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a-Glukozidaz iireticisi termofilik Bacillus spp. izolatlarin1 belirlemek amaciyla Aydin,
Ankara, Denizli, Izmir, Manisa ve Nevsehir illerinde bulunan 46 farkli sicak su
kaynagindan toplanan 191 adet 6rnekden koloni morfolojileri yoniinden farklilik gosteren
toplam 451 adet termofilik Bacillus izolati elde edilmistir. Yiiksek amilaz aktivitesine
sahip 67 adet termofilik Bacillus izolat1 segilerek izolatlarin hiicre i¢i ve hiicre dist o-
glukozidaz iiretim kapasiteleri, pPNPG substrati kullanilarak belirlenmistir. Izolatlarin o-
glukozidaz iiretme kapasiteleri, toplam enzim miktarlar1 baz alinarak belirlenmis ve
izolatlarin pelet yas agirligina gore toplam o-glukozidaz miktarlar1 77.18-0.001 U/ml/g
arasinda bulunmustur. Yiiksek enzim tiretme kapasitesine sahip Bacillus sp. A333 (48.64
U/ml/g), A343 (10.79 U/ml/g), E134 (32.09 U/ml/g), F84a (36.64 U/ml/g) ve F84b
(77.18 U/ml/g) izolatlarinin 48 saatlik zamana bagl a-glukozidaz tretimleri, standart
olarak kullanilan G. stearothermophilus ATCC 12980 susu (34.26 U/ml/g) ile
karsilastirilarak belirlenmistir. Hiicre i¢indeki maksimum enzim {iretimi zamani 4. saat
(A343, E134), 8. saat (F84a, F84b) ve 12. saat (A333) olarak belirlenmis olup izolatlara
gore degisiklik gostermistir. Bacillus sp. A333 izolati hiicre dis1, Bacillus sp. A343 izolat
ise hiicre i¢i a-glukozidaz fireticisi olarak se¢ilmis ve kismen saflastirilan enzimlerin
%10’luk N-PAGE ve 4-MUG substrati ile yapilan aktivite analizi sonuglari, A333 ve
A343 izolatlarinda ayirict birer enzim bandi yaninda standart suslarda da elektroforetik
mobiliteleri ayni olan ortak bir enzim band1 oldugunu gdstermistir. a-Glukozidaz enzimi
daha sonra N-PAG’deki bu bantlardan ekstrakte edilerek %10’luk SDS-PAGE’de
ayrilmis ve Bacillus sp. A333 ile A343 enzimlerinin, molekiil agirliklar1 44 ve 60 kDa
civarinda ikiser adet farkli proteine sahip olduklar1 belirlenmistir. A333 a-glukozidazi
optimum pH’1 6.8, optimum aktivite sicakligir 60°C ve pNPG substratina kars1 K, degeri
1.38 mM olarak bulunurken, bu degerler A343 enzimi igin sirastyla 7.0, 65°C ve 0.85
mM olarak belirlenmistir. Iki izolata ait enzimlerin 20 farkli substrata olan spesifikligi ve
ince tabaka kromatografisi sonuglari A333 a-glukozidazinin yiiksek derecede
transglukozilasyon aktivitesine, A343 enziminin ise genis substrat spesifikligine sahip
oldugunu gostermistir. Bunun yanisira, Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin, A343
enzimine gore daha genis bir pH ve sicaklik araliginda stabilite gosterdigi ve her iki
enzimin de test esilen inhibitdrlerin ¢oguna direngli oldugu bulunmustur. Yapilan bu
calisma ile biyoteknolojik uygulamalarda kullanim potansiyeline sahip yeni termostabil
ekzo-a-1,4-glukozidaz iireticisi iki Bacillus sp. izolat1 belirlenmistir.
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A total of 191 samples were collected from 46 different hot springs in Aydin, Ankara,
Denizli, Izmir, Manisa and Nevsehir cities in order to determine the a-glucosidase
producer thermophilic Bacillus spp. From these samples 451 thermophilic Bacillus
isolates having different colony morphology were obtained and screened for amylase
activity. Sixtyseven of 451 thermophilic Bacillus isolates which had high amylase
activity were selected to determine the intracellular and extracellular a-glucosidase
production capacities by using pPNPG substrate. a-Glucosidase production capacities of
the isolates were designated basing on their total enzyme amount per pellet wet weight,
and were found between 77.18-0.001 U/ml/g. Time course of high enzyme producers
Bacillus sp. A333 (48.64 U/ml/g), A343 (10.79 U/ml/g), E134 (32.09 U/ml/g), F84a
(36.64 U/ml/g) and F84b (77.18 U/ml/g) were determined by comparing with standard
strain G. stearothermophilus ATCC 12980 (34.26 U/ml/g) for 48 hours. The maximum
intracellular enzyme production time was found as 4 hours (A343, E134), 8 hours
(F84a, F84b) and 12 hours (A333) which showed variations according to the isolates.
Bacillus sp. A333 and A343 were selected as an extracellular and intracellular a-
glucosidase producers, respectively. After partial purification of a-glucosidases from
two isolates, 10% N-PAGE and activity staining with 4-MUG substrate showed that
both A333 and A343 had a differential enyzme band in addition to a common band
showing the same electrophoretic mobilities with the standard strains. a-Glucosidase
was then eluted from N-PAG bands and seperated by 10% SDS-PAGE, and results
showed that Bacillus sp. A333 and A343 isolates had two different protein bands having
approximately 44 and 60 kDa molecular weight. A333 a-glucosidase showed optimum
activity at 60°C, pH 6.8 and 1.38 K, value for pNPG substrate while these results were
found 65°C, 7.0 and 0.85, respectively for isolate A343. Specificity for 20 different
substrates and Thin layer chromatography of enzymes demonstrated that A333 enzyme
had high transglycosylation activity while A343 had wide substrate specificity. In
addition, the results showed that Bacillus sp. A333 a-glucosidase was more stable in a
wide range of pH and temperature, and both enzymes were found to be resistant to the
most of the inhibitors tested. By this study, two new thermostable exo-a-1,4-glucosidase
producer Bacillus strains were isolated having biotechnological pottential.
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1. GIRIS

a-Glukozidazlar (EC 3.2.1.20, a-D-glukozit glukohidrolaz, ekzo-a-1,4-glukozidaz)
bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda karbohidrat metabolizmasinda anahtar rol
oynarlar. Mikroorganizmalarda olduk¢a yaygin olup cesitli bakteri, maya ve kiiflerden
hiicre dis1, hiicre i¢i veya hiicreye bagl formlari saflastirilarak karakterize edilmistir.
Mikroorganizmalar tarafindan nisasta pargalanmasinin son basamagi a-glukozidazlar ile
gergeklestirilir. a-Amilaz (EC 3.2.1.1), amiloglukozidaz (EC 3.2.1.3) ile pullunaz (EC
3.2.1. 41) gibi nisastaya etki eden diger glukozil hidrolaz enzimlerinin katalizi ile olusan
kisa zincirli maltooligosakkaritlerdeki o-1,4 glukozidik baglar1 spesifik olarak
pargalaylp a-D-glukoz monomerlerini olustururlar. Aynm1 zamanda o-glukozidazlar

cogunlukla transglukozilasyon aktivitesine sahip olup reaksiyonlar1 geri doniistimliidiir.

