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Yiksek Lisans Tez
OZET

TERMOFILIK Geobacillus thermodenitrificans TH2 SUSUNDAN GLUKOZ
[ZOMERAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Leyla KONAK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Danigman: Prof.Dr. Ahmet COLAK
2011, 60 Sayfa

Bu cahsmada Q-Sepharose iyon degisim kromatografisi kullamlarak termofilk bir
bakteri olan Geobacillus thermodenitrificans TH2’den D-glukoz/D-ksiloz izomeraz enzimi
saflagtriimis  ve karakterize edilmistir. Saf enzim, dogal poliakrilamid jel elektroforezinde
tek bir band olarak gozlenmistir. D-glukoz substrati varhgmda enzimin optimum sicaklk
ve pH’s1 srastyla 80 °C ve 7,5 olarak bulunmustur. Saf enzimin 4 °C ve 50 °C’deki 72
saatlk inkiibasyon sonrasmda pH 7,5 ve 9,0’da olduk¢a kararh oldugu g6zlenmistir.
Saflagtrilan enzimin 1s1 kararllik profili incelendiginde, 50°C’de 4 giin ve 4°C’de de 4 ay
kararhhgm korudugu belirlenmistir.  Saflastrdlan  enzimin Ky, ve  Vpyaks  degerleri
Lineweaver-Burk egrisinden srrasiyla 32 mM ve 4,684 U/mg protein olarak hesaplanmustir.
Ayrica, baz metal iyonlarn varh@inda, enzim aktivitesinin degisik oranlarda etkilendigi
gozlenmistir. Sonu¢ olarak, G. thermodenitrificans TH2’den saflastrilan D-glukoz

izomerazin literatiirle uyumlu ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Termoﬁllik, Glukoz izomeraz, Geobacillus thermodinitrificans TH2,
Iyon Degistirme Kromatografisi, Karakterizasyon, Saflagtirma.
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Master Thesis
SUMMARY

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GLUCOSE ISOMERASE FROM
A THERMOPHILIC BACTERIUM, Geobacillus thermodenitrificans TH2

Leyla KONAK

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Ahmet COLAK
2011, 60 Pages

In the present study, the D-glucose/D-xylose isomerase was purified from a
thermophilic bacterium, Geobacillus thermodenitrificans TH2, by using a Q-Sepharose
ion exchange column and characterized. The purified enzyme was observed as a single
band on native polyacrylamide gel electrophoresis. In the presence of D-glucose as a
substrate, the optimum temperature and pH of the enzyme were found to be 80 °C and 7.5,
respectively. The purified enzyme was extremely stable, in pH 7,5 and 9,0 after 72 hour
incubation at 4 °C and 50 °C. When the thermal stability profile of the purified enzyme
was analyzed, it was determined that the enzyme was extremely stable 4 months and 4
days at 4 °C and 50 °C, respectively. The Ky, and Vax Values of the purified enzyme were
calculated as 32 mM and 4,684U/mg protein, respectively, from the Lineweaver-Burk plot.
Additionally, it was detected that some metal ions affect the enzyme activity at different
rates. As a result, D-glucose isomerase from G. thermodenitrificans TH2 has similar

features with the literature.

Key Words: Thermophilic, Glucose Isomerase, Geobacillus thermodenitrificans TH2, lon
Exchange Chromatography, Characterization, Purification.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Enzimler, canh hiicrede meydana gelen metabolik reaksiyonlarm hzim arttran
veya diizenleyen protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Dogal ortamlar1 disinda
yeterli kosullar saglandignda da etkilerini gosterebildiklerinden dolayr giiniimiizde pek
cok alanda enzimlerden yararlandabilmektedi. Bu nedenle enzimlerm yer aldiklar
dokularm veya hiicre kisimlarmn belirlenmesi, bu biyokatalizorlerin  saflagtirilarak  elde
edilmesi, biyokimyasal reaksiyon islevlerinin ortaya ¢ikariimasi, etki mekanizmalarmmn ve
kinetk  Ozellklermin  tiim  ayrmtiartyla  incelenmesi  biliyilk  6nem  tagmmaktadir
(Sokmen, 2005).

Giiniimiizde enzim katalizli siireclerin, daha eckonomik, daha hizh, ¢evre dostu,
trin  verimi olduk¢a yilkksek ve safsizlk olusumu oldukg¢a disik olusu, Klinik ve
endistriyel uygulamalarda kimyasal reaksiyonlara kiyasla daha fazla tercih edilmelerine
yol acar. Enzim katalizli siireclere duyulan bu ilgi sebebiyle diinya genelinde bir enzim
pazarnt ortaya c¢knmustr. Bu durum, enzimlerle 1ilgii c¢alhgmalarn artmasma da neden
olmustur. Giin gectikce artan talepler, artikk daha 1yi Ozelliklere sahip ya da ozellkleri
gelistirilmis  enzimlere  duyulan  ihtiyact da gozler Oniine sermektedir.  Endistriyel
enzimlerin %60’1 Avrupa, geri kalan %40’k bolimii ise Amerika ve Japonya tarafindan
tiretilmek tedir (Bhat, 2000).

Biyoteknolojinin ~ endiistriyel enzimler e ilgli alannda enzim teknolojisinin
giderek gelismesi, driinlern kullanim alanlarmm  ¢esithligi ve ekonomik degerlerinin ¢ok
yikksek olmasi nedeniyle yapilan arastrmalar daha da Onem kazanmaktadwr. Enzimlerin
endistriyel kullanim alanlarma gore daghmma bakildignda, %29’unun gida sektoriinde,
%15’min hayvan yemi sektorinde, %356’smmn ise genel teknik alanlarda kullanidig
goriilmektedir (Kirk vd., 2002; Schallmey wvd., 2004).

Sicaklk, endlistri igcin temel unsurlardan biridir.  Enzimlern  ise  dogal
biyokatalizorler ~olarak en bilinen dezavantajlari  yikksek sicakliklarda ¢  boyutlu
yapilarmm  bozunmasi, dolaysiyla da  aktivitelerini  kaybetmeleridi.  Ancak  baz
mikroorganizmalarm yiiksek sicakhklarda yasayabilmesi; bu sistemlerde bulunan enzim
bilesenlerinin  bu  sicakliklarda dahi  yapilarmn  korumalart ve  boylelikle  aktivite



gosterebilmelerinden  kaynaklanr. Termofilk bakteriler, bu tiirden, sicakhga dayanikh
enzimleri igeren organizmalardr. Bu nedenle de endiistriyel amaglar i¢cin kullamlabilecek
potansiyel enzim kaynaklarini olustururlar (Faiz, 2005).

Farkl endiistriyel siireclerde kullamm alami bulan bashca enzimler, proteolitik
enzimler, amilotk enzimler, selilazlar, pektolitk enzimler, galaktozidazlar ve glukoz
izomeraz (GI) olarak srralanabilir.

Gl olarak bilinen D-glukoz/ksiloz izomeraz (EC 5.3.1.5.), proteaz ve amilaz ile
birlkte diinya enzim endiistrisinin en yiiksek tonajli {i¢ enziminden biridir (Bhosale vd.,
1996). Bu enzim; D-glukozun D-fruktoza, D-ksilozun da D-ksiluloza doniistimlii
izomerizasyonunu katalizler (Belfaquih ve Penninckx, 2000).

Ksilozun ksiluloza doniistimii, ¢iirtimiis bitki materyalleri iizerinde yayihm gosteren
saprofik bakterilerin beslenme ihtiyaglarmi  gidermek icin  kullandiklari  yoldur. Bu
reaksiyon ayrica hemiselilozun etanole doniismesine de yardimci olur. Glukozun fruktoza
izomerizasyonunun  endiistriyel Onemi ise, yilkksek fruktoz igerikli nusr surubu (High
fructose Corn Syrup: HFCS) firetiminin bu reaksiyon ile saglanabilmesidir. 1976 yilna
kadar yiyeceklerde tatlandirict olarak kullandan ve seker kamusi (%60) ile seker
pancarmdan (%30) elde edilen sukrozun yerini, glukozun fruktoza izomerizasyonunun
kesfiyle gliniimiiz tatlandwicilart yani fruktoz suruplart almistr. GI  kullamlarak HFCS
tiretimi ik olarak Japonya’da baglamis, 1958°deki Kiiba Devrimi’'nden sonra Amerika’da
ortaya ¢ikan sukroz kaynag skmtismn gidermeye de care olarak goriilmistir. GI, o
yillardan gliniimiize kadar en Onemli endistriyel enzimlerden biri olarak karsmiza
¢ikmaktadir (Bhosale vd.,1996).

Bu c¢alsmann amaci, endistriyel Oneme sahip GI enziminin Geobacillus
thermodenitrificans TH2 susundan izole edilip, saflastiriimasi ve karakterize edilmesi ile
endiistriyel kullanima uygun ve daha {stiin Ozellklere sahip mikrobiyal kaynaklarm ortaya
¢ikarlmasidir.

1.2. Endiistriyel Enzim Kaynagi Olarak Mikrobiyal Kaynaklarin Tercih
Edilmesi

Endistrinin© hemen her alannda kullanlan enzimler genellikle mikrobiyal
kaynakhdr. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakl enzimlerin bitkisel ve hayvansal
kaynakh enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiikksek olmasi, istenmeyen yan {iriin



olusturmamalar, daha kararh ve wucuz olmalar, fazla miktarda {retilebilmeleridir
(Wiseman, 1987). Ayrica mikroorganizmalar bitki ve hayvanlara gore daha kolay genetik
degisimlere tabii tutulabilirler. Endiistriyel 6neme sahip birgok enzim, mikroorganizmalar

tarafindan hiicre disma salmr. Boylece enzim elde etmek i¢in hiicrenin pargcalanmasma da

gerek kalmaz (Walsh, 2002).

1.2.1. Termofilik Mikroorganizmalardan Elde Edilen Enzimler

Mikroorganizmalar, yasadiklar1 sicaklk aralklarma gore sakrofiller, mezofiller,
termofiller olmak iizere ii¢ gruba ayrilirlar. Sakrofiller -10 °C’ye kadar olan sicakliklarda
yasayabilirken, mezofiller 20-45 °C’de biiyiiyebilirler. Termofilik mikroorganizmalarsa
yiksek sicaklklarda yasamaya adapte olup kendi aralarmda ihmh termofiller (45-65 °C)
ve hipertermofiller (85 °C) seklinde smiflanrlar (Demirjian vd., 2001).

Ekstrem sartlarda yasamak ve c¢ogalmak i¢in organizmalar tim metabolik
fonksiyonlarmi bu ortamlara adapte etmek zorundadmrlar. Termofillerin hiicre membram
doymus yag asitlerinden yapiidir ve bu yag asitleri hidrofobik bir ortam saglayarak yiiksek
sicakliklarda yasayabilmesi i¢in hiicreyi yeterince ski ve sert tutar. Termofilik
organizmalarm hiicresel bilesenleri de (enzimler, proteiler, niikleik asitler vb.) yiksek
sicakha ve ekstrem derecede asidik ya da alkali sartlar dibi denatiirantlarla proteolize
dayanikhdrlar (Kristjansson ve Asgeirsson, 2002; Haki ve Rakshit; 2003).

Termofilk mikroorganizmalar tarafindan iretilen enzimler, termozimler olarak
bilinirler (Li wvd., 2005). Bu enzimler, biyoteknolojik amaglar i¢in olduk¢a uygundurlar.
Ciinkii 151 soku ile saflastriimalar1 kolaydrr, ¢6ziicii ve bir¢ok denatiire edici ajana karsi
dayanikhdrlar, mikrobiyal kontammasyonlara daha az duyarhdiwlar ve reaksiyon hizlar
mezofil organizmalardan elde edilen enzimlere gore daha yiiksektir. Ayrica termozimler,
elde edildikleri mikroorganizmann biiyiiyebildigi sicakhkta etkin sekilde c¢absirlar ve
denatiirasyonlar1 bu sicaklk derecesinin ¢ok iizerinde meydana gelir (Koffler, 1957;
Amelunxen ve Lins, 1968).

Termofik ~ mikroorganizmalar  yiiksek  biiyime  oranlart  ve  minimum
kontaminasyon sanslari1 sebebiyle endiistriyel acidan cok oOnemlidirler. Bu organizmalardan
elde edilen enzimlerin yiiksek sicaklk toleransi onlar1 endistriyel uygulamalar i¢in cazp
hala getirir. Ayrica hiicre dis1t termozimler genellkle daha kararh ve daha kolay
saflagtirilabilir olmalar1 gbi Ozellikleri sebebiyle hiicre i¢1 enzimlere gore daha ilgi



cekicidirler. Ciinkii bu Ozellikleri hiicre dis1  enzimlerin  {iretim  maliyetlerini  azaltir
(Eveleigh, 1979).

Endistriyel siirecler i¢in yiikksek sicaklkta gerceklesen reaksiyonlarm ilgi ¢ekici
olmasmm bir takim sebepleri vardr. Sicakhgin arttmilmasit organk bilesiklerin
¢cOzlinlirligli ve biyolojik olarak kullanmlar1 {izerinde olumlu etkilere sahiptir. Sicakhgn
artmas1 viskozitenin dlismesini ve organik bilesiklerin diflizyon katsayismin artmasm da
beraberinde getirir. Boylelikle reaksiyonlar daha yikksek hizlarda gergeklestirilir (Giiven,
2007). Ayrica yiiksek sicaklikta bakteriyel ve viral kontaminasyon riski de azaltimig olur
(Haki ve Rakshit, 2003).

Enzimlerin  endiistriyel ~ kullanmmlarmi ~ smrlayan  en  Onemli  durum, yiiksek
sicakliklarda denatiire olmalaridr. Termal denatirasyon iki sekilde aciklanabilir. Ilki;
disik sicakliklarda proteinin katlanmis formu ile katlanmamig formu arasmdaki dengenin
katlanmis  form yoniine kaymasidr. Ikincisi ise; yilkksek sicaklhklarda  doniisiimsiiz
cokelmelerin ve kovalent degisimlerin olmasidr. Termofilk mikroorganizmalar, yiksek
sicaklklarda protemlerin aktif konformasyonlarmi siirdiirerek bu problemin {istesinden
gelirler. Yine de, enzimlerin termal kararhik mekanizmalarmm tam olarak belirlenmesi
zordur. Ciinkii bu mekanizmalar olduk¢a karmasik ve fazladr (Arnold, 2001).

