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4. TARTIŞMA
Aydın ili Germencik ilçesi Bozköy-Alangüllü termal sularından elde edilen Bacillus genusuna ait 5 izolatın (Başbülbül, 2002), esteraz üretip üretmediği kalitatif olarak Tween 80 agar yöntemi ile belirlenmiş (Haba et al., 2000) ve en belirgin zon oluşumu 4 numaralı izolatta gözlemlendiği için, bu izolatın diğer dört izolata göre, en iyi şekilde esteraz ürettiği sonucuna varılmıştır.

Bu çalışmada, termofilik Bacillus sp. 4 izolatı kültür ortamında üretilerek esterazı kısmi olarak saflaştırılmış, enzimin optimum pH ve sıcaklığı, pH ve sıcaklık stabilitesi, substrat spesifitesi belirlenmiş ve esteraz aktivitesi üzerine metal iyonlarının, EDTA’nın, polihidrik alkollerin, inhibitörlerin, çeşitli deterjanların, organik çözücülerin ve substrat konsantrasyonunun etkisi araştırılmıştır.

Mikroorganizmanın en iyi enzim ürettiği optimum sıcaklık ve pH  ile enzim üretiminin derecesini belirlemek amacıyla, Bacillus sp. 4 izolatı çeşitli sıcaklılarda ve pH’larda geliştirildi. Organizma, 50 (C’de 6. saatten , 55 (C’de 5. saatten ve 70 (C’de 4. saatten itibaren üremeye başlamış, buna karşın 60 ve 65 (C’de 2. saatten itibaren gelişim gözlenmiştir. Organizma 60 (C’de 7. saatte, 65 (C’de ise 6. saatte durgunluk dönemine girmiştir. Organizmanın, 60 ve 65 (C’deki gelişim durumları birbirine oldukça benzerdir. Ancak, 65 (C’de, maksimum enzim aktivitesi gözlenmiştir. Organizmanın 65 (C’de, üreme dönemine ve durgunluk fazına erken ulaşmış olması ve ortamdaki enzim aktivitesinin diğer sıcaklıklara göre daha yüksek olması nedeniyle, bu sıcaklığın esteraz üretimi için optimum olduğu düşünülmüştür. Bununla beraber, organizma denenen tüm sıcaklıklarda (50, 55, 60 ve 70 (C) 65 (C’de gözlemlenen maksimum aktivitenin en azından % 50’sini göstermiştir. Bu da, organizmanın geniş bir sıcaklık aralığında hem gelişim gösterdiğini hem de enzim ürettiğini kanıtlamaktadır. Ancak ortam pH’sı için durum biraz farklıdır. Organizma pH 5.50-9.00 arasındaki üretim ortamlarında gelişim göstermiştir. pH 6.00’da maksimum esteraz aktivitesi saptanmıştır. pH 5.50’de ise, maksimum aktivitenin yaklaşık olarak %84’ü görülmüştür. Fakat pH 6.00’nın üstünde aktivite belirgin bir şekilde düşmüştür. Bu sonuç, alkali koşulların Bacillus sp. 4 esteraz üretimini ve aktivitesini düşürdüğünü göstermektedir. Bacillus sp. 4 izolatının daha önceden saptanmış olan optimum gelişim koşullarıyla (65 (C ve pH 6.00) bire bir uygunluk göstermesi  (Başbülbül, 2002), organizmanın yaşam koşullarıyla enzim üretimi arasında bir paralellik olduğu genel görüşünü desteklemektedir.

Bacillus sp. 4 izolatının büyüme eğrisine bağlı olarak ortam pH’sı ve enzim aktivitesindeki değişim incelendiğinde, esteraz aktivitesi durgunluk fazının ortaları olan 9. saatte maksimum seviye ulaşmıştır. Bu sonuç, maksimum enzim aktivitelerini log fazının ortalarında veya sonlarında gösteren Arthrobacter nicotianae 9458 (Smacchi et al., 2000), Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 (Kakariari et al., 2000) ve Lactobacillus casei (Choi and Lee, 2001) esterazlarından farklı olmakla birlikte, durgunluk fazında maksimum aktivite gösteren Bacillus licheniformis esterazıyla (Alvarez-Nacarie et al., 1999) benzerdir. Ancak, Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi 9. saaten sonra ani bir düşüş göstermiştir. Bacillus thermoleovorans ID-1 ve Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14  ile yapılan çalışmalarda da benzer bir durum görülmüştür (Lee et al., 1999; Kakariari et al., 2000). Bu düşüşün, esteraz enziminin bu sıcaklıkta stabil olmaması ve ortamdaki proteaz enzimlerinin etkisinden kaynaklandığı düşünülmektedir. Bu yüzden, bu gibi çalışmalarda kültür ortamına bir proteaz inhibitörünün ((-merkaptoetanol gibi) önceden katılmasıyla, bu ani düşüşün engelleneceği ve bu şekilde enzim aktivitesinin daha uzun süre korunabileceği düşünülmektedir. Kültür ortamının pH'sı gelişim başladığı saatten itibaren yavaş ama devamlı bir şekilde artarak, durgunluk fazının ortalarından itibaren alkali pH'ya doğru bir kayma göstermiştir. Bu da organizmanın metabolizması ile ilgili olarak, kültür ortamındaki bileşenlerin zamanla kullanılarak ortamda alkali ürünler oluştuğunu göstermektedir. Ortam pH’sının zamanla değişiminin kültür ortamının bileşimine, çeşitli çevre şartlarına ve tür içi ve türler arasındaki çeşitliliğe bağlı olduğu bilinmektedir.