Substrat spesifiklikleri biiyiik 6l¢iide farklilik gosterir. Oligosakkaritleri polisakkaritlere
oranla daha hizli hidroliz ederler. Bu nedenle a-glukozidazlar, oligosakkarit ve a-D-
glukozitleri de igeren diisiik molekiil agirlikli substratlarin terminal, rediikleyici
olmayan, a-1,4-glukopiranoz birimlerini ve ayni1 zamanda ¢6ziiniir nisasta ve glukojen
gibi oa-glukanlar1 da hidrolize edebilme yetenegine sahiptirler. Glukozil hidrolazlarin
13. ve 31. familyalarina dahil olan a-glukozidazlar, substrat spesifikligine, etki
mekanizmasina, substrata etki sekline ve amino asit dizisinin benzerligine gore

siiflandirilirlar.

Gergeklestirilmesi gii¢ endiistriyel islemlere daha uygun olmalar1 gergceginden dolay1
termofilik enzimlere endiistriyel ve biyoteknolojik ilgi giderek artmaktadir. Endiistriyel
acidan 60°C’nin lizerinde stabil olabilen enzimler avantajlidir. Bu nedenle enzimlerin
stabilitesini arttirmaya yonelik devam eden bir talep vardir. Biyoteknolojik islemleri
yuksek sicakliklarda yiriitmenin en Onemli avantajlar1 arasinda mezofilik
mikroorganizmalarca kontaminasyon riskinin diisiiriilmesi ve daha yiiksek bir islem
sicakligina izin verdiginden dolay1 organik bilesiklerin ¢oziiniirliigiiniin artigina bagl
olarak islem veriminin oldukca artmasidir. Ekstrem kosullara adapte olmus yeni
mikroorganizmalarin tespit edilmesi ile genetik bilginin, istenen bir mezofilik konakta

klonlanarak ifade (ekspresyon) edilmesi ve rekombinant DNA teknolojisi ile yeni



spesifik termostabil enzimlerin {iretimi miimkiin olabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda
farkli Bacillus tiirlerine ait o-glukozidaz enzimleri E. coli’de klonlanarak tiretimi
arttirilmig ve protein miihendisligi yolu ile katalitik olarak daha aktif ve stabil hale
getirilebilmistir. Bu amagclarla enzim iireticisi ekstremofilik mikroorganizmalarin
taranmasi sonucu yeni termostabil enzimlerin bulunusuyla, gelecekte yeni endiistriyel

ve biyoteknolojik uygulama alanlarinin agilmasi miimkiin olacaktir.

Uygulama alanlar1 temel aragtirmalar, klinik laboratuvarlar ve endiistriyel islemler
olmasindan dolay1 bu yararlar ile glukozidazlar giiniimiizde ilgi duyulan enzim gruplari
arasindadir. Ticari olarak endiistriyel etanol iiretimi sirasinda nisastanin fermente
sekerlere  doniistiirilmesinde a-amilaz enzimi ile beraber kullanilmaktadir.
Glukozidazlar birer biyokatalizor olarak oligosakkarit ve glukokonjugantlarin yanisira
di- ve tri-sakkkaritlerin sentezinde gorev almaktadirlar. Son yillarda saglik sektoriinde
klinik biyokimya analizlerinde, o-amilaz ve serum kloriiriin tayininde kullanilan
kitlerde de yine a-glukozidaz enziminden yararlanilmaktadir. Ayrica hastanelerde
sterilizasyon kontroliinde kullanilan kitlerin yapiminda indikator olarak termofilik
Bacillus cinsi mikroorganizmalara ait o-glukozidazlar kullanilmaktadir. Ulkemizde,
endiistriyel olarak bu kadar 6nemli olan termostabil a-glukozidazlarin karakterizasyonu

ile ilgili su ana kadar herhangi bir ¢alisma yapilmamistir.

Bu c¢alisma ile Tiirkiye'nin farkli bolgelerindeki sicak su kaynaklar1 ve kaplicalardan
toplanan su ve toprak drneklerinden termostabil a-glukozidaz iireten termofilik Bacillus
izolatlar1 elde edilmistir. Bu izolatlarin termostabil a-glukozidaz iiretim kapasiteleri
standart Bacillus tiirleri ile kiyaslanarak yiiksek enzim iireticisi izolatlar belirlenmistir.
Hiicre dis1 ve hiicre i¢i seklinde yiiksek oranda a-glukozidaz iireten Bacillus sp. A333 ve
A343 izolatlar1 segilerek enzim karakterizasyonlar1 yapilmistir. Enzimlerin kismi
saflastirilmasi, elektroforetik mobiliteleri ve molekiil agirliklari, farkli sicaklik ve pH
degerlerindeki aktivite ve stabiliteleri, kinetik oOzellikleri, substrat spesifiklikleri ve
substrata etki sekilleri ile inhibitorlerin enzimler lizerindeki etkisi belirlenmistir. Boylece
standart enzimlerden ve birbirinden farklilik gosteren, biyoteknolojik islemlerde

kullanima uygun termostabil a-glukozidaz iireten iki yeni Bacillus sp. izole edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Termofilik Bacillus Cinsi Bakterilerin Ozellikleri

Carl Woese tarafindan 16 ve 18S rRNA dizilerinin karsilastirilmasiyla olusturulmus
simiflandimaya gore, Bacillus cinsi mikroorganizmalar Bakteri (Eubakteri=Gergek
Bakteriler) domaini igerisine dahil edilmistir (Woese and Wolfe 1985, Woese 1999).
Bacillus cinsi organizmalar Gram (+), spor olusturabilen, ¢gubuk seklinde, anaerob veya
fakiiltatif aerob, katalaz pozitif, mikroorganizmalardir (Claus and Berkeley 1986).
Bacillus cinsi mikroorganizmalarin ayirt edilmesinde kullanilan temel 6zellikler ¢gizelge

2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Bacillus cinsi mikrooganizmalarin genel 6zellikleri (Claus and Berkeley
1986)

Ozellik Bacillus cinsi
Cubuk sekli T

Hiicre ¢ap1 <2.5 um
Filament varlig -
Kivrilmis gubuklar veya filamentlerin varligi -
Hareket yetenegi
Endospor olusumu
Gram reaksiyonu
Zorunlu anaerob iireme

Fakdiltatif anaerob lireme

C O o + + +

Homolaktik fermentasyon
Siilfatin siilfite rediiksiyonu -
Katalaz aktivitesi

Oksidaz aktivitesi
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Glukozdan asit olusumu

Nitratin nitrite rediiksiyonu D

G+C orani1 (%mol) 32-69
Not: D, Degisken




Bacillus tiirlerine ait sporlar, vejetatif hiicre formlarina oranla besin yetersizligi, 1s1, UV
radyasyonu, dezenfektanlar ve H,O, gibi okside edici ajanlarla muameleye karsi ¢ok
daha direnclidirler. Vejetatif hiicrelerdeki endospor sekli, tiiriin 6zelligine baglh olarak
terminal, subterminal ve sentral olmak iizere iice ayrilir. Ayrica endospor vejetatif
hiicrede yine tiiriin 6zelligine bagli olarak sigkinlik olusturabilir. Sporlar ise elipsoidal,
yuvarlak, oval, muz seklinde veya silindirik sekillerde olabilirler. Bacillus sporlar1 igten
disartya dogru; 06z, i¢ spor ceketi, dis spor ceketi, korteks ve ekzosporiyum
kisimlarindan olusur. Spor protoplasti ve 6ziindeki diisiik su igerigi, spor ceketindeki
kalsiyum ve dipikolinik asit gibi yiiksek mineral seviyesi, azaltilmig spor gecirgenligi ve
spor kromozomunun asitle ¢éziinebilen (SASP) bir grup kiiciik proteinle doyurularak
DNA zararinin 6nlenmesi direncin nedenleridir. Stres kosullarinda spor olusturabilme
yeteneklerine bagli olarak basiller; diisiik sicakliklardan yiiksek sicakliklara, asidik,
alkali veya tuzlu ortamlara kadar ¢ok ¢esitli habitalardan izole edilebilmislerdir (Claus
and Berkeley 1986). Biyokimyasal, morfolojik ve molekiiler biyolojik tekniklere gore

spor olusturabilen Gram (+) Bacillus’larin taksonomik siniflandirilmas: asagidaki

gibidir.