Termofiik ve mezofilk proteinlerin  amino asit swralarmm ve yapilarmmn
kargilagtiriimas1  sonucu termofilk proteinlerin, termal denatiirasyondan korunmak i¢in
bazi ilave yapisal Ozellklere sahip olduklart belirlenmistir (Vieille ve Zeikus, 2001).
Yapilan c¢ahsmalar iki protein tiiriiniin de benzer sekonder ve tersiyer yapiya sahip olmalart
yannda, aminoasit icerikleri ve yan zncie etkilesimlerimn az oranda fakat agk sekilde
farkh oldugunu gostermektedir. Termofilk proteinler c¢ok ayida yiikli ve hidrofobik
aminoasit ihtiva eder (Fujiwara, 2002). Ayrica termozimler, mezofilk benzerlerine kiyasla
daha kisa yiizey loplarma sahiptir (Wintrode vd., 2001) ve termal kararllig saglamak icin
distilfiir baglar, tuz koprileri ve metal koordinasyonu kullanilr. Proteinin i¢indeki
hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglart da termal kararhlk icin Onemli etkilesimlerdir
(Sauve ve Sygusch, 2001).

1.3. Glukoz izomeraz

Glukoz izomeraz (GI) olarak da bilinen D-glukoz/D-ksiloz izomeraz (EC 5.3.1.5) ,

biylimeleri i¢cin  ksilozu kullanan bakterilerde bulunan intraselliler bir enzimdir (Chen,



1980). Gl, in vivo kosullarda, D-ksilozun, D-ksiluloza ve in vitro kosullarda D-glukozun,
D-fruktoza izomerizasyonunu Kkatalizler (Colak vd., 2011) (Sekil 1). Bu enzim g¢oguniukla
bakterilerden izole edilmekle beraber, bitkilerden ve mantarlardan izole edilmis GI’lara da
rastlimak miimkiindiir (Banerjee vd., 1994; Kristo vd., 1996; Harhangi vd., 2003).
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Sekil 1. D-glukozun D-fruktoza, @ D-  ksilozun da D-  ksiluloza GI araciigiyla
doniisiimlii izomerizasyonu

1957 yihinda Marshall ve Kooi tarafindan Pseudomonas hydrophila’dan izole
edilen enzimin, glukozun izomerizasyonuna neden oldugunun kesfediimesi sonrasinda,
seker kamismdan tatlandirict  Giretimi  yerine, HFCS iretimi i¢in bu enzimden
yararlaniimaya baglanimistr  (Marshall ve Kooi, 1957). Enzimin ilgisinin  ksiloza,
glukozdan 160 kat daha fazla olmasma ragmen, sahip oldugu kapasite enzimin ticari olarak
Oonemli olmasma yetmisti. Enzim tretimi igin mikrobiyal biiylime ortammnda ksiloza
ihtiya¢ duyulmus, arsenatin varhgi ise enzim tretimini arttrmustr (Chaing vd., 1981).



1.3.1. GI’Im Genel Ozellikleri ve Simflandiriimasi

GI, yiksek sicaklklarda kararh olup aktivitesi igin NAD® ve ATP gbi pahal
kofaktorler gerektirmeyen bir enzimdir. Enzim, ozellkle Mg?*, Co®" ve Mn?* katyonlarmm
varbgmda kararh ve aktifti. D-ksilozun izomerizasyonunda Mn®** daha etkili iken,
D-glukozun izomerizasyonunda Co?"'nin  daha etkili oldugu, Mg*’nin ise her iki
izomerizasyonda da etkin oldugu gozlenmistir. Ayrica GI'm Cu** tarafindan giicli; Ni°°,
Fe’* ve Ca’" tarafindan ise zayf olarak inhibe edildigi belirlenmistir (Sriprapundh vd.,
2000).

Gl’lar biiyiiklikleri, metal iyonu tercihleri ve amino asit swasi benzerliklerine gore
Smif T ve Smif II olarak iki bashk altnda toplanabilirler (Vangrysperre vd., 1990). Smuf I
Gl’lar, yaklagik olarak 390 amino asitten olusurlar ve genellikle yiizeysel birimlerde birkag
sekans farkhh@ ile beraber kendi aralarinda yiikksek homoloji gosterirler. Smif I GI’lar
benzer katalitk aktivite ve optimum sicaklk sergierlerken, Smuf II GI’lar genis aralkh
seckans homolojisi yam swra degisken aktivite ve optimum sicaklk sergilerler. Ayrica
fazladan 45-55 aminoasit birimi bulundururlar (Hartley vd., 2000).

GI'm molekiil kiitlesi saflastrildigi mikroorganizmaya gore 52 kDa ile 191 kDa
arasnda degismektedir (Chen, 1980). GI'm alt {nitelerinin yapis1 ve aminoasit dizilimi,
enzimin 45-50 kDa’luk &zdes alt birimlerden olusan bir tetramer veya dimer seklinde
oldugunu gosterir. Alt birimler birbirlerine kovalent olmayan etkilesimlerle baghdr ve
aralarmda disiifiir kopriileri bulunmamaktadw. Ayrica, Bacillus sp. hiicre disi  GI't gibi
trimer olarak belirlenen GI’lar da mevcuttur (Bhosale vd., 1996). Her bir alt birim, katalitik
bolge, metal baglanma bolgesi ve C- ucu sarmal bolgesini igeren (a/f )g- silindir
bolgelerinden olusmaktadir (Hartley wvd., 2000). Tetramer vyapiy, bir A- B/B*-A*
simetrisi olarak gosterilebilen ki 6zdes dimer olustmaktadir (Sekil 2). Sekil 2’de iig
teorik dimer yapilanmis1 gosterilmistir. Bunlardan en kararli olan Ying-Yang (B- B*)
dimeridir.  Ancak, o da aktif bolge cevresindeki etkilesimlerden yoksundur. Kelebek
dimeri, bu etkilesimleri de icermektedir (Hartley vd., 2000).
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Sekil 2. GI'm alt birim yapis1 (Tetramer ve Kuramsal Dimer Yapilanisi)
Kirmizi=Altbirim A, Yesi=Altbirim B*, Mavi=Altbirim A*, Sar=Altbirim B

(Vieille ve Zeikus, 2001)

Sekil 3. Siif I ve Sinif 1l GI’lann yapilar. (A). Arthrobacter Sinif | Gl,
(B). T. thermosulfurogenes Sinif Il GI, H = a-helices, NT = N- ucu,

G = 3/10 helices, CT=C- ucu, B =p-kiy (Hartley ve ark., 2000).



1.3.2. GI’'in Reaksiyon Mekanizmasi

GI ile yaplan ik cahsmalarda, enzimin seker fosfat izomerazlara benzer bir
fonksiyonu oldugu diisiiniilip, bir endiol mekanizmas1 ile reaksiyonlar1 katalizledigi
sanimaktaydi (Rose vd., 1969). Ancak, daha sonra iki enzimin birbirinden ¢ok farkh
oldugu saptandi. Fosfat izomerazlar1 aktiviteleri i¢in herhangi bir metal kofaktore ihtiyag
duymazlarken, GI aktivitesi i¢in ki metal kofaktor gerekmektedir. Ayrica GI, katalitik
bolgesinde endiol mekanizmasi i¢in gerekli olan uygun bir baz icermemektedir (Collyer ve
Blow, 1990). Sonraki yillarda yapilan ¢ahsmalar, GI’m etki mekanizmasmmn hidrojen
kayma mekanizmasma dayandigmi ve etki mekanizmasmmn temelini substrattaki halkanin
actimasi, C-2’den C-1’e¢ hidrojen kaymasi ve halkann tekrar kapanarak {iriiniin meydana
gelmesinin olusturdugunu gostermistir (Alagéz, 2007).
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Sekil 4. Hidrojen kaymasi1 mekanizmasi



1.3.3. GI icin Aktif Bolge Cahsmalan

GI'nn aktif bolgesi ve bu bdlgeyi ¢evreleyen kisimlardaki amino asit dizilimi X-
s kristallografisi ile  belirlenmistir. Yapilan c¢ahsmalar, Ozellkle histidin ve karboksilat
gruplarmmn  aktif bdolgedeki gerekliligini ortaya c¢ikarmustr (Callens vd., 1988; Gaikwad
vd., 1988; Ghatge ve Deshpande, 1993). Enzimin, ksiloz ve glukoz i¢in tek bir aktif
bolgeye sahip oldugu ile ilgili cahsmalar yapimis olmasma ragmen (Keleti vd., 1987), bu
substratlar i¢cin  enzimin 1ki farkh aktif bolgeye sahip olup olmadigi kesin olarak
bilinememektedir (Karaoghi, 2004).

1.3.4. G’nin Metal fyonu Gereksinimi ve Inhibitérler

2* ve Co?" gibi bivalent katyonlara

GI'nm, kararlliyi ve aktivitesi icin Mg?*, Mn
veya bunlarm degisik kombinasyonlardaki kullammma ihtiyag duydugu uzun zamandr
bilinmektedir. Co** ve Mg** aktivite icin zorunlu olmakla birlikte fonksiyonlar: farkliliklar
gosterir. Mg?" Co?* gore daha etkin bir aktivatdrken, Co?* enzimin kuaterner yapismm
korunmasini saglayarak enzimin kararh hale gelmesinden sorumludur (Bhosale vd.,1996).

GI'nn katalitik aktivitesi Ag*, Hg?*, Cu?*, Zn**, N#* ve Ca®* iyonlan tarafindan

degisik oranlarda inhibe edimektedir (Bhosale vd., 1996).

1.3.5. G’nin Substrat Ozgiinliig ii

GI’nn en yaygn substratlari glukoz ve ksilozdur. Ancak GI aktivitesi, farkh birgok
seker ve seker tiirevi icin de test edilmist. Enzimn substrat Ozglinkigl, elde edildigi
mikroorganizmalara gore farkllik gostermekle birlikte, D-riboz, L-arabinoz, L-ramnoz,
D-alloz ve 2-deoksiglukoz gibi pek ¢ok sekerin, GI’'nn substrati oldugu tespit edilmistir
(Hausler ve Stutz, 2001). Bunun yannda, glukoz ve ksiloz gibi ekvatoral diizlemindeki 3.
ve 4. karbonlarmda hidroksil grubu tasiyan substratlar varliginda enzimn maksimum
izomerizasyon gergeklestirdigi bilinmektedir (Bhosale vd., 1996).

Degisik mikroorganizmalarda immobilize halde ya da ¢6ziinmiis formda bulunan
Gl’larm, D-glukozu D-fruktoza donistirme oram %26-59°dur. Enzimin K, degeri
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D-glukoz i¢in 0,249 mM ile 5800 mM, D-ksiloz i¢in ise 0,076 mM ile 89,4 mM arasmda
dagihm gosterir (Chen, 1980).

1.3.6. GI’ln Optimum Sicaklik ve pH’s1

GI’nin optimum sicakligr cesitli organizmalarda 60 °C ile 80 °C arasmda farkhlik
gosterir ve bu deger Co™? varliginda artar (Yanms, 2008).

Optimum pH ise genellikle pH 7,0-9,0 arasmda olmakla beraber daha asidik
optimum pH degerlerine sahip GI'larda bilinmektedir. Ornegin, Lactobacillus brevis’ten
izole edilen GI i¢in optimum pH 6,0 iken, Thermus aquaticus’ten elde edilen GI igin
opttmum pH 5,5 olarak belirlenmistir ve bu durum endiistriyel uygulamalar i¢in istenilen
bir ozelliktir.

1.4. GI Ureten Mikroorganizmalar

Endiistriyel uygulamalar i¢cin gerekli olan enzim miktar1 oldukca fazladwr. Bu
nedenle, biyolojik sistemlerden izole edillen bir enzimin endiistriyel islemlerde
kullanlabilmesi i¢in, ihtiyag duyulan enzimin, nasil ve hangi kaynaktan elde edilecegi
verilecek ik ve belki de en Onemli karardr. Bu kaynaklarm ticari olarak kullanilabimeleri,
maliyetleri ve elde edilebime kolayhgi gibi faktorlere ve biraz da toplumda kabul
gormelerine baghdwr (Faiz, 2005).

Endistriyel acidan tasidigi Onem sebebiyle yeni GI’larm gelistirilmesi i¢in ¢esith
cahgmalar yapihig ve enzimin indikksiyonu, kararlligi ve saflastirimasi  iizerine
odaklanilmistir (Quax, 1993).

GI, yaygm olarak prokaryotk mikroorganizmalarda bulunur (Tablo 1).
Pseudomonas hydrophila’da bulunmasmdan sonra birgok bakteri tiirinde GI aktivitesi
saptanmustr. Heterolaktik asidik bakteriler arasmda Lactobacillus brevis’ten elde edilen
GI, disik pH degerlerinde aktifken yiliksek sicaklklarda kararlligm kaybetmesi sebebiyle
endistriyel amaglar i¢in uygun degildir (Yamanaka, 1975).

GI'nn hiicre disma salgllanan bir enzim olduguna yonelk ¢ahsmalar cok yaygm
degildir. Bununla beraber Streptomyces glaucescens (Weber, 1976) ve Streptomyces
flavogriseus (Chen wvd., 1979) tirlerinden elde edilen enzimin hiicre disi oldugu
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aciklanmustr. Streptomyces spp. tiirlerinin yami swa Bacillus tirleri de yiiksek miktarlarda
GI iretmektedirler.  Chainia sp. (Srinivasan vd., 1983) ve alkalotermofilik bir tir olan
Bacillus sp’den (Chauthaiwale ve Rao, 1994) elde edilen hiicre dis1 GI'lar, jel filtrasyon,
iyon degisim kromatografisi ve preperatif poliakrilamid jel elektroforezi gbi yaygmn
saflagtrma teknikleri ile homojen bir sekilde saflastmlmislardr. Candida  utilis (Wang
vd., 1980) ve Candida boidinii (Vongsuvanlert ve Tani, 1988) gibi birka¢ mayada ve
Aspergillus oryzae (Kersters-Hilderson vd.; 1982) gibi bir mantarda da GI’'nin varhg tespit
edilmistir.