Bacillus sp. 4 esterazının intraselüler veya ekstraselüler olup olmadığını belirlemek amacıyla, kültür ortamı santrifüjlenerek S1 ve P1 elde edilmiş ve bu fraksiyonlarda aktivite tayin edilmiştir. P1’in esteraz aktivitesi S1’e göre yaklaşık olarak % 71 daha fazladır. Aynı zamanda, spesifik aktiviteleri karşılaştırıldığında P1’in S1’e göre yaklaşık 13 kat daha yüksek olduğu görülmektedir. Yani enzim aktivitesi büyük oranda hücre fraksiyonunda saptanmıştır. Hücreler sonike edilerek parçalandıktan sonra elde edilen S2’nin spesifik aktivitesi tayin edildiğinde P1’e göre yaklaşık % 30’luk bir artış gözlenmiştir. Bu nedenle, esterazın kinetik parametreleriyle ilgili denemelere S2 ile devam edilmiştir. Ancak, P1’deki aktivitenin de oldukça yüksek olması nedeniyle, esteraz aktivitesinin parçalanmamış hücreler kullanılarak da kolayca belirlenebileceği görülmektedir. Kademi ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada da benzer olarak hücreler parçalandıktan sonra aktivitede % 26’lık bir artış gözlenmiştir (Kademi et al., 1999). Hücreler parçalanmadan yapılan aktivite deneyi sonucunda, esteraz aktivitesinin oldukça yüksek çıkması, substratın hidrolizlenmeden önce hücre duvarının içinden geçtiğini göstermektedir. Daha önce yapılan çalışmalarda da benzer sonuçlar elde edilmiştir (Kademi et al., 1999;  Kakariari et al., 2000). Bu sonuçlara dayanarak, Bacillus sp. 4 esterazının sitoplazmik veya hücre membranına bağlı bir enzim olduğunu düşünmekteyiz.

Bacillus sp. 4 esterazının kısmi olarak saflaştırılması amacıyla, amonyum sülfat çöktürmesi yapılmış ve diyalizatta 4.15 katlık bir saflaştırma elde edilmiştir. Ancak daha ileri saflaştırma teknikleri olan kolon kromotografi teknikleri uygulanamamıştır. Bu yüzden, esteraz enziminin molekül ağırlığı tayin edilememiştir. Ancak, esterazların molekül ağırlığının genellikle 20-160 kDa arasında olduğu bilinmektedir (Simoes et al., 1997).

Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisi araştırıldığında, aktivite 30 (C’den 65 (C’ye kadar lineer bir şekilde artarak maksimum seviyeye ulaştığı, 70 (C’de ise aktivitenin önemli bir kısmının (% 70) korunduğu görülmüştür. Esteraz aktivitesi, 70 (C’den sonra ani bir düşüş göstererek, 85 (C’de maksimum aktivitenin % 14’ünü göstermiştir. 40, 45, 50, 55, 60 ve 70 (C sıcaklıklarda maksimum aktivitenin sırasıyla % 50, 63, 75, 86, 95 ve 70’i görülmüştür. Esteraz aktivitesinin büyük bir kısmının oldukça geniş bir sıcaklık aralığında korunmuş olması, bu enzimin 40 (C’den 70 (C’ye kadar olan herhangi bir sıcaklıkta kolaylıkla kullanılabileceğini göstermektedir. Bacillus sp. 4 esterazının geniş bir sıcaklık aralığında aktif olması, çeşitli endüstriyel uygulamalar açısından büyük avantajlara sahip olduğunu göstermektedir. Ayrıca, Bacillus sp. 4 esteraz enziminin maksimum aktivitesini, izolatın optimum sıcaklığı olan 65 (C’de göstermiş olması, organizmanın yaşam koşuluyla enzim aktivitesi arasında bir uygunluk olduğunu göstermektedir. Optimum sıcaklığı, Bacillus sp. 4 esterazı ile aynı olan (65 (C) Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazı, 70 (C’de maksimum aktivitenin ancak % 50’sini göstermiştir (Kakariari et al., 2000). Bacillus circulans esteraz aktivitesi 25 οC’den 60 οC’ye kadar lineer bir şekilde artış gösterdiği, ancak daha sonra hızla düştüğü, 75 οC’de ise maksimum aktivitenin % 30’unu gösterdiği bildirilmiştir (Kademi et al., 2000). Hipertermofilik bir bakteri olan Pyrobaculum calidifontis VA1 esterazı ise maksimum aktivitesini 90 οC’de göstermiş ve 30 οC’de maksimum aktivitenin % 16’sı görülmüştür (Hotta et al.,2002). Bacillus licheniformis esterazı ise maksimum aktivitesini 45 (C’de göstermiş ve aktivite 40-55 (C arasında maksimum seviyede kalmış, 60 (C’de ise aktivitenin % 67’si görülmüştür (Alvarez-Macarie et al., 1999). Lactobacillus casei CL96 esterazı, optimum aktivitesini 37 οC’de göstermiş, 40 οC’ye kadar aktivitesini korumuş ve 50 οC’de aktivitesinin % 50’sini göstermiştir  (Choi and Lee, 2001). Optimum sıcaklığı 30 (C olan Arthrobacter nicotianae 9458 esterazı, 10 ve 15 (C’de maksimum aktivitenin sırasıyla % 37 ve 55’ini göstermiş ve 40 (C’in üstündeki sıcaklıklarda aktivite hızla düşmüştür (Smacchi et al., 2000).

