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1. GİRİŞ

Eski zamanlardan beri doğal kaynaklı enzimler peynir, maya, bira, şarap ve sirke gibi besinlerin ve deri, çivit ve keten gibi malların üretiminde kullanılmaktadır. Bu işlemler ya doğal olarak gelişen mikroorganizmalar tarafından üretilen enzimlerle ya da dana rumeni veya papaya meyvesinden elde edilen enzimlerle gerçekleştirilirdi. Bu enzimler, saflaştırılması ve karakterizasyonu yapılmadan kullanılıyordu. Enzim endüstrisi modern biyoteknolojinin gelişimiyle son kırk yılda hızlı bir gelişim göstermiştir. Geçen yüzyılın son yarısında fermentasyon işlemlerinin gelişimiyle birlikte, enzim üreten mikroorganizmalar endüstride kullanılmaya başlanmıştır. Böylece saflaştırılmış ve iyi karakterize edilmiş enzimlerin ticari üretimi oldukça artmıştır. Bu gelişmeyle enzimlerin deterjan, tekstil ve nişasta endüstrisi gibi başlıca endüstriyel işlemlere girmesi sağlanmıştır. Rekombinant gen teknolojisinin kullanımı ticari enzim üretimini daha da arttırmış ve daha önceden üretilemeyen enzimlerin ticari olarak kullanımını sağlamıştır. Ayrıca, protein mühendisliği ve modern biyoteknolojideki en son gelişmeler endüstriyel enzimlerin gelişimini tamamen değiştirmiştir. Bu gelişmeler, yeni işlem şartlarına adapte olmuş ve yeni aktiviteler gösteren enzimlerin endüstriyel kullanımlarının daha da yaygınlaşmasını sağlamıştır. 

Endüstride çeşitli doğal maddelerin parçalanmasında kullanılan enzimlerin çoğunluğu (% 75) hidrolitik aktivite gösterir. Proteazlar, deterjan ve süt endüstrilerindeki yaygın kullanımlarından dolayı (% 40) en baskın enzim tipidir (Sharma et al., 2001).  Nişasta, tekstil, ekmek ve deterjan gibi endüstrilerde kullanılan çeşitli karbohidrazlar (özellikle amilazlar ve selülazlar), ikinci büyük grubu teşkil ederler. Deterjan, besin, ilaç, tekstil ve alkol endüstrilerinin hakim olduğu teknik endüstriler, endüstriyel enzimlerin en çok kullanıldığı alandır. Endüstriyel enzimlerin tüm dünyadaki kullanım değerleri 1995’te 1 milyar dolar iken, 2000 yılında 1.5 milyar dolara yükselmiştir. Bununla beraber bu büyümeyi başlıca deterjan endüstrisi olmak üzere bazı teknik endüstriler sağlamıştır. Son on yıldaki en hızlı gelişme ekmek ve hayvansal gıda endüstrilerinde görülmektedir, fakat organik sentezden kağıt endüstrisine ve insan sağlığına kadar uzanan çeşitli endüstriler de bu gelişmeye katkıda bulunmaktadır (Kirk et al., 2002).

Enzimlerin sınıflandırılması, ya substrat spesifitelerine ya da amino asit dizilimlerine dayanır. Karşılaştırılmak istenen bütün enzimlerin, aynı ya da en azından ilişkili bir substratla tercihen benzer reaksiyon koşulları altında denenmesi gerekir. Bu her ne kadar kimyacı ve biyokimyacılara uygun enzimi doğrudan teşhis etme imkanı verse de, yaygın bir strateji değildir. Genel veritabanlarındaki amino asit dizilimlerine ulaşabilmek günümüzde çok kolaydır. Amino asit dizilimlerinin karşılaştırılması, farklı orjinli enzimler arasındaki evrimsel ilişki hakkında daha açıklayıcı bilgiler sağlar. Diğer yandan, amino asit dizilim homolojisinin yüksek olması, enzimlerin özellikleriyle (substrat spesifitesi, stereoselektivite, optimum pH ve sıcaklık, çözücü stabilitesi gibi) ilişkili olmayabilir ve hatta bazı durumlarda tamamiyle farklı tipte reaksiyonlar katalizleyebilirler. Örneğin, Streptomyces aureofaciens’den elde edilen bir bromoperoksidaz, Pseodomonas fluorescens’in esterazı ile yaklaşık % 55 amino asit dizilim özdeşliği gösterir. Fakat substrat spesifiteleri çok az uygunluk gösterir (Bornscheuer, 2002).

Son on yılda, esteraz ve lipazlarla ilgili çalışmaların sayısı oldukça artmıştır. X-ışın kristallografik ve NMR (Nükleer magnetik rezonans) çalışmaları, bu proteinlerin 3 boyutlu yapıları hakkında atomik seviyede bilgi sağlamaktadır. Pek çok lipazın gösterdiği kapak benzeri yapı, kapak hareketini içeren mekanistik modelin oluşumunu başlatır. Kapağın katalizle ilişkili olduğu varsayılan uzaysal hareketi, çözünür olmayan kapalı kapak konformasyonundaki hidrofobik bölgeleri meydana getirir. Böylece hidrofobik kısımlar, yağ-su ara yüzeyine girebilir. Esterazlar ve birkaç lipaz bir kapak yapısı göstermez. Fusarium solani pisi’den elde edilen kütinaz ve Candida antarctica B’den elde edilen lipaz bu durumla ilgili göze çarpan örneklerdir. 

Proteinlerin 3 boyutlu yapılarıyla ilgili bilgilerin giderek artması, proteinleri kıvrımlarına göre sınıflandırma fikrini geliştirmiştir. Hidrolazlar (/( kıvrım grubu içinde yer alırlar ve (/( hidrolaz kıvrımı olarak adlandırılırlar. Bütün lipazlar ve esterazların çoğu bu kıvrım yapısını gösterir. Triaçilgliserol lipazlar, bütün fungal, bakteriyal ve pankreatik lipazları kapsamaktadır. Esterazlar üç gruba ayrılır: flavodoksin benzeri kıvrım grubuna dahil olan kütinaz grubu, (/( hidrolaz kıvrımına sahip olan esteraz grubu ve asetilkolinesteraz grubudur. Bu (/( hidrolaz kıvrımı haloperoksidazlarda ve epoksid hidrolazlarda da bulunur (Fojan et al., 2000; Sharma et al., 2001). Katalitik merkez, Ser-Asp-His (bazı lipazlarda Asp yerine Glu) üçlüsünden oluşur ve aktif bölgedeki serininin etrafında genellikle ortak Gly-x-Ser-x-Gly dizilimi bulunur. Lipazların ve esterazların 53 amino asitlik dizilimleri karşılaştırılmış ve başka kalıpların da bulunduğu ortaya çıkmıştır. Örneğin, bazı lipazlar ve Streptomyces seabies’in esterazı Gly-Asp-Ser-Leu ortak dizilimini içerirler. Ayrıca bu esteraz, yaygın Ser-Asp-His üçlüsü yerine katalitik Ser-His ikilisini içermektedir. (Alvarez-Macarie et al., 1999; Lee et al., 1999; Fojan et al., 2000; Eggert et al., 2000; Bornscheuer, 2002).