GI tiim aerobik organizmalarda karsmmza ¢ikmakla beraber malt, arpa ve bugday
tohumunda da GI varhg bildirilmistir (Bhole vd., 1996; Pubols vd., 1963). GI {ireten ve

ticari olarak 6nemli olan birka¢ mikroorganizma Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 1. GI iireten bazi mikroorganizmalar

Gl Ureten Bazi Mikroorganizmalar

Actinomycesolivocinereus

Paracolobacteriumaerogenoides

Actinomyces phaeochromogenes

Pseudonocardiaspp.

Actinoplanes missouriensis

Pseudomonas hydrophila

Aerobacter aerogenes

Sarcinaspp.

Aerobacter cloacae

Staphylococcusbibila

Aerobacter levanicum

Staphylococcusflavovirens

Arthrobacter spp.

Staphylococcusechinatus

Bacillus stearothermophilus

Streptococcusacromogenes

Bacillus megabacterium

Streptococcus phaeocromogenes

Bacillus coagulans

Streptococcusfracliae

Bifidobacterium spp.

Streptococcus roseochromogenes

Birevibacteriumincertum

Streptococcusolivaceus

Birevibacterium pentosoaminoacidium

Streptococcuscalifornicos

Chainia spp.

Streptococcusvenuceus

Corynebacterium spp.

Streptococcusvirginial

Cortobacteriumhelvolum

Streptomycesolivochromogenes

Escherichia freundi

Streptomycesvenezaelie

Escherichia intermedia

Streptomyceswedmorensis

Escherichiacoli

Streptomyces griseolus

Flavobacteriumarborescens

Streptomyces glaucescens

Flavobacteriumdevorans

Streptomycesbikiniensis

Lactobacillusbrevis

Streptomyces rubiginosus

Lactobacillusbuchneri

Streptomycesachinatus

Lactobacillusfermenti

Streptomyces cinnamonensis

Lactobacillusmannitopoeus

Streptomycesfradiae

Lactobacillus gayonii

Streptomycesalbus

Lactobacillusplantarum

Streptomyces griseus

Lactobacilluslycopersici

Streptomyces hivens

Lactobacillus pentosus

Streptomyces matensis

Leuconostoc mesenteroides

Streptomyces nivens
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Tablo 2. Endiistriyel oneme sahip GI’lar1 iireten bazi mikroorganizmalar ve {iriinlerin ticari

adlar
Mikroorganizma Ticari Adi Uretici
Actinoplanes missousriensis Maxazyme Gsit Brocades Anheuser-Busch Inc.
Bacillus coagulans Sweetzyme Novo-Nordisk
Streptomyces rubiginosus Optisweet Spezyme Miles Kali-Chemie Finnsugar
Streptomyces phaeochromogenes Swetase Nagase
Arthrobacter sp. Reynold Tobacco
Streptomyces olivaceus Miles Laboratories Inc.

1.5. Termofilik Bir Bakteri Olan Geobacillus’lar

Yeryiizii veya toprak basilleri anlamm tasiyan Geobacillus tirl, simdiye kadar
sistematigi yapimis 16 tiiri icermektedir. Toprakta, kaphcalarda ve okyanuslarda yaygn
olarak bulunan Geobacillus’lar 30-70 °C arasmdaki sicakliklarda biiyiirler. Bu bakteri
smifinn {iyeleri gram pozitif veya degisken olup, hiicreleri ¢ubuk seklinde, hareketli, elips
veya silindirk sekilde terminal veya subterminal sporlara sahiptir. Koloni morfolojileri ve
biiyiikligli degiskendir. Tirtin % G+C igerigl, % 48,2-58 arasmda degismekte olup, bashca
yag asitleri, is0-Cis-o, IS0-C16:0 Ve i1S0-C17:0’dir.

Literatirde Geobacillus cinsiyle yapilan birgok enzim ¢alsmasi mevcut olup, gin
gectikge  calsmalarm  saylari  artmaktadr.  Bunlardan  bazlar, ~ D-amino  asit
aminotransferaz (Lee vd., 2006), ksiloz izomeraz (Faiz vd., 2011), a-glukozidaz (Cihan
vd., 2011), ksilanaz (Wu wvd., 2006), proteaz (Zhu vd., 2007), maltojenik amilaz
(Kolcuoglu vd., 2010), termoalkalofilik esteraz (Tekedar ve Mohamed, 2011), 1,3-6zgiin
lipaz (Ebrahimpour vd., 2011) seklinde swralanabilir.

1.5.1. Geobacillus thermodeinitrificans

Fakiiltatif bir aerobik termofilik bakteri tiirii olan Geobacillus thermodenitrificans
filogenetik olarak Firmicutes tirii ile baglantiidr. Patojen olmayan bu bakteri smifinn
tiyeleri kamcih ve tek membranhdr. Ik olarak Kuzey Cin’de, 2000 m derinlk ve 73 °C
sicakliktaki Dagang petrol sahasmdan izole edimislerdir. Tiiriin sadece jeotermal alanlarda
degil aym zamanda ihman bolgelerde ve soguk habitatlarda da cevresel adaptasyonunun
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giiclii oldugu bilinmektedir. 45-73 °C (optimum 65 °C) sicakliklarda biiyiiyen Geobacillus
thermodenitrificans’lar, oksijen ve nitrat solunumu yapabilme yetegine sahiptirler (Feng
vd., 2007).

Endiistrinin  gerektirdigi sartlara uyum agisimdan 1sil kararh GI kullanmu ekonomik
ve teknk agidan oldukga ilgi c¢ekicidi. Bu nedenle, 1s1 kararh GI’lar {iretebilen yeni
mikroorganizmalar bulmak oOnemlidir. Geobacillus thermodenitrificans TH2 incelenmis ve
oneml bir GI kaynag oldugu belirlenmistir.

1.6. GI’in Kullamm Alanlan ve Endiistriyel Onemi

Genetk miihendisligi ve ileri biyokimya uygulamalar1 icin yapi-fonksiyon iliskisi
acismdan oldukga ilgi ¢geken bir enzim olan GI, akademik c¢ahsmalar i¢in kullanmmmn yam
srta HFCS ve hemiselilozlardan etanol {iretimi gibi endistriyel amaglar icin de yaygn
olarak kullanilir (Alagoz, 2007).

1.6.1. Etanol Uretimi

Yenilenebilir ham maddelerden iiretilen etonoliin likit yakitlara karsi artan kiiresel
talebi karslamak i¢in kullamlmasi, yakimasi sera gaz etkisine de katkida bulunmadig
icin cazip bir alternatif olusturmaktadr. Lignoselilozk ham maddenn %10-40’1, baskmn
kismu ksiloz olmak iizere pentozlardan olusmaktadr (Hahn-Hagerdal vd., 2001). G,
hemiselilozlardan ~ etanol iiretimindeki potansiyel uygulamalari sebebiyle endiistriyel
acidan artan bir ilgi gormektedir (Tiikel ve Alagdz, 2008).

GI, glukoz ve ksilozun izomerizasyonunu katalizler. Enzimin bu ozellifi, mayalar
tarafindan alkole fermente edilebilen ksilulozun ksilozdan iretimesi i¢in  kullanir.
Yenilenebilen biyokiitlenin fermente olabilen sekerlere ve sonrasinda etanole biyolojik
gevrimi, hizla tikenen fosil yakitlar gbz Oniine almrsa olduk¢a Onemlidir. Biyokiitleler,
%40 seliloz, %30 hemiseliloz ve %30 lignin igermektedir. Biyokiitlelerden ekonomik
olarak vyararlanilabilmesi seliloz ve hemiselilozun glukoz ve ksiloza hidroliz olmasina,
daha sonra da mayalar tarafindan etanole fermentasyonuna baghdir. Selilozun biyolojik
cevrimi ile ilgili yapilan c¢ok sayidaki cahsma, lignoselilozun biyolojik g¢evriminin hizh ve

verimli - oldugunu  gdstermistir.  Zirai artklarn  degerlendirilmesi  ve hemiselilloz igeren
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biyokiitlelerden en etkili sekilde yararlanabilmek i¢in tiim dinyann ilgisi hemiselilozun
fermentasyonuna kaymaktadr (Wang vd., 1980). Ksilan, hemiselilozun ana birlesenidir ve
ksiloz tnitelerinin  B-(1,4) baglanmasiyla olusmaktadr. Ksilann enzimatik veya asidik
yontemlerle  kolayca  hidroliz ~ edilmesiyle  D-ksiloz  initeleri aciga  ¢ikmaktadir.
Saccharomyces cerevisiae gibi baz mayalar heksozlarin etanole fermentasyonu verimii
sekilde saglarlar, fakat D-ksilozu kullanamazlar. Candida utilis, Candida shetatae,
Pachysolen tannophilus ve Pichia stipitis gibi bazi mayalar da oksidorediiktatif yollarla
pentozlar {iretebilirler. Ancak bu organizmalarm fermentasyon oranlart oldukca disiiktiir.
Ayrica bu organizmalarm oksijenli ortamda etanolii katabolize etmeleri ve disiik etanol
toleranslar1 ticari  kullanmlarm: ~ sinrlamaktadir  (Dupress  vd., 1987). Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe ve Candida tropicalis gibi mayalar tarafindan
ksilozun etanole fermentasyon prosesinde ise ksiloz metabolik engel olarak goriilmektedir.
Bu nedenle GI’'n kullamlmasiyla ksilozun ksiluloza  izomerizasyonu  saglanmakta  ve
daha sonra ksiluloz etanole fermente edilmektedir (Chaing vd., 1981). Bugiin bilimsel
aragtrmalar, KI (GI) geninin mayalara aktariimasi ile ksilozun alkole kendiliginden

fermentasyonunun saglanmasi ¢alismalari lizerine yogunlagmaktadir.

1.6.2. HFCS Uretimi

Saf sekere talebin artmasi, {iretim maliyetinin yiiksek olmasi ve insan saghgi
tizerindeki olumsuz etkisinin farkma varilmasityla birlkte sukrozun yerine kullamlabilecek
baska kaynaklar arastiriimasi zorunlu hale gelmistir. Kalorisiz ve karbohidrat icermeyen
sakkarin, siklamat, asesiifam-K, aspartam ve taumatin gbi yapay tatlandiricilar
bulunmakla birlikte, bu {iriinlerin kullanmm, saghkla ilgili temel problemlerin yasanmasmna
neden olmalar1t sebebiyle smrlandmrimistr.  Alkolsiiz  igeceklerin - depolanma  siiresini
arttrmak i¢cin  kullamlan aspartam, disiik pH'da yavas hidroliz oldugundan dolayr
iceceklerin tathhk oranmi diisiirmektedir. Protein yapisinda bir tatlandirict olan taumatin,
stikrozdan 2000 kez daha tathdr ancak hos olmayan bir tat verir. Sakkarinin ise epitelyum
dokuda yapisal degisiklere neden oldugu ve hamilelerde bebege gecip biriktigi
belirlenmistir. Son yillarda ¢ok sk kullanlan aspartammn agmr tiiketiminin beyin hasart ve
timorlerme neden oldugu klnk c¢absmalarla ortaya konulmustur. Bir dier yapay
tatlandiric1 olan siklamatin fazla kullanimi ise ishale neden olmaktadir (Faiz, 2004).
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HFCS, glukoz ve fruktozun dengede oldugu, tamamen tatsiz olan nisastadan elde
edilen bir tatlandmcidr. Mesrubat ve diger pek cok gda firlinlinde seker kamusi yerine
kullanilabilen bir tatlandmricidir. Sukrozdan 1,3 kez glukozdan ise 1,7 kez daha tathdrr.
Glukozun tatlandrma kapasitesi sukrozun %70-75’1 kadarken, fruktozun tatlandrma
kapasitesi sukrozun yaklagik iki katidr (Barker, 1976).

Fruktoz, sukrozdan daha tath olmasi yannda tadi, rengi, viskoziteyi ve higroskopik
Ozellikleri gelistirebilme yetenegine sahiptir. Ayrica metabolizmada glukoza gore daha
yavas emilr ve insiiin miidehalesi olmakszin metabolize edilir. Tim bu 6zellikleri
sebebiyle gluikozun fruktoza izomerizasyonu endiistriyel ac¢idan c¢ok Onemldir ve
izomerizasyon prosesi yaygin olarak serbest ya da immobilize GI iizerinde g¢alisilmstir.

HFCS, benzer tatlandmici iirtinlere gore bir takim avantajlara sahiptir. Tatlandrma
glicleri dikkate almarak yapilan bir karsilagtrmaya bakacak olursak HFCS sukrozdan
%10-20 daha ucuzdur ve fruktozun emiliminin yavas olmasi sebebiyle daha az kalorilidir.
HFCS’nin teknik bir avantaji da, glukoz ve fruktozun siikroz ile kiyaslandiginda daha iyi
bir coziniirlige sahip olusudur. Dolaysiyla da kullanildigi gida iiriinlerinde kristallenmeye
daha az egilimlidir. Bu durum HFCS’nin sekerleme, recel, dondurma, konserve firiinleri,
firmcilk, tursu ve bircok yiyecek triinii tretiminde kullannmma yol agmustr (Misset vd.,
1991).

Iceceklerde HFCS’nin yiiksek tiketim orani, birgok beslenme arastrmacismm HFCS
ile tatlandmibmis T{iriin tiiketimi ile obezite, diyabet veya benzer diger kronik hastalklar
arasmdaki olas1 iliski tlizerine odaklamustr (Basciano vd., 2005; Bray vd., 2004). Son
zamanlarda, gazh igeceklerdeki HFCS’nin toksikk ve kanserojen Ozellkli reaktif
a-dikarbonil bilesiklerinin ana kaynagi olduguna dair arastwrmalar yapimustr. Ayrica ayn
arastrma 1ile tiketim {riinlerindeki reaktif a-dikarbonil bilesiklermn konsantrasyonunun
HFCS’nin saklama kosullarma ve dretildigi kaynagm farkhhgma gore Onemli Olclide
degistigi  bildrimistr (Lo vd., 2008). Aksine baz c¢ahgmalara gore ise HFCS ile
tatlandmiimis  {irlinler obezite i¢in O6nemli bir sebep degildir (Janket vd., 2003; Sun ve
Empie, 2007).
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1.6.3. Kimyasal izomerizasyona Kars1 Enzimatik izomerizasyon

Glukozun fruktoza kimyasal izomerizasyonu uzun zamandr bilinen bir reaksiyon
olup Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein transformasyonu olarak bilinen bir grup
reaksiyondan olugsmaktadwr. Bu reaksiyonlar genellikle yiiksek sicaklk ve pH degerlerinde
meydana gelmektedirler. Fruktozu glukozdan tretme ihtimali Barker ve Somers (1983)
tarafindan cahsilmustr. Fakat bu reaksiyon spesifik degildir ve psikoz gbi metabolik
olmayan sekerler yam swra istenmeyen baz farkh renkl diriinlerin olusmasiyla sonuglanir.
Bu metodu kullanarak, fiuktoz igerigini %40’m iizerinde tutmak ¢ok zordur. Ustelik
kimyasal olarak f{iretilen fruktoz lezzet bakimmndan diisik ve az tathhga sahiptir ki bu
durum kolay bir sekilde diizeltlememekle birlikte kimyasal olarak firetilen fruktozun ticari
olarak kullanimasma da bir engel olusturur. Ote yandan, fruktozun glikozdan enzimatik
olarak elde ediimesinin reaksiyon spesifikligi, pH ve sicaklk sartlarmm ayarlanabilirligi ve
yan irin olusmamasi Qibi bir takim avantajlar1 bulunmaktadr. Bu nedenlerden dolayy,
fruktozun  glukoza  enzimatik  izomerizasyonu  kimyasal  izomerizasyonuna  tercih
edimektedir (Karaoglu, 2004).

