± 2.67
	e

	55
	260.03 ± 5.27
	f

	60
	286.64 ± 2.01
	g

	65
	301.09 ± 6.97
	h

	70
	212.89 ± 4.02
	ı

	75
	49.42 ± 4.99
	k

	80
	44.85 ± 2.97
	k

	85
	41.62 ± 2.31
	k

	
	F= 625.09***


        ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001.

 
             x : Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir.
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3. 6. 2. Enzim stabilitesi üzerine sıcaklığın etkisi

Enzim stabilitesi üzerine sıcaklığın etkisi ile ilgili sonuçlar Tablo 31 ve Şekil 26’de gösterilmiştir. Enzim stabilitesi üzerine sıcaklığın etkisini belirlemek amacıyla enzim, farklı sıcaklıklarda (25, 40, 65 ve 75 (C) inkübe edildi. Enzim çözeltisinden  belli zaman aralıklarında örnekler alınarak aktivitesi tayin edildi ve kontrol değerine göre kalan enzim aktivitesi % olarak belirlendi.

Enzim, 25 (C’de 1-70 saat arasında inkübasyona bırakılmıştır. Enzimin, 20 saat inkübasyon sonunda aktivitesini büyük ölçüde koruduğu (% 95.6 ± 2.30) ve kontrol ile arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı görülmüştür. 25 saat sonunda aktivitenin % 87.5 ± 1.07’si ve 30 saat sonunda ise % 78.8 ± 1.36’sı korunmuştur. 45. saatten itibaren aktivite büyük oranda düşmüştür. 

Enzim, 40 (C’de 1-100 saat arasında inkübasyona bırakılmış ve 10 saat boyunca aktivitesini % 100 korumuştur. Bulunan değerler ile kontrol arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı görülmüştür. 100. saat sonunda ise enzimin aktivitesinin % 82.86 ± 4.81’ini koruduğu ve bu değerin kontrol ile arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı saptanmıştır.

Enzim, 65 (C’de 1-25 saat arasında inkübasyona bırakılmıştır. Enzim 1 saat inkübasyon sonunda aktivitesinin % 69.95 ± 1.74’ünü korumuş ve bu değer ile kontrol arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür. 10. saat sonunda ise aktivitenin % 53.60 ± 0.88’i korunmuştur.

Enzim, 70 (C’de 1-5 saat arasında inkübasyona bırakılmıştır. Enzim, 1 saat inkübasyon sonunda ise, aktivitesinin sadece % 17.95 ± 3.23’ünü geri kazanabilmiş ve bu değer ile kontrol arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu saptanmıştır.

Enzimin, 25 (C’de 20 saat boyunca, 40 (C’de ise 10 saat boyunca aktivitesinin neredeyse tamamını koruduğu görülmektedir.

Tablo 31. Bacillus sp. 4 esteraz’ının farklı sıcaklıklardaki stabilitesi

	İnkübasyon Zamanı (Saat)
	Farklı sıcaklıklarda arta kalan aktivite %

	
	25 (C

(ORT. ± S.H.)
	x
	40 (C

(ORT. ± S.H.)
	x
	65 (C

(ORT. ± S.H.)
	x
	75 (C

(ORT. ± S.H.)
	x

	Kontrol
	100
	
	100
	
	100
	
	100
	

	1
	95.73 ± 2.42
	(
	100.31 ± 2.56
	(
	69.95 ± 1.74
	**
	17.95 ± 3.23
	**

	3
	-
	-
	-
	-
	55.61 ± 1.53
	**
	16.49 ± 4.87
	**

	5
	92.71 ± 1.20
	*
	100.29 ± 1.43
	(
	51.19 ± 2.98
	**
	11.75 ± 1.50
	***

	10
	95.40 ± 0.45
	*
	100.30 ± 1.20
	(
	53.60 ± 0.88
	***
	-
	-

	20
	95.60 ± 2.30
	(
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	25
	87.50 ± 1.07
	**
	  79.33 ± 1.93
	**
	43.11 ± 0.15
	***
	-
	-

	30
	78.80 ± 1.36
	**
	  79.74 ± 1.62
	**
	-
	-
	-
	-

	45
	22.90 ± 2.30
	**
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	50
	27.50 ± 0.90
	***
	  67.31 ± 4.32
	*
	-
	-
	-
	-

	55
	33.00 ± 2.58
	**
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	60
	-
	-
	  74.16 ± 1.31
	**
	-
	-
	-
	-

	70
	32.40 ± 1.81
	**
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	80
	-
	-
	  71.62 ± 6.18
	*
	-
	-
	-
	-

	100
	-
	-
	  82.86 ± 4.81
	(
	-
	-
	-
	-


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata.  (: Farklı saatlerdeki kalan aktivite değerleri ile kontrol grubu arasındaki fark istatistiksel olarak önemli değildir. x: Farklı saatlerdeki kalan aktivite değerleri ile kontrol grubu arasındaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001)  olasılık düzeyinde önemlidir.
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3. 6. 3. Enzim aktivitesi üzerine pH'nın etkisi