Hidrolazlar, çok geniş substrat spesifitesi gösteren bir enzim sınıfıdır. Hidrolazlar, peptidleri, amidleri, halidleri, esterleri ve trigliseritleri hidrolizlerler. Esteraz aktivitesi gösteren enzimlerin non-ester bağlarını da hidrolizleyebilmesi, bu enzimlerin sınıflandırması ve terminolojisi ile ilgili olarak akılda ilginç sorular bırakmaktadır. Hidrolazların iki büyük sınıfı olan lipazlar (EC 3.1.1.3, triaçilgliserol hidrolazlar) ve “gerçek” esterazlar (EC 3.1.1.1, karboksilester hidrolazlar) son derece önemlidir (Sharma et al., 2001; Bornscheuer, 2002).

Bu enzimler eskiden, bilinen substrat spesifitelerine göre sınıflandırılırdı. Esterazlar, bir su molekülünün ilavesi ile ester bağlarını hidrolizleyen enzimler olarak tanımlanırdı. Genellikle bir esteraz, substratın ya alkol ya da asit kısmına spesifiktir. Fakat her ikisine birden spesifite gösteremez. 1972 yılında Whitaker esterazlar için bir sınıflandırma düzeni önerdi, bu sınıflandırma düzeni, onların substartlarının asit kısmına olan spesifitelerine dayanmaktadır. Örneğin; karboksilik ester hidrolazlar, karboksilik asit esterlerinin hidrolizini katalizlerler. Karboksil esterazlar, aril esterazlar, kolin esterazlar, kolesterol esterazlar ve ayrıca lipazlar da hidrolitik enzimlerin bu grubuna dahildir. Bu enzimlerin sınıflandırılmasında ya substrat spesifiteleri ya da enzimatik katalizde görevli aktif bölgeleri kullanılmaktadır. Esterazlar tercihen kısa zincirli yağ asitlerinin ester bağlarını kırarken, lipazlar daha geniş bir substrat aralığı gösterirler. Substratın fiziksel durumu, substrat spesifitesine etki eden önemli bir faktördür. Uzun zincirli yağ asitleri tipik olarak çözünür değildir veya en azından zayıf bir çözünürlük gösterir (emülsiyonlar). Bu nedenle, lipazlar çözünür olmayan veya kuvvetli şekilde kümeleşen bir substratı tanıyabilir. Çünkü lipazlar kümeleşen substratlara karşı aktiftir. Lipaz aktivitesi, substrat konsantrasyonuyla değil, doğrudan total substrat alanıyla ilişkilidir. Esterazlar ise, daha çok suda çözünen substratlara karşı yüksek aktivite gösterirler (Fojan et al., 2000; Sharma et al., 2001).

Ester hidrolizi veya oluşumuyla ilgili mekanizma, lipazlar ve esterazlar için temelde aynı olup, 4 adımdan oluşur. İlk olarak, substrat aktif serine bağlanarak katalitik His ve Asp residüeleri tarafından stabilize edilen bir tetrahedral ara ürün oluşturur. Sonra, alkol serbest kalır ve bir açil-enzim kompleksi oluşur. Bir nükleofilin hücumu (suyun hidrolizi, alkol veya esterin (trans-) esterifikasyonu) tekrar bir tetrahedral ara ürün oluşturur. Son olarak da bu ara ürün ayrışarak, ürün (bir asit veya ester) ve serbest enzimi oluşturur (Bornscheuer, 2002). 

Esterazlar klasik Michaelis-Menten kinetiklerine uyarlar. Oysa lipazlar, yüksek aktivite göstermeden önce minimum substrat konsantrasyonuna ihtiyaç duyarlar. Lipazlarda görülen ara-yüzey aktivasyon özelliği lipazları esterazlardan ayıran en önemli özelliktir. Yapısal tanıma göre, ara-yüzey aktivasyonu lipazın aktif bölgesini çeviren bir hidrofobik alandan dolayıdır. Hidrofobik alan, sadece minimum substrat konsantrasyonunun varlığında (yani, bir trigliserit fazı ya da bir hidrofobik organik çözücü) başka bir yöne hareket eder ve böylece aktif bölgenin önündeki engel kalkmış olur. Her iki enzim de organik çözücülerde stabil ve aktiftir. Ancak bu özellik daha çok lipazlar için geçerlidir (Sharma et al., 2001; Bornscheuer, 2002). Son yıllarda yapılan bir çalışmada, lipazların ve esterazların amino asit dizilimleri ve 3 boyutlu yapıları karşılaştırılmıştır. Bu çalışmaya göre, lipazlar ve esterazların, pH’ya bağlı olarak elektrostatik özelliklerine göre ayrılabileceği ileri sürülmüştür. Lipazların aktif bölgesi, maksimum aktivite gösterdikleri pH aralığında (özellikle pH 8.00’de) negatif bir potansiyel gösterir. Esterazlar da benzer bir durum gösterirler. Ancak, esterazlar genellikle daha düşük pH değerlerinde (pH 6.00 civarında) optimum aktivite gösterirler (Fojan et al., 2000).

Esterazların görüntülenmesi genellikle renk veren maddelerin (örneğin; p-nitrofenil esterler) ya da tributirinle desteklenmiş agar plaklarının kullanılmasıyla gerçekleştirilir. Aktif esteraz üreten organizmalar, trigliseritler gibi suda çözünmeyen substratlar içeren plaklar üzerinde, şeffaf halka oluşumuyla teşhis edilir. Bu lipit damlacıklarının hidrolizi, kolonilerin etrafında şeffaf bir zon oluşumuyla sonuçlanır. Lipazlar substrat spesifiteleri ile esterazlardan ayrılabilirler. p-nitrofenil palmitat lipazlar tarafından yıkılırken, p-nitrofenil butirat esterazlar tarafından bazende lipazlar tarafından da yıkılır. Bu geleneksel yaklaşımın aksine, modern moleküler biyoloji teknikleri, DNA dizilimlerinin görüntülenmelerini mümkün kılar. Bu teknik “kültürü yapılamayan” organizmaların enzimlerinin görüntülenmesini sağlar (Bornscheuer, 2002).