1.7. Cahsmamn Amaci ve Pratik Onemi

Spesifik olmalari, yliksek verim, yan dirilinlerin olusmamasi, reaksiyon {iriinlerin
canl sistemler {izerinde toksik etkismin bulunmaysi, biyouyumlu ve biyobozunur oluslar
sebebiyle biyoteknolojik yontemler giin gectikce artan bir sekilde kimyasal ydntemlere
tercth edilir hale gelmis ve Ozellkle enzimlerin kullanimmm artmasi  sonucunu
dogurmustur. Biyokatalizorler olarak enzimler oldukca spesifiktiler ve sadece tek bir
stereospesifik iirlin olusturmak {izere reaksiyonlarm, katalizlenmemis karsitlarma gore cok
daha hizli gerceklesmesini saglar.

Enzimlerin - kullanmuyla istenilen irinlerin,  yiiksek safik ve verimle,  kimyasal
yontemlere gore ¢ok daha kisa siirelerde sentezlenmesi miimkiin olabilmektedir.
Dolayisiyla  ekonomik agidan da  degerlendirildiklerinde  kimyasal —yontemlere  gore
enzimlerin sayisiz avantajlan  vardr. Tim bunlara ilaveten kimyasal yontemlerden farkh
olarak enzim katalizli reaksiyonlar daha 1mh sartlarda (oda sicakhg ve basinci,
fizyolojik pH vb.) gerceklesebilir.  Boylelikle biiyiik oranda enerji tasarrufu ve ekonomi
saglanmis olur. Bu o&zelliklerinden dolayr artik giinliik hayatimizda Kkullandigmiz  pek
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¢ok iriinde ve bu dirimlerin tretim asamalarnda enzimler onemli bir yer tutmaktadirlar
(Faiz, 2008).

Termofilik organizmalar {izerinde vyapilan calismalarla sicakhga direncli  yeni
proteinlerin  kesfedilmesni  saglanmustr. Bu  proteinlerin  yiiksek sicakhklarda kararhlik
gostermeleri, aktif olmalan ve hatta yiikksek basinglarda bile termal kararliiklanm devam
ettirebilmeleri  endiistriyel agidan bu tir enzimleri cazip kilmaktadr. Gidadan temizlik,
kozmetik, ilag ve tekstil endistrisine kadar bircok alanda oldukga fazla kullanm payina
sahip olan enzimlerin bu alanlarda uygulanmasiyla hem daha diisiik maliyetlerde, yiiksek
saftikta ve bol miktarda triin eldesi gerceklesir ve hem de gevre kirliligine neden olan atik
tiriinlerin miktar1 oldukca azaltilmis olur (Faiz, 2005).

Gl enziminin termofilk bakterilerden izole edilip, saflagtriimast ve ileri derecede
karakterize edilmesi endiistriyel alanlarda kullanilabilecek gelismis ve uygun Ozelliklere
sahip bir enzimn mikrobiyal kaynaklardan {retilmesini miimkiin kilabilecektir. Ayrica
enzimin optimum sartlarmmn belirlenmesi ve detayh karakterizasyon calsmalari ile yeni ve
genis bir kararhlik arahigina ve ozelliklere sahip bir Gl iiretilebilecektir.

Bu c¢alsmann amaci, endistriyel Oneme sahip Gl enziminin - Geobacillus
thermodenitrificans TH2 susundan izole edilip, saflastirimasi ve Kkarakterize edilmesi ile
endistride kullamma uygun ve daha Ustiin Ozelliklere sahip mikrobiyal kaynaklarm ortaya
¢ikarimasidir. Karakterizasyon ¢alismalari siiresince, optimum pH ve sicakhk, pH ve 1sil
kararllik, aktivite tizerindeki metal iyonu etkisi, substrat ve protein konsantrasyonunun
aktivite {izerine etkisi gibi baz parametrelerin incelenmesi  igin  ¢esitli  ¢ahsmalar
yapimustr.  BOylelikle  kullandlan  termofilk  bakterinin Gl enzimi  i¢in  endiistriyel
islemlerde ya da diger alanlardaki uygulamalarda uygun bir kaynak olup olmadigi ortaya
konabilecek ve yeni bir enzim, kinetkk Ozellikleriyle birlikte endiistriye ve/veya literatiire

kazandrilabilecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullamllan Metaryaller

2.1.1. Cihazlar

Cahsmada kullanilan cihazlar Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Calsmada kullanilan cihazlar

Cihaz Adi Firma Model
UV-Vis Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25
Protein Elektroforezi Owl Separation Systems P8DS
Sogutmali Santrifiij Hettich Zentrifugen Rotina 35 R
Mikrosantrifiij Sigma 1-14
Saf Su Cihazi Sartorius Arium 611UV
Jel Goriintiileme Sistemi Kodak Gel Logic 200 Imaging System
Mikrotiipler Igin Termal Sallayic Boeco TS-100 Thermo Shaker
pH Metre InoLab WTW pH 720
Sonikator Bandelin Sonopuls HD3100
MaxQ Mini 4450 Shaker

Hava Banyolu Calkalayici

Barnstead/Lab-Line

Type 37600 Mixer

Vorteks Thermolyne
Buzdolab1 Profilo BD4303ANFE
Terazi Ohaus Pioneer
Isitic/Magnetik Karistirci HS31 Chiltren
Otoklav Tomy SX-700E
Gii¢ Kaynag1 Thermo EC 1000XL
Degaz Pompast Vacuubrand 2C
Kollektor Retriever 500
UV Dedektor Retriever UA-6
Peristaltik Pompa Tris -
New Brunswick Scientific U410

Ultra Low Temperature Freezer

Steril Kabin

JSR

JSCB-1200SB
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2.1.2. Kullampllan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Bovin serum albumin (BSA) , D-Glukoz, D-Fruktoz, Sodyum dodesil siilfat (SDS),
nitrilotriasetikasit, ~ Tetrametiletilendiamin ~ (TEMED),  Karbozol,  Gliserol,  Sodyum
molibdat dihidrat, Cinko siilfat monohidrat, Borikk asit, Kalsiyum siilfat dihidrat,
Magnezyum siilfat heptahidrat ve Q-Sepharose fast flow kimyasallar1 Sigma Chem. Co.
(St. Louis, MO, USA) ; Sodyum asetat, Dipotasyum hidrojen fosfat, Potasyum dihidrojen
fosfat, Sodyum hidroksit, Bakr (II) siifat pentahidrat, Merkaptoetanol, Hidrojen kloriir,
Etanol, Tris, Glisin, Na*, Li*, Mg®*, Mn?*, Zn**, Cu**, Co** ve Ca** iyonlarinm kloriir
tuzlari, Etanol, Bakto tripton, Mangan siilfat monohidrat, Sodyum karbonat, Perklorik astt,
Disodyum hidrojenfostat dodeka hidrat ve Bromofenol mavisi kimyasallarn Merck A.G.
(Darmstadt, Germany) ; Akrilamid, Coomassie Brillant Blue R-250 ve Amonyumpersulfat
(APS) kimyasallarni Fluka, Maya ekstragi Lab M , Sisteinhidroklorir ve MOPS
kimyasallart AppliChem., Siilfirik asit Riedel-deHaen ve Asetonitril kimyasah Carlo Erba
Reagent , Amicon Ultracell Membrane 50.000 MWCO Millipore firmalarmdan temin
edilmistr. SDS-PAGE’inde kullanlan protein standarti ise SM0431 katalog numarasi ile
Fermentas firmasindan temin edilmistir.

2.1.3. Kullamlan Mikroorganizma

Calgmada kullanilan termofilk mikroorganizma (Geobacillus thermodenitrificans
TH2) Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Bolimii arastrmaclarmm (Prof Dr. Ali
Osman BELDUZ ve arastrma grubu) kiiltir stoklarmdan temin edildi. Cahsilan
mikroorganizma, adi gegen arastrma grubu tarafindan Aydmn i, Camkdy Camur
Ihcasr’ndan izole edimis ve ¢esith morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerle
sistematigi yapimis olup, 16S rRNA analizleri ile yeni bir Geobacillus thermodenitrificans
susu oldugu ortaya kondu.

2.1.4. Mineralli Sivi Besiyerinin Hazirlanmasi

2,5 g maya ekstraktuy, 2,5 g bakto tripton, 1,0 g nitrilotriasetikasit, 0,4 gr kalsiyum
stifat dihidrat, 2,0 g magnezyum siilfat heptahidrat, 15 mL 0,2 M Na;HPO4.12H,0, 10 mL
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0,2 M KH2POy4, 0,5 mL 0,01 M demir (I11) sitrat pentahidrat ve 5 mL eser element ¢ozeltisi
yaklastk 900 mL saf suda ¢ozildikten sonra ortam pH’st 1 N NaOH ile 7,5’a ayarland.
Daha sonra ¢ozeltmn hacmi 1000 mL’ye tamamlanarak 121 °C’de ve 1 atm basmng altmda
20 dakika steril edildi.

Eser element ¢ozeltisi 0,22 g MnSO4.H,0, 0,05 g ZnSO4.H,0O, 0,05 g H3BO3, 2,5
mg CuS0O4.5H;0, 2,5 mg NaM00O4.2H,0 ve 0,46 mg CaCl,.6H,0 saf suda ¢oziliip hacmi
saf suile 1000 mL’ye tamamlanmas1 ile hazrlandi

2.1.5. Kullamlan Tamponlar ve Cozeltiler

2.1.5.1. Protein Tayininde Kullanlan Cozeltiler

Protein taymninde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar1 Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Protein tayininde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislari

Cozelti Ads Cozeltinin Hazirlamsi
Lowry A Cozeltisi 0,4 g NaOH ve 2,0 g NapCO3 saf su ile ¢oziilip
(0,1 N NaOH iginde % 2 (w/v) Na2CO3) hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi
Lowry B Cozeltisi (% 1 CuSO4.5H20 ¢ozeltisi) 10 g CuSO4, 5 H2 O saf su ile ¢ozilip hacmi

100 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandi.

Lowry C Cozeltisi (% 2 Na-K tartarat ¢ozeltisi) 20 g Na-K tartarat saf su ile ¢ozilip hacmi
100 mL’ye tamamland: ve 4 °C’de sakland:

Lowry D Cozeltisi 1 kisim Lowry B ve 1 ksm Lowry C
kanstirilarak hazirlandi.

Lowry E Cozeltisi 0,25 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karistirlarak
hazirland1.

Sigir Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi (1 mg/mL) 50 mg BSA saf su ile ¢o6zilip hacmi

5 mL’ye tamamland: ve 4 °C’de sakland:.

0,1 N NaOH i¢inde % 0,1 (w/v) SDS Cozeltisi 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf su ile ¢oziliip hacim
100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de sakland1.
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2.1.5.2. Protein Elektroforezinde Kullamlan Cozeltiler

Protein elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglar1 Tablo 5°te verilmistir.

Tablo 5. Protein elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler ve hazrlanislar:

Cozelti Ad

Cozeltinin Hazirlanisi

Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris- HCI)

542 g Tris 200 mL saf suda ¢6zildii, pH’s1 8,8’ e
ayarlanarak, hacmi 250 mL’ye tamamlandi ve
4°C’de sakland1.

Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI)

0,28 g Tris 200 mL saf suda ¢ozildii, pH’s1 6,8’
ayarlanarak, hacmi 250 mL’ye tamamlandi ve
4°C’de saklandi.

SDS Cozeltisi (%10)

10 g SDS saf suda ¢ozilip hacmi 100 mL’ye

tamamland1.

Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10)

lg APS saf suda ¢ozilip hacmi 10 ml’ye
tamamlandi ve hazrlanan ¢6zelti -20 °C’de

saklandi.

N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamin (TEMED)

Orijinal sigesinden kullanild1.

Gliserol Cozeltisi (%80)

80 mL gliseroliin hacminin saf su ile 100 mL’ye

tamamlanmas1 ile hazirlandi.

Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30)

29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen bisakrilamid
saf suda ¢oziliip hacim 100 mL’ye tamamlandi ve
4°C’de saklandi.

Bromofenol Mavisi (%0,1)

10 mg bromofenol mavisi saf suda ¢o6zildi ve

hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi

150 uL IM Tris-HCI (pH 6,8), 400 pL %10 SDS,
100 pL %0,1 bromofenol mavisi, 250 pL %80
gliserol ve 60 puL  B-merkaptoetanol’iin
karistirilmasiyla  hazirlandi  ve kiigiik kisimlara
ayrilarak -20°C’de sakland1




Tablo 5’in devam

23

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu

7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklagik 480 mL saf suda
¢Oziildiikten sonra lzerine 10 mL SDS (%10)
¢Ozeltisi eklendi. pH 8,3’e ayarlandi ve ¢6zelti hacmi

500 mL’ye tamamlandi.

Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi

150 pL 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 100 pL %0,1
bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 460 pL
saf suyun karistirlmasi ile hazilandi ve kiigiik
kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklandi

Dogal PAGE Yiiriitme Tamponu

7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklagik 490 mL saf suda

¢oziildiikten sonra pH 8,3’e ayarlandi ve ¢dzeltinin

hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

Jel Boyama Cozeltisi

1 g Coomassie Brillant Blue-R250’nin 62,5 mL
glasiyal asetik asit ve 93,5 mL metanol iginde

¢Oziilmesi ile hazirland1.