Enzim aktivitesi (U/mg protein) üzerine pH’nın etkisiyle ilgili sonuçlar Tablo 32 ve Şekil 27’de gösterilmiştir. Enzim aktivitesi üzerine pH’nın etkisini belirlemek amacıyla, enzimin pH 4.00-7.50 arasında aktiviteleri ölçülmüştür. Enzim aktivitesi, pH 7.50’nin üstündeki pH değerlerinde, pNPB’ın kendiliğinden hidroliz olması ve pH 7.00’den itibaren aktivitede düşüş olması sebebiyle ölçülmemiştir. Enzim aktivitesi pH 4.00’de en düşük seviyede olup (46.93 ± 3.44 U/mg protein), pH’daki 0.50’şer birimlik artışlarla beraber enzim aktivitesi de istatistiksel olarak önemli bir artış göstermiştir. Maksimum enzim aktivitesi pH 6.00’da görülmekle birlikte (488.82 ± 12.69 U/mg protein), pH 5.50’de bulunan değer (478.24 ± 17.35 U/mg protein) arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı saptanmıştır. pH 6.50’den itibaren enzim aktivitesi önemli bir düşüş göstermiştir. Her ne kadar maksimum enzim aktivitesi pH 6.00’da görülmüş ise de, pH 4.50, 5.00, 5.50, 6.50, 7.00’de maksimum aktivitenin, sırasıyla % 40, 83, 98, 69, 42’si görülmüştür. 

        Tablo 32. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi üzerine pH'nın etkisi

	pH
	Spesifik aktivite (U/mg protein)

(ORT. ± S.H.) 
	x

	4.00
	  46.93 ± 3.44
	a

	4.50
	196.58 ± 5.72
	b

	5.00
	  405.06 ± 12.37
	c

	5.50
	  478.24 ± 17.35
	d

	6.00
	  488.82 ± 12.69
	d

	6.50
	336.75 ± 6.67
	e

	7.00
	207.17 ± 4.47
	b

	7.50
	 79.33 ± 6.11
	f

	
	F= 313.09***


         ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001.

              x : Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir.
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3. 6. 4. Enzim stabilitesi üzerine pH’ nın etkisi

Enzim stabilitesi üzerine pH’nın etkisi ile ilgili sonuçlar Tablo 33 ve Şekil 28’de gösterilmiştir. Enzim stabilitesi üzerine pH’nın etkisini belirlemek amacıyla enzim, farklı pH’larda (pH 4.00, 6.00, 8.00, 10.00) inkübe edilmiş ve belirli zaman aralıklarında örnekler alınarak aktivitesi tayin edilmiştir ve kontrol değerine göre kalan enzim aktivitesi, % olarak belirlenmiştir.

Enzim, pH 4.00’de 1-80 saat arasında inkübe edilmiştir. 1 saat inkübasyon sonunda aktivitenin neredeyse tamamını korumuş (% 98.87 ± 0.98) ve kontrol ile arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı görülmüştür. Enzimin ilk 10 saatlik inkübasyon sonunda, aktivitesinin % 83.21 ± 0.47’sini koruduğu ve bu değer ile kontrol arasındaki farkın önemli olduğu görülmüştür. 60. saatte enzim aktivitesinin yaklaşık % 50’den fazlası korunmuştur.

Enzim, pH 6.00’da 1-30 saat arasında inkübe edilmiştir. Enzim, 10 saat boyunca stabil kalmış ve bulunan değerlerin (yaklaşık % 100) kontrol ile arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı görülmüştür. Enzim, 24. saat sonunda ise aktivitesinin % 68.69 ± 1.22’sini, 30. saat sonunda ise % 29.75 ± 1.86’sını korumuştur. 

Enzim, pH 8.00’de 1-30 saat arasında inkübe edilmiştir. Enzim, 4. saate kadar aktivitesinin % 91.56 ± 2.23’ünü korumuş olup kontrol grubuyla arasındaki fark önemsiz çıkmıştır. 30. saat sonunda ise aktivitenin yaklaşık % 50’den fazlası geri kazanılmıştır.

Enzim, pH 10.00’da 1-30 saat arasında inkübe edilmiştir. 1 saat inkübasyon sonunda aktivitesinin % 80.84 ± 2.74’ünü korumuştur. Aktivite, zaman ilerledikçe düşüş göstermiş, ancak 6-30. saatler arasında aktivitenin yaklaşık % 50’si korunmuştur. Enzimin, geniş bir pH aralığında stabil olduğu görülmüş ve pH 4.00’de 1 saat boyunca, pH 6.00’da 10 saat boyunca ve pH 8.00’de ise 4 saat boyunca aktivitesini tamamen korumuştur.