Bacillus sp. 4 esterazının sıcaklık stabilitesi araştırıldığında ise, 25 (C’de 30 saat ve 40 (C’de 100 saat inkübasyon sonunda aktivitesini büyük oranda koruduğu görülmüştür. 65 (C’de, 1 saat sonunda aktivitenin yaklaşık % 70’i ve 10 saat sonunda ise % 50’den fazlası geri kazanılmıştır. 75 (C’de ise, 1 saat inkübasyon sonunda aktivitenin ancak % 18’i korunabilmiştir. Bacillus sp. 4 esteraz enziminin, 25 (C’den 65 (C’ye kadar geniş bir sıcaklık ve zaman aralığında oldukça stabil olduğu görülmektedir. Bu sonuçlara dayanarak Bacillus sp. 4 esterazının yüksek bir termostabiliteye sahip olduğunu söyleyebiliriz. Ayrıca, enzimin 40 (C’de 4 günden fazla stabil kalması, endüstriyel işlemler için oldukça uygun ve laboratuvar çalışmaları için ise, çalışılması kolay bir enzim olduğunun göstergesidir. Bacillus licheniformis esterazı, 64 οC’de 1 saat inkübasyondan sonra aktivitenin % 50’si geri kazanılırken (Alvarez-Macarie et al., 1999), Bacillus sp. 4 esterazı 65 οC’de 1 saat inkübasyondan sonra aktivitesinin % 70’ini korumuştur. Arthrobacter nicotianae 9458 esterazının, 45 (C’de 10 dakika inkübe edildikten sonra maksimum aktivitenin % 60’ını geri kazandığı ve 65 (C’de 1 dakika inkübe edildiğinde ise aktivitesinin tamamen kaybolduğu saptanmıştır (Smacchi et al., 2000). Arthrobacter viscosus esterazı ise 37 οC’de 48 saat inkübe edildikten sonra aktivitesinin % 90’ını geri kazanmıştır (Cui et al., 1999). Lactobacillus casei CL96 esterazının, 40 οC’ye kadar stabil kaldığı ve 50 οC’de aktivitesinin % 50’sini koruduğu belirtilmiştir (Choi and Lee, 2001). Bacillus circulans esterazı 70 οC’de 1 saat inkübasyon sonunda aktivitesini % 100 korunmuştur, 85 οC’de ise aktivitenin % 50’si kalmıştır. Termofilik bakteri strainleri ile yapılan bir çalışmada ise, esterazın 70 οC’de 1 saat inkübe edildikten sonra aktivitesinin neredeyse tamamını (%97.5) geri kazandığı saptanmıştır (Kademi et al., 1999). Bununla beraber, Bacillus stearothermophilus esterazının, 70 (C’de 96 saat ve 90 (C’de 2 saat boyunca inkübe edildiğinde, orijinal aktivitesinin % 90’dan fazlasını geri kazandığı belirlenmiştir (Simoes et al., 1997). Sulfolobus acidocaldarius esterazı, 80 (C’de 1 saat inkübe edildikten sonra, aktivitesini tamamen korumaktadır, 90 (C’de ise aktivitenin % 92’si geri kazanılmıştır. 100 (C’de 1 saat inkübasyondan sonra ise aktivitenin % 50’si geri kazanılmıştır (Sobek and Görisch 1988). Bir Bacillus esterazı ile yapılan çalışmada, enzimin 105 οC’de 2 saat inkübe edildikten sonra orijinal aktivitesinin % 90’ını koruduğu saptanmıştır (Owusu and Cowan, 1991). Hipertermofilik Pyrobaculum calidifontis VA1 esterazı ise, 100 οC’de 2 saat inkübasyondan sonra aktivitesini tamamen korumuştur (Hotta et al., 2002).

pNPB’ın belirli bir dalga boyunda ve farklı pH’lardaki molar absorbans katsayılarının farklı olması nedeniyle, pH ile ilgili denemelere geçmeden önce pNPB’ın farklı pH’lardaki molar absorbans katsayıları belirlenmiştir. Bacillus sp. 4 esterazı maksimum aktivitesini pH 6.00’da göstermiştir, ancak pH 5.50’de maksimum aktivitenin % 98’i görülmüştür. Bacillus sp. 4 esterazı, pH 4.00’de maksimum aktivitenin yaklaşık % 10’unu ve pH 7.50’de ise % 16’sını göstermiştir. pH 4.50 ve pH 7.00’de aktivitenin yaklaşık % 40’ı görülmüştür. Enzim, pH 5.00 ve 6.50’de ise maksimum aktivitenin sırasıyla % 83 ve 69’unu göstermiştir. Esterazların lipazlardan farklı olarak genellikle nötrale yakın pH değerlerinde (genellikle pH 6.00 civarında) maksimum aktivite gösterdikleri bilinmektedir (Fojan et al., 2000). Bacillus sp. 4 izolatından elde edilen enzimin maksimum aktivitesini pH 6.00’da göstermiş olması, bu enzimin bir esteraz olduğu görüşünü desteklemektedir. Bu sonuçlar enzimin geniş bir pH aralığında (pH 4.50-7.00) iş gördüğünü göstermektedir. Bununla birlikte enzimin düşük pH değerlerinde daha aktif olduğu görülmektedir. Elde edilen bu esterazın, geniş bir pH aralığında farklı endüstriyel uygulamalarda rahatlıkla kullanılabileceği söylenebilir. Çeşitli mikroorganizmaların esterazlarıyla yapılan çalışmalarda da optimum esteraz aktivitesinin nötral pH değerlerinde saptandığı görülmektedir. Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazının optimum pH’ı 6.00 olarak bulunmuş, pH 4.00’de maksimum aktivitesinin % 14’ünü, pH 8’de % 72’sini ve pH 9’da % 66’sını göstermiştir (Kakariari et al., 2000). Arthrobacter nicotianae 9458 esterazı optimum aktivitesini pH 7.00’de göstermiş ve pH 5.50, 6.00 ve 6.50’de maksimum aktivitesinin sırasıyla % 50, 75 ve 90’ını göstermiştir (Smacchi et al., 2000). Arthrobacter viscosus esterazı optimum aktivitesini pH 7.4’de göstermekle birlikte pH 8.0’in üzerinde aktivitesinin oldukça düştüğü belirtilmiştir (Cui et al., 1999). Lactobacillus casei CL96 ve Pyrobaculum calidifontis VA1 esterazları maksimum aktivitelerini pH 7.00’de göstermişler (Choi and Lee, 2001; Hotta et al., 2002), Pseudomonas fluorescens esterazı ise optimum aktivitesini pH 7.50’de göstermiştir (Khalameyzer et al., 1999). Bununla birlikte, daha önceden yapılan bazı çalışmalarda alkali pH’larda (pH 7.50-9.50) aktivite gösteren esterazlar da bulunmuştur (Sobek ve Görisch, 1988; Meghji et al., 1990; Owusu and Cowan, 1991; Kademi et al., 1999; Alvarez-Macarie et al., 1999). Ancak bu esterazların lipazlarla bazı benzer özellikleri paylaştıkları saptanmıştır. 