Boya Uzaklagtirma Cozeltisi

100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve 600
mL saf suyun karigtirilmasiyla hazirlandi.

2.1.5.3. Tampon Cozeltiler

Cahsmalarda kullanilan tampon ¢ozeltiler ve hazrlanislar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan tampon ¢ozeltiler ve hazrlaniglari

Cozelti Ad

Cozeltinin Hazirlamsi

Asetat Tamponu (50mM, pH 4,0)

0,34 g sodyum asetat trihidrat yaklagik 45 mL saf
suda ¢ozildiikten sonra pH’s;, 1 N Asetik Asit ile
4,0’a ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye tamamlanda.

Asetat Tamponu (50mM, pH 4,5)

0,34 g sodyum asetat trihidrat yaklasik 45 mL saf
suda ¢ozildiikten sonra pH’s;, 1 N Asetik Asit ile
4,5’e ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye tamamlanda.

Asetat Tamponu (50mM, pH 5,0)

0,34 g sodyum asetat trihidrat yaklasik 45 mL saf
suda ¢ozildiikten sonra pH’s;, 1 N Asetik Asit ile
5,0’a ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye tamamlandi




Tablo 6’nn devam
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Asetat Tamponu (50mM, pH 5,5)

0,34g sodyum asetat trihidrat yaklagsik 45 mL saf
suda ¢ozildiikten sonra pH’s1, 1 N Asetik Asit ile
5,5’e ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye tamamlandi

MOPS Tamponu ( 50mM, pH 6,0)

0,52 g MOPS yaklasik 45 mL saf suda ¢oziildiikten
sonra pH’s1, 1 N NaOH ile 6,0’a ayarlandi ve hacmi
50 mL’ye tamamland1

MOPS Tamponu ( 50mM, pH 6,5)

0,52 g MOPS yaklagik 45 mL saf suda ¢oziildiikten
sonra pH’s1, 1 N NaOH ile 6,5’a ayarlandi1 ve hacmi
50 mL’ye tamamlandi.

MOPS Tamponu ( 50mM, pH 7,0)

0,52 g MOPS yaklagik 45 mL saf suda ¢oziildiikten
sonra pH’s;, 1 N NaOH ile 7,0’ye ayarlandi ve
hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

MOPS Tamponu ( 50mM, pH 7,5)

0,52 g MOPS yaklagik 45 mL saf suda ¢oziildiikten
sonra pH’s1, 1 N NaOH ile 7,5’e ayarland1 ve hacmi
50 mL’ye tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu (50mM, pH 8,0)

0,30 g Tris yaklasik 45 mL saf suda ¢oziliip pH’s1,
IN HCI ile 8,0’a ayarlandi ve hacim 50 mL’ye

tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu (50mM, pH 8,5)

0,30 g Tris yaklasik 45 mL saf suda ¢oziiliip pH’sy,
1 N HCI ile 8,5’¢ ayarlandi ve hacim 50 mL’ye

tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu (50mM, pH 9,0)

0,30 g Tris yaklasik 45 mL saf suda ¢oziiliip pH’sy,
1 N HCI ile 9,0’a ayarland1 ve hacim 50 mL’ye

tamamlandi.
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2.1.5.4. Enzim Aktivitesi Tayininde Kullamlan Cozeltiler

Enzim aktivitesi tayininde
verilmistir.

kullanlan ~ ¢ozeltiler ve hazrlamglar1 Tablo  7°de

Tablo 7. Enzim aktivitesi tayininde kullanilan ¢ozeltiler ve hazrlanislari

Cozelti Adi

Hazirlamis1

Glukoz Cozeltisi (2 M)

3.64 g glukoz reaksiyon tamponunda ¢oziliip hacim
10 mL’ye tamamlandi.

Karbozol (%0,12)

60 mg karbozol %96’lik etonolde ¢ozilip hacim
50 mL’ye tamamlandi

Sistein Hidrokloriir Cozeltisi (%1,5)

0,75 g sistein hidrokloriir saf su ile ¢oziiliip hacim

50 mL’ye tamamlandi.

Perklorikasit Cozeltisi (0,5M)

2,73 mL ticari perklorik asit almip son hacim saf

suyla 50 mL’ye tamamlandi.

Siilfiirik Asit Cozeltisi (%70)

36,5 mL %96’lik siilfiirikasit almip son hacim saf su
ile 50 mL’ye tamamland.

2.2. Deneysel Calismalar

2.2.1.GI Aktivitesinin Tayini

Ham enzim ozitinde ve karakterizasyon c¢ahsmalarmda enzim aktivitesi, Belfaquih
ve arkadaglart (2000) tarafindan gelistirilmis olan bir yontemle spektrofotometrik olarak
tayin edildi. Reaksiyon 5 pl. enzim 6zitii kullanilarak, 100 mM Glukoz, 10 mM MgSO4 ve
1 mM CoCl igeren pH’s1t 7,0 olan 50 mM MOPS tamponu igerisinde, son hacim 100 pL
olacak sekilde 80 °C’deki 30 dk’lk inkiibasyonla gergeklestirildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda reaksiyon, 100 pL 0,5 M perklorik asit ilavesiyle durduruldu. Reaksiyon

sonucunda ag¢ia ¢ikan D-fruktoz miktar1 Dishe ve arkadaglarmm (1951) gelistirmis oldugu

sistein-karbozol-siilfiirik asit yontemi ile belirlendi. Bu amagla reaksiyon c¢ozeltisi iizerine
40 pL %]1,5’lk sistein hidroklorir ve 40 pL %0,12°lk karbozol ilave edidi Karigm
vortekslendikten sonra tizerine 1,2 mL %70’lk H,SO4 eklenerek tekrar vortekslendi. Oda
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sicakligndaki 30 dk’lk inkiibasyondan sonra Olgiimler spektrofotometrede 560 nm dalga
boyunda gerceklestirildi. Reaksiyonda ac¢iga ¢ikan fruktoz miktar,, hazirlanan fruktoz
kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Enzim aktivitesi reaksiyonlar sonucunda olusan
umol gore hesaplandi ve bir enzim tnitesi dakikada olusan pmol fruktoz miktari olarak
tanmmlandi.  Reaksiyonun gergeklestirildigi  tim kosullar (reaksiyon sicakhd, reaksiyon
pH’s1y, substrat konsantrasyonu, enzim miktar, metal iyonlart derigimi) enzim karakterize
edildikge yeniden diizenlendi.

2.2.2. Ham Enzim Oziitiiniin Hazrlamsi

Kati besiyerinden alman bakteri, steril kabin igerisinde 10 mL mineralli besiyerine
ekilerek 55 °C’deki hava banyolu calkalayicida bir gece biiylimeye bmrakildi Elde edilen
gece kiiltlirinde O.D. 6lciimii yapildi ve bu kiiltirden 200 mL mineralli besiyerine O.D.’si
0,1 olacak sekilde tekrar ekim yapidi Kiiltir, O.D.’si 0,6-0,9 araligma ulagmcaya kadar
55 °C’deki hava banyolu calkalayicida inkilbe edildi. istenilen O.D. degerine ulasilinca,
kiiltiir son hacimde % 0,5 D-ksiloz icerecek sekilde % 20’lik D-ksiloz ile indiklendi ve
4-5 saat boyunca biliylimeye brrakildi Biiyiitilen hiicreler, 13.000 rpm’de 3 dk santrifii
edilerek ¢oktiiriildii. Pellet 2 mL reaksiyon tamponu ile ykanp, 14.000 rpm’de 2 dk
coktiirildi ve silipernatant atidi. Toplanan hiicreler 5 mL reaksiyon tamponunda
stispansiye edildikten sonra, %80 siddetinde, 1 devirde 5 dakika boyunca sonikasyona
maruz brakilarak patlatidi. Hiicre o6zitlinin 4 °C’de 10.000 rpm’de 15 dakika santrifij
edimesiyle elde edilen siipernatant, ham enzim 0ziitii olarak kullamldi. Ham o6zitte GI
varhgimdan emin olabilmek icin enzim aktivitesine bakild. GI aktivitesinden emin
olunduktan sonra ham enzim Oziitinden protein konsantrasyonu ve spesifik aktiviteyi
belirlemek, ayrica, protein jel elektroforezinde kullanmak tizere, 500 pL’lk bir kisim
ayrilarak saflagtirma islemlerine baglandi.
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2.2.3. G’min Saflastinlmasi

2.2.3.1. Is1 Soku Uygulamasi

Elde edilen ham enzim ozitii 15 dk siireyle 75 °C’de mkiibe edilerek 1s1 sokuna
maruz brrakildi Inkiibasyon siiresi sonunda denatiire olan proteinler, 14.000 rpm’de
20 dk santriftij edilerek ¢oktirildii ve uzaklastmildi Is1 soku sonrasi enzimin aktivitesini
korudugundan emin olmak i¢in slipernatantta tekrar GI aktivitesine bakild. GI
aktivitesinin - korundugunun  gozlenmesinden sonra, 0zt icin protein konsantrasyonu ile
spesifik aktiviteyi belirlemek ve protein jel elektroforezinde kullanmak {izere 500 pL’lik
bir kisim ayrilarak bir sonraki saflagtrma admuna gecildi.

2.2.3.2. Aseton Coktiirmesi

Is1 soku uygulamasndan sonra ele gecen enzim Oziitli lizerine 1:1 oranmnda soguk
aseton yavasca ilave edilerek karsim +4 °C’de yaklask 2 saat inkilbe edildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda karisim +4 °C’de, 10.000 rpm’de 15 dk santriftijlendi ve siipernatant atild1.
Pellet, aseton kalmtismn uzaklagmasi icin 1 gece +4 °C’de bekletidi. Elde edilen ¢okelti
5 mL reaksiyon tamponunda yeniden siispansiye edildi Aseton ¢Oktiirmesi sonrasi enzimin
aktivitesini korudugundan emin olabimek i¢in Ozitte GI aktivitesine bakildl Aktivitenin
korundugunun gdzlenmesinden sonra Ozt i¢in protein konsantrasyonu ile spesifik
aktiviteyi belirlemek ve protein jel elektroforezinde kullanmak tizere 500 pl’lik bir kisim

ayrilarak iyon degistirme kromatografisi basamagma ge¢ildi.

2.2.3.3. iyon Degistirme Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi icin 30 ¢cm x 1,5 c¢cm ebatlarmda bir kolon ve kolon
dolgu malzemesi olarak Q-Sepharose fast flow kullamildi (Kongruang vd., 2002). Kolon
dolgu malzemesi ve kullamlan tiim c¢ozeltilerin gazmn bir vakum pompasit yardimiyla
alnmasmdan sonra dolgu malzemesi pastor pipeti kullamlarak dikkatlice kolona
paketlendi. Paketleme isleminin ardindan kolon, 250 mL 50 mM MOPS, pH 7,0 (10 mM
MgSO4 ve 1 mM CoCl igerecek sekilde hazrlanmis) tamponunun gegirimesi ile dengeye
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getirildi. Sonra kolonun akis hizn 1 mL/dak olacak sekilde ayarlanpp ham enzim Oziitii
kolona yiklendi ve Ozitteki protemlerm kolonla etkilesmesi saglandi  Tutunmayan
protemlerin uzaklastirilabilmesi icin kolondan 50 mM MOPS tamponu geciriimeye devam
edildi. Daha sonra NaCl gradient kopriisii kullanlarak kolonun tuz (NaCl) igerigi 0’dan
0,6 M’a kademeli sekilde ¢ikaridi Kolondan ¢ikan eliiatlar her bir tiipte yaklask 4 mL
eliat olacak sekilde cam tiipler icerisinde biriktirildi. Tiplerdeki protein miktary, 280 nm
dalga boyundaki absorbans Olglimleri ile belirlenip tiim eliatlar icn GI aktivitesi taymi
yapid. Elde edilen verilerle absorbans-tiip numarasi grafigi c¢izildi. Gl aktivitesinin
yikksek oldugu tiipler i¢in protein elektroforezi yapilarak benzer profil gosteren tiipler
birlestirildi. Elde edilen enzim eliiatlar, Amicon Ultracel Membrane 50.000 MWCO
Milipore kullanilarak konsantre edildi.

2.2.4. Protein Tayini

Ormneklerdeki protein miktari Lowry metoduyla belirlendi (Lowry vd., 1951).
Protein standardi olarak sigr serum albumini (BSA) kullamildi Kalibrasyon grafifi icin bir
seri serum albumin ¢ozeltisi hazwrlandi Taymin gerceklestiriimesi i¢in asagidaki islemler
yapildi.

e Kalbrasyon grafigi cizmek i¢cin hazirlanan BSA c¢ozeltisinden (1 mg/mL) deney
tiiplerine swastyla 10, 20, 30, 40 ve 50 pL ilave edildi Bu sekilde BSA’nn son
konsantrasyonu 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/mL olmaktadir.

e Ham enzim oOzitlinden, 151 soka maruz bmakimis Oziitten, 151 soku sonrasi aseton
coktiirmesi uygulanmis Oziitten ve saf enzim eluatmdan, 5 pL baska bir deney
tiipiine ilave edildi

e Standartlara ve Orneklere son hacimler 500 pL olacak sekide 0,1 N NaOH
icerisinde hazrlanan %0,1 (w/v) SDS ¢ozeltisinden ilave edilip vortekslendi.

e | mL Lowry E c¢ozeltisi her bir tlipe ilave edilip vortekslendi Sonrasmda oda
sicakhigmda 5-10 dakika bekletildi.

e Standartlara ve numuneye saf su ile 11 orannda seyreltimis olan Folin
Reaktifi'nden 100 pL ilave edildi ve karanhk bir ortamda 30 dakika bekletildi.

e 650 nm’de absorbanslar okundu. Cikan sonuclara gore kalibrasyon grafigi ¢izilerek

orneklerdeki protein konsantrasyonu hesaplandi
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2.2.5. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Ham enzim Ozitlinde, 1s1 soka maruz brrakimis Oziitte, 151 soku sonrasi aseton
cOktirmesi uygulanmuig Oziitte ve saf enzim eluatnda GI enziminin varlg dogal
poliakrilamid jel elektroforezi ile ortaya konuldu. Dogal elektroforez, sodyum dodesil
stifat (SDS) igermeyen ortamda ve 10x10 cm ebadmndaki elektroforez jeli kullalarak
gerceklestirildi. Bu  islem i¢in, %5’k yigma ve %10’luk ayrma jeli kullanildi

Elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler ve bilesimleri Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Dogal poliakrilamid jel elektroforezininde kullanilan ¢ozeltiler ve bilesimleri

Yigma Jeli Ayirma Jeli
Bilesenler (%5, pH 6,8) (%10, pH 8,8)
Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,8) 0,5 mL
Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8) - 2,5 mL
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,67 mL 33 mL
dd H,0O 2,74 mL 4,1 mL
%10 (APS) 0,04 mL 0,1 mL
TEMED 0,004 mL 0,004 mL

Hazrrlanan jel donduktan sonra elektroforez tankma yerlestirildi ve tank dogal
elektroforez yiiriitme tamponu ile dolduruldu. 1:1 orannda dogal elektroforez yiikleme
boyasi ile karstrilan Ornekler Hamilton srmga kullanlarak kuyucuklara yiiklendi Daha
sonra tank, buz dolu bir kap i¢ine yerlestirilerek boya yidma jelinden ¢ikana kadar yaklasik
olarak 20 dakika 20 mA’de, daha sonra da ayrma jelinin alt kismma gelene kadar
1-1,5 saat 25 mA’de yiritildii. FElektrik akmm kesildikten sonra jel sistemden dikkatlice
cikartild1 ve jel boyama islemine gegildi.