Tablo 33.  Bacillus sp. 4 esteraz’ının farklı pH’lardaki stabilitesi

	İnkübasyon Zamanı (Saat)
	Farklı pH’larda arta kalan aktivite %

	
	pH 4.00

(ORT. ± S.H.)
	x
	pH 6.00

(ORT. ± S.H.)
	x
	pH 8.00

(ORT. ± S.H.)
	X
	pH 10.00

(ORT. ± S.H.)
	x

	Kontrol
	100
	
	100
	
	100
	
	100
	

	1
	98.87 ± 0.98
	(
	100.20 ± 2.25
	(
	100.19 ± 1.46
	(
	80.84 ± 2.74
	*

	2
	89.96 ± 1.76
	*
	 99.22 ± 1.76
	(
	 96.88 ± 1.65
	(
	73.24 ± 1.52
	**

	4
	89.96 ± 0.57
	**
	101.85 ± 0.51
	(
	 91.56 ± 2.23
	(
	73.87 ± 2.32
	**

	6
	88.13 ± 2.35
	*
	100.78 ± 1.87
	(
	 88.25 ± 0.48
	**
	57.62 ± 2.03
	**

	8
	88.47 ± 2.49
	*
	 99.81 ± 1.55
	(
	 84.04 ± 0.66
	**
	55.30 ± 1.87
	**

	10
	82.21 ± 0.47
	**
	 98.23 ± 1.70
	(
	 83.85 ± 1.51
	**
	44.96 ± 5.75
	*

	24
	69.99 ± 0.22
	***
	 68.69 ± 1.22
	**
	 62.57 ± 0.73
	***
	-
	-

	30
	67.41 ± 0.46
	***
	 29.75 ± 1.86
	**
	 53.58 ± 1.83
	**
	61.42 ± 1.32
	**

	35
	65.59 ± 0.11
	***
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	50
	56.14 ± 0.65
	***
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	60
	54.77 ± 0.30
	***
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	80
	45.89 ± 1.58 
	**
	-
	-
	-
	-
	-
	-


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata.  (: Farklı saatlerdeki kalan aktivite değerleri ile kontrol grubu arasındaki fark istatistiksel olarak önemli değildir. x: Farklı saatlerdeki kalan aktivite değerleri ile kontrol grubu arasındaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001)  olasılık düzeyinde önemlidir.
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3. 6. 5. Enzim aktivitesi üzerine substrat (pNPB) konsantrasyonunun etkisi

Enzim aktivitesi üzerine substrat konsantrasyonunun etkisi Tablo 34’de gösterilmiştir. Enzim aktivitesi üzerine p-nitrofenil butirat’ın etkisini saptamak amacıyla, 10-200 (M arasında pNPB konsantrasyonları kullanılmıştır. Substrat konsantrasyonunun 10 (M’dan (113.64 ± 1.8 U/mg protein), 80 (M’a (456.25 ± 24.15 U/mg protein) kadar belli bir oranda artırılması ile enzim aktivitesinin kademeli olarak hızla arttığı ve bu değerler arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür (Şekil 29). 80 ve 100 (M konsantrasyon değerlerinde görülen aktiviteler arasındaki fark istatistiksel olarak önemli olmamakla beraber az da olsa bir artış vardır. Aktivitedeki artış, 120-200 (M arasında maksimum seviyeye ulaşmıştır. Bu değerler arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı görülmüştür.

Enzimin maksimum hızını (Vmax) ve Michaelis-Menten sabitesini (Km) saptamak için, Lineweaver-Burk  y = a + bx doğru grafiğinden yararlanılmıştır. Lineweaver-Burk grafiği, 1/v ye karşı 1/[S] olarak çizilmiştir (Şekil 30). Bu grafiğin doğru denklemi ise, y = 0.0012 + 0.0755x olarak bulunmuştur. Tamamlayıcılık katsayısı (R2) ise 0.99 dur. Denklemde doğrunun dikey ekseni kestiği nokta 1/Vmax = 0.0012 değerini verdiğinden, Vmax değeri 833.33 U/mg protein olarak hesaplanmıştır. Doğrunun yatay ekseni kestiği nokta ise, -1/Km = - 0.0159 değerinde olup, Km değeri 62.89 (M pNPB olarak bulunmuştur. 

Tablo 34. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi üzerine substrat (pNPB) konsantrasyonunun (mM)  etkisi

	(S(
	v

(ORT. ± S.H.)
	x
	1/v
	1/(S(

	10
	113.64 ± 1.80
	a
	0.0088
	0.100

	20
	200.00 ± 2.41
	b
	0.0050
	0.050

	40
	314.66 ± 13.10
	c
	0.00318
	0.025

	60
	404.29 ± 16.77
	d
	0.00247
	0.017

	80
	456.25 ± 24.15
	e
	0.00219
	0.013

	100
	493.00 ± 32.36
	e
	0.00203
	0.010

	120
	571.58 ± 2.53
	f
	0.00175
	0.008

	140
	575.39 ± 4.57
	f
	0.00174
	0.007

	160
	582.99 ± 1.27
	f
	0.00172
	0.006

	180
	589.32 ± 5.81
	f
	0.00170
	0.006

	200
	580.45 ± 2.53
	f
	0.00172
	0.005

	
	F= 143.63***
	
	


   ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001. 

                      x : Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir.

                       v: U/mg protein.
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3. 6. 6. Polihidrik alkollerin enzim stabilitesi üzerine etkisi

Etilen-glikol, sorbitol ve gliserol gibi polihidrik alkollerin enzim stabilitesi üzerine etkisi ile ilgili sonuçlar Tablo 35 ve Şekil 31’de gösterilmiştir. Enzim stabilitesi üzerine polihidrik alkollerin etkisini belirlemek amacıyla, enzim 1-3 saat boyunca etilen glikol, sorbitol ve gliserol içeren ortamlarda 65 (C’de inkübe edilerek, 0. saate göre kalan enzim aktivitesi % olarak belirlendi. Herhangi bir kimyasal içermeyen kontrol grubunun da aktivitesi aynı koşullar altında belirlendi. 