Bir proteinin yüzeyi, fiziksel ve kimyasal şartlara karşı duyarlı olan bir ara yüzeyden meydana gelmiştir. Bir enzimin substratı veya inhibitörü arasındaki, bir reseptör ve ligandı arasındaki moleküler etkileşim temelde bir çok yüzey temasları ile gerçekleşmektedir. Doğadaki proteinlerde, 10-15 A( aralığındaki iç moleküler kuvvetlerin tümü, kullanılan çözücünün tipi, pH’sı ve sıcaklığına bağlı olmaksızın elektrostatiktir. Proteinin elektrostatik etkisi ortam pH’sına bağlı olarak değişir. Enzimler, fonksiyonları için, aktif pH aralığında uygun protonlanma durumuna sahip, katalitik amino asitlere ihtiyaç duyarlar. Dielektrik sabitesi, çözücünün iyonik gücü ve diğer yüklü amino asitlerin yakınlığı gibi çeşitli faktörler, bu katalitik amino asitlerin yük durumunu etkiler. pH’daki değişim katalitik  amino asitlerin protanlanmış ve protonlanmamış formlarının denge konsantrasyonlarında bir değişime neden olur. Bu değişimin en belirgin sonucu, katalitik amino asitlerin ortalama yükünde bir değişim meydana getirmesidir. Bu nedenle pH, enzim aktivitesi için anahtar bir öneme sahiptir (Fojan et al., 2000).

Memeli kaynaklı esterazlar ve lipazlar, çok çalışılmış ve karakterizasyonları yapılmıştır (Kademi et al., 1999). Bakteriler, kısa zincirli (C ( 12) karboksilik asit esterlerini hidrolizleyen karboksilesterazlar ve suda çözünmeyen uzun zincirli (C ( 12) açilgliseritlere karşı maksimum aktivite gösteren lipazları da içeren oldukça farklı lipolitik enzimler üretirler (Eggert et al., 2000)

Hem esterazlar (EC 3.1.1.1) hem de lipazlar (EC 3.1.1.3), esterifikasyon ve transesterifikasyon gibi yeni reaksiyonları katalizledikleri için , günümüzde düşük su içerikli ortamlarda başarılı bir şekilde kullanılmaktadırlar. Bu yeni reaksiyonlar, yeni uygulamalar için oldukça büyük bir potansiyele sahiptirler. Bu enzimler, kiral yapılı blokların hazırlanması için rasemik karışımların ayrılması, ilaç endüstrisinde saf kimyasalların sentezi, gıda endüstrisinde lezzet veren esterlerin sentezi ile katı ve sıvı yağ endüstrisinde trigliseritlerin fizikokimyasal özelliklerinin değiştirilmesi gibi çok çeşitli endüstriyel alanlarda kullanılır (Kademi et al., 1999).
Esteraz ve lipazların birçoğu, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Arthrobacter globiformis, Candida cylindracea, Butyrivibrio fibrisolvens, Brevibacterium linens, Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus subtilis ve Aspergillus niger gibi 45(C’nin altında gelişim gösteren mezofilik mikroorganizmalardan izole edilmiştir. İlginç özelliklere sahip olmalarının yanı sıra, bu enzimlerin kullanıldığı birkaç özel endüstriyel işlem geliştirilmiştir. Örneğin, rasemik karışımların ayrılmasında kullanılır (Meghji et al., 1990; Kademi et al., 1999).

Esterazlar, lipazlardan farklı olarak, genellikle, nötrale yakın pH değerlerinde (genellikle pH 6.00 civarında) optimum aktivite gösterirler (Fojan et al., 2000). Pseudomonas fluorescens esterazı pH 7.50 (Khalameyzer et al., 1999), Arthrobacter viscosus NRRL B-1973 esterazı pH 7.40 (Cui et al., 1999), Arthrobacter nicotianae 9458 ve  Pyrobaculum calidifontis VA1 esterazları pH 7.00 (Smacchi et al., 2000; Hotta et al., 2002), Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazı pH 6.00 (Kakariari et al., 2000) ve Lactobacillus casei CL96 esterazı pH 7.00 (Choi and Lee, 2001)’de optimum aktivite göstermişlerdir. Bunun aksine, lipazlarla bazı benzer özellikleri paylaştıkları saptanan, Bacillus subtilis NRRL 365 esterazı pH 8.00 (Meghji et al., 1990), Bacillus circulans esterazı pH 8.00-9.50 (Kademi et al., 1999), Bacillus licheniformis esterazı pH 8.00-8.50 (Alvarez-Macarie et al., 1999), Bacillus genusuna ait bir esteraz pH 9.00-9.50 (Owusu and Cowan, 1991) ve Sulfolobus acidocaldarius esterazı pH 7.50-8.50 (Sobek and Görisch, 1988)’da optimum aktivite göstermişlerdir. Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazı pH 4.00’de maksimum aktivitesinin yalnızca % 14’ünü göstermiştir. Buna karşın alkalin pH’larda çok daha stabil olduğu görülmüş ve pH 8.00’de % 72 ve pH 9.00’da % 66 aktivite göstermiştir (Kakariari et al., 2000). Arthrobacter nicotianae 9458 esterazı pH 5.50, 6.00 ve 6.50’de maksimum aktivitesinin sırasıyla % 50, 75 ve 90’ını geri kazanmıştır (Smacchi et al., 2000). Bacillus licheniformis esterazı pH 6.00’da maksimum aktivitesinin % 71’ini ve pH 9.00’da ise % 77’sini geri kazanmıştır (Alvarez-Macarie et al., 1999). Başka bir Bacillus’dan elde edilen esteraz ise pH 7.00’de optimum aktivitesinin % 7’sini gösterebilmiştir (Owusu and Cowan, 1991).

Buna karşın, Acinetobacter radioresistens CMC-1, Bacillus spp. TG43 ve ATAD2, Pseudomonas sp., Streptomyces rimosus, Bacillus alcalophilus, Bacillus thermoleovorans ID-1, Bacillus licheniformis, Bacillus sp. RSJ-1 ve Pseudomonas sp. LP7315  lipazlarının pH 7.00-11.50 arasında maksimum aktivite gösterdikleri saptanmıştır (Hong and Chang, 1998; Abramic et al., 1999; Bell et al., 1999; Dong et al., 1999: Ghanem et al., 2000; Dosanj and Kaur, 2001; Lee et al., 2001; Nthangeni et al., 2001; Sakiyama et al., 2001; Sharma et al., 2001).

Mikrobiyal esteraz ve lipazların pH stabiliteleri optimum pH değerleriyle ilişkilidir. Bununla birlikte enzimlerin genellikle aktivite gösterdikleri pH aralığından daha geniş bir pH aralığında stabil olduğu görülmüştür. Bacillus circulans esteraz maksimum aktivitesini pH 8.00-9.50 arasında göstermiş, pH 6.00’dan 8.00’e kadar stabil olduğu ve pH 8.00’in üzerinde ise hafif bir düşüş olduğu saptanmıştır (Kademi et al., 2000). Lactobacillus casei CL96 esterazı ise, maksimum aktivitesini pH 7.00’de göstermiş, pH 6.00-8.00 arasında aktivitesinin % 60’dan fazlasını korumuştur (Choi and Lee, 2001). Bacillus subtilis esterazı ise, pH 11.00-12.00 arasında orijinal aktivitesinin % 80-95’ini korumuştur. Daha düşük pH değerlerinde ise aktivite % 20’ye kadar düşmüştür (Eggert et al., 2000).