Ormneklerdeki saf enzimin varkgmmn ortaya konulmasi icin  yapilan dogal
elektroforez sonrasi jel, Coomassie Brillant Blue R-250 boyasi ile boyandi Bunun i¢in jel,
Coomassie Brillant Blue R-250 boyama ¢0zeltisi i¢erisinde yaklasik olarak 10-15 dakika
calkalanarak bekletildi. Siire sonunda boyanan jel, boya uzaklastrma c¢ozeltisiyle 2-3 saat

calkaland1 ve protein bantlarinin gorintiilenebilir hale getirilmesi sagland.
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2.2.6. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Ham enzim oOzitinde ve saf enzim elnatnda GI enziminin  varhg dogal
poliakrilamid jel elektroforezi ile ortaya konulduktan sonra sodyum dodesil siilfat (SDS)
poliakrilamid jel elektroforeziyle ilgili proteinin molekil agrhg ve farkh alt birim igerip
icermedigi  belirlenmeye  caligildi.  SDS  poliakrilamid  jel elektroforezi  Sambrook ve
arkadaglarma gore (1989), %5’k yigma jeli ve %12’k ayrma jeli kullaniarak
gerceklestirildi. SDS-PAGE’te kullanilan ¢ozeltiler ve bilesimleri Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. SDS poliakrilamid jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler ve bilesimleri

Bilesenler Yigma Jeli Ayirma Jeli
(%0,5,pH 6,8) (%012, pH 8,8)
Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,8) 0,5 mL
Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH - 25 mL
8,8)
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,67 mL 4,0 mL
%10 (APS) 0,04 mL 0,1 mL
% 10’luk SDS 0,04 mL 0,1 mL
dd H,O 2,7 mL 33 mL
TEMED 0,004 mL 0,004 mL

Jel hazirlandiktan sonra elektroforez tankma Verlestirildi ve tank SDS yiiriitme
tamponu ile dolduruldu. Yakbhsik 35 pg protein igceren ornekler, SDS yikleme c¢ozeltisi ile
karstirihp kaynar su banyosunda 5 dakika mkiibe edildi. Boylelikle denatiire olan protein
ornekleri, protein standarti ile birlikte Hamilton sringa kullamlarak ayri ayrt kuyucuklara
yiklendi. Sonra boya, yigma jelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak 20 dakika 20 mA’de,
daha sonra da ayrma jelinin alt kismmna gelene kadar yaklagik olarak 1-1,5 saat 25 mA’de
yiriitildii.  Elektrik akmmu kesildikten sonra jel sistemden dikkatlice ¢ikaridi ve boyama
islemine gecildi.

Ormneklerdeki protein bantlarmmn  gozlenebilmesi igin  jel, Coomassie Brillant
Blue R-250 boyama c¢ozeltisi iginde yaklasik olarak 10-15 dakika galkalanarak bekletildi.
Stire sonunda boyanan jel, boya uzaklastrma ¢oOzeltisiyle 2-3 saat calkalandi ve protein

bantlarmin goriintiilenebilir hale getirilmesi saglandi.
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2.2.7. Saflastinlan GI’;m Biyokimyasal Karakterizasyonu

2.2.7.1. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’mn Etkisi

Enzim  aktivitesi lizerme pH’nn etkisii  incelemek amacityla farkh pH
degerlerindeki tamponlar kullanlarak, 80 °C’de aktivite tayinleri yapild. Cahsmada
kullanilan tamponlarm hepsi 50 mM olup, istenilen pH degerleri asetat tamponu (pH:#4,0-
5,5), MOPS (pH#6,0-7,5) ve Tris-HCI tamponu (pH:8,0-9,0) kullammuyla saglandi. Elde
edilen veriler kullanilarak ¢izilen pH-Bagl Aktivite (%) grafigine gore GI icin optimum
pH degeri belirlendi.

Belirlenen optimum pH degeri, daha sonra yapimis olan calgmalarda reaksiyon
pH’s1 olarak kullanild1.

2.2.7.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgmn Etkisi

Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicakhigi belirlemek amaciyla, optimum pH
degerinde 40-90 °C sicaklk arahgndaki 10 °C’lik artislarla aktivite tayinleri yapidi Elde
edilen veriler kullanlarak ¢izilen Sicaklk-Bagl Aktivite (%) grafigine gore GI igin
optimum sicaklk degeri belirlendi.

Belirlenen optimum sicakhk degeri, daha sonra yapimis olan ¢aligmalarda
reaksiyon sicakhgi olarak kullanildi.

2.2.7.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesi {izerine protein konsantrasyonunun etkismi incelemek amaciyla
daha oOnce belirlenen optimum reaksiyon kosullarmda substrat konsantrasyonu sabit
tutularak, protein igerigi bilinen saf enzim eliiatindan belirli hacimlerde almip bir seri
reaksiyon karisimu hazirlandi ve aktivite tayinleri yapidi Elde edilen sonuglar grafige

gecirilerek reaksiyon i¢in optimum enzim konsantrasyonu belirlendi.
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2.2.7.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Protein konsantrasyonu sabit tutularak gergeklestirilen bu c¢ahsmada, 2-250 mM
nihai  konsantasyonda glukoz icerecek sekilde hazrlanan reaksiyon karigimlar i¢in
optmum pH ve sicaklk degerlerinde aktivite taymleri yapildi Elde edilen sonuglara gore
substrat doygunluk egrisi ve Lmeweaver-Burk grafigi c¢izildi Bu grafiklerden
yararlanlarak optimum substrat konsantrasyonu ile GI igin Ky, Ve Vpaks degerleri

hesapland1.

2.2.7.5. Enzimin pH Kararhhgimin incelenmesi

Saflagtrlan ~ enzimin ~ pH  kararhi@nn  incelenmesi amaciyla, 50 mM
konsantrasyonda hazirlanan MOPS (pH 7,5) ve Tris-HCl tamponu (pH 9,0) kullarld.
Istenilen pH degerlerinde hazrlanan tampon ¢ozeltiler ve saf enzim eliiati 1:1 araninda
kanstrilp, kangmlarm son pH’st kullamlan tampon ¢ozeltilerin pH’sma getirildi.  Sonra
her bir enzim-tampon karismu +4 °C’de, 50 °C’de ve 80 °C’de 1, 2, 3, 4, 5 ve 15 gin
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda, segilen pH ve sicaklik degerlerinde
aktivite taymnleri yapidi. Daha sonra aym sartlar altnda hazirlanmis fakat nkiibe
edilmemis enzim-tampon sistemleri kullanilarak tekrar aktivite tayinleri yapildi ve elde
edilen degerler %100 kabul edidi Buna bagh olarakta farkh pH’lardaki tamponlar

icerisinde inkiibe edilen enzimin aktivitesi % kalan aktivite olarak hesapland i

2.2.7.6. Enzimin Isil Kararhhgimin incelenmesi

Enzimin 1s11 kararhligmmn incelenmesi amaciyla, MOPS tamponu (50 mM, pH 7,0)
icerisindeki saf enzim eliiaty, +4 °C’de, 50 °C’de ve 80 °C’de ayr1 ayr1 1, 4, 24, 48, 72 ve
96 saat boyunca inkilbe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda enzim buz i¢ine almarak 5 dk
bekletildi ve buzdan ¢ikarlip oda sicakhgma gelmesi saglandi Sonra optimum sartlar
altmda aktivite taymleri gerceklestirildi. Aym sartlar altmda 151 e muamele edilmemis
enzim iginde aktivite tayinleri yapidi. Elde edilen aktivite sonuglari %100 kabul edilerek,
farkh sicakliklarda mkiibe edilen enzimler icin % kalan aktivite hesaplandi
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2.2.7.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz Metal Iyonlarimn Etkisi

Gl aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarmin etkisini incelemek amaciyla Mg,
Mn*, Co** , Hg?*, zn?*, Ca®, NP, Fe** wve Cu?* iyonlarnn kloriir tuzlarinm
100 mM’lik stok cozeltileri kullamldi. Reaksiyon kansimlarina son konsantrasyonlari
5 mM olacak sekilde her bir metal iyonundan ilave edilerek optimum sartlar altinda
aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu icermeyen kansimin aktivitesi %100 olarak kabul

edilip metal iyonu ilavesi durumundaki % kalan aktiviteler hesaplandi.



3. BULGULAR

3.1. G’nin Saflastinlmasi

3.1.1. Is1 Soku ve Aseton Coktiirmesi Uygulamalan

Geobacillus thermodenitrificans TH2 susundan elde edilen ham enzim 0ziitii ile bu
Oziite 151 soku ve aseton c¢oktiirmesi uygulanmasi sonucu ele gecen Oziitte spesifik aktivite
ve Lowry yoOntemiyle protein konsantrasyonu tayinleri yapildi Bulgular Tablo 10°da
gosterildi.

3.1.2. Enzimin Iyon Degistirme Kromatografisi ile Saflagtinlmasi

Is1 soku ve aseton c¢Oktiirmesi iglemleri uygulanmis olan ham enzim Oziitline ileri
derecede saflagtrma i¢in iyon degistrme kromatografisi uygulandi. Uygun sartlar altnda
tuz koprisii ile kademeli olarak toplanan her bir fraksiyon icin 280 nm’de
spektrofotometrik olarak protein tayini yapiip, ardmdan da 560 nm’de GI aktivitesine
bakildi. Elde edilen veriler dogrultusunda ¢izilen saflastrma grafigi Sekil 5’te verilmistir.
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Sekil 5. Iyon degisim kromatografisi ile Geobacillus thermodenitrificans TH2 glukoz
izomerazmin saflastrilmasi

I’den 120’ye kadar numaralandwilan fraksiyon tliplerme eluatlar, 4’er mL halinde
topland.. 560 nm’de spektrofotometrik olarak yapilan aktivite tayini sonucuna en yiiksek
aktivitenin - g6zlendigi fraksiyonlar (59-63 numarah tiipler) birlestirilerek olusturulan saf
enzim eliiatnda Lowry yontemiyle protein tayini yapip, spesifik aktivite degeri
hesaplandi. Bulgular Tablo 10’da gosterildi.

Tablo 10. GI’a ait saflastrma tablosu

Saflagtirma Hacim Protein Aktivite Toplam Spesifik Verim | Saflastirma

Adim (mL) (mg/mL) ) Aktivite Aktivite Kats ayis1
(U/mg protein)

Ham Enzim
Oziitii 5 73 0,199 99,5 2,73 100 1
Is1soku 45 4.8 0,14 63 2,92 63 11
Aseton

Coktiirmesi 5 23 0,16 80 6,9 80,4 2,53

Iyon Degistirme
Kromotografisi 45 0,3 0,199 89,6 66,3 90 24,3
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3.1.3. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal PAGE)

Geobacillus thermodenitrificans TH2’den elde edilen ham enzim Oziitiinde, 1s1
sokuna maruz brakimis Oziitte, 151 soku sonrasi aseton c¢oktlirmesi uygulanmis olan Oziitte
ve iyon degistrme kromatografisiyle sonrasi elde edilen saf enzim eliiatmda GI enzimi
varligm ortaya koyabimek icin dogal poliakrilamid jel elektroforezi yapildi Elektroforez
sonrast jelin Comassie Brillant Blue R-250 ile boyanmasi sonucunda gozlenen tek bant
(Sekil 6), enzimin basarih bir sekilde saflastirildigini desteklemektedir.