Bacillus sp. 4 esterazının oldukça geniş bir pH aralığında stabil olduğu görülmüş, pH 4.00’de 1 saat inkübasyon sonunda aktivitesinin neredeyse tamamını, 10 saat sonunda % 82’sini ve 24 saat sonunda ise yaklaşık % 70’ini geri kazanmıştır. pH 6.00’da ise 10 saat sonunda aktivitenin hemen hemen tamamı geri kazanılırken 24 saat sonunda % 70’e yakını korunmuştur. pH 8.00’de 4 saat inkübasyon sonunda aktivitenin yaklaşık % 92’si, 10 saat sonunda % 84’ü ve 24 saat sonunda ise % 63’ü geri kazanılırken, pH 10.00’da 4 saat sonra yaklaşık % 74’ü ve 10 saat sonra ise yaklaşık % 45’i geri kazanılmıştır. Enzim, asidik pH’dan alkalin pH’lara kadar geniş bir pH ve zaman aralığında oldukça stabil kalmıştır. Enzimin uzun süren reaksiyon koşulları altında ve çeşitli pH’larda stabil olması çeşitli endüstriyel uygulamalar açısından oldukça önemlidir. Bacillus circulans esterazıyla yapılan çalışmada, enzimin aktivitesinin pH 6.00-8.00 arasında 1 saat inkübasyon sonunda aktivitesini koruduğu, pH 8.00’in üzerinde ise hafif bir düşüşün olduğu saptanmıştır (Kademi et al., 2000). Lactobacillus casei CL96 esterazının pH 6.00-8.00 arasında aktivitesinin % 60’dan fazlasını koruduğu belirtilmiştir (Choi and Lee, 2001). Bacillus subtilis esterazı pH 11.00-12.00 arasında 48 saat inkübe edildikten sonra, orijinal aktivitesinin % 80-95’ini koruduğu ancak daha düşük pH değerlerinde kalan aktivitenin % 20’ye kadar düştüğü belirtilmiştir (Eggert et al., 2000).

Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi üzerine substrat konsantrasyonunun etkisi incelendiğinde, substrat konsantrasyonunun belli bir oranda artırılması ile enzim aktivitesinin de buna bağlı olarak hızla arttığı görülmüştür. Bu durumda enzimatik reaksiyon birinci dereceden (first-order)  bir kinetik göstermiştir. Ancak, belli bir substrat konsantrasyonundan sonra aktivitenin artık daha fazla artmadığı ve sabit kaldığı görülmüştür. Çünkü, artık enzim substratına karşı doygun hale gelmiştir ve maksimum hızla çalışmaktadır. Bu durumda enzimatik reaksiyon sıfırıncı dereceden (zero-order) bir kinetik göstermiştir. Bu sonuçlara dayanarak Bacillus sp. 4 esterazının Michaelis-Menten kinetiği gösterdiğini söyleyebiliriz. Ancak, Michaelis-Menten grafiğinden enzimin Km ve Vmax değerlerini saptamak oldukça zordur. Bu nedenle, Km ve Vmax değerlerini saptamak amacıyla Lineweaver-Burk grafiği kullanılmıştır. Bu grafiğe göre, Bacillus sp. 4 esterazının Km değeri 62.89 (M ve Vmax değeri 833.33 U/mg protein olarak bulunmuştur. Buna karşın, Bacillus subtilis NRRL 365’den elde edilen esteraz I ve esteraz II’nin substrat olarak p-nitrofenil asetat kullanıldığında Km değerleri sırasıyla 0.91mM ve 0.67mM (Meghji et al., 1990), Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazının (-naftil-asetat kullanıldığında 1.2 mM (Kakariari et al., 2000), Bacillus circulans esterazının p-nitrofenil kaprilat kullanıldığında 0.24 mM (Kademi et al., 2000), Bacillus sp. J33 esterazının pNP-laurat kullanıldığında 2.5mM (Nawani and Kaur, 2000) ve Bacillus sp.GK 8’in lipazının p-nitropenil laurat kullanıldığında ise, 3.63 mM (Dosanj and Kaur, 2001) olarak bulunmuştur. Bulunan bu değerler, Bacillus sp. 4 esterazının Km değerinden çok daha yüksektir. Bu da Bacillus sp. 4 esterazının substratına olan ilgisinin bu enzimlere göre daha yüksek olduğunu ve çok düşük konsantrasyonlarda bile substratına bağlanıp ES kompleksi oluşturduğunu göstermektedir. Buna karşın Bacillus stearothermophilus esterazının fluorescien dibutirat kullanıldığında Km değeri (0.91 (M) çok daha düşük çıkmıştır (Simoes et al., 1997).

