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5. SONUÇ VE ÖNERİLER

Aydın ili Germencik ilçesi Bozköy-Alangüllü termal sularından elde edilen Bacillus sp. 4 izolatının esterazının kısmi saflaştırma ve kinetik parametreleri üzerine yaptığımız çalışma sonucunda, mikroorganizma 65 (C ve pH 6.00’da maksimum enzim üretimi sağlamıştır. Maksimum enzim üretimi durgunluk fazının ortaları olan 9. saatte gerçekleşmiştir. Çalışmada kullanılan esterazın intraselüler veya membrana bağlı bir enzim olduğu sonucuna varılmıştır. Kısmen saflaştırılan esterazın optimum sıcaklığı 65 (C ve pH’sı 6.00’dır. Esteraz geniş bir sıcaklık ve pH aralığında stabildir. Esterazın Km değeri 62.89 (M ve Vmax değeri ise 833.33 U/mg protein olarak saptanmıştır. Polihidrik alkollerin esterazın stabilitesini artırmadığı görülmüştür. Çeşitli metal iyonlarından Mn+2 ve Ni+2 enzim aktivitesini artırırken, Hg+2 ve Cu+2 inhibe etmiş, diğer metal iyonları ise aktiviteyi çok fazla etkilememiştir. EDTA enzimi kısmen inhibe etmiştir. Aktive edici metal iyonları Mn+2 ve Ni+2 EDTA’nın kısmi inhibisyonunu engellemiştir. Çeşitli deterjanlar arasında iyonik deterjanlardan bazısı (SDS ve setrimid) enzimi inhibe ederken, non-iyonik deterjanlar aktive etmiştir. CHAPS ise aktiviteyi etkilememiştir. Organik çözücülerin düşük konsantrasyonları enzimi inhibe etmezken, yüksek konsantrasyonları inhibisyona neden olmuştur. Serin inhibitörü olan PMSF enzimi kuvvetle inhibe ederken -SH grubu inhibitörü olan (-merkaptoetanol aktiviteyi etkilememiştir. Enzim maksimum aktivitesini pNPB’a karşı göstermiş, pNPP’a karşı ise aktivite göstermemiştir.

Enzimlerin endüstriyel kullanımını sınırlayan en önemli unsur, endüstriyel koşullar altında başta yüksek sıcaklıklar karşısında stabil olmamalarıdır. Bu yüzden, yeni termostabil enzimlerin araştırılması, yeni uygulamaların geliştirilmesi için önemlidir. Ayrıca, enzimin organik çözücülerde denatürasyona karşı dirençli olmasının sudaki termostabiliteleriyle ilişkili olduğu bilinmektedir. Bu sebeple, termostabil enzimler, yalnızca sulu ortamlarda değil, organik ortamlarda kullanılırken de caziptir. Yeni ekstremofilik mikroorganizmaların keşfedilmesiyle bu mikroorganizmaların enzimleri biyokatalizlerde önemli bir yer almıştır. Termofilik bir bakteri olan Bacillus sp. 4 esterazının optimum aktivitesini 65 (C’de göstermesi ve yüksek bir termostabiliteye sahip olması endüstriyel uygulamalar açısından, mesofilik olan temsilcilerine göre büyük bir avantaj sağlamaktadır. Ayrıca, esterazın geniş bir pH aralığında stabil olması, substratına olan ilgisinin yüksek olması, organik çözücüler ile büyük oranda denatüre olmaması, pek çok metal iyonu tarafından inhibe edilmemesi, deterjanların büyük bir kısmı tarafından inhibe edilmemesi ve hatta non-iyonik deterjanlar tarafından aktive edilmesi ve geniş bir substrat spesifitesi göstermesi gibi avantajları vardır. Bu yüzden Bacillus sp. 4 esterazının, gelecekteki yeni potansiyel endüstriyel ve laboratuar işlemlerinin gelişimine katkıda bulunacağı düşünülmektedir.

Bu çalışmada, araştırılması gereken bazı konular eksik kalmıştır. Bunlar, bakteri üretim ortamının çeşitli indükleyicilerle desteklenerek enzim üretiminin artırılması, enzimin ileri derecede saflaştırılması, molekül ağırlığının saptanması, enzimin immobilizasyonu, izoelektrik pH’nın saptanması, enzimin üç boyutlu yapısının ve amino asit diziliminin saptanması gibi konulardır. Yukarıda bahsettiğimiz konular, daha ileriki zamanlarda yapılması gereken çalışmaların başında gelmektedir.