Sekil 6. Dogal PAGE; 1. Ham enzim 0ziitii, 2. Is1 sokuna maruz brakimis 0ziit,
3. Is1 soku sonrast aseton ¢oktiirmesi uygulanmis 6ziit, 4. Saf enzim eliiati

3.1.4. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Saflagtrlian  GI’'min  yaklagik molekiiler agirhgt ve farkh alt birimler igerip
icermediginin  belirlenebilmesi igcin  SDS  jel elektroforezi yapildi Elektroforez sonrasi
Commasie Brillant Blue R-250 ile boyanan jelde saf enzim eliiati icin gbzlenen tek bant
(Sekil  7), enzimin farkh alt birimler icermedigini gOstermektedir. Ayrica, protein
standartmmn  elektroforez jelindeki ilerlemesi baz almarak yapilan hesaplamaya gore,
saflagtirilan protein i¢in alt birimlerin yaklasik molekiil agiligi 49 kDa olarak belirlendi.
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Sekil 7. SDS-PAGE; 1. Ham enzim 0ziitli, 2.Saf enzim eliiati, 3. Protein standarti

3.1.5. Saflastinlan Enzimin Biyokimyasal Karakterizasyonu
3.1.5.1. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’mn EtKisi

Enzimin en yiliksek aktivite gosterdigi pH degerini belirleyebimek amaciyla farkh
pH degerlerindeki (4,0-9,0) tamponlarm kullamlmasiyla aktivite taynleri yapidi Elde
edilen veriler kullamlarak pH-Bagl Aktivite (%) grafigi ¢izildi (Sekil 8). Enzimin
maksimum aktivite gosterdigi pH degeri olan 7,5, GI i¢cin optimum pH olarak belirlendi.
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Sekil 8. Enzim aktivitesi lizerine pH’nn etkisi

3.1.5.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigmn Etkisi

Sicakligm GI  aktivitesi  lizerindeki  etkisini incelemek amaciyla 40-90 °C
araligmdaki sicaklklarda 10 °C’lik artglarla aktivite tayinleri yapidi Elde edilen veriler
kullanilarak ¢izilen Sicakhk-Bagil Aktivite (%) grafigine gore GI i¢cin optimum sicakhk
degeri 80 °C olarak belirlendi (Sekil 9).
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Sekil 9. Enzim aktivitesi iizerine sicakh@in etkisi

3.1.5.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

GI aktivitesi lizerine protein konsantrasyonunun etkisini incelemek amaciyla sabit
substrat konsantrasyonunda ayri ayrt 0,025-2,5 mg/mL arahgindaki degerlerde son
konsantrasyonda protein icerecek sekilde reaksiyon karigimlari hazrlandi  Belirlenen
optimum sartlar altmda bu reaksiyon kargimlari i¢in aktivite tayinleri yapidi Daha sonra
protein konsantrasyonuna karsi aktivite degerleri grafige gegirildi (Sekil 10). Elde edilen
hiperbolik egriden de goriilebilecegi gibi, optimum sartlar altmda ve 100 mM’lk substrat

konsantrasyonunda maksimum aktivitenin - gézlendigi enzim konsantrasyonu 1 mg/mL

olarak belirlenmistir.
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Sekil 10. Enzim aktivitesi lizerine protein konsantrasyonunun etkisi

3.1.5.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim  aktivitesinin =~ substrat  konsantrasyonuyla  degisimini  incelemek  ve
saflastrlan enzim i¢in kinetik parametreleri hesaplamak amaciyla daha Once belirlenen
optimum sartlar altmda ve sabit protein konsantrasyonunda 2-250 mM araligndaki son
glukoz konsantrasyonu degerleri icerecek sekilde hazrlanan reaksiyon karigimlarmda
aktivite taymleri yapidi. Elde edilen veriler kullamlarak substrat doygunluk egrisi
(Sekil 11) wve Lineweaver-Burk grafigi (Sekil 12) ¢izildi Substrat doygunluk egrisi
incelendiginde, enzimin basit Michaelis-Menten kinetigne uyumiu oldugu ve 200 mM
substrat konsantrasyonu degerine kadar aktivitede bir artism gozlendigi, ancak daha
yilksek substrat konsantrasyon degerlerinde ise enzimin doygunluk noktasina ulasmasi
nedeniyle aktivitenin bu optimum degerde sabit kaldigi gozlendi. Bu nedenle, bundan
sonraki karakterizasyon g¢ahsmalari igcin optimum substrat konsantrasyonu 200 mM olacak
sekilde ayarlandi. Lineweaver-Burk egrisinden Ky Ve Vmaks degerleri swrasiyla 32 mM ve

4,68 U/mg protein olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 12. Glukoz varhginda GI'nin Lineweaver-Burk egrisi
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3.1.5.5. Saflastinlan Enzimin pH Kararlihgimn Incelenmesi

Enzimn pH kararlhgmmn mncelenmesi amactyla saf enzim eliiati 1:1 oraninda pH’s1
7,5 ve 9,0 olan tamponlarla kargtrip, karismlarm son pH’st kullamlan tampon
cozeltilerm pH’sma getirildi. Her bir enzim-tampon kargmmm +4 °C’de, 50 °C’de ve
80 °C’de 1, 2, 3, 4, 5 ve 15 giin siireyle inkiibe edilmesi sonrasi, aktivite tayinleri yapildi
Ancak, 80 °C igin yaplan pH kararhik denemelerinde 1.giinin sonunda enzim
aktivitesinin tamamma yakmmm inhibe olmasi sebebiyle bu sicaklk degeri igin GI'nm pH
kararhhg digerlerinden farkh olarak 1, 24 ve 48 saatlik nkiibasyonlar i¢in incelenmistir.
Elde edilen verilerle, inkiibe edilmemis enzim aktivitesi % 100 kabul edilerek her bir
sicaklk icin ayr1 ayn Inkilbbasyon Zaman-Kalan Aktivite (%) grafigi cizildi (Sekil 13, 14,
15). Grafiklerden de goriilebilecegi gibi, +4 °C’de 5 giinlik inkiibasyon sonrasi enzim her
ki pH degeri icin de aktivitesmi %80 oranmda korumustur. 15 giinlik mkiibasyon
sonucunda ise pH 7,5’te kalan aktivite yaklask olarak %50 iken pH 9,0’da aktivite
stfirlanmuigtr. 50 °C  i¢in yapilan pH kararhhk denemeleri verilerine gore, 4 giinlik
inkiibbasyon sonrasi enzim aktivitesmin her iki pH degerinde de tamamen korundugu,
15 gin sonunda pH 9,0 icin aktivitenin sifirlandig, pH 7,5 icinse kalan aktivitenin % 70
civarmda oldugu goriimektedir. 80 °C’deki inkiibasyonlar sonucunda ise, enzimin
aktivitesinn pH 7,5’teki 1 saatlik inkiibasyon sonrasi %20 orannda artarken 24 saat
sonrast %86 orannda azaldig;, pH 9,0 icin 1 saatlik inkiibasyon sonrasi kalan aktivitenin
%80, 24 saat sonrasi ise %3 civarmda oldugu gozlenmisti. Her iki pH degeri icinde

48 saatlk mkiibasyon, enzim aktivitesinin tamamimin inhibe olmasiyla sonuglanmustir.
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Sekil 14. Saflagtrilan GI'nn 50 °C’deki pH kararllik egrisi
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Sekil 15. Saflagtrilan GI'nn 80 °C’deki pH kararlilik egrisi

3.1.5.6. Saflagtinlan Enzimin Isil Kararhligimn Incelenmesi

Enzimin 11 kararhhgmm incelenmesi amaciyla, saf enzim eliatt MOPS tamponu
(50 mM, pH 7,0) igerisinde ayri ayr1 +4 °C’de, 50 °C’de ve 80 °C’de 1, 4, 24, 48, 72 ve 96
saat boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi her bir eliiat icin optimum sartlarda aktivite
taymleri gerceklestirildi. Elde edilen verilerle mnkiibbe edilmemis enzim aktivitesi % 100
kabul edilerek Inkiibasyon Zamam-Kalan aktivite (%) garafigi cizildi (Sekil 16). Grafik
mcelendiginde +4 °C’deki tiim inkiibasyonlar sonrasi, GI'nin aktivitesinin - tamamim
korudugu, 50 °C’de 24 saatlik inkiibasyon sonrasi aktivitede azalmanmn basladigi ve 96
saat sonunda kalan aktivitenin yaklasik % 60 oldugu gozlenmektedir. 80 °C’de ise 1. saat
sonunda aktivite %30 orannda inhibe olurken, 48 saatlik inkiibasyondan sonra aktivitenin

tamamina yakmimnin sifirland1g1 goriilmek tedir.
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Sekil 16. Saflagtrilan GI'nin 1s11 kararhlik egrisi

3.1.5.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazn Metal Iyonlannin Etkisi

GI aktivitesi lizerme baz metal iyonlarmm etkisini incelemek amaciyla Mg2+,
Mn®, Co *2, Ho?*, Zn**, Ca®*, N#*, Fe?* ve Cu?* iyonlarmm Kloriir tuzlarmm 100 mM’lk
stok cozeltileri kullamlarak, 5 mM mnihai konsantrasyonda metal iyonu iceren reaksiyon
karigimlar1 hazrlanp aktivite tayinleri yapildi. Metal icermeyen karigimm aktivitesi %100
kabul edilerek metal varlgndaki aktiviteler Kalan aktivite (%) olarak hesaplandi
(Tablo 11). Tablo 11°de de goriildiigi gbi Mg®", Mn?* ve Co *? iyonlan varhgmda enzim
aktivitesinde ciddi artislar meydana gelirken, diger metal iyonlar1 aktiviteyi farkh
seviyelerde inhibe etmistir.
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Tablo 11. Bazt metal iyonlarinin GI aktivitesi iizerine etkisi

Metal Iyonu (5 mM) % Kalan Aktivite
Yok 100
Mg” 155
Mn“* 174
Co** 300
Hg"" 5
= 20
Ca”* 64
Ni“* 29
Fe” 25
Cu™ 17




4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan bu ¢alismada Aydm ili, Camkoy Camur Ilicasrndan izole edilen termofilik
Geobacillus thermodenitrificans TH2 bakteri susunda GI enzimi varligi belirlenmis, iyon
degistrme kromatografisi ile enzim saflastirildi ve saflagtrlan enzimin biyokimyasal
ozellikleri ve bazi Kinetik parametreleri ortaya konmaya cablsildi.

Geobacillus thermodenitrificans TH2 susundan ham enzim O6zitii hazirlandi ve ©6n
saflastrma islemi olarak Ozite 151 soku ve soguk asetonla c¢oktiirme islemleri uygulandi
Bu iglemler sonunda elde edilen enzim oOzitii Q-Sepharose Fast Flow kolonuna tatbik
edidi ve enzimn iyon degisim kromatografisi ile saflagtriimasi gerceklestirildi. Ham
enzim Ozitiinde enzimin spesifik aktivitesi 0,273 U/mg protemn, is1 soku ve 1s1 soku sonrasi
aseton c¢oktiirmesi uygulanmug olan Oziitlerde spesifik aktivite swrasiyla 0,292 U/mg protein
ve 0,69U/mg protem, son olarakta iyon degisim kromatografisi sonucu saflastirilan
enzimin spesifik aktivitesi 6,63 U/mg protein olarak bulundu (Tablo 10). Bu sonuglara
gore enzim, %90 verimle 24,3 kat saflagtrilmistir.

Iyon degisim kromatografisi ile gerceklestirilen saflastrma isleminden sonra elde
edilen saf enzim eluati elektroforetik olarak analiz edildi. Hazrlanan %10’luk dogal
poliakrilamid jel elektroforezine tatbik edilen saf enzim eliiatmn Commassie Brillant Blue
R-250 ile boyanmasi sonucu gbzlenen tek bant, bagarih bir saflastrma isleminin
gerceklestirildigini desteklemektedir (Sekil 5).

Iyon degistirme kromatografisi sonrasi ele gegen saf enzim eliati SDS
poliakrilamid jel elektroforezi ile de incelendi (Sekil 6). Elektroforez sonucunda gozlenen
tek protein bandi, saflagtirlan GI'nin tersiyer yapih oldugunu ya da homolog birden fazla
ayni tir alt birimden olustugunu ifade etmektedir. Ayrica SDS-PAGE ile enzimin alt
birimlerinin  yaklagik 49 kDa agrhgmda oldugu saptandi. Bu deger Bifidobacterium
adolescentis’ten elde edilen ve alt birim agrrhgt 53 kDa olan trimer yapidaki Sinif 11
glukoz izomerazin molekiil agrrhgina oldukg¢a yakin bir degerdir (Kawai vd., 1994).
Thermoanaerobacterium JW/SL-YS 489 susundan elde edilen, alt birim agirhg 50 kDa
olan tetramer yapidaki Gl ve termofilik Bacillus sp. susundan saflastridan ve alt birim
agrhgit 50 kDa olan trimer yapdaki GI’larm varhg@ da bildirilmistir (Chauthaiwale ve
Rao, 1994; Liu vd., 1996).
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Optimum pH degeri enzim aktivitesinin ifade edimesinde Onemli olan bir
faktordiir. Notral ya da hafif asidik pH optimumuna sahip yeni GI'larm kesfi, endiistriyel
uygulamalar i¢in 6nem tagimaktadwr. Ciinkii bu pH degerlerinde izomerizasyonun hizi daha
yiksek reaksiyon oranlarma yol acgacaktr (Lee ve Zeikus, 1991). Geobacillus
thermodenitrificans TH2’den saflastrilan GI i¢in aktivitenin pH’ya olan baghligi pH 4,0-
9,0 arahgnda incelendi (Sekil 7). Inceleme sonucunda enzimin en yilksek aktiviteye sahip
oldugu pH degeri 7,5 olarak bulundu. Ayrica saflastrlan GI'nm asidik ve bazk pH
degerlerinde diisiik, notrale yakm pH degerlerinde ise nispeten daha yiiksek aktiviteye
sahip oldugu gozlendi. Literatirden elde edilen bilgiye gore glukoz substratt varhgnda
Thermoanaerobacterium sp. (Liu vd., 1996), Actinoplanes missouriensis (Van Tillbeurgh
vd., 1992), Lactobacillus brevis (Yamanaka, 1975) ve Thermus aquaticus (Lehmbacher,
1990) Gr’lann haricindeki diger GI’larm  optimum pH degeri pH 6,5’ten yiiksektir.
Bacillus thermoantarticus (Lama vd., 2001) GI’s1 iginde optimum pH degeri 7,0’dr. Bu
sonuclara dayanilarak saflastirlan GI optimum pH bakmindan literatirdeki pek c¢ok GI
kadar 1yidir. Ancak endiistriyel uygulamalar icin daha asidik pH degerleri arzu
edilmektedir.