Enzimlerin termostabilitesi suyun varlığında büyük oranda etkilenmektedir, çünkü denatürasyon enzimin sıvı karışımlardaki konformasyonel akışkanlığıyla bağlantılıdır. Denatürasyon işlemi organik ortamdaki dehidrasyonla engellenebilir. Enzim çözeltilerine katılan kimyasal maddeler, enzimlerle ya doğrudan yada dolaylı olarak (yapı ve özellikleri üzerine) etkileşime girerek veya her iki mekanizmayı da kullanarak makromoleküler yapıyı etkileyebilirler. Bu yüzden, Bacillus sp. 4 esterazının termostabilitesini arttırması amacıyla, polihidrik alkollerin etkisi araştırılmıştır. Bacillus sp. 4 esterazı etilen glikol, sorbitol ve gliserol ile 1 saat inkübe edildikten sonra aktivitenin 0. saate göre sırasıyla yaklaşık olarak % 44, 58 ve 65’i geri kazanıldığı görülmüştür. Bu değerler, zamana bağlı olarak hafif bir düşüş göstermiştir. Kontrol grubu da aynı koşullar altında inkübasyona bırakıldığında 1 saat sonunda aktivitenin 0. saate göre yaklaşık % 76’sı geri kazanılmıştır. Deney grupları ile kontrol grubunun 1 saat sonunda kalan aktivite değerleri karşılaştırıldığında, aktivitedeki geri kazanım etilen glikol, sorbitol ve gliserol için sırasıyla % 58, 77 ve 82 olduğu hesaplanabilir. Bu sonuçlardan da görüldüğü gibi, denenen polihidrik alkollerin Bacillus sp. 4 esterazının stabilitesini koruması beklenirken, stabilize etmediği ancak enzimin makromoleküler yapısını  çok fazla etkilemediği görülmektedir. Bu durumun, esterazın yapısal özelliğinden kaynaklandığını düşünmekteyiz. Dielektrik katsayısı suyunkinden düşük olan çözeltilerin yüksek sıcaklıklarda proteinlerin tersiyer yapılarının korunmasında çok önemli olan hidrofobik etkileşimleri kuvvetlendirdikleri ve böylece daha yüksek sıcaklıklarda enzimin yarı ömrünü artırdıkları, çünkü çözeltilerin dielektrik katsayılarının düştüğü oranda (su 78, gliserol 42, etilen glikol 37 ve sorbitol 33.5) lipazın termostabilitesini artırdığı bildirilmiştir (Nawani and Kaur, 2000). Polihidrik alkollerin esteraz ve lipaz stabilitesi üzerine etkisi  konusunda yapılan çalışmalar oldukça azdır. Bacillus sp. J33 lipazı ile yapılan bir çalışmada, etilen glikol ve gliserol 70 οC’de 150 dakika boyunca lipaz aktivitesini % 100’ e yakın korurken, sorbitol enzimi stabilize etmesinin yanında, aktive etmiştir.

Bacillus sp. 4 esterazının aktivitesi üzerine çeşitli metal iyonlarının etkisi incelendiğinde, toprak alkali metalleri olan Ca+2 ve Mg+2 aktivite üzerine herhangi bir inhibe edici etkide bulunmamıştır. Alkali metaller olan Na+ ve K+ aktiviteyi yaklaşık % 30 inhibe ederken Li+2’un yüksek konsantrasyonları % 50’ye yakın inhibisyona neden olmuştur. Geçiş elementleri olan Co+2, Fe+3, Mn+2, Ni+2, Hg+2 ve Cu+2 enzim aktivitesi üzerine farklı etkiler göstermişlerdir. Co+2,  5 mM’a kadar enzimi büyük oranda inhibe etmezken, 10 mM’lık konsantrasyonu yaklaşık % 40 inhibisyona neden olmuştur, Fe+3 ise yaklaşık % 30’luk bir inhibisyona neden olmuştur. Bunun dışında Mn+2 esteraz aktivitesini artan konsantrasyonlarda aktive etmiş ve % 90’a kadar bir artış gözlenmiştir. Ni+2 ise düşük konsantrasyonlarda (% 33)  enzimi aktive ederken, 10 mM’lık konsantrasyonda hafif bir inhibisyona neden olmuştur. Bunun aksine, enzimin Hg+2  ve Cu+2 tarafından kuvvetle inhibe edildiği görülmüştür. Na2O3Se ise denenen tüm konsantrasyonlarda enzimi yaklaşık % 50 inhibe etmiştir. Divalent iyonların pek çok enzimi inhibe ettiği bilinmektedir. Esteraz aktivitesinin özellikle Hg+2 tarafından inhibe edildiği daha önce yapılan çalışmalarda da bulunmuştur (Kakariari et. al., 2000; Smacchi et. al., 2000; Cui et. al., 1999; Meghji et. al., 1990). Sonuç olarak Hg+2  ve Cu+2 dışındaki iyonların enzim aktivitesini büyük oranda inhibe etmediği hatta Mn+2 ve Ni+2 iyonlarının aktivasyona neden olduğu görülmektedir. Mn+2 ve Ni+2 iyonlarının esteraza bağlanarak enzimin konformasyonunu stabilize veya destabilize ederek enzim aktivitesini değiştirdiğini veya substrata bağlanarak reaksiyon için substratın doğru yönelimini sağladığını düşünmekteyiz. Ayrıca Mn+2 ve Ni+2 iyonları ile esteraz aktivitesinin artması, reaksiyon esnasında serbestlenen butirik asit ile bu iyonların tuz oluşturarak (sabun) ortamdaki yağ asitlerini uzaklaştırdığı, böylece enzimin ürün tarafından inhibisyonunun engellendiği ileri sürülebilir. Metal iyonları ve tuzlar termofilik mikroorganizmaların termostabil enzimleri için önemlidirler. Çünkü, ortamdaki metal iyonlarına bağlanmış olan su, metal iyonu proteine bağlandığında, serbest kalarak metal iyon kompleksi oluşturur. Mikrobiyal esterazların aktivitesi üzerine metal iyonlarının etkisiyle ilgili pek çok çalışma yapılmış ve metal iyonlarının aktivite üzerine farklı etkiler gösterdiği saptanmıştır (Meghji et al., 1990; Owusu and Cowan, 1991; Cui et al., 1999; Alvarez-Macarie et al., 1999; Kakariari et al., 2000; Smacchi et al., 2000).

Bacillus sp. 4 esterazı, metal tutucu bir ajan olan EDTA tarafından ise yaklaşık % 50 oranında inhibe edilmiştir. Bunun sonucunda ilk olarak enzimin bir metalloenzim olduğu kanısına varılmıştır. Ancak son yıllarda yapılan bir çalışmada esterazların bir kofaktöre ihtiyaç duymadıkları bildirilmiştir (Bornscheuer, 2002). Bu bilgiden yola çıkarak, bu metal iyonlarının katalitik bir mekanizmada rol almaktan çok yapısal bir role sahip olduklarını düşünmekteyiz. Enzimin EDTA tarafından % 100 inhibe olmaması da bu görüşle uygunluk göstermektedir. Ayrıca, EDTA, Bacillus licheniformis (Alvarez-Macarie et. al., 1999), Arthrobacter viscosus NRRL B-1973 (Cui et. al., 1999) ve  Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 (Kakariari et. al., 2000)’den elde edilen esterazlara karşı herhangi bir inhibe edici etkide bulunmamıştır. Bunun aksine Arthrobacter nicotianae 9458 (Smacchi et. al., 2000) ve Bacillus sp. J 33 (Nawani et al., 1998) esterazları EDTA tarafından inhibe edilmişlerdir. 