Domain = Bacteria (Eubacteria)

Alem = Firmicutes (Gram (+) Bakteri)
Sinif = Bacilli

Ordo = Bacillales

Family = Bacillaceae

Genus = Bacillus

Son zamanlarda yapilan taksonomik ¢aligmalarda 45-75°C arasinda gelisebilen
termofilik, aerobik, spor olusturabilen bakteriler Bacillus, Anoxybacillus, Brevibacillus,
Aneurinibacillus, Alicyclobacillus, Sulfobacillus, Thermobacillus olmak {izere yedi ayri
cins altinda toplanmigtir. Ancak 16s rRNA dizi analizlerine gore termofilik tiirlerin
cogu Bacillus cinsi genetik grup 1 ile 5 arasinda degerlendirilmektedir ve ozellikle
termofilik gelisme 6zelligi 60°C ve {izerindeki tiirlerin Bacillus rRNA grup 5 iginde
toplandiklar1 goriilmiistiir. Nazina ve arkadaslarinin (2001) yaptig1 taksonomik

calismalar sonucunda en iyi tanimlanmis tiirlerden biri olan ve daha once Bacillus



stearothermophilus olarak adlandirilan tiir genetik grup 5 igerisinde, Geobacillus
stearothermohilus olarak yeniden adlandirilmistir. Yine Bacillus flavithermus, Bacillus
cinsi altinda Anoxybacillus flovothermus olarak simiflandirilmistir (Nazina et al. 2001,
Nicolaus et al. 2004, Ezeji et al. 2005). Yeni termofilik tiirlerin izolasyonu yapilarak
biyokimyasal, morfolojik ve 0Ozellikle molekiiler biyolojik karakteristikleri
tanimlandik¢a ¢ok c¢esitli habitatlarda yasayabilen bu ilging mikroorganizmalar

hakkindaki bilgimiz de giderek artmaktadir.

2.2 a-Glukozidaz Kaynaklar:

a-Glukozidazlar dogada olduk¢a yaygin olarak bulunan 6nemli enzim gruplarindan
biridir. Bakteriler, Arkeler ve Okaryotlar1 iceren ii¢c temel domaine ait canli smifinda da
cogunlukla sentezlenmekte olup, a-amilazlar ile iliskili olarak gdrev yaparlar (Bourne
and Henrissat 2001). Her li¢ domaine ait canlilardan izole edilen a-glukozidazlar ve bazi
ozellikleri c¢izelge 2.2°de goriilmektedir. Enzim kaynagina gore a-glukozidazlarin
hiicredeki konumlari, sicaklik ve pH istekleri ile substrat spesifikliklikleri degisiklik
gostermektedir. Bu da organizmalarin kullandigi farkli metabolik yollardan
kaynaklanmaktadir. izole edilerek saflastirilan Okaryotik a-glukozidazlarma; bir maya
olan Saccharomyces italicus Y1225 (Halvorson and Ellias 1958), bir kiif olan
Aspergillus niger (Lee et al. 2001) ve insan lizozomal a-glukozidazi (Hermans et al.
1991) 6rnek verilebilir. Yine Arke domainine ait hipertermofilik arkeler olan Sulfolobus
solfataricus 98/2 (Rolfsmeier et al. 1998), Thermococcus sp. AN185 (Piller et al. 1996)
ve Pyrococcus furious (Costantino et al. 1990) suslarindan da a-glukozidazlar izole

edilmistir.

Enzim sentezinin kolay yapilabilmesi ve ucuz maliyeti sebebi ile su ana kadar
karakterize edilerek saflastirilaran a-glukozidazlarin ¢ogu Bakteri domainine ait canl
gruplarindan izole edilmistir. Thermus caldophilus GK24 (Nashiru et al. 2001),
Thermomonospora  curvata (Janda et al. 1997), Thermoanaerobacter
thermohydrosulfuricus (Wimmer et al. 1997), Rhizobium sp. USDA 4280 (Berthelot
and Delmotte 1999) suslarindan izole edilen a-glukozidazlar, Bakteri domainine ait

enzimler arasindadir.



2.3 a-Glukozidaz Ureticisi Termofilik Bacillus Tiirleri

Su ana kadar karakterize edilen Bakteri domainine ait a-glukozidazlarin biiyiik bir kismi1
cizelge 2.2°’den de anlasilacagr gibi Bacillus cinsi mikroorganizmalardan izole
edilmistir. Fermentasyon islemleriyle tipik enzim {iretimi Bacillus’lar ile olduk¢a kisa
zamanda ve ¢ok diisiik maliyetli azot ve karbon kaynaklariyla yapilabilir. Bu 6zellikleri
sayesinde Bacillus cinsi mikroorganizmalar, sagladiklar1 diisiik maliyet ile yiiksek
seviyede enzim iiretimi i¢in uygun enzim kaynaklar olarak goriiliirler (Arellano-
Carbajal and Olmos-Soto 2002). Cogunlukla termofilik Bacillus suslarindan izole edilen
aglukozidazlarin, mezofilik tiirlerde tanimlanan 6rnekleri de bulunmaktadir. Mezofilik
Bacillus tiirlerinden izole edilen a-glukozidazlara Bacillus subtilis LMM-12 (Arellano-
Carbajal and Olmos-Soto 2002), B. licheniformis NCIB 6346 (Thirunavukkarasu and
Priest 1984), B. amyloliquefaciens (Urlaub and Wober 1978), Bacillus sp. ATCC 21591
(Kelly et al. 1983) enzimleri 6rnek gosterilebilir (Cizelge 2.2).

a-Glukozidazlarin izole edildigi Bacillus cinsi mikroorganizmalarin ¢ogu termofilik
tirlerdir. Bunun nedeni termofilik Bacillus tiirlerinin yasadigi ekstrem ortamlardan
kaynaklanmaktadir. Sicak su kaynaklar1 gibi ekstrem kosullarda canli kalabilmek i¢in;
bu tip ortamlarda az miktarda bulunan nisasta gibi polisakkaritlerin hidrolizi yolu ile
karbon ve enerji kaynagi elde etmek, termofilik Bacillus cinsi mikroorganizmalara
onemli bir istiinliik saglamaktadir. izole edilerek karakterize edilen termostabil o-
glukozidaz tireticisi suslar arasinda; B. caldovelax DSM411 (Giblin et al. 1987), B.
flavocaldarius  KP1228  (FERM-P9542)  (Suzuki et al. 1987a), B.
thermoamyloliquefaciens KP1071 (FERM-P84776) (Kashiwabara et al. 2000), G.
stearotherothermophilus ATCC 7953 (Albert et al. 1998), G. stearothermophilus
ATCC 12016 (Suzuki et al. 1984b), G. thermodenitrificans HR010 (Ezeji et al. 2005),
Geobacillus HTA-462 (Hung et al. 2005) ve Bacillus sp. DG0303 (Lee 2000) tiirleri
bulunmaktadir (Cizelge 2.2). Bu termofilik tiirler arasindan 6&zellikle G.
stearothermophilus ATCC 12016 ve G. stearotherothermophilus ATCC 7953
suglarindan izole edilen a-glukozidazlar endiistriyel 6neme sahip olup, ticari olarak

saflastirilip iiretilmektedir.