Bacillus alcalophilus lipazının pH 10.00-10.80 arasında oldukça stabil olduğu ve pH 11.00’de aktivitenin % 80’inin geri kazanıldığı görülmüştür (Ghanem et al., 2000). Bacillus licheniformis lipazı pH 7.00-12.00 arasında aktivitesinin % 80’den fazlasını korumuştur (Nthangeni et al., 2001). Ophistoma piceae lipazı pH 4.00-8.00 arasında, Aspergillus terreus lipazı ise, pH 4.00-10.00 arasında, Pseudomonas sp. lipazı, pH 6.00-12.00 arasında ve Cryptococcus sp. S-2 lipazı pH 5.00-9.00 arasında oldukça stabil olduğu belirlenmiştir (Gao and Breuil, 1998; Yadav et al., 1998; Dong et al., 1999; Kamini et al., 2000). Bacillus sp. RSJ-1 lipazı pH 8.00-9.00’da 120 dakika boyunca oldukça stabil kalmış ve aktivitesinin, sırasıyla % 84 ve 82’sini geri kazanmıştır. Ancak pH 5.00’de tamamen inaktive olmuş ve pH 12.00’de ise orijinal aktivitesinin % 96’sını kaybetmiştir (Sharma et al., 2001). Streptomyces rimosus lipazının pH 4.00-10.00 arasında stabil olduğu ve aktivitenin pH 10.70’de yaklaşık % 55’i ve pH 11.20’de yaklaşık % 42’si geri kazanılmıştır (Abramic et al., 1999). Rhizopus oryzae lipazı, pH 4.50-7.50 arasında, Bacillus sp. GK8 lipazı pH 7.00-10.00 arasında ve Pseudomonas sp. LP7315 lipazı da pH 7.00-8.00 arasında stabil kalmıştır (Hiol et al., 2000; Dosanj and Kaur, 2001; Sakiyama et al., 2001). Bacillus sp. J33 lipazı ise, pH 7.00-9.50 arasında 30 dakika stabil kalmış, pH 6.80’de ve pH 10.00’da aktivitesinin % 75’ini geri kazanmıştır (Nawani et al., 1998).

Mikrobiyal esterazlar ve lipazlarla yapılan araştırmalarda, enzimin optimum sıcaklığının türler arasında oldukça büyük farklılıklar gösterdiği saptanmıştır. Ophistoma piceae lipazının ve Arthrobacter nicotianae 9458 in esterazının 30 (C’de (Gao and Breuil, 1998; Smacchi et al., 2000), Rhizopus oryzae lipazının 35 (C’de (Hiol et al., 2000), Cryptococcus sp. S-2 lipazının ve Lactobacillus casei CL96 esterazının 37 (C’de (Kamini et al., 2000; Choi and Lee, 2001), Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 ve Acinetobacter radioresistens CMC-1 lipazlarının ve Arthrobacter viscosus esterazının 40 (C’de (Lin et al., 1996; Hong and Chang, 1998; Cui et al., 1999), Pseudomonas fluorescens esterazının 43 οC’de (Khalameyzer et al., 1999) optimum aktivite gösterdikleri saptanmıştır. Aeromonas sobria LP004 lipazının ve Bacillus licheniformis esterazının 45 (C’de (Lotrakul and Dharmsthiti, 1997; Alvarez-Macarie et al., 1999), Aspergillus terreus ve Bacillus sp. RSJ-1 lipazlarının 50 (C’de (Yadav et al., 1998; Sharma et al., 2001), Streptomyces rimosus  lipazının 55 (C’de (Abramic et al., 1999) optimum aktivite gösterdiği saptanmıştır. Bacillus sp. TG43 ve ATAD2 ve Bacillus alcalophilus lipazlarının ve Bacillus circulans esterazının 60 (C’de (Sugihara et al., 1991; Nawani et al., 1998; Bell et al., 1999; Ghanem et al., 2000; Kademi et al., 2000), Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazının 65 (C’de (Kakariari et al., 2000), Bacillus stearothermophilus lipazının 68 οC’de (Kim et al., 2000), Bacillus sp. THL027 ve Pseudomonas sp. LP7315 lipazlarının 70 (C’de (Dharmsthiti and Luchai, 1999; Sakiyama et al., 2001), Bacillus thermoleovorans ID-1 lipazının 75 (C’de (Lee et al., 1999), Pyrobaculum calidifontis VA1 esterazının 90 (C’de (Hotta et al., 2002) optimum aktivite gösterdikleri saptanmıştır.

Mikrobiyal esteraz ve lipazların sıcaklık stabilitelerinin, genellikle optimum sıcaklıklarıyla ilişkili olduğu görülmüştür. Termostabiliteyi etkileyen diğer bir faktör de enzimin molekül ağırlığıdır. Düşük molekül ağırlıklı enzimler daha büyük olan temsilcilerine göre, genellikle daha yüksek bir termostabilite gösterirler. Esterazların molekül ağırlığı genellikle 20-160 kDa arasındadır. 1.57 kDa molekül ağırlığındaki termostabil bir esterazın 70 (C’de, 96 saat ve 90 (C’de 2 saat inkübe edildikten sonra orijinal aktivitesinin % 90’dan fazlasının geri kazandığı saptanmıştır (Simoes et al., 1997). 34.35 kDa molekül ağırlığına sahip bir karboksilesteraz ile yapılan çalışmada ise, enzimin 100 οC’de 2 saat inkübasyondan sonra halen aktivitesini tamamen koruduğu görülmüştür (Hotta et al., 2002). 40 kDa molekül ağırlığına sahip olan bir karboksilesteraz ile yapılan çalışmada ise, 105 οC’de 2 saat inkübe edildikten sonra, orijinal aktivitesinin % 90’ını koruduğu saptanmıştır (Owusu and Cowan, 1991). Buna karşın, 94 kDa molekül ağırlığına sahip bir termostabil esterazın 70 οC’de 1 saat inkübasyondan sonra aktivitesini tamamen koruduğu ancak 85 οC’de ise aktivitesinin % 50’sini geri kazanabildiği görülmüştür (Kademi et al., 2000). Molekül ağırlığı 117-128 kDa olduğu saptanan bir esterazın, 80 οC’de 1 saat inkübasyondan sonra aktivitesini tamamen koruduğu, 90 οC’de % 92’sini ve 100 οC’de ise % 50’sini geri kazandığı görülmüştür (Sobek and Görisch, 1988). Bacillus licheniformis’den elde edilen esteraz ise 64 οC’de 1 saat inkübasyondan sonra aktivitesinin % 50’sini geri kazanabilmiştir (Alvarez-Macarie et al., 1999).