Kontrol grubunun 1. saat sonunda kalan aktivitesi % 75.93 ± 4.20, 3. saatte ise % 47.66 ± 2.93 olarak bulunmuş olup 0. saat ile aralarındaki fark önemlidir.  Her üç maddenin de aktiviteyi, kontrol grubuna göre daha fazla düşürdüğü görülmüştür. Enzimin etilen glikol, sorbitol ve gliserol ile 1 saat inkübasyonu sonucunda kalan aktiviteleri sırasıyla, % 44.38 ± 2.83, % 58.22 ± 3.04 ve % 64.81 ± 1.07 olarak bulunmuştur. Bu değerler ile 0. saat arasındaki farkın ise istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür.

Tablo 35. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi üzerine polihidrik alkollerin etkisi

	Polihidrik alkoller
	Farklı inkübasyon zamanlarında (saat) arta kalan aktivite %

	
	0
	1

(ORT. ± S.H.)
	x
	2

(ORT. ± S.H.)
	x
	3

(ORT. ± S.H.)
	x

	Kontrol
	100
	75.93 ± 4.20
	*
	58.45 ± 6.07
	*
	47.66 ± 2.93
	**

	Etilen glikol
	100
	44.38 ± 2.83
	**
	32.16 ± 0.87
	***
	26.24 ± 0.32
	***

	Gliserol
	100
	64.81 ± 1.07
	**
	44.98 ± 1.37
	**
	40.15 ± 0.94
	***

	Sorbitol
	100
	58.22 ± 3.04
	**
	-
	
	-
	


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata.  (: Polihidrik alkoller ile 0.saat arasındaki fark istatistiksel olarak önemli değildir. x: Polihidrik alkoller ile 0.saat arasındaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001)  olasılık düzeyinde önemlidir.
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3. 6. 7. Enzim aktivitesi üzerine EDTA ve metal iyonlarının etkisi

Enzim aktivitesi üzerine EDTA ve çeşitli metal iyonlarının etkisi ile ilgili sonuçlar Tablo 36’da gösterilmiştir. Çeşitli metal iyonlarının enzim aktivitesi üzerine etkisini belirlemek amacıyla metal iyonları (FeCl3, HgCl2, CoCl2, CuCl2, MnCl2, MnCl2, CaCl2, NiCl2, KCl, NaCl, LiCl ve Na2O3Se)  1, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarda, EDTA ise 1 mM konsantrasyonda deney ortamına eklenmiş ve inkübasyon sonunda kontrol değerine göre kalan enzim aktivitesi % olarak belirlenmiştir (Şekil 32-35).

      Tablo 36. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi üzerine metal iyonları ve EDTA’nın etkisi

	Metal İyonu
	Farklı metal  iyon konsantrasyonlarında (mM) arta kalan aktivite %

	
	Kontrol
	1

(ORT. ± S.H.)
	x
	5

(ORT. ± S.H.)  
	x
	10

(ORT. ± S.H.)
	x

	CaCl2
	100
	 102.99 ± 0.29
	**
	   89.89 ± 1.87
	*
	  71.15 ± 1.72
	**

	MnCl2
	100
	 159.70 ± 3.31
	**
	 158.55 ± 0.33
	***
	189.55 ± 2.74
	**

	MgCl2
	100
	   93.21 ± 1.56
	*
	   99.14 ± 1.01
	(
	  89.25 ± 2.27
	*

	NiCl2
	100
	 133.38 ± 1.63
	**
	 103.76 ± 1.47
	(
	  86.56 ± 1.67
	*

	CoCl2
	100
	   84.11 ± 1.33
	**
	   90.03 ± 2.45
	(
	  61.56 ± 2.39
	**

	HgCl2
	100
	     3.41 ± 0.28
	***
	-
	
	-
	

	CuCl2
	100
	   10.78 ± 1.46
	***
	      3.31± 0.11
	***
	-
	

	FeCl3
	100
	   72.07 ± 1.13
	**
	-
	
	-
	

	NaCl
	100
	   73.89 ± 2.25
	**
	   74.54 ± 2.71
	*
	  79.09 ± 2.37
	*

	KCl
	100
	   80.91 ± 0.91
	**
	   70.65 ± 1.45
	**
	  69.48 ± 1.91
	**

	Na2O3Se
	100
	   58.16 ± 0.87
	***
	   53.63 ± 1.35
	**
	  51.13 ± 1.97
	**

	LiCl2
	100
	   74.71 ± 0.27
	***
	   54.49 ± 0.34
	***
	  54.88 ± 0.74
	***

	EDTA
	100
	   51.64 ± 0.47
	***
	   53.11 ± 0.96
	***
	  53.47 ± 0.21
	***


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata.  (: Metal iyonları ile kontrol grubu arasındaki     fark istatistiksel olarak önemli değildir. x: Metal iyonları ile kontrol grubu arasındaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001)  olasılık düzeyinde önemlidir.

Ca+2, Mg+2 ve Co+2 iyonlarının 1 ve 5 mM’lık konsantrasyonlarında aktivitenin büyük bir kısmı korunmuştur. 5 mM’lık konsantrasyonda, Mg+2 ve Co+2 için saptanan değerlerin (% 99.14 ± 1.01 ve % 90.03 ± 2.45) kontrol ile arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı, Ca+2 için bulunan değerin (% 89.89 ± 1.87) önemli olduğu saptansa bile aktivitenin yaklaşık % 90’ının korunduğu söylenebilir. Ca+2 ve Mg+2  iyonlarının 10 mM’lık konsantrasyonları, aktivitede hafif bir düşüşe neden olurken (% 71.15 ± 1.72 ve % 89.25 ± 2.27), Co+2 ile yapılan denemede bu düşüş daha belirgindir (% 61.56 ± 2.39) (Şekil 32).