Cizelge 2.2 Bakteri, Arke ve Okaryot domainlerine ait a-glukozidaz enzimleri

Glukozil Hiicresel
. < . . Sicakhk pH
Enzim kayna@1 organizma hidrolaz c e . . .. Kaynak
. . istegi istegi
familyasi yerlesimi

Bakteri Domaini

B. subtilis LMM-12 GH-13. familya  Hiicre i¢i/dist ~ 50°C 6-7 Arellano and
Olmos 2002

B. licheniformis NCIB 6346 GH-13. familya  Hiicre igi/disgt ~ 37°C 6.0 Thirunavukkarasu
and Priest 1984

B .amyloliquefaciens GH-13. familya  Hiicre igi 39°C 6.8 Urlaub and Weber
1978

Bacillus sp. ATCC 21591 GH-13. familya  Hiicre dist 40°C 7.0 Kelly et al. 1983

Bacillus sp. SAM1610 GH-13. familya  Hiicre igi 75°C 5.5 Nakao et al. 1994b

Bacillus sp. DG0303 GH-13. familya  RE RE RE Lee 2000

B. caldovelax DSM411 GH-13. familya  Hiicre ici 50-60°C  5.5-6 Giblin et al. 1987

B. flavocaldarius KP1228 RE Hiicre i¢i 85°C 5.1 Suzuki et al. 1987a

(FERM-P9542)

B. thermoamiloliquefaciens GH-31. familya  Hiicre i¢i 81°C 7.0 Kashiwabara et al.

KP1071 (FERM-P8477) AGL II 2000

B. thermoamiloliquefaciens GH-13. familya  Hiicre dist 55-60°C 7.1 Suzuki et al. 1992

KP1071 (FERM-P8477) AGL 1

B. thermoamiloliquefaciens GH-31. familya  Hiicre i¢i RE RE Kashiwabara et al.

KP1071 (FERM-P8477) AGL III 2000

G. stearothermophilus ATCC GH-13. familya  Hiicre igi 63-77°C 7.7 Albert et al. 1998

7953

G. stearothermophilus ATCC GH-13. familya  Hiicre igi 70°C 6.3 Suzuki et al. 1984b

12016

G. thermodenitrificans HR010 RE Hiicre igi/dist  RE RE Ezeji et al. 2005

Geobacillus sp. HTA-462 GH-13. familya  Hiicre igi 60°C 9.0 Hung et al. 2005

Thermus caldophilus GK24 GH-13. familya  Hiicre i¢i 85-90°C  6-8.5 Nashiru et al. 2001

Thermomonospora curvata RE Hiicre igi 54°C 7-7.5 Janda et al.1997

Thermoanaerobacter RE Hiicre igi/dist  65-85°C  5-7 Wimmer et al.

thermohydrosulfuricus 1997

Rhizobium sp. USDA 4280 RE Hiicre igi 35°C 6-6.5 Berthelot and
Delmotte 1999

Arke Domaini

Sulfolobus solfataricus 98/2 GH-31. familya  Hiicre igi 85°C 4.5 Rolfsmeier et al.
1998

Thermococcus sp. AN1 GH-31. familya  Hiicre i¢i 110°C 7.0 Piller et al. 1996

Pyrococcus furious GH-31. familya  Hiicre igi 105- 5-6 Costantino et al.

115°C 1990

Okaryot Domaini

Saccharomyces italicus Y1225 GH-13. familya  Hiicre i¢i 30°C 6.8 Halvorson and
Ellias 1958

Aspergillus niger GH-31. familya  Hiicre igi 37°C 4-4.5 Lee et al. 2001

Insan lizozomal a-glukozidazi GH-31. familya  Hiicre igi 37°C 4-5 Hermans et al.

1991




2.4 a-Glukozidazlarin Karbohidrat Metabolizmasindaki Yeri

Nisasta molekiilii D-glukoz monomerlerinden olusan bir polisakkarit olup, yaklasik
olarak % 10-30 oraninda amiloz ve %70-90 oraninda da amilopektin polimerlerinden
meydana gelir. Amiloz 6000 kadar D-glukoz molekiiliiniin birbirlerine a-1,4 glukozidik
bag ile baglanmisiyla olugsmus diiz zincirler iceren bir polimerdir. Amilopektin ise a-1,4
glukozidik bag ile bagli 10 ile 60 adet glukoz molekiiliiniin biraraya getirdigi kisa diiz
zincirler ve bu zincirlere a-1,6 glukozidik bag ile dallanarak baglanmis 15 ile 45 glukoz

molekiiliinden olusur (Nichaus et al. 1999, Maarel et al. 2002).

Ticari olarak c¢ok Onemli olan nigasta molekiilii, mikroorganizmalarin karbohidrat
metabolizmasinda anahtar rol oynar ve son olarak D-glukoz molekiiliine pargalanmasi
a-amilaz familyasina (EC 3.2.1.-) ait bir seri enzimin hidroliz reaksiyonu ile
gerceklestirilir.  Endo-enzim olarak bilinen o-amilaz (EC 3.2.1.1) zincirin ig
bolgesindeki rediikleyici a-1,4 glukozidik baglarina ve ekzo-enzim olarak bilinen
glukoamilaz (EC 3.2.1.3) ise terminal a-1,4 ve a-1,6 glukozidik baglara etki ederek
dallanmis, uzun zincirli nisasta molekiillerini maltodekstrinlere, maltoza ve o-sinir
deksrinlere pargalarlar (Sekil 2.1). Dallanmis amilopektin zincirlerini ise o-1,6
glukozidik baglara etki ederek kiran pullunaz (EC 3.2.1.4) ve izoamilaz (3.2.1.68)
enzimleri parcalar. Nisasta parcalanmasina, bu enzimler yaninda o-1,6 glukozidik
baglar spesifik olarak parcalayip D-glukoz molekiilleri olusturan oligo-1,6-glukozidaz
(EC 3.2.1.10) ile 6-8 glukoz birimini o-1,4 baglariyla halkasal yapida birlestiren
siklodekstrin glukozil transferaz (EC 3.2.1.19) enzimleri de katilir (Poonam and Singh
1995, Horvathova et al. 2000).



siklodekstrin
glukozil transferaz

0

siklodeksixin

C}-O'O. izoamilaz pullunaz I

diizlemsel

oligozakkaritler

o o8 ‘

glukozr maltoz o-@ e D__D_.maltotloz
malioz ve glukox

B-zimar delesirin O—@ maltox

diizlemsel @ glukox

oligozalklaritler d.

Sekil 2.1 Nisastanin glukozil hidrolaz familyasindaki enzimlerle pargcalanmasi sonucu
olusan maltooligosakkaritler ve glukoz molekiilleri (Horvathova et al. 2000)

13 2

() Rediikleyici D-glukoz birimi, () Rediikleyici olmayan D-glukoz birimi, “—” isareti nisasta
molekiiliindeki o-1,6 dallanma noktalarini goéstermektedir

Iste bu farkli glukozil hidrolaz enzimleri tarafindan maltooligosakkaritler, maltoz ve
dekstrinlere kadar parcalanan nisasta molekiiliiniin tamamen D-glukoz monomerlerine
hidrolizi, mikroorganizmalarda hiicre i¢i, hiicre dist veya hiicreye bagli olarak yerlesen
a-glukozidazlar (EC 3.2.1.20) tarafindan katalize edilir. a-Amilaz enzimi ile birlikte
kullanildiginda, nigastanin tamamen hidrolizinde gorev almasi, a-glukozidazin nigasta
metabolizmasindaki 6nemini arttirmaktadir. Bu nedenlerle glukoz surubu yapimi gibi
endiistriyel islemlerde, nisastanin tamamen hidrolizi i¢in a-glukozidaz enziminin, o-

amilazlar ile beraber kullanilmas1 belirgin avantajlar saglar (Kelly and Fogarty 1983).