Esteraz ve lipaz aktivitesi üzerine substrat konsantrasyonunun etkisi konusunda yapılan araştırmalarda ise, kullanılan substrat tipine ve enzimin optimum koşullarına bağlı olarak, oldukça farklılık göstermektedir. Bacillus subtilis NRRL 365 esteraz I ve esteraz II substrat olarak p-nitrofenil asetat kullanıldığında Km değerleri sırasıyla, 0.91mM ve 0.67mM, Bacillus stearothermophilus esterazı fluorescien dibutirat kullanıldığında Km değeri 0.91 (M ve Vmax değeri 35 ng dk-1.(mg protein)-1, Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazı (-naftil-asetat kullanıldığında Km değeri 1.2 mM ve Vmax değeri 0.16 U.mg-1, Bacillus circulans esterazı p-nitrofenil kaprilat kullanıldığında Km değeri 0.24 mM ve Vmax değeri 4.3 nmol.min-1 mg-1, Bacillus sp. J33 lipazı pNP-laurat kullanıldığında Km değeri, 2.5 mM ve Vmax değeri, 0.4 (M min-1ml-1 ve Bacillus sp. GK8 lipazı, p-nitropenil laurat kullanıldığında ise, Km değeri, 3.63 mM, Vmax değeri ise, 0.26 (M min-1ml-1 olarak hesaplanmıştır (Meghji et al., 1990; Simoes et al., 1997; Kakariari et al., 2000; Kademi et al., 2000; Nawani and Kaur, 2000; Dosanj and Kaur, 2001).

Esterazlar kısa zincirli yağ asitlerinin ester bağlarını hidrolizleyebilirler. Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazının, sadece (-naftil-asetat (C2), (-naftil-propionat (C3) ve (-naftil–butirat (C4)’ı hidrolizleyebildiği ve Arthrobacter nicotianae 9458 esterazının, (-naftil esterleri arasında en yüksek aktiviteyi (-naftil butirat (C4)’a karşı gösterdiği, (-naftil asetat (C2), (-naftil kaproat (C6), (-naftil kaprilat (C8) ve (-naftil kaprat (C10) kullanıldığında ise, maksimum aktivitenin sırasıyla % 69, 74, 53 ve 36’sını gösterdiği, ayrıca C12-C18:1’lu yağ asitlerinin (-naftil esterlerine karşı ise hiçbir aktivite göstermediği saptamıştır (Kakariari et al., 2000; Smacchi et al., 2000). Bacillus licheniformis esterazının kısa zincirli yağ asitlerine karşı aktivite göstermekle birlikte, maksimum aktivitesini p-nitrofenil kaproat (pNPC6)’a karşı gösterdiği, daha uzun zincirli substratlara (pNPC10-pNPC18) karşı ise, aktivitenin çok düşük olduğu (maksimum aktivitenin % 3’ünden az) saptanmıştır (Alvarez-Macarie et al., 1999). Arthrobacter viscosus esterazının 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, p-nitrofenil kaproat (C6), p-nitrofenil kaprilat (C8) ve p-nitrofenil laurat (C12)’a karşı ise hiçbir aktivite göstermediği saptanmıştır (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 belirlenmiştir (Kademi et al., 2000). Bacillus licheniformis’den elde edilen esteraz, 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 (Alvarez-Macarie et al., 1999). Termofilik bakteri soylarının esteraz aktivitesi üzerine yapılan bir çalışmada, pNPC8 kullanılarak, substrat spesifitesine bakıldığında, pNPC2’deki aktivitenin pNPC8’dekinden 7.5 kat fazla olduğu görülürken, pNPC16’daki aktivitenin ise yaklaşık 190 kat daha az olduğu saptanmıştır (Kademi et al., 1999).

Lipazlar daha geniş bir substrat aralığı göstermekle birlikte, uzun zincirli yağ asitlerine karşı daha yüksek bir aktivite gösterirler. Lipazların substrat spesifiteleri ile yapılan çalışmalarda ise, Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 lipazının maksimum aktivitesini laurat (C12) ve miristat (C14)’a karşı gösterdiği ve lipolitik aktivitenin kısa-zincirli yağ asidi esterlerine karşı oldukça düşük olduğu görülmüştür (Lin et al., 1996). Bacillus thermoleovorans ID-1 BTID-A ve BTID-B lipazlarının ikisi de, maksimum aktivitelerini trikaprilin (C8) ve trikaprin (C10) üzerine göstermiştir (Lee et al., 1999). Aeromonas sobria LP004, Bacillus thermocatenulatus BTL2 ve Bacillus sp. THL027 lipazları maksimum aktivitelerini trikaprilin (C8) üzerine göstermiştir, Bacillus thermocatenulatus BTL2 lipazının  triasetine karşı ise aktivitesi yok denecek kadar azdır (Lotrakul and Dharmsthiti, 1997; Rua et al., 1997; Dharmsthiti and Luchai, 1999). Bunların dışında, çeşitli mikrobiyal lipazlarla yapılan substrat spesifitesi çalışmalarında, uzun zincirli yağ asit esterlerine karşı daha yüksek aktivite gösterdikleri saptanmıştır (Gao and Breuil, 1998; Hong and Chang, 1998; Abramic et al., 1999; Hiol et al., 2000; Kamini et al., 2000; Sakiyama et al., 2001; Lee et al., 2001; Lescic et al., 2001).

Çeşitli metal iyonlarının mikrobiyal lipaz ve esterazlar üzerine etkisi ile ilgili pek çok araştırma yapılmıştır. Hem esterazların hem de lipazların genellikle Hg+2 tarafından inhibe edildiği görülmüştür. Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazı, Cu+2, Hg+2, Pb+2 ve Fe+2 ile tamamen ve Zn+2 ile ise, kısmen inhibe edilmiştir (Kakariari et al., 2000). Arthrobacter nicotianae 9458 esterazı, Ca+2, Hg+2, Cu+2, Ni+2, Mn+2 ve Zn+2 ile kısmen inhibe olmuş, ancak Fe+2 ve Sn+2 ise, tamamen inaktivasyona neden olmuştur. Mg+2  ve Na+ ise aktivite üzerine hiçbir etkide bulunmamıştır (Smacchi et al., 2000). Bacillus licheniformis esterazı üzerine çeşitli metal iyonlarının etkisi incelendiğinde (ZnCl2, CoCl2, FeCl3, MgCl2, CaCl2, CuCl2, SnCl2, HgCl2) bunların, enzimi ne aktive ne de inhibe ettikleri saptanmıştır (Alvarez-Macarie et al., 1999). Bacillus soyunun esterazı, HgCl2 ile sadece % 8.4 oranında inhibe olurken (Owusu and Cowan, 1991), Bacillus subtilis NRRL 365 esteraz I-II’si ve Arthrobacter viscosus esterazı tamamen inhibe olmuştur (Meghji et al., 1990; Cui et al., 1999).