Fe+3 iyonunun 1 mM’lık konsantrasyonunda elde edilen değerin, kontrol ile arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu saptansa da aktivitenin % 70’den fazlasının korunması inhibisyonun çok ileri boyutlarda olmadığını göstermektedir. Fe+3 iyonunun 5 ve 10 mM’lık konsantrasyonlarında aşırı bir renk ve çökelek oluşumu gözlendiğinden bu konsantrasyonlarda ölçüm alınamamıştır. Na+ ve K+ iyonlarının her üç konsantrasyonunda da bulunan değerler birbirine yakın olup, kontrol ile aralarındaki fark istatistiksel olarak önemlidir. Ancak, aktivitenin % 70’den fazlasının korunmuş olması dikkate değerdir. Li+2’nin 1 mM konsantrasyonunda, aktivitenin % 74.71 ± 0.27’si korunurken, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarda aktivitenin yaklaşık % 55’i korunmuştur. Bu değerler ile kontrol arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir. Na2O3Se her üç konsantrasyonunda da kalan aktivitenin yaklaşık % 60’a yakını korunmuş ve bu değerler ile kontrol arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu saptanmıştır (Şekil 32).
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Hg+2 ve Cu+2 iyonlarının 1 mM konsantrasyonları enzimi kuvvetli bir şekilde inhibe etmiş ve aktivitenin ancak sırasıyla, % 3.41 ± 0.28 ve % 10.78 ± 1.46’sı geri kazanılmıştır. Bu değerler ile kontrol arasındaki fark ise istatistiksel olarak önemli çıkmıştır (Şekil 33).
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Mn+2 iyonunun her konsantrasyonu, enzimi kuvvetli bir şekilde aktive etmiş ve enzim aktivitesi 1 mM konsantrasyon denendiğinde % 159.7 ± 3.31’e çıkarken, bu değer 10 mM konsantrasyonda % 189.55 ± 2.74’e kadar yükselmiştir. Bulunan bu değerlerin kontrol ile arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür. Ni+2 iyonunun 1 mM konsantrasyonu Mn+2 kadar olmasa da enzimi aktive etmiştir (% 133.38 ± 1.63). Ayrıca, bu değerin kontrol ile arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür. Ni+2’in 5 mM konsantrasyonu enzim aktivitesini çak fazla değiştirmemiştir (% 103.76 ± 1.47) ve bu değerin kontrol ile arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı saptanmıştır. Ni+2’in 10 mM’lık konsantrasyonunun ise, aktivitede hafif bir inhibisyona neden olduğu görülmüştür (% 86.56 ± 1.67) ve bu değer ile kontrol arasındaki fark ise istatistiksel olarak önemlidir (Şekil 34).
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EDTA’nın ise, her üç konsantrasyonunda da bulunan değerler birbirine oldukça yakın çıkmış ve aktivitenin yaklaşık % 50 sini inhibe ettiği saptanmıştır. Bu değerlerin kontrol ile aralarındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür (Şekil 35).
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3. 6. 8. Esteraz aktivitesi üzerine aktive edici metal iyonları ve EDTA’nın etkisi

Enzimin aktivasyonuna neden olan Mn+2 ve Ni+2’in, EDTA’nın inhibe edici etkisini tolere edip etmeyeceğini denemek amacıyla metal iyonları ve EDTA, konsantrasyonları 1mM olacak şekilde deney ortamına eklenmiş ve inkübasyon sonunda kalan aktiviteleri ölçülmüştür. Bu denemeyle ilgili sonuçlar Tablo 37 ve Şekil 36’da gösterilmiştir. Her iki metal iyonu da EDTA’nın inhibe edici etkisini tolere ederek (Mn % 94.80 ± 0.76, Ni % 97.83 ± 1.18) aktivitenin neredeyse tamamı geri kazanılmıştır.

Tablo 37. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi üzerine EDTA'lı ve EDTA'sız metal iyonlarının etkisi

	Metal İyonu
	Reaksiyon karışımında arta kalan aktivite %

	
	Kontrol


	1 mM EDTA + Metal iyonu

(ORT. ± S.H.)
	x

	MnCl2
	100
	94.80 ± 0.76
	*

	NiCl2
	100 
	97.83 ± 1.18
	(


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata. (: Metal iyonları ile kontrol grubu arasındaki fark istatistiksel olarak önemli değildir. x: Metal iyonları ile kontrol grubu arasındaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001)  olasılık düzeyinde önemlidir.
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3. 6. 9. Çeşitli deterjanların enzim aktivitesi üzerine etkisi

Enzim aktivitesi üzerine deterjanların etkisini belirlemek amacıyla, deterjanlar, 2.5, 5, 10 ve 20 mM konsantrasyonlarda ortama eklenmiş ve inkübasyon sonunda kontrole göre kalan enzim aktivitesi % olarak belirlenmiştir. 