Bacillus sp. 4 esterazının metale bağlı bir enzim olup olmadığına karar verebilmek için, EDTA ve aktive edici metal iyonları aynı konsantrasyonda deney ortamına eklenerek esteraz aktivitesi ölçülmüştür. EDTA’nın enzim üzerindeki % 50’lik inhibe edici etkisi Mn ve Ni eklendiğinde ortadan kalkmıştır. Bu da enzimin bu metaller eklendiğinde yapısal olarak konformasyonunu koruyarak etkisini devam ettirebileceğini göstermektedir. 

Bacillus sp. 4 esterazı üzerine çeşitli deterjanların etkisi incelendiğinde, anyonik deterjanlardan sodyum deoksikolatın düşük konsantrasyonlarının hafif bir inhibisyona neden olduğu buna karşın denenen en yüksek konsantrasyon olan 20 mM’lık konsantrasyonda aktivitenin ancak % 28’inin geri kazanıldığı görülmüştür. Esterazın, sodyum taurokolat karşısında ise aktivitesini büyük oranda koruduğu buna karşın SDS’nin düşük konsantrasyonda bile enzimi kuvvetle inhibe ettiği saptanmıştır. Katyonik bir deterjan olan setrimid’in tüm konsantrasyonları enzimi büyük oranda inhibe etmiştir. Non-iyonik deterjanların esteraz aktivitesi üzerine etkisine bakıldığında, denenen tüm non-iyonik deterjanların (n-octil-(-D-glukopiranozid, Brij 35, Triton-X-100, Tween 20 ve 80) esterazı inhibe etmedikleri gibi farklı oranlarda aktive ettikleri görülmüştür. Zwitteriyonik  bir deterjan olan CHAPS’ın tüm konsantrasyonları esterazı çok az inhibe etmiştir. İnhibisyona neden olan iyonik deterjanlar (SDS ve setrimid) enzimin aktif merkezini bloke ederek substratın aktif merkeze bağlanmasını engelleyerek inhibisyona neden olmuş olabilirler. Sonuç olarak SDS ve setrimidin, Bacillus sp. 4  esterazı için güçlü birer inhibitör, buna karşın non-iyonik deterjanların ve özellikle Tween 20 ve 80’in iyi birer stimülatör olduğu sonucuna varılmıştır. Bacillus sp. 4 esterazının özellikle non-iyonik deterjanlara karşı dirençli ve hatta aktif olması, deterjan endüstrisinde kullanılan enzimler için aranan bir özelliktir. 

Mikrobiyal esterazlar üzerine deterjanların etkisi konusunda çalışmalara rastlanmamıştır. Buna karşın lipazlarla bu konuda daha çok çalışma yapılmıştır. Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 lipazı ile yapılan bir çalışmada, % 1’lik SDS enzim aktivitesini etkilememiş, buna karşın, non-iyonik deterjanlar ise aktive edici etkide bulunmuştur ve enzim aktivitesi, Triton X-100 ile % 149 ve Tween 80 ile % 111 oranında geri kazanılmıştır (Lin et al., 1996). Bacillus thermoleovorans ID-1 lipazı, 1 mM konsantrasyondaki SDS ile muamele edildikten sonra aktivitesinin % 30’unu geri kazanabilmiştir (Lee et al., 1999). Bacillus sp. THL027 lipazı % 1 oranında SDS ile 2 saat inkübasyondan sonra % 90 ve 24 saat inkübasyondan sonra % 87 oranında aktif kalmıştır (Dharmsthiti and Luchai, 1999). Aspergillus terreus’un lipaz aktivitesi üzerine iyonik ve non-iyonik deterjanların etkisi 2.5-20 mM’lık konsantrasyonlarda denenmiş ve bütün iyonik deterjanların (sodyum deoksikolat, saponin, sonyum taurokolat, SDS) enzim aktivitesini inhibe ettiği, non-iyonik deterjanların (Tween 20, Tween 40, Tween 80, Triton X-100, n-octyl-(-D-glukopiranozid) ise aktive ettiği belirlenmiştir. (Yadav et al., 1998). Bacillus sp. RSJ-1 lipazının non-iyonik deterjanlara karşı oldukça stabil olduğu belirlenmiş ve Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 ile orijinal aktivitenin sırasıyla % 100, 92 ve 82’si geri kazanılmıştır. Buna karşın enzim anyonik deterjanlara karşı daha az stabil olduğu görülmüş ve deoksikolat ile aktivitenin % 54’ü geri kazanılabilmiştir (Sharma et al., 2001). Bacillus thermocatenulatus lipazı SDS, Tween 20 ve Tween 80 tarafından inhibe edilmiş, bununla beraber, Triton X-100 aktiviteyi % 80, CHAPS ise % 40 oranında artırmıştır (Rua et al., 1997). Diğer bir lipazla yapılan çalışmada ise Triton X-100’ün enzim aktivitesini kuvvetle inhibe ettiği belirlenmiştir (Margesin et al., 2002). Rhizopus oryzae lipazı 1-7 mM’lık sodyum taurokolat tarafından aktive edilirken, aynı konsantrasyondaki SDS tarafından inhibe edilmiştir (Hiol et al., 2000). Bacillus sp. GK8 lipazıyla yapılan çalışmada enzim, % 0.1’lik Brij 35, setrimid ve Triton X-100 ile aktivitesini tamamen kaybetmiş, % 1’lik SDS ise aktiviteyi artırmıştır. Tween 80, Tween 60 ve sodyum taurokolat ise aktivite üzerine bir etkide bulunmamıştır (Dosanj and Kaur, 2001). Bacillus sp. J 33 lipazıyla yapılan çalışmada enzim aktivitesi, % 0.1’lik Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 varlığında sırasıyla % 40, 20 ve 60 oranında stimule edilmiştir. SDS ise aktiviteyi tamamen inhibe etmiştir (Nawani et al., 1998).