Bacillus sp. lipazını, Cu+2, Zn+2 ve Hg+2 iyonları % 70 oranında inhibe etmiş, buna karşın Mg+2, Ca+2, Fe+2, Zn+2, Sr+2, Cd+2, Sn+2 ve Ba+2 iyonları enzim aktivitesini etkilememiştir (Sugihara et al., 1991). Bacillus licheniformis lipazının Ca+2, Mg+2 ve Sn+2 ile kalan aktivitesi, sırasıyla % 98, 95 ve 92’dir. Cu+2, Fe+2, Ba+2, Mn+2 ve Ni+2 lipaz aktivitesini inhibe etmiş ve aktivitenin yaklaşık % 60’ı, Zn+2 ve Co+2 ile ise, aktivitenin % 30’dan daha azı geri kazanılmıştır. Bununla beraber Hg+2 lipaz aktivitesini tamamen inhibe etmiştir (Nthangeni et al., 2001). Bacillus thermoleovorans ID-1 lipazı, Ca+2 ve Zn+2 (1 mM) ile aktive edilmiş (kalan aktivite sırasıyla % 118 ve % 126), Li+2, Mn+2, K+, Na+ ve Mg+2 enzim aktivitesini önemli ölçüde etkilememiştir (Lee et al., 1999). Bacillus sp. THL027 lipazı  Fe+3 tarafından % 53 oranında inhibe edilmiş, Cu+2 ve Co+2 varlığında aktivitenin % 85’den, Ca+2 ve K+ da % 75’den ve Mg+2, Mn+2, Zn+2 ve NH4+2 da ise,  % 65’den fazlası geri kazanılmıştır (Dharmsthiti and Luchai, 1999). Bacillus sp. RSJ-1 lipazı Ca+2, Na+, Mg+2 ve Ba+2 varlığında aktive olurken, Cs+, K+, Co+2 ve Zn+2 enzim aktivitesinin yaklaşık yarısını inhibe etmiştir (Sharma et al., 2001). Bacillus thermoleovorans ID-1’den BTID-A ve BTID-B olarak iki termostabil lipaz izole edilmiştir. BTID-A’nın aktivitesi, Cu+2, Hg+2 ve Co+2 tarafından inhibe edilirken, BTID-B lipazı Ca+2, Co+2, Na+ ve Mn+2 tarafından az da olsa aktive edilmiştir (Lee et al., 2001). Bacillus sp. GK 8 lipazı, MgSO4, Na2CO3, BaCl2, NaCl ve Na2CO3 ile aktivite artırmış, KCl, LiCl ve CaCl2 aktiviteyi etkilememiş, Co+2, Zn+2 ve Ni+2 ise aktiviteyi inhibe etmiştir. Hg+2 ise aktiviteyi sadece % 20 oranında inhibe etmiştir (Dosanj and Kaur, 2001). Bacillus sp. J33 lipazı, Mg+2, Na+ ve Li+ ile sırasıyla, % 63, 63 ve 23 oranında aktive edilmiş, Hg+2 ve Cd+2 kuvvetli bir inhibitör etkide bulunmuş, Ca+2, Fe+2 ve K+ varlığında ise aktivite tamamen geri kazanılmıştır (Nawani et al., 1998).

Bir kelat ajanı olan EDTA’nın mikrobiyal esterazlar üzerine etkisi ile ilgili yapılan çalışmalarda genelde mikrobiyal esterazlar üzerine ya hiçbir etkide bulunmadığı ya da kısmen etkili olduğu saptanmıştır. Sulfolobus acidocaldarius (Sobek and Görisch, 1988), Bacillus licheniformis (Alvarez-Macarie et al., 1999), Arthrobacter viscosus (Cui et al., 1999) ve Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 (Kakariari et al., 2000) esterazları üzerine EDTA’nın herhangi bir inhibe edici etkisi saptanamamıştır. Arthrobacter nicotianae 9458 esterazı ile yapılan bir çalışmada ise, enzim EDTA ile muamele edildiğinde aktivitesinin % 42’sini geri kazanabilmiştir (Smacchi et al., 2000).

EDTA’nın mikrobiyal lipazlar üzerine etkisi ile ilgili pek çok araştırma yapılmıştır. Bu çalışmalarda, EDTA bazı lipazlar üzerinde inhibe edici etki yapmamış, bazıları üzerine ise kısmen de olsa inhibe edici bir etki yapmıştır. Bacillus sp. (Sugihara et al., 1991), Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 (Lin et al., 1996), Acinetobacter radioresistens CMC-1 (Hong and Chang, 1998), Aspergillus terreus (Yadav et al., 1998), Bacillus thermoleovorans ID-1 (Lee et al., 1999), Streptomyces rimosus (Abramic et al., 1999), Cryptococcus sp. S-2 (Kamini et al., 2000), Bacillus sp. RSJ-1 (Sharma et al., 2001) ve Pseudomonas sp. LP7315 (Sakiyama et al., 2001) lipazları üzerine EDTA’nın herhangi bir inhibe edici etkisi saptanamamıştır. Bacillus sp. GK 8 lipazı ise, EDTA varlığında aktivitesinin % 90’dan fazlasını geri kazanmıştır (Dosanj and Kaur, 2001). Aeromonas sobria LP004 lipazı EDTA varlığında aktivitesinin % 85’den fazlasını (Lotrakul and Dharmsthiti, 1997) ve Bacillus sp. J33 lipazı ise, EDTA varlığında aktivitesinin % 40’ını kaybetmiştir (Nawani et al., 1998). Bacillus sp. THL027 lipazının EDTA’ya karşı oldukça hassas olduğu görülmüştür (Dharmsthiti and Luchai, 1999). Bacillus stearothermophilus P1 lipazının, EDTA varlığında aktivitesinin % 76’sı kalmıştır (Sinchaikul et al., 2001). Bacillus thermoleovorans ID-1 BTID-A ve BTID-B lipazları EDTA ile muamele edildikten sonra kalan aktiviteleri sırasıyla, % 32 ve % 55 olarak bulunmuştur (Lee et al., 2001). 