Nisasta ve seliiloz gibi polisakkaritler sicak su kaynaklarinda seyrek bulunurlar ve bu
ortamlara ates veya riizgar gibi dis faktorlerin etkisiyle taginirlar. Sicak su
kaynaklarinda polisakkarit hidrolizi ve seker karamelizasyonu aktif islemler
oldugundan, karbohidratlarin  hizli sindirimini saglayan metabolik yollar
mikroorganizmalarin hayatta kalmasi i¢in gereklidir. Mikroorganizmalarda dis
ortamdan aliman nisastanin hidrolizi c¢ogunlukla dogrusal maltooligosakkaritler
olusturan a-amilaz ve maltoz ile maltodekstrinleri glukoza doniistiiren a-glukozidaz
enzimlerinin varligina bagldir. Bu da mikroorganizmanin maltozu ana enerji ve karbon
kaynagi olarak kullanabilme yetenegini ve hiicre ekstraktlarinda yapay substrat olan p-
nitrofenol-a-D-glukopiranozite (PNPG) hidrolitik aktivitesinin varligin1  gdsterir

(Rolfsmeier and Blum 1995, Rolfsmeier et al. 1998).

Nisasta hidrolizi yaninda; a-glukozidazlarin galaktoz, sakkaroz ve maltoz
metabolizmasinda da anahtar rol oynadig1 bilinmektedir. a-Glukozidazlar 6karyotlarda
ve prokaryotlarda yaygin olarak bulunmakta ve hiicrelerde besinlerin kullaniminda ve
posttranslasyonel modifikasyon isleminde énemli gorevler istlenmektedir (Hung et al.
2005). Bu enzim okaryotlarda da olduk¢a 6nemli olup, eksikligi insanlarda ve hayvan
tiirlerinde resesif genlerin kalitim ile aktarilip lizozomal glikojen depolama hastaligi
olarak bilinen, Glukonojenezis Tip II veya Pompe hastaligina yol agar (Hermans et al.

1991).

2.5 a-Glukozidazlarin Hiicresel Yerlesimleri

a-Glukozidazlarin ilgi cekici 6zelliklerinden biri de hiicresel yerlesimleridir. Enzim
kaynagina bagli olarak hiicre i¢i, hiicre dis1 veya hiicreye bagl formlar1 ¢ok ¢esitli
canlilardan izole edilebilmistir. Bunlarin yaninda termofilik Bacillus cinsi
mikroorganizmalarda sporla iligkili formlar1 da belirlenmistir. Su ana kadar rapor edilen
bakteriyel a-glukozidazlarin ¢ok biiyiik bir kismi ¢izelge 2.2°de de goriildiigii gibi hiicre
ici enzimlerdir (Hung et al. 2005). Termofilik Bacillus suslarinda ise enzim {iretimi
hiicre i¢i olup, bu konu ile ilgili yapilan c¢alismalar arasinda sadece B.
thermoamyloliquefaciens KP1071 susunun hiicre dist bir a-glukozidaz {irettigi
belirtilmistir (Suzuki et al. 1992).

10



2.5.1 Hiicre i¢ci a-glukozidazlar

Kashiwabara ve arkadaslarinin 2000 yilinda yaptigi bir c¢alismada G.
thermoamyloliquefaciens KP1071 susunun farkli molekiiler, katalitik ve immiinolojik
ozelliklere sahip li¢ ¢esit termostabil a-glukozidaz enzimi sentezledigi belirlenmistir.
Ayni mikroorganizmaya ait bu enzimlerin hiicresel yerlesimleri de farklilik
gostermektedir. a-Glukozidaz I hiicre dis1 bir enzimdir. a-Glukozidaz II ve III enzimleri
ise hiicre i¢inde sentezlenen enzimlerdir. Thermononospra curvata ile yapilan baska bir
arastirmada o-glukozidaz enziminin hiicre iginde biriktirildigi saptanmistir. Enzim
membran fraksiyonunda ¢ok az aktivite gosterirken kiiltiir sivisinda belirlenememistir

(Janda et al. 1997).

G. strearothermophilus ATCC 7953 a-glukozidaz enziminin hiicre i¢i bir enzim oldugu
ve vejetatif hiicrelerden sonikasyon yolu ile ekstrakte edildigi belirtilmistir. 18 saatlik
zamana bagh kiiltiir kullanilarak yapilan ¢alsmada, a-glukozidaz sentezi vejetatif hiicre
biiylimesinin baslangicindaki ilk 2 saatlik lag fazindan logaritmik {ireme fazina kadar
artarak hiicre i¢inde devam ettigi belirlenmistir. Duraklama fazina gelindiginde 8.
saatten sonra enzim aktivitesi giderek azalmistir (Albert et al. 1998). Bunlarin disinda
termofilik Bacillus cinsine ait G. stearothermophilus ATCC 12016 (Suzuki et al.
1984b), Bacillus sp. SAM 1606 (Nakao et al. 1994b), B. caldovelax DSM 411 (Giblin et
al. 1987), B. flavocaldarius KP1228 (FERM-P9542) (Suzuki et al. 1987a) ve
Geobacillus sp. HTA-462 (Hung et al. 2005) suslar1 hiicre i¢i a-glukozidaz tireticileri

olarak tanimlanmustir.

2.5.2 Hiicre dis1 a-glukozidazlar

Thirunavukkarasu ve Priest (1984) B. licheniformis NCIB 6346 ile yaptiklar1 ¢alismada
a-glukozidaz enziminin hiicredeki dagilimlar1 incelendiginde, yerinun degisiklik
gosterdigi goriilmiistiir. Geng hiicrelerde enzim ¢ogunlukla stoplazmiktir ancak hiicre
gec logaritmik faza girdiginde, protoplast olusumu ile hiicre disina salinmaktadir. Son
olarak duraklama fazinin erken asamasinda kiiltiir sivisinda goriilmektedir. Mezofilik

ozellikteki B. licheniformis susu yaninda Bacillus sp. ATCC 21591 (Kelly et al. 1983)
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ve B. subtilis LMM-12163 (Arellano-Carbajal and Olmos-Soto 2002) suslarinda da

benzer sekilde enzim hiicre disina salgilanmaktadir.

Suzuki ve arkadaglar1 (1976a) G. thermoglucosidasius KP1006 ile yaptig1 ¢alismada
nisasta varliginda 48 saat siiresince oligo-1,6-glukozidaz {iretim miktarini
belirlemislerdir. Buna gore enzimin stoplazmada logaritmik biiylime fazinda
sentezlenmeye baglayip biriktirildigi ve logaritmik fazin ortasinda besiyerine
birakilmaya basladig1 goézlenmistir. Enzim seviyesinin besiyeri sivisinda duraklama
fazinin sonuna kadar arttig1 belirlenmistir. Enzim iretimi nisasta ve dolayisiyla
maltooligosakkaritler tarafindan indiiklenmistir. Arastiricilar tiim bu veriler 15181 altinda,
bu susa ait termostabil oligo-1,6-glukozidazin kiiltiir sivisinda hiicre lizizine baglh
olarak goriilmeye basladigini  Ongoérmiislerdir (Kelly and Fogarty 1983). o-
Glukozidazlara benzerlik gosteren bu enzim disinda daha once de belirtildigi gibi
sadece G. thermoamyloliquefaciens KP1071 susunun hiicre disi termostabil bir a-

glukozidaz iirettigi rapor edilmistir (Kashiwabara et al. 2000).