Bacillus sp. 4 esteraz aktivitesi üzerine çeşitli organik çözücülerin etkisi incelendiğinde, % 20’lik aseton ve asetonitril enzim aktivitesini artırmış, dioksan ise hafif bir inhibisyona neden olmuştur. % 50’lik metanol ve DMSO enzim aktivitesini inhibe etmemiş hatta DMSO hafif bir artışa neden olmuştur. Etanol ise % 50’lik bir inhibisyona neden olmuştur. % 50’lik aseton, asetonitril ve dioksanın ile % 80’lik metanol, etanol ve DMSO’nun enzimi kuvvetli bir şekilde inhibe etmiştir. Sonuç olarak, esterazın genellikle organik çözücülerin yüksek konsantrasyonlarında stabilitesini çok fazla koruyamadığı buna karşın en yüksek stabiliteyi DMSO karşısında gösterdiği saptanmıştır. Esteraz enziminin % 20-50’lik konsantrasyonlarda aktivitesini büyük oranda korumuş olması potansiyel endüstriyel alanlarda kolaylıkla kullanılabileceğini düşünmekteyiz. 

Arthrobacter viscosus esterazı, % 50’lik (v/v) asetonitril ve DMSO ile aktivitesinin % 60’ını geri kazandığı, % 30’luk dioksan ile orijinal aktivitenin % 50’den fazlasının kaybolduğu saptanmıştır (Cui et al., 1999). Hipertermofilik Pyrobaculum calidifontis VA1 esterazının % 50 ve % 80’lik metanol, etanol, 2-propanol, asetonitril, dimetilsulfoksid (DMSO) ve dimetilformamid’e karşı oldukça yüksek bir stabilite gösterdiği belirlenmiştir (Hotta et al., 2002).

Bacillus sp. 4 esterazı üzerine bir serin inhibitörü olan PMSF’nin etkisi incelendiğinde aktivitenin 1 mM’lık konsantrasyonda bile kuvvetli şekilde inhibe olduğu görülmüştür. Bu da enzimimizin aktif merkezinde katalitik rol oynayan serin amino asidini içerdiğini kanıtlamaktadır.

Esterazlar ve lipazların çoğu merkez aktif bölgelerinde bir serin residüesi içermektedirler (Fojan et. al., 2000). Sulfolobus acidocaldarius, Bacillus sp., Arthrobacter nicotianae 9458, Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 ve Pyrobaculum calidifontis VA1’den elde edilen esterazlar (Sobek and Görisch, 1988; Owusu and Cowan, 1991; Smacchi et. al., 2000; Kakariari et. al., 2000; Hotta et. al., 2002), Aeromonas sobria LP004, Acinetobacter radioresistens CMC-1, Bacillus thermoleovorans ID-1, Bacillus licheniformis ve Bacillus stearothermophilus P1 (Lotrakul and Dharmsthiti, 1997; Hong and Chang, 1998; Lee et. al., 1999; Nthangeni et. al., 2001; Sinchaikul et. al., 2001) lipazları bir serin grubu inhibitörü olan PMSF (phenyl methyl sulphonyl floride) tarafından inhibe edilmişlerdir. Buna karşın, Bacillus licheniformis ve Arthrobacter viscosus NRRL B-1973 (Alvarez-Macarie et. al., 1999; Cui et. al., 1999) esterazları ile Ophiostoma piceae ve Rhizopus oryzae (Gao and Breuil, 1998; Hiol et. al., 2000)  lipazları PMSF tarafından ya çok az inhibe edilmiş yada inhibe edilmemişlerdir. Ayrıca, Bacillus thermoleovorans ID-1  termostabil lipazlarından BTID-A, PMSF tarafından kuvvetle inhibe edilirken, BTID-B tam tersine aktive olmuştur. Bunun sonucunda araştırıcılar BTID-A’ nın bir serin esteraz olabileceğini söylemişlerdir (Lee et. al., 2001).

Bacillus sp. 4 esterazı, bir SH- grubu (tiol) inhibitörü olan (-merkaptoetanol ile herhangi bir şekilde inhibe olmaması nedeniyle, katalitik merkezinde sülfidril gruplarının bulunmadığını veya sülfidril gruplarının kataliz işleminde önemli bir rol oynamadığını söyleyebiliriz. Benzer sonuçlar bazı lipaz ve esterazlarla yapılan çalışmalarda da elde edilmiştir (Gao and Breuil, 1998; Nthangeni et. al., 2001; Sinchaikul et. al., 2001; Lotrakul and Dharmsthiti, 1997; Lee et. al., 1999; Hong and Chang, 1998; Kakariari et. al., 2000; Yadav et. al., 1998). Bunun aksine (-merkaptoetanol, Bacillus sp. RSJ-1 (Sharma et. al., 2001)’den elde edilen lipazı inhibe etmiş ve Rhizopus oryzae ( Hiol et. al., 2000)’nin lipazını ise aktive etmiştir. Ayrıca, Bacillus thermoleovorans ID-1 (Lee et. al., 2001)’dan elde edilen BTID-A lipazı, (-merkaptoetanol tarafından hafif bir inhibisyona uğrarken, BTID-B lipazı aktive edilmiştir.