Estrerazlar genelde katalizden sorumlu olan aktif bölgelerinde serin amino asidi içerirler. Bu nedenle, bir serin grubu inhibitörü olan fenil metil sülfonil fulorit (PMSF) tarafından, kuvvetle inhibe edilirler. Lipazların da aktif bölgelerinde serin amino asidi bulunmaktadır. Ancak, lipazlar genellikle aktif bölgenin etrafını çeviren, ara-yüzey aktivasyonuyla ilişkili hidrofobik bir alana sahiptirler. Bu nedenle lipazlar genellikle PMSF tarafından inhibisyona uğramazlar ya da çok az bir inhibisyon gözlenir (Fojan et al., 2000; Sharma et al., 2001). Sulfolobus acidocaldarius ve Arthrobacter nicotianae 9458  esterazları PMSF tarafından kuvvetle inhibe edilmiştir (Sobek and Görisch 1988; Smacchi et al., 2000). Bacillus genusuna ait bir soydan elde edilen esteraz 1 mM PMSF tarafından, % 40 oranında inhibe edilmiş, 10 mM denendiğinde ise, % 100’lük bir inhibisyon gözlenmiştir (Owusu and Cowan, 1991). Hipertemofilik bir arkeon olan Pyrobaculum calidifontis VA1 esterazı ise, PMSF tarafından % 94 oranında inhibe edilmiştir (Hotta et al., 2002). Bacillus subtilis NRRL 365, Arthrobacter viscosus, Bacillus licheniformis ve  Propionibacterium freudenreichii spp. freudenreichii ITG 14 esterazları ise PMSF’den önemli oranda etkilenmemişlerdir (Meghji et al., 1990; Cui et al., 1999; Alvarez-Macarie et al., 1999; Kakariari et al., 2000). 

Bacillus licheniformis lipazı PMSF tarafından % 60 oranında, (Nthangeni et al., 2001) ve Acinetobacter radioresistens CMC-1 lipazı, 10 mM PMSF tarafından inhibe olmuştur (Hong and Chang, 1998). Ophistoma piceae lipazı  % 6, Bacillus thermoleovorans ID-1 lipazı % 36, Bacillus stearothermophilus P1 lipazı % 77 oranında PMSF ile inhibe edilmiştir (Gao and Breuil, 1998; Lee et al., 1999; Sinchaikul et al., 2001). Aeromonas sobria LP004, Streptomyces rimosus ve Rhizopus oryzae lipazları PMSF’den etkilenmemişlerdir (Lotrakul and Dharmsthiti, 1997; Abramic et al., 1999; Hiol et al., 2000). Bacillus sp. J33 ve Bacillus sp. GK8 lipazlarının PMSF varlığında sırasıyla, % 60 ve 65 oranında inhibe oldukları saptanmıştır (Nawani et al., 1998; Dosanj and Kaur, 2001).

Aeromonas sobria LP004, Acinetobacter radioresistens CMC-1, Aspergillus terreus ve Bacillus licheniformis lipazları disülfit bağlarının inhibitörü olan (-merkaptoetanol’den etkilenmemiştir (Lotrakul and Dharmsthiti, 1997; Hong and Chang, 1998; Yadav et al., 1998; Nthangeni et al., 2001). Bacillus thermoleovorans ID-1 ve Bacillus stearothermophilus P1 lipazları (-merkaptoetanol tarafından çok az inhibe edilmişlerdir (Lee et al., 1999; Sinchaikul et al., 2001). Streptomyces rimosus lipazı ise (-merkaptoetanol tarafından yaklaşık % 20 oranında inhibe edilmiştir (Abramic et al., 1999).

Organik çözücülerin esteraz aktivitesi üzerine etkisi ile ilgili yapılan çalışmalar sınırlıdır. Buna karşın, bu konuda lipazlar üzerine daha çok çalışılmıştır. Aslında her iki enzim de organik çözücülerde stabil ve aktiftir, ancak bu özellik daha çok lipazlar için geçerlidir (Bornscheuer, 2002). Arthrobacter viscosus esterazı, % 50’lik (v/v)  asetonitril ve dimetilsülfoksit (DMSO) ile aktivitesinin % 60’ını, % 30’luk tetrahidrofuran, N,N-dimetilformamid ve dioksanda ise, orijinal aktivitenin % 50’den fazlasının kaybettiği saptanmıştır (Cui et al., 1999). Hipertermofilik bir bakteri olan Pyrobaculum calidifontis VA1 % 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. lipazı % 20-60’lık aseton aktive ettiği görülmüş, ancak % 60’ın üzerinde aktivitede hızlı bir düşüş gözlenmiştir. Bunun aksine, hekzanın bütün konsantrasyonları enzimi inhibe etmiştir  (Sugihara et al., 1991). Cryptococcus sp. S-2 lipazı dietil eter, kloroform ve hekzan karşısında stabilitesini büyük oranda korumuştur. Ancak, % 50’lik  benzen ve etanol sırasıyla, % 46.3 ve 47.4 oranında inhibisyona neden olmuştur (Kamini et al., 2000). Bacillus sp. THL027 lipazı, % 50’lik isopropanol ve metanol varlığında aktivitesinin % 87’sini, etanol ve asetonitril varlığında % 76’sını ve aseton varlığında % 65’ini geri kazanmıştır (Dharmsthiti and Luchai, 1999). Aspergillus terreus lipazı % 90’lık etanol ve % 40’lık propan-2-ol varlığında inhibe olmuştur (Yadav et al., 1998). Streptomyces rimosus lipazı % 50’lik 1,4-dioksan ile % 100, asetonitril ile % 92, etanol ile % 91, aseton ile % 80 ve DMSO ile % 63 oranında aktivitesini geri kazanmıştır (Lescic et al., 2001). Bacillus thermocatenulatus lipazı % 30’luk metanol, 2-propanol ve aseton tarafından çok az inhibe olmuştur (Rua et al., 1997). Rhizopus oryzae lipazı metanol, etanol ve aseton tarafından kuvvetle inhibe edilmiştir (Hiol et al., 2000). Bacillus sp. J33 lipazı % 50’lik metanol, propanol, asetonitril ve dioksan tarafından inhibe edilmiş, % 60’lık benzen, hekzan ve DMSO tarafından kuvvetle stimüle edilmiş ve % 90’lık benzen ve hekzan ile ise, kuvvetle stimüle edildiği saptanmıştır (Nawani et al., 1998).

Polihidrik alkollerin enzim aktivitesi üzerine etkisi ile ilgili çalışmalar oldukça az olup genellikle araştırmalar lipazlar üzerinedir. Bacillus sp. J33 lipazının etilen glikol, gliserol ve sorbitol tarafından aktive edildiği görülmüştür (Nawani and Kaur, 2000). Bacillus sp. GK8 lipazının, ortama % 30  glikol ve gliserol eklendiğinde tamamen stabil kaldığı görülmüştür (Dosanj and Kaur, 2001). 

Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 lipazı sodyum dodesil sülfat (SDS), sodyum tripolifosfat, sodyum dodesil benzen sulfonat ve sodyum alkilbenzen sulfonat gibi katyonik deterjanlardan etkilenmezken, non-iyonik deterjanlar, aktive edici etkide bulunmuş ve enzim aktivitesi, Triton X-100 ile % 149, Tween 80 ile % 111 ve Span 80 ile % 134 oranında geri kazanılmıştır (Lin et al., 1996). Bacillus thermoleovorans ID-1 lipazı SDS varlığında 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, sodyum 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. SDS’nin güçlü bir inhibitör, n-octyl-(-D-glukopiranozid’in ise iyi bir aktivatör olduğu sonucuna varılmıştır (Yadav et al., 1998). Bacillus sp. RSJ-1 lipazının non-iyonik deterjanlara karşı oldukça stabil olduğu ve Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 ile orijinal aktivitenin sırasıyla, % 100, 92 ve 82’sini geri kazandığı belirlenmiştir. Buna karşın enzimin, anyonik deterjanlara karşı daha az stabil olduğu ve deoksikolat ile aktivitenin % 54’ünü geri kazandığı saptanmıştır (Sharma et al., 2001). Bacillus thermocatenulatus lipazı SDS, Tween 20 ve Tween 80 tarafından inhibe edilirken, kolat ve Triton X-100’ün aktiviteyi % 80, CHAPS’ın ise % 40 oranında artırdığı belirlenmiştir (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 sodyum kolat ve taurokolat tarafından aktive edilirken, SDS tarafından inhibe edilmiştir (Hiol et al., 2000). Bacillus sp. GK8 lipazı Brij 35, setrimid ve Triton X-100 ile aktivitesini tamamen kaybettiği, SDS ile aktivitenin artığı, Tween 80, Tween 60 ve sodyum taurokolatın ise aktiviteyi etkilemediği saptanmıştır (Dosanj and Kaur, 2001). Bacillus sp. J33 lipazının Triton X-100, Tween 80, Tween 20 ve deoksikolik asit varlığında sırasıyla % 40, 20, 60 ve 40 oranında stimule edildiği, SDS varlığında ise tamamen inhibe olduğu belirlenmiştir (Nawani et al., 1998).

Bir çok çalışmada mikrobiyal kaynaklardan esteraz ve lipazların saflaştırılması amacıyla çok çeşitli saflaştırma teknikleri kullanılmıştır (amonyum sülfat çöktürmesi, diyaliz, ultrafiltrasyon, elektroforez, izoelektrik fokus, jel filtrasyonu, iyon değişim kromatografisi, affinite kromatografisi, yüksek performanslı sıvı kromotografisi (HPLC) ve yoğunluk gradyanlı santrifüjleme gibi). Bu araştırmalarda, saflaştırma tekniklerinden biri veya birkaçının birlikte kullanılmasıyla, bu enzimler kısmi veya tamamen saflaştırılmıştır (Sobek and Görisch 1988; Meghji et al., 1990; Kordel et al., 1991; Sztajer et al., 1992; Maliszewska and Mastalerz, 1992; Lee et al., 1993; Schmidt-Dannert et al., 1997; Simoes et al., 1997; Cui et al., 1999; Kakariari et al., 2000; Smacchi et al., 2000; Pernas et al., 2000; Nawani and Kaur, 2000; Kim et al., 2000; Kamini et al., 2000; Sakiyama et al., 2001; Sharma et al., 2001).

Mezofilik enzimler, enzim stabilitesinin olmamasından veya noksanlığından dolayı sert reaksiyon koşullarında gerçekleşen endüstriyel işlemler için, genellikle pek uygun değildirler. Bu 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 bildirilmiştir. Bu sebeple, termostabil enzimler, yalnızca sulu ortamlarda değil, organik ortamlarda kullanılırken de caziptir (Meghji et al., 1990; Kademi et al., 1999). Bu nedenle, eskiden potansiyel endüstriyel pazarda organik reaksiyonlar için biyokatalizörlerin kullanımı sınırlıydı. Yeni ekstremofilik mikroorganizmaların keşfedilmesiyle bu mikroorganizmaların enzimleri biyokatalizlerde önemli bir yer almıştır. Ekstremofilik mikroorganizmalar termofiller, asidofiller, alkalofiller, psikrofiller ve barofiller (piezofiller) gibi çeşitli ekstrem çevrelerde yaşayan organizmalardır. Bu organizmalar, derin-deniz hidrotermallerinde, sıcak su kaynaklarında ve sülfürlü alanlar gibi ekstrem ekolojik çevrelerde yaşamaya adapte olmuşlardır. Bunun sonucu olarak bu mikroorganizmalar, mezofilik temsilcilerinin yaşayamadığı koşullar altında iş gören eşsiz biyokatalizörler üretirler ve böylece yeni endüstriyel işlemlerin gelişimine katkıda bulunurlar (Demirjian et al., 2001).

Esterazlar hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda yaygın bir şekilde bulunurlar. Memeli kaynaklı esterazlar ve lipazlar üzerine bir çok çalışma yapılmış ve karakterizasyonları yapılmıştır. Günümüzde, pahalı memeli enzimlerine karşı iyi bir alternatif olan mikrobiyal lipolitik enzimlere olan ilgi artmaktadır. Bu enzimler, karbon kaynaklarına kolaylıkla girebilmeleri veya birçok katabolik metabolizmada iş gördüklerinden dolayı, geniş bir substrat spesifitesi gösterirler. Ayrıca, esterazların yüksek bir yer spesifitesi ve stereospesifite de gösterirler ki, bu özellik onları, optikçe saf-kimyasalların sentezinde oldukça cazip biyokatalizörler yapar. Bakteriyal esterazlar, bir kofaktöre ihtiyaçlarının olmaması, geniş bir optimum pH aralığına sahip olmaları, organik çözücülerde genellikle oldukça stabil ve hatta aktif olmaları, sadece lipidlerin hidrolizi için değil, aynı zamanda endüstriyel olarak değerli özel ürünlerin sentezi için de kullanılmaları, araştırmaların bu enzimler üzerine yoğunlaşmasınını sağlamıştır. Mikrobiyal lipolitik enzimler konusunda ülkemizde yapılan çalışma sayısı yok denecek kadar azdır (Fadıloğlu ve Erkmen, 2002; Yılmaz, 2002). Bu nedenlerden dolayı, Aydın ili Germencik ilçesi Bozköy-Alangüllü termal sularından izole edilen, optimum 65 (C’de ve pH 6.00’da gelişen termofilik Bacillus sp. 4 izolatının esterazı kısmi olarak saflaştırılarak, enzimin optimum pH ve sıcaklığı, pH ve sıcaklık stabilitesi, substrat konsantrasyonunun etkisi, substrat spesifitesi, metal iyonlarının, EDTA’nın, polihidrik alkollerin, inhibitörlerin, çeşitli deterjanların ve organik çözücülerin enzim aktivitesine etkisi gibi karakterizasyon çalışmaları yapılarak, gelecekteki yeni potansiyel endüstriyel işlemlerin gelişimine katkıda bulunması amaçlanmıştır.