2.5.3 Hiicreye bagh a-glukozidazlar

Mezofilik Bacillus LMM-12 susu ile yapilan ¢alismada 18 saatlik enzim tretimi ve
biiylime egrisi ¢ikarilmigtir. Enzim duragan faza 8. saatten sonra girmistir. a-Glukozidaz
sentezi logaritmik fazin sonlarinda baglamig ve 18. saatin sonuna kadar devam etmistir.
Hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 a-glukozidaz konsantrasyonlar1 15. saatten sonra
maksimum spesifik aktivite gdstermistir. Bu izolatin sergiledigi hiicre i¢i ve dis1 a-
glukozidaz iiretim sonuglarma gore enzim hiicreye bagh sekilde bulunmakta ve geg
logaritmik fazda sentezlendikten sonra, kiiltlir sivisina salinmaktadir (Arellano-Carbajal

and Olmos-Soto 2002).

B. amyloliquefaciens susu ile yapilan farkli bir ¢calismada, a-glukan metabolizmasinda is
yapan o-amilaz, izoamilaz ve a-glukozidaz enzimlerini iirettigi belirlenmistir. Bu susa
ait a-glukozidaz enziminin hem hiicre dis1 ve hem de membrana bagli bir enzim oldugu

goriilmiistiir. Membrana bagli a-glukozidaz sentezi incelenirken, tuz soliisyonlarinin ve
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kelator ajanlarin enzimi membrandan uzaklastirmadigi fakat deterjanlar kullanildiginda

enzimin zardan ¢0zildiigli gézlenmistir (Urlaub and Wober 1978).

Amilolitik aktiviteye sahip 4 mezofilik Bacillus cinsi izolat ile yapilan farkli bir
calismada, a-glukozidaz aktivitesi tespit edilmistir. Bu suslar a-glukozidaz aktivitesini
hiicre dis1 veya membana bagli fraksiyonlarda gostermislerdir. Enzim aktivitesinin
kismen veya tamamen biliylime ile iliskili sentezde gorev aldig1 saptanmistir.
Besiyerindeki yiiksek veya diisiik konsantrasyondaki glukoz varligina bagl olarak o-
glukozidazlarin bu izolatlarda farkli aktivite ve iiretim profili gostermeleri, o-
glukozidazin polisakkarit metabolizmasinin regiilasyonunda Onemli bir goérev

tistlenebilecegine isaret etmektedir (Castro et al. 1995).

Yukarida rapor edilen mezofilik tiirlerin diginda termofilik Bacillus tiirlerinden sadece
Geobacillus thermodenitrificans HRO10 susunun hiicre membrani ile iliskili olarak hem

hiicre i¢i ve hem de hiicre dis1 enzim tirettigi rapor edilmistir (Ezeji et al. 2005).

2.5.4 Bacillus sporlarinda bulunan e-glukozidazlar

a-Glukozidaz enziminin bakteriyel sporlardaki mevcudiyeti ve potansiyel rolil ile ilgili
cok az bilgi vardir. Bu konu ile ilgili olarak Albert ve arkadaslar1 (1998) yaptiklari
calismada, G. stearothermophilus ATCC 7953 susunun vejetatif hiicre ve sporla iliskili
ekstraktlarindaki a-glukozidaz enzimlerinin molekiiler agirliklar1 disinda benzer
ozellikler gosterdikleri saptanmistir. Her iki enzimin de ayni genin iirtinleri oldugu fakat
spor ile iligkili formu olusturmak i¢in modifikasyona ugradigi kabul edilmektedir. Spor
kiimelerinin inkiibasyonu esnasinda ilk 2 saatlik slire boyunca a-glukozidaz
aktivitesinde bir artis goriilmemistir. Bu siire sonunda sporla iliskili ekstraktlardaki o-
glukozidaz sentezinin arttigr goriilmiistiir. En yiliksek a-glukozidaz {iiretimi bir giin
boyunca sporulasyona ugrayan sporlarda belirlenmistir. Vejetatif hiicrelerin sporulasyon
stireleri ne kadar uzatilirsa, spor kiimelerindeki enzim iiretiminin de o kadar azaldig:
goriilmiistiir. o-Glukozidazin siirekli olarak spor ve vejetatif hiicrelerde bulunmasi,
sporun varligmmi siirdiirdiiglinii gosteren kullanighh bir belirtectir. Nemli sicaklikla

sterilizasyonu takiben sporun canliligindan daha uzun siire aktivitesini korumasi
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nedeniyle sterilizasyon kontroliinde kullanilan kitlerin  hazirlanmasinda  o-
glukozidazlardan yararlanilir. Spor ceketindeki a-glukozidaz enzimi, ¢imlenme ve
disariya dogru biiyiimede, hiicre duvari onciisli olan N-asetil glukozamin birimlerinin
yapiminda ve bu donemde gerekli enerji ihtiyacinin karsilanmasinda gérev almaktadir.
Ozetle, G. stearothermophilus ATCC 7953 susunda a-glukozidaz enzimine muhtemelen
hem sporulasyondaki ¢imlenme ve disariya dogru biiylime evresinde hem de normal
vejetatif hiicre fonksiyonlarmin gerceklestirilmesinde gerek duyulmaktadir (Albert et
al. 1998, Setlow et al. 2004).

2.6 a-Glukozidazlarin Siniflandirilmasi

Karbohidratlarin sinirsiz  kombinasyon ihtimalleri, sterokimyasal ¢esitliliklerinin
sebebidir ve bu nedenle s6z konusu molekiillerin segici hidrolizi i¢in dizayn edilmis ¢ok
sayida enzim bulunmaktadir (Henrissat et al. 1995). Glukozil hidrolazlarin substrat veya
iriin  spesifikligine, hidroliz etkisine (ekzo veya endo) ve sterokimyasal
mekanizmalarina dayanan pek cok siniflandirma sistemi mevcuttur. 1991°de Henrissat
tarafindan amino asit dizisi benzerliklerine dayali yeni bir siniflandirma ortaya
atilmistir. Bu smiflandirma sistemi stirekli giincellestirilmekte olup su ana kadar
belirlenmis 107 ayr1 amino asit dizisi temelli glukozil hidrolaz (GHs) familyas1

mevcuttur  (http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/fam/acc_GH.html,10.12.2006). Bu yeni

siiflandirma sistemi dort farkli siniflandirma grubu altindaki bilgileri barindirdigindan
glukozil hidrolazlarin dogru olarak siniflandirilmasina olanak saglar (Henrissat and

Davies 1997).