Enzim aktivitesi üzerine iyonik deterjanların etkisi

Enzim aktivitesi üzerine iyonik deterjanların etkisi ile ilgili sonuçlar, Tablo 38 ve Şekil 37’de gösterilmiştir. Sodyum taurokolat’ın 2.5-20 mM arasındaki konsantrasyonlarda elde edilen değerler ile kontrol arasındaki fark istatistiksel olarak önemli çıksa da, aktivitenin yaklaşık % 78-97’sinin  korunduğu görülmüştür. Sodyum deoksikolat’ın 2.5 mM’dan 20 mM’a kadar olan konsantrasyonlarında, aktivitenin kademeli olarak düştüğü ve kontrol ile aralarındaki farkların istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür. Ancak 10 mM konsantrasyonda bile aktivitenin % 53’lük kısmı korunmuştur. Sodyum dodesil sülfatın ise 2.5 mM’lık konsantrasyonu bile enzim aktivitesini neredeyse tamamen inhibe etmiştir (% 2.63 ± 0.43). Setrimid ise enzimi büyük oranda inhibe etmiştir (enzim aktivitesinin % 15’den azı geri kazanılabilmiştir). Denenen tüm konsantrasyonlarda elde edilen değerlerin kontrol ile aralarındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür.

Tablo 38.  Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi üzerine iyonik deterjanların etkisi

	İyonik Deterjan
	Farklı deterjan konsantrasyonlarında (mM) arta kalan aktivite %

	
	Kontrol
	2.5

(ORT. ± S.H)
	x
	5

(ORT. ± S.H)
	x
	10

(ORT. ± S.H)
	x
	20

(ORT. ± S.H)
	x

	Sodyum deoksilokat
	100
	77.41 ± 2.23
	*
	72.59 ± 1.23
	**
	53.61 ± 0.67
	***
	27.94 ± 2.67
	**

	Sodyum taurokolat
	100
	97.29 ± 0.52
	*
	82.03 ± 0.98
	**
	78.76 ± 1.27
	**
	90.51 ± 0.52
	**

	Sodyum dodesil sülfat
	100
	  2.63 ± 0.43
	***
	-
	
	-
	
	-
	

	Setrimid
	100
	14.71 ± 0.48
	***
	11.90 ± 0.71
	***
	10.96 ± 035
	***
	12.43 ± 0.46
	***


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata.  (: Deterjanlar ile kontrol grubu arasındaki fark istatistiksel olarak önemli değildir. x: Deterjanlar ile kontrol grubu arasındaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001)  olasılık düzeyinde önemlidir.
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Enzim aktivitesi üzerine non-iyonik deterjanların etkisi

Enzim aktivitesi üzerine non-iyonik deterjanların etkisi ile ilgili sonuçlar, Tablo 39 ve Şekil 38’de gösterilmiştir. n-oktil-(-D-glukopiranozid’in 2.5 ve 5 mM’lık konsantrasyonlarında enzim aktivitesi korunmuş ve elde edilen değerler ile kontrol arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı görülmüştür. 10 ve 20 mM’lık konsantrasyonlarda elde edilen değerlerin kontrol ile arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu saptansa da, aktivite büyük ölçüde korunmuştur. Brij 35’in denenen bütün konsantrasyonları, enzim aktivitesini artırmış ve 5 mM’lık konsantrasyon dışında, bulunan değerlerin kontrol ile arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür. Triton X-100, yüksek konsantrasyonlarda ortamda bulanıklık yarattığı için 10 ve 20 mM’lık konsantrasyonları denenememiştir. Konsantrasyon 2.5 mM’dan 5 mM’a çıkarıldığında aktivitede hafif bir artış gözlenmiş ve bulunan değerlerin kontrol ile arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür. Tween 20’nin  2.5 mM’lık konsantrasyonunda elde edilen değer ile kontrol grubu arasındaki fark istatistiksel olarak önemli çıkmasa da enzim aktivitesinde hafif bir artış olduğu görülmüştür. Daha yüksek konsantrasyonlarda, bu artışın daha belirgin olduğu saptanmıştır. Enzim aktivitesi en yüksek değerine 5 mM’lık konsantrasyonda ulaşmıştır (% 124.74 ± 2.03). Tween 80 ile yapılan denemede de Tween 20 ile benzer sonuçlar elde edilmiştir. Enzim aktivitesi denenen her konsantrasyonda aktive edilmiştir. Bulunan değerler birbirine yakın olmakla beraber kontrol ile aralarındaki fark istatistiksel olarak önemlidir. Bu sonuçlara dayanarak, non-iyonik deterjanların genel olarak enzim aktivitesini inhibe etmeyip, aksine aktivasyona neden oldukları görülmüştür.

Tablo 39. Bacillus sp. 4 esteraz akrivitesi üzerine non-iyonik deterjanların etkisi

	Non-iyonik

 deterjan
	Farklı deterjan konsantrasyonlarında (mM) arta kalan aktivite %


	
	Kontrol
	2.5

(ORT. ± S.H.)
	x
	5

(ORT. ± S.H.)
	x
	10

(ORT. ± S.H.)
	x
	20

(ORT. ± S.H.)
	x

	n-oktil-(-D-glukopiranozid
	100
	101.74 ± 0.48
	(
	101.73 ± 0.75
	(
	  86.37 ± 1.41
	*
	  96.79 ± 0.48
	*

	Brij 35
	100
	111.27 ± 0.89
	**
	106.15 ± 1.73
	(
	108.64 ± 0.53
	**
	110.24 ± 1.01
	*