Bacillus sp. 4 esterazının substrat spesifitesini belirlemek için, pNPA, pNPB, pNPL ve pNPP kullanılmıştır. Esteraz, bu substratlar içinde en yüksek aktiviteyi p-nitrofenil bütirat’a (C4) karşı gösterdiği saptanmıştır. Esterazın p-nitrofenil asetat’a (C2) olan aktivitesi, p-nitrofenil bütirat’a göre yaklaşık olarak % 70’tir. Esterazın, p-nitrofenil laurat’a (C12) karşı oldukça az aktivite gösterdiği ve p-nitrofenil palmitat’a (C16) karşı ise hiç aktivite göstermediği belirlenmiştir. Bu sonuçlara dayanarak, Bacillus sp. 4 esterazının geniş bir substrat spesifitesine (C2-C12) sahip olduğunu söyleyebiliriz. Lipazlar genellikle, suda çözünmeyen (emülsifiye) uzun zincirli yağ asidi esterlerini hidrolizlerler. Esterazlar lipazlardan farklı olarak, sulu çözeltilerdeki esterleri hidrolizlerler ve özellikle mono- ve digliseritler olmak üzere trigliseritleri de içeren kısa zincirli yağ asitlerini hidrolizlerler ve genellikle 6 karbon atomundan yüksek olan yağ asidi esterlerine karşı aktiviteleri düşüktür. Bacillus sp. 4 izolatından elde ettiğimiz enzim, pNPL’a karşı az ve pNPP’a karşı ise hiç aktivite göstermemiştir. Buna karşın pNPB ve pNPA gibi kısa zincirli substratlara karşı yüksek aktivite göstermiştir. Bu bulgular, esterazların kısa zincirli yağ asitlerine spesifik olduğunu söyleyen genel görüşle uygunluk göstermektedir. Bu nedenle çalışmada kullandığımız enzimin bir esteraz olduğunu söylemekteyiz. Daha önce yapılan çalışmalar incelendiğinde esterazların 10 karbondan yüksek substratlara karşı hiç aktivite göstermediği saptanmıştır. Bacillus sp. 4 esterazının ise pNPL’a karşı az da olsa aktivite göstermiş olması oldukça dikkate değerdir. Esterazların substrat spesifiteleri ile yapılan önceki çalışmalarda da esterazın maksimum aktivitesini düşük karbonlu substratlara karşı gösterdiği saptanmıştır. Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazı sadece (-naftil-asetat (C2), (-naftil-propionat (C3) ve (-naftil-butirat (C4)’ı hidrolizleyebildiği görülmüştür (Kakariari et al., 2000). Arthrobacter nicotianae 9458 esterazının maksimum aktivitesini (-naftil butirat (C4)’a karşı gösterdiği, (-naftil asetat (C2), (-naftil kaproat (C6), (-naftil kaprilat (C8) ve (-naftil kaprat (C10) kullanıldığında maksimum aktivitenin sırasıyla % 69, 74, 53 ve 36 ’sı gözlenmiştir. C12-C18:1 ’lu yağ asitlerinin (-naftil esterlerine karşı hiçbir aktivite gözlenmemiştir (Smacchi et al., 2000). Bacillus licheniformis esterazının, kısa zincirli yağ asitlerine karşı aktivite gösterdiği, bununla birlikte  maksimum aktivitesini p-nitrofenil kaproat (pNPC6)’a karşı gösterdiği, daha uzun zincirli substratlara (pNPC10-pNPC18) karşı ise, aktivitenin çok düşük olduğu saptanmıştır (Alvarez-Macarie et al., 1999). Arthrobacter viscosus esterazı en yüksek aktiviteyi asetik esterlere karşı göstermiş,  p-nitrofenil asetatla (C2) karşılaştırıldığında, p-nitrofenil propionata (C3) karşı % 36 ve p-nitrofenil butirata (C4) karşı ise, sadece % 3 aktivite gösterdiği saptanmıştır. Enzim p-nitrofenil kaproat (C6), p-nitrofenil kaprilat (C8) ve p-nitrofenil laurat (C12)’a karşı ise hiçbir aktivite göstermemiştir (Cui et al., 1999). Bacillus circulans esterazı, maksimum aktivitesini pNPC2’ye karşı  göstermiş, daha uzun zincirli yağ asitleri kullanıldığında (pNPC4-pNPC8) aktivite hızlı bir şekilde düşmüş ve karbon zincir uzunluğu 8’den büyük olan  substratlara karşı ise aktivitenin oldukça azaldığı görülmüştür. Bacillus licheniformis esterazı, p-nitrofenil kaprilat (pNPC8) kullanıldığında 1.6 U mg-1 aktivite gösterirken, p-nitrofenil palmitat (pNPC16) ile aktivitenin normalden 600 kat daha düşük olduğu (0.0026 U mg-1)  görülmüştür (Alverez-Macarie et al., 1999). Termofilik bakteri strainlerinin esteraz aktivitesi belirlenirken pNPC8 kullanılmıştır. Substrat spesifitesine bakıldığında ise, pNPC2’deki aktivitenin pNPC8’dekinden 7.5 kat fazla olduğu görülürken, pNPC16’daki aktivitenin ise yaklaşık 190 kat daha az olduğu görülmüştür (Kademi et al., 1999).

Esterazların sınıflandırılması substrat spesifitelerine ve çeşitli inhibitörlere olan duyarlılıklarına dayanmaktadır. Arilesterazlar veya A-esterazlar paraoxon gibi organofosfatlar ve PMSF tarafından inhibe edilmezler ve aromatik esterleri hidrolizlerler. Karboksilesterazlar veya B-esterazlar (serin esterazlar) organofosfatlar tarafından inhibe edilirler ve geniş bir substrat spesifitesi gösterirler yani hem alifatik hem de aromatik esterleri hidrolizlerler. C-esterazlar ise organofosfatlar ve eserin tarafından inhibe edilirler ve kolin esterleri hidrolizlerler (Sobek and Görisch 1988; Alvarez-Macarie et al., 1999). Bu çalışmada kullandığımız esteraz PMSF tarafından kuvvetle inhibe edilmektedir. Esteraz, EDTA tarafından kısmen inhibe olmuş ve tiol grubu ajanı olan (-merkaptoetanol tarafından ise inhibe olmamıştır. Bu inhibisyon sonuçlarına ve geniş substrat spesifitesi göstermesine dayanarak kullandığımız enzimin büyük ihtimalle bir serin esteraz olduğunu ancak, eserin ve kolin esterlerle ilgili deneme yapılamadığı için C-esteraz da olabileceğini söyleyebiliriz.