IUBMB (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology) enzim siniflandirmasi, enzimin katalizledigi reaksiyon tipini ve
substrat spesifikligini temel alir. Glukozil hidrolaz familyasina dahil edilen a-
glukozidazlar [IUBMB’nin siniflandirmasina gére EC 3.2.1.20 koduna sahip olup ilk {i¢
basamak enzimin glukozidik baglar1 hidroliz ettigini gdsterirken, dordiincli basamak ise
enzimin maltoz ve maltooligosakkaritlere spesifik oldugunu belirtir. Yine de EC
siiflandirmas1 genis substrat spesifikligi gosteren enzimler i¢in yeterli degildir. a-

Glukozidazlar ile ayn1 familya igerisinde yer alan oligo-1,6 glukozidazlar (EC 3.2.1.10)
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izomaltoz substratina spesifiklik gostermektedir. Ancak farkli mikroorganizmalardan
elde edilen bazi a-glukozidazlar ¢ok genis substrat spesifikligine sahip olup hem
maltoza hem de izomaltoza etki eder. Bu nedenlerle yap1 ve dizi benzerligine dayali bir
siiflandirma sistemi glukozil hidrolazlarin dogru yerlere koyularak siniflandirilmasinda

¢ok daha yararli olmustur (Henrissat 1991).

2.6.1 Substrat spesifikligine gore simiflandirma

En basit siniflandirma sistemi olup bir enzimin [IUBMB’nin tavsiyelerine uygun olarak
verilen EC numarasi ile ifade edilmesidir. Buna bir 6rnek olarak a-glukozidaz (EC
3.2.1.20) ve PB-glukozidaz (EC 3.2.1.21) enzimleri arasindaki farkli siniflandirma
verilebilir. Bu smiflandirmaya gore a-glukozidaz, a-D-glukozit ve B-glukozidaz ise B-
D-glukozit substratlarini tercih eder ve farkli numaralarla adlandirilirlar. Ancak bu
siniflandirmada enzimler hem oldukg¢a genis hem de bazi durumlarda ortak substrat
spesifikligine sahip olabilirler. Yine de en yaygin olarak uygulanan substrat

spesifikligine dayali stniflandirmadir (Henrissat 1991, Henrissat and Davies 1997).

2.6.2 Etki mekanizmasina gore simiflandirma

Glukozil hidrolazlar anomerik konfiglirasyonun net bir geri doniisiimii (a«<0a) veya ters
doniisiimii (a—) ile sonuglanan iki temel mekanizma ile etki ederler. Bu siniflandirma
da dort farkli hidrolaz grubu mevcut olup ekvatoryal veya aksiyal glukozidik baglara
etki etmesine ve anomerik konfiglirasyonu geri veya ters doniistiirmesine bagli olarak
gruplandirilirlar.  a-Glukozidazlar, etki mekanizmasina gore substratin anomerik
konfiglirasyonunu geri donlisiim mekanizmasini kullanarak o konformasyonunda
diizenlerler ve reaksiyonlar1 da geri doniistimliidiir. a-D-glukanlar1 kullanarak son iirtin

olarak a-D-glukoz molekiillerini olustururlar (Henrissat and Davies 1997).

2.6.3 Etki sekline gore siniflandirma

Glukozil hidrolazlar polisakkarritlere endo- veya ekzo- sekilde etki etme bigimine gore

de smiflandirilirlar. Hidrolazlar ya polisakkariti u¢ kisminindan pargalayarak ekzo-
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enzim ya da polimer zinciri i¢indeki herhangi bir noktadan etki ederek endo-enzim adini
alirlar. a-Glukozidazlar, substratlarinin rediikleyici olmayan terminal ucuna etki ederek
ekzo tipi enzim grubuna dahil olurlar. Bu enzimlerin katalitik birimleri, polisakkaritleri
u¢ kismandan koparmaya yarayan bir paket icerisinde yer alir. Bu paketin derinligi ve
sekli substrata baglanacak alt birimlerin sayisint ve hidroliz sonucu olusan {iriiniin

uzunlugunu belirler (Henrissat et al. 1995, Henrissat and Davies 1997).

2.6.4 Amino asit dizi benzerligine gore siniflandirma

1991 yilindan sonra yapilan bu siniflandirma sisteminde, amino asit dizisi ve enzimin
yapisal 6zellikleri birbirleriyle iliskilendirilerek yararli yapisal ve mekanistik bilgiler
amino asit dizisinden belirlenmis ve glukozil hidrolazlar amino asit dizi benzerliklerine
gore familyalar halinde siniflandirilmiglardir. Birden fazla glukozil hidrolazin tiim
domaini siralanip kiyaslandiginda aymi familyaya ait olduklar1 goériilmiistiir. Protein
katlanmalar sekanstan daha iyi korundugundan pek c¢ok glukozil hidrolaz familyasinin
benzer katlanmaya sahip olma ihtimali de yiiksektir. Bu strateji, sekans karsilagtirma
metotlariin hassasiyetini belirgin bir sekilde arttirir (Henrissat et al. 1995). Katalitik
mekanizma enzimin ince yapisina bagl oldugundan, familya siiflandirmasi dogrudan
olarak her familyanin bilinen sterokimyasini yansitir. Bu dizi temelli familyalardaki
enzimler ya monospesifik olup tek bir familya i¢inde siniflandirilirlar ya da polispesifik
olup birden fazla familya igerisine dahil edilirler ve evrimsel olarak farkliliklar
gosterirler. Ug¢ boyutlu yapr evrim siiresince amino asit dizisine gére daha ¢ok
korundugundan, bazi dizi temelli familyalar benzer yapilar gosterir ve “klan” veya
diger adiyla “stiperfamilyalar” i¢inde siniflandirilir. Klan ortak bir atadan geldigi bilinen
bir grup familyadir. Bir klan icindeki familyalarin korunmus katalitik bdlge ve
mekanizmalarinin yaninda ii¢ boyutlu yapilar1 da belirgin olarak benzerlik gdsterir

(Henrissat 1991, Henrissat and Bairoch 1996).

Amino asit dizisi benzerliklerine gore gruplandirilan familyalar sistemi, diger
siniflandirmalara tamamlayic1 olup, simdiye kadar belirlenmis {i¢ boyutlu yapilar ile
birlestirildiginde ¢ok giiclii analitik ve tahmini araglar haline gelmektedir. Enzimlerin

sadece substrat spesifikliklerine gore degil yapisal oOzelliklerine gore de
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siniflandirilmasini saglar. Bu siiflandirmanin bir avantaji da bir protein, bir gen veya
bir domainin enzimatik aktivitesi bilinmeden Once siniflandirilabilmesidir. Ayrica
amino asit dizisi benzerligine gore yapilan bu siiflandirma c¢oklu domaine sahip
glukozil hidrolazlarin her bir domainindeki N- veya C-terminal u¢larinin yerlesimlerini

de belirler (Henrissat and Bairoch 1993).

Bu veriler, oa-glukozidazlarin polispesifik  oldugunu ve enzim kaynagi
mikroorganizmaya bagli olarak ¢ok farkli substratlara etki edebildigini gostermektedir.
a-Glukozidazlarin spesifikligi izole edildigi kaynaga gore degisiklik gosterir. Bu
farklilik enzimin substrat baglama bdlgesinin {i¢ boyutlu yapisindaki degisikliklere
baglidir. a-Glukozidazlar son zamanlarda belirlenen primer yapilarina gore filogenetik
olarak birbirinden farklilik gosteren I. a-Glukozidaz familyas: (13. Familya) ve II. a-
Glukozidaz familyasi (31. Familya) olmak iizere iki ayri sinifta gruplandirilir. 13.
familya genellikle prokaryotik enzim gruplarimi icerip GH-H klanina dahil iken, 31.
familya a-glukozidazlar ise daha ¢ok arkeal ve dkaryotik canlilarin enzimlerini kapsar.
Buna gore 1. a-glukozidaz familyasina S. cerevisia, G. stearothermophilus ATCC
12016, Bacillus sp. SAM1606, G. thermoamyloliquefaciens KP1071 a-glukozidaz I
enzimleri dahil olurken II. a-glukozidaz familyasinda Aspergillus niger, G.
thermoamyloliquefaciens KP1071 a-glukozidaz II ve III, Sulfolobus solfataricus 98/2,
Pyrococcus furious, Candida sucubaensis, Insan lizozomal asit gibi a-glukozidazlar yer
almaktadir (Chiba 1997). B. flavocaldarius KP1228 (FERM-P9542) ve Bacillus sp.
SAM1606 a-glukozidazlar1 benzer sekilde trehaloz hidrolizi yapabilmektedirler.
KP1228 enziminin trehaloz aktivitesinin evrimsel kokeni heniiz bilinmemektedir ancak
SAM1606 enzimiyle yapilan mutasyon calismalarinda trehaloz aktivitesinin tek bir
Gly273 amino asit degisikligi ile yok oldugu gézlenmistir. KP1228 enzimi, ne Bacillus
sp. SAM1606 gibi (0/B)s varil yapili a-amilaz grubuna dahil olan a-glukozidazlar ve ne
de dkaryotik a-glukozidazlar ile amino asit dizi benzerligi gostermistir (Henrissat and