	Triton X-100
	100
	  92.05 ± 0.58
	**
	103.21 ± 0.13
	**
	-
	
	-
	

	Tween-20
	100
	105.27 ± 2.56
	(
	124.74 ± 2.03
	**
	110.83 ± 1.30
	*
	115.37 ± 1.17
	**

	Tween-80
	100
	117.57 ± 0.29
	***
	120.20 ± 1.02
	**
	119.91 ± 1.52
	**
	115.81 ± 3.21
	*


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata.  (: Deterjanlar ile kontrol grubu arasındaki fark istatistiksel olarak önemli değildir. x: Deterjanlar ile kontrol grubu arasındaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001)  olasılık düzeyinde önemlidir.
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Enzim aktivitesi üzerine zwitteriyonik deterjan etkisi

Enzim aktivitesi üzerine zwitteriyonik (CHAPS) deterjan etkisi ile ilgili sonuçlar Tablo 40 ve Şekil 39’de gösterilmiştir. CHAPS’ in 2.5 ve 5 mM’lık konsantrasyonlarında aktivite büyük oranda korunmuş ve elde edilen sonuçlar ile kontrol arasındaki farkın önemli olmadığı görülmüştür. 10 ve 20 mM’lık konsantrasyonlarda elde edilen sonuçlar ile kontrol arasındaki fark önemli çıkmış olsa da aktivitenin neredeyse % 90’ı korunmuştur. 

Tablo 40. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi üzerine zwitteriyonik ve katyonik deterjanların etkisi

	Deterjan
	Farklı deterjan konsantrasyonlarında (mM) arta kalan aktivite %

	
	Kontrol
	2.5

(ORT. ± S.H.)
	x
	5

(ORT. ± S.H.)
	x
	10

(ORT. ± S.H.)
	x
	20

(ORT. ± S.H.)
	x

	CHAPS
	100
	95.99 ± 2.68
	(
	92.38 ± 2.70
	(
	90.51 ± 1.74
	*
	89.71 ± 0.27
	**


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata.  (: Deterjanlar ile kontrol grubu arasındaki fark istatistiksel olarak önemli değildir. x: Deterjanlar ile kontrol grubu arasındaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001)  olasılık düzeyinde önemlidir.
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3. 6. 10. Enzim aktivitesi üzerine organik çözücülerin etkisi

Enzim aktivitesi üzerine organik çözücülerin etkisi ile ilgili sonuçlar, Tablo 41 ve Şekil 40-41’de gösterilmiştir. Organik çözücülerin enzim aktivitesi üzerine etkisini belirlemek amacıyla, kullanılan organik çözücüler (aseton, asetonitril ve 1,4-dioksan % 20 ve 50, dimetilsülfoksit (DMSO), etanol ve metanol % 50 ve 80), çeşitli konsantrasyonlarda ortama eklenmiş ve inkübasyon sonunda kontrole göre kalan enzim aktivitesi % olarak belirlenmiştir.

Tablo 41. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi üzerine organik çözücülerin etkisi

	Organik Çözücüler
	Farklı çözücü konsantrasyonlarında (% v/v) arta kalan aktivite (%)

	
	Kontrol
	20

 (ORT. ± S.H.)
	x
	50

(ORT. ± S.H.)
	x
	80

(ORT. ± S.H.)
	x

	Aseton
	100
	107.35 ± 0.63
	**
	13.22 ± 0.20
	***
	-
	

	Asetonitril
	100
	139.77 ± 1.57
	**
	  4.29 ± 0.45
	***
	-
	

	Dioksan
	100
	  77.57 ± 0.91
	**
	12.27 ± 0.91
	***
	-
	

	Etenol
	100
	-
	
	49.60 ± 1.30
	**
	11.64 ± 1.24
	***

	Metanol
	100
	-
	
	97.74 ± 0.74
	(
	  2.37 ± 1.20
	***

	Dimetilsülfoksit
	100
	-
	
	  106.99 ± 1.15
	*
	  2.51 ± 0.35
	***


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata.  (: Organik çözücüler ile kontrol grubu arasındaki fark istatistiksel olarak önemli değildir. x: Organik çözücüler ile kontrol grubu arasındaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001)  olasılık düzeyinde önemlidir.

Aseton ve asetonitrilin % 20’lik konsantrasyonları istatistiksel olarak enzimi önemli oranda aktive etmiş ve kalan enzim aktiviteleri sırasıyla % 107.35 ± 0.63 ve % 139.77 ± 1.57 olarak bulunmuştur. Bu çözücülerin % 50’lik konsantrasyonları ise enzimi kuvvetli bir şekilde inhibe etmiş ve kontrol ile aralarındaki fark istatistiksel olarak önemli çıkmıştır. Dioksan’ın % 20’lik konsantrasyonu enzim aktivisinde hafif bir inhibisyona neden olurken (% 77.57 ± 0.91), % 50’lik konsantrasyonu enzimi kuvvetli şekilde inhibe etmiştir. Bu değerler ile kontrol arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir (Şekil 40).