Geobacillus  thermodenitrificans TH2’den  saflastirilan  enzimin  aktivitesinin
sicaklikla degisimi 40-90 °C arahgindaki sicaklik degerlerinde incelendi (Sekil 8). Elde
edilen sonuglara gore enzimn maksimum aktivite gosterdigi sicakhk 80 °C olarak
belirlendi. Yapilan calsma, bagl aktivitenin, 40-50 °C’de %30, 85 °C’de %50 ve
90 °C’de %40 civarmda oldugunu gostermektedir. Literatirde yapian ncelemeler
sonucunda saflastrlan GI'nn optimum sicakhgmmn, Streptomyces sp. (Inyang vd., 1995),
Bacillus sp. (Chauthaiwale ve Rao, 1994), Anoxybacillus gonensis G2 (Karaogl, 2004),
Geobacillus caldoxylolyticus TK4 (Faiz, 2008) ve Streptomyces chibaensis J-59 (Joo vd.,
2005) Gr'lant ile benzerlk gosterdigi goriildii. Cabsilan farkh GI'lar icin optimum sicaklk,
Thermotoga neapolitana’da 95 °C (Hess vd., 1998), Thermus thermophilus’ta ve Bacillus
thermoantarcticus’ta 90 °C (Lonn vd., 2002; Lama vd., 2001) olarak belirlenmistir. Bunun
disndaki diger GI’lar genel olarak, 60 °C ile 75 °C arasmda bir sicaklk optimumuna
sahiptifler ~ (Bhosale  vd., 1996). Tim bu verilere dayanlarak Geobacillus
thermodenitrificans TH2 GI’smn oldukga termofik bir enzim oldugu soylenebilir.
Endiistride HFCS prosesinde fruktozun son konsantrasyonuw/glukoz dengesi yiiksek oranda
sicakhfa baghdr ve sicakhk arttk¢a denge fruktoz lehine doner. Bu nedenle de
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ulagilabilecek en yiiksek fiuktoz seviyesi i¢in yiiksek sicaklk optimumuna sahip GI’lar
gelistirilmesi  olduk¢a Onemlidir. Geobacillus thermodenitrificans TH2 GI’si, sahip oldugu
yiksek sicaklk optimumu ile endistriyel ihtiyaca cevap verebilecek bir potansiyele
sahiptir.

Saflagtrlan ~ enzim  i¢in  aktivitenin = enzim  konsantrasyonuna  baghlig
incelendiginde 1 mg/ml’lik konsantrasyona kadar reaksiyon karigimmndaki —enzim
miktarmmn artismmn  aktiviteyi  arttrdi@  goriildii  (Sekil 9). Daha yiiksek konsantrasyon
degerlerinde ise GI aktivitesinin  enzim miktarmdan bagmsiz oldugu ve belli bir
konsantrasyondaki enzim miktarma ulasidiktan sonra da aktivitenin enzim miktarmdan
etkilenmedigi belirlendi.

Gl aktivitesinin ~ substrat konsantrasyonuyla olan iligkisini incelemek amaciyla
protein konsantrasyonu sabit tutularak degisen konsantrasyonlarda substrat igeren bir dizi
reaksiyon karigimda aktivite Olglimleri yapild. Elde edilen verilerle ¢izilen Lineweaver-
Burk egrisinden (Sekil 11.) Ky ve Vmaks degerleri srrasiyla, 32 mM ve 4,68 U/mg protein
olarak bulundu. K, degeri enzimin substratma olan ilgisinin bir Olgiisiidiir ve bu deger ne
kadar kiiciik olursa, enzimin substratma karst olan ilgisi de o kadar fazladwr. Literatiir
taramasi sonucu elde edilen verilere bakildignda Streptomyces albus (Sanchez ve Smiley,
1975) ve Arthrobacter sp. (Smith vd., 1991) GI’s1 i¢in Ky degeri 86 mM, Bacillus
coagulans (Danno, 1970) icin 90 mM, Thermoanaerobbacterium saccharolyticum (Liu
vd., 1996) 120 mM, Clostridium thermosulfurogenes (Lee vd., 1990) i¢in 130 mM,
Bacillus sp. (Chauthaiwale ve Rao, 1994) i¢cin 142 mM, Streptomyces olivochromogenes
(Suekare vd., 1978) i¢cin 250 mM, Antiroplanes missouriensis (Jenkins vd., 1992) icin 290
mM, Bifidobacterium adolescentis (Kawai vd., 1994) icin 298 mM, Streptomyces sp.
(Inyang vd.,1995) i¢cin 400 mM , Lactobacillus brevis (Yamanaka, 1975) i¢cin de 920 mM
oldugu  gorilmektedir. ~ Bu  degerler goz Oninde bulundurularak  Geobacillus
thermodenitrificans TH2’den saflagtirlan GI'nn K, degerinin birgcok mikroorganizmanmn
Km degerine gore diisiikk oldugu sOylenebilir. Diger yandan Streptomyces flavogriseus
(Chen vd., 1979) GI’s1 icin Ky, degeri 0,279 mM, Geobacillus caldoxylolyticus TK4 (
Faiz, 2008) i¢in 20,58 mM ve Anoxybacillus gonensis G2 (Karaoglu, 2004) i¢in 15,24 mM
olarak bildirilmistir. Bu degerlere bakilacak olursa da, bahsi gecen GI’larm glukoza olan

ilgilerinin Geobacillus thermodenitrificans GI’sma gore daha yiiksek oldugu sdylenebilir.
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Saf enzim eliiatmmn optimum pH degerinde, +4 °C’de, 50 °C’de ve 80 °C’de ayr
ayni 1, 4, 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca inkiibe ediimesi ve inkiibasyon siireleri sonunda
aktivitede olan degisimlerin incelenmesiyle Geobacillus thermodenitrificans GI’smmn 1sil
kararhhigi incelendi (Sekil 15). Elde edilen sonuglar incelendiginde enzimin optimum
sicaklign olan 80 °C’deki 1 saatlk inkiibasyon sonrast GI'nn aktivitesinin - %70 ini
korudugu goriimiistiir. 50 °C’deki ikiibasyonlarda da 4 saat sonunda aktivitenin
tamamma yakmi korunmus olup, swasiyla 48 ve 96 saatlk inkiibasyonlardan sonra kalan
aktivite degerleri %85 ve %60 olarak bulundu. +4 °C’de ise enzimin yikksek oranda kararh
olup aktivitesini aylarca korudugu saptandi. Bu durum Ozellikle enzimin saklanma
kosullarmm belirlenmesi agismdan  biiyik bir avantaj saglar. Enzimn 11 kararhhgm
literatiirle kiyaslanacak olursa Geobacillus stearothermophilus GI’smm 75 °C’de 1 saat,
Bacillus coagulans’m 50 °C’de 1 saat, Streptomyces olivochromogenes’in 30 °C’de
30 dakika, Thermoanaerobacterium sp.’nin 60 °C’de 5 saat, Arthrobacter nicotianae’nin
70 °C’de 2 saat kararh olduklart goriilir. Bu sonuglara bakilarak, Geobacillus
thermodenitrificans TH2 GI’smin genel olarak 1sil kararl oldugu ancak ozellkle +4 °C’de
oldukca yiiksek bir 1s1 kararhliga sahip oldugu sdylenebilir.

Geobacillus thermodenitrificans TH2’den saflagtirilan GI’'nn  pH  kararhhgm
incelemek amaciyla saf enzim eliatt 1:1 oranmda pH’st 7,5 ve 9,0 olan tamponlarla
karistrip, karisimlarm son pH’st kullandlan tampon  ¢ozeltilerin pH’sma  getirildi. Her bir
enzim-tampon karigimmmn +4 °C’de, 50 °C’de ve 80 °C’de 1, 2, 3, 4, 5 ve 15 giin siireyle
inkiibe edilmesi sonrasi, belirlenen sartlar altnda aktivite tayinleri yapildi (Sekil 12, 13).
80 °C i¢in yaplan pH kararhik denemelerinde 1. giiniin sonunda enzim aktivitesinin
tamamma yakmmm inhibe olmasi sebebiyle bu sicaklk degeri icin GI'nn pH kararhhg
digerlerinden farkh olarak 1, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar i¢in incelenmistir (Sekil 14).
Elde edilen verilere gore +4 °C ve 50 °C’de, her ki pH degerindeki 1 giinliik inkiibasyon
sonrasinda enzim aktivitesinde gozlenen artis, saflastrlan enzimn bu sicaklk, pH ve
inkiibasyon seviyelerinde baslangic haline gore daha kararh birr i¢ boyuthn yap1
kazandigma ve kazanlan bu yapmmn da enzim-substrat etkilesiminin daha etkin olmasma
yol agtigma atfedilir. +4 °C’de 5 giinlik inkiibasyon sonrasi enzim her ki pH degeri i¢in de
aktivitesmi %80 orannda korumustur. 15 giinliik inkiibasyon sonucunda ise pH 7,5te
kalan aktivite yaklasik olarak %50 iken pH 9,0’da aktivite stfirlanmustr. 50 °C i¢in yapilan

pH kararhhk denemeleri verilerme gore, 4 giinliik inkiibasyon sonrasi enzim aktivitesinin
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her ki pH degerinde de tamamen korundugu, 15 giin sonunda pH 9,0 i¢in aktivitenin
sifirlandig, pH 7,5 iginse kalan aktivitenin %70 civarmda oldugu goriildi. 80 °C’deki
inkiibasyonlar sonucunda ise, enzimin aktivitesinin pH 7,5’teki 1 saatlk inkiibasyon
sonrast %20 oraninda artarken, 24 saat sonrasit %40 oraninda azaldig;, pH 9,0 i¢in 1 saatlk
inkiibasyon sonrasi kalan aktivitenin %80, 24 saat sonrast ise %3 civarmda oldugu
gozlenmisti. Her iki pH degeri i¢in de 48 saatlk inkiibasyon, enzim aktivitesinin
tamammm mhibe olmasiyla sonuglandi Elde edilen veriler literatiirle kiyaslandigmda
Bifidobacterium adolescentis GI’sinin pH 6,0’da 80 °C’de 18 saat bekletildiginde
aktivitesini %50, Bifidobacterium adolescentis GI’smin aym sicaklkta pH 7,0’da 18 saat
sonunda aktivitesini %100 korudugu g6zlenmistr (URL-1). Elde edilen verilere
bakildiginda saflastirilan GI'nin 6zellikle +4 °C’de her ki pH degernde de oldukca kararh
bir halde bulundugu sdylenebilir.

Bircok enzim, etkinlk gosterebimek icin kofaktdr olarak metal iyonlarma ihtiyag
duyar. Metal iyonlann farkh koordimasyon sayillarma, yaptklart bilesiklerde farkh
koordinasyon geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip olmalart gibi sebeplerle,
proteinlerin  farkh bolgelerine baglanabilirler. Bunun sonucu olarak da enzim aktivitesini
farkh sekilde etkileyebilirler (Bock vd., 1999; Di Tusa vd., 2001). GI’nn maksimum
aktivite icin Mg”*, Co”* ve Mn** gibi bivalent katyonlara veya bunlarn kombinasyonlarma
ihtiya¢ duydugu bilnmektedir (Bhosale vd., 1996). Saflastirlan enzimin aktivitesi {izerine
metal iyonlarmm etkisini incelemek i¢in yapilan c¢ahsmada elde edilen bulgular literatiirle
tam bir uyum gdstermektedir. Yapilan cabsmalarda Gl aktivitesinin Mg?*, Co®" ve Mn**

2+

varhgnda artarken, Hg?*, Zn**, Ca®*, Ni¥*, Fe?" ve Cu*" varlgnda aktivitenin degisik

oranlarda inhibe oldugu gozlendi.



5. ONERILER

Bu calsmada yeni bir termofilk tiir olan Geobacillus thermodenitrificans TH2
bakteri susundan glukoz izomeraz enzimi saflastirildi ve biyokimyasal ozellikleri agismdan
karakterize edildi. Endistrinin ihtiyag duydugu Onemli enzimlerden biri olan GI {izerine,
HFCS ve hemiselilozlardan etanol tiretimi gibi endiistriyel proseslerdeki rolii sebebiyle,
birgok arastrma yapimakta ve Ozellikle i kararhhg yiksek olan GI’larm dretimi ig¢in
yeni mikrobiyal kaynaklarm ortaya ¢ikariimasma Onem verimektedir. Endistrinin yeni
tiretilen GI’lardaki en biiylik beklentisi yliksek 11l kararhik gostermeleri ve ndtral ya da
hafif asidik pH optimumuna sahip olmalaridir.

Son zamanlarda enzim retimini daha verimli hale getirebilmek icin gesitli
teknolojiler  gelistirilmistir. Bunlardan en yaygmn olarak kullamilanlardan biri  rekombinant
DNA teknolojisidir. Bu teknoloji sayesinde enzimleri kodlayan genleri izole etmek, bu
genlerin  tizerinde c¢ahsmak ve genetik mutasyonlar yaparak enzimlerin = Gzelliklerini
tyllestirmek, giiniimiizde artk olanakli hale gelmisti. Ayrica bu gbi ileri teknolojik
yontemlerle Gl enziminin daha kontrollii ve daha bol {iiretilmesi saglanabilir. Bu sebeple,
Geobacillus thermodenitrificans TH2 glukoz izomerazi uygun bir konakg¢iya klonlanarak,
bol miktarda ekspres edilmesi ve saflastrma isleminin daha kolay hale getirilmesi
saglanabilir. Bunun yannda, ¢esiti mutasyon teknikleri kullanlarak, saflastrilan enzimin
optimum pH’s1 notral ya da hafif asidik pH degerlerine disiriilebilitken 1s1l kararhhgi da
arttmrilabilir.

Saflagtirlan GI'nn glukoza kars1 yiiksek Km’ye sahip olmasi endistriyel kullanm
acisndan  Onemini azaltacag icin, enzimin Kp’smi dislirmeye yonelk mutasyonlar
yapilarak substrata olan ilgisi arttwrilabilir. Boyle bir durumda yapilan mutasyonlarn
optimum pH, optimum sicakhk, 1s1 ve pH kararllig1 iizerindeki etkileri de incelenmelidir.

Glukoz izomeraz kullanmu oldukg¢a pahah olan bir enzimdir ve pek cok endiistriyel
stirecte geri kazanim ihtimali olduk¢a diisiiktiir. Ayrica substratt olan glukoza Kkars
ilgisinin diigiik olmasi sebebiyle de reaksiyonlarda bol miktarda kullanmu gerekmektedir.
Bu nedenle enzimin immobilize edilerek defalarca kullanmm proseslerdeki maliyeti
azaltacaktr. Boylelkle, enzimin kararlhigt da artabilecegi icin  saflastirilan  enzim,

mmmobilizasyon sonrasi ileri derecede karakterize edilebilir.
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Yapilan ¢aligmalarda saflagtirilan enzimin -20 °C’de saklandiktan sonra ¢oziiliip
kullanlmasmm  aktivitede kayiplara neden oldugu belirlenmist. Bu nedenle enzimin
-20 °C yerine +4 °C’de saklanmasi daha dogrudur.

Bunlara ilave olarak, saflastrilan enzimn HPLC gibi bir yontemle kesin molekiil
agrhg belirlenebilir. Molekiil yapisi ve izoelektrik noktasmmn bulunmasiyla da diger baz
biyokimyasal Ozellikleri ortaya koyulabilecektir.
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