Davies 1997, Murakami et al. 1998, Bourne and Henrissat 2001, Noguchi et al. 2003).
Cok sayida polispesifik familyanin varligi glukozil hidrolazlarin ortak bir evrimsel

atadan gelerek sonradan yeni substrat spesifiklikleri kazandiklarin1 géstermektedir. o-

Glukozidazlarin birden fazla familya i¢inde smiflandirilip ii¢ temel kingdom’a ait
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canlilardaki mevcudiyeti, onlarin enzim spesifikligini ve karbohidrat metabolizmasini
evrimsel olarak calismak i¢in uygun markerlar oldugunu gostermektedir (Henrissat

1991).

2.7 a-Glukozidazlarin Etki Mekanizmasi

a-Glukozidazlar spesifik olarak ekzo tipi hidroliz reaksiyonu ile substratin rediikleyici
olmayan terminal ucundan her seferinde bir D-glukoz molekiiliinii serbest birakirlar.
Sekil 2.2. a, b’de de goriildiigii gibi enzim spesifik olarak a-glukozidik baga etki edip

olusturdugu {iriiniin anomerik konfigiirasyonu da a-D-glukoz tipindedir.

HC HO
0 a-Glukozidaz o)
OH +H,O < > OH + ROH
OF HO OH
OH  oH OH
a-D-glukozit a-D-glukoz
a
HO
0 da-Glukozidaz HO
OH + HO —= o) 4 HO @— [
HO 0 QN 0, il 1
OH OH Of
p-nitrofenol a-D-glukopiranozit D-glukoz p-nitrofenol

kg ~8 . _
HO MO, = H + O MO,

sar1 renkli pNP bilesigi

Sekil 2.2.a. a-Glukozidaz enziminin substrata etki sekli, b. a-Glukozidaz’in pNPG
substratina etki sekli
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Glukozidazlar ile ilgili her gecen giin artan X-151m1 kristalografik caligmalar, substrat
analoglar1 ve inhibitorler ile ilgili analizler ve bolgeye spesifik mutasyon caligsmalari
sayesinde, etki mekanizmalari, katalitik bolgeleri ve li¢ boyutlu yapilar ile ilgili bilgiler
giderek artmaktadir (Rye and Withers 2000). Bu calismalar sonucunda glukozidazlarin,
bir substrat baglanma bdlgesi ve bir de katalitik bolge olmak tizere en az iki fonksiyonel
grup igerdigi kesinlik kazanmistir. Baglanma bolgesi (histidin amino asit kokii),
hidrolize edilecek karbohidrati, dolayisiyla substrat spesifikligini belirler. Katalitik
bolge (aspartik asit ve glutamik asit kokii) ise genel bir asit-baz reaksiyonu ile substratin
glukozidik bagini1 parcalar. Biri niikleofil biri de proton vericisi olarak is goren iki
amino asit kokii dogrudan katalizde gorev alir. Glukozidazlar tarafindan bir glukozidik
bagin hidrolizinde Ongdriilen iki “geri donilisimlii” mekanizma vardir; bunlar
niikleofilik yer degistirme ve oksokarbonyum iyonu mekanizmalar1 olarak

adlandirilmaktadir (Henrissat et al. 1995).
2.7.1 Niikleofilik ikili-yer degistirme mekanizmasi

Niikleofilik yer degistirme mekanizmasinda katalitik bolgede yer alan Aspartat (Asp)
bir niikleofil ve Glutamat (Glu) ise proton vericisi olarak is goriir. Iyonize olabilen bu
amino asit koklerinin karboksil (-COOH) ve karboksilat (-COQ") gruplar1 glukozidik
bagin uglarin1 5.5 A mesafede ters yone dogru ceker (Sekil 2.3). Anomerik karbon
atomu ile glukozil oksijen iizerinde gergeklesen elektrofilik ve niikleofilik etkiler
sonucu, birbirine kovalent bag ile bagl bir B-glukozil enzim kompleksi olusur. Bu
enzim-substrat kompleksindeki kovalent bag, bir su molekiiliiniin hidroksil iyonu ile yer
degistirerek D-glukoz molekiilii tekrar a-anomerik forma doniisiir. Boylece glukozidik
bag parcalanir. Bu mekanizma ayni zamanda glukozidazlarin reaksiyonu geri
dontistimli (a«>a) olarak nasil gergeklestirdigini ve transglukozilasyon aktivitesini de
aciklamaktadir. Glukozidik bagin hidrolizinde bir su mokekiilii is goriirken, glukozil-
enzim kompleksinin hidroliz edildigi transglukozilasyon isleminde ise, bir alkol
glukozil-enzim kompleksi arasindaki bagi kopararak reaksiyonu tersine cevirir

(Henrissat et al. 1995, Chiba 1997, Maarel et al. 2002) .
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2.7.2 Oksokarbonyum iyonu mekanizmasi

Ongoriilen bu mekanizmada iki katalitik grup olan karboksil ve karboksilat iyonlart
hidrolitik reaksiyonda beraber is goriir. Karboksilat grubunun, olusan B-oksokarbonyum
iyonu arabilesigini stabilize etmekte ve karboksil grubunun ise glukozidik bagin
oksijenine etkide is gordiigii diistiniilmektedir. Hidroksil grubu, oksokarbonyum
iyonundaki amomerik karbon atomuna diizlemin asag1 ve yukar1 bolgesinden etkiler.
Bunun sonucu olarak su molekiiliiniin hidroksil grubu ile oksokarbonyum iyonu
niikleofilik olarak yer degistirir ve sirastyla dnce B-anomer sonra da a-anomer forma
dontisiim olur. Boylece glukozidik bagin hidrolizi gercekleserek, a-anomer formunda
bir substrat olusur. Karbohidratlarin glukozidazlar tarafindan hidrolizi ve a-glukozidik

baglara spesifikligi bu sekilde agiklanir (Chiba 1997, Maarel et al. 2002).

LA
%,»OH — @ 'O'IH

v | ¥

Sekil 2.3 o-Glukozidazlarin geri donilisiimlii enzimatik reaksiyonlarini agiklayan
niikleofilik yer degistirme mekanizmasi (Rye and Withers 2000)
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2.8 a-Glukozidazlarin Substrat Spesifiklikleri

a-Glukozidazlarin substrat spesifiklikleri, substratin glukozidik bag tipine (a-1,4 veya
a-1,6), aglukon spesifikligine (yapay veya dogal substrat) ve etki edebildigi substrat
zincir uzunluguna (di-, oligo