Etanol’ün % 50’lik konsantrasyonu enzimin neredeyse % 50’sini inhibe ederken, % 80’lik konsantrasyonunda ise, daha güçlü bir inhibisyon söz konusudur (% 11.64 ± 1.24). Metanol’ün % 50’lik konsantrasyonunda enzim aktivitesi büyük oranda korunmuş olup elde edilen değer ile kontrol grubu arasındaki fark istatistiksel olarak önemli değildir. Buna karşın % 80’lik konsantrasyon aktiviteyi neredeyse tamamen inhibe etmiştir. DMSO’nun % 50’lik konsantrasyonu aktivitede hafif bir artışa neden olurken (% 106.99 ± 1.15), % 80’lik konsantrasyonu enzim aktivitesini neredeyse tamamen inhibe etmiştir. Elde edilen sonuçlar ile kontrol arasındaki fark ise istatistiksel olarak önemlidir (Şekil 41).
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3. 6. 11. Enzim aktivitesi üzerine inhibe edici ajanların etkisi

Enzim aktivitesi üzerine inhibe edici ajanların etkisi ile ilgili sonuçlar Tablo 42 ve Şekil 42’de gösterilmiştir. İnhibe edici ajanların enzim aktivitesi üzerine etkisini belirlemek amacıyla, bir serin inhibitörü olan fenil metil sülfonil florit (PMSF) ile SH-grubu inhibitörü olan (-merkaptoetanol kullanılmıştır. İnhibitörler, enzimin bulunduğu ortama eklenmiş ve inkübasyon sonunda kontrole göre kalan enzim aktivitesi % olarak belirlenmiştir.

PMSF’nin 1 mM’lık konsantrasyonu bile enzim aktivitesini kuvvetli şekilde inhibe etmiştir (% 19.03 ± 3.06). Buna karşın (-merkaptoetanol’ün ne 1 mM’lık ne de 5 mM’lık konsantrasyonları enzim aktivitesinde herhangi bir değişiklik meydana getirmemiş ve elde edilen sonuçlar ile kontrol arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı görülmüştür.

          Tablo 42. Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi üzerine inhibitörlerin etkisi

	İnhibitör
	Farklı inhibitör konsantasyonlarında (mM) arta kalan aktivite %

	
	Kontrol
	1

(ORT. ± S.H.)
	x
	5

(ORT. ± S.H.)
	x

	PMSF
	100
	19.03 ± 3.06
	**
	-
	

	(-merkaptoetanol
	100
	98.24 ± 1.06
	(
	100.29 ± 1.30
	(


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata.  (: İnhibitörler ile kontrol grubu arasındaki fark istatistiksel olarak önemli değildir. x: İnhibitörler ile kontrol grubu arasındaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001)  olasılık düzeyinde önemlidir.
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3. 6. 12. Enzimin substrat spesifitesinin belirlenmesi

Enzimin substrat spesifitesi ile ilgili sonuçlar Tablo 43 ve Şekil 43’de gösterilmiştir. Enzimin substrat spesifitesini belirlemek amacıyla, p-nitrofenil asetat (pNPA), p-nitrofenil butirat (pNPB), p-nitrofenil laurat (p-NPL) ve p-nitrofenil palmitat (p-NPP) kullanılmıştır. Elde edilen sonuçların hepsi istatistiksel olarak birbirinden farklı çıkmıştır. Enzim, en yüksek aktiviteyi pNPB’a karşı göstermiştir ( 210.46 ± 1.85 U/ml). Enzimin pNPA’a karşı olan aktivitesi ise 146.59 ± 2.13 U/ml olarak bulunmuştur. Enzimin pNPL’a karşı olan aktivitesi sadece 23.41 ± 0.61 U/ml’dir. Enzim, pNPP’a karşı ise hiç aktivite göstermemiştir. 

Enzimin pNPB’a karşı gösterdiği aktivite değeri kontrol olarak kabul edilip, diğer substratların bu değere göre kalan aktiviteleri ölçülmüştür. Buna göre pNPA için kalan aktivite % 69.78 ± 1.01 olarak bulunmuştur. Bu değerin kontrol grubuyla arasındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu saptanmıştır. pNPL ve pNPP’ın kalan aktiviteleri ise sırasıyla % 11.14 ± 0.29 ve % 0 olarak saptanmış ve bu değerlerin kontrol ile aralarındaki farkın istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür.

Tablo 43. Bacillus sp. 4 esteraz'ının  substrat spesifitesi
	Substrat
	Aktivite (U/ml)

(ORT. ± S.H.)
	x
	Nispi aktivite %

(ORT. ± S.H.)  x
	y

	pNPA
	146.59 ± 2.13
	a
	69.78 ± 1.01
	**

	pNPB
	210.46 ± 1.85
	b
	100
	-

	pNPL
	 23.41 ± 0.61
	c
	11.14 ± 0.29
	***

	pNPP
	  0.00 ± 0.00
	d
	  0.00 ± 0.00
	***

	
	F= 4830.27***
	
	


ORT: Her veri üç tekrarın ortalamasıdır. S.H.: Standart hata. *** : p < 0.001. x : Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemlidir. y: Farklı substratlar ile kontrol grubu arasındaki istatistiksel fark * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001)  olasılık düzeyinde önemlidir.
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Şekil 14. p-Nitrofenol'ün pH 4.00'deki konsantrasyona bağlı absorbans değişimi.
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Şekil 17. p-Nitrofenol'ün pH 5.50'deki konsantrasyona bağlı absorbans değişimi.
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Şekil 15. p-Nitrofenol'ün pH 4.50'deki konsantrasyona bağlı absorbans değişimi.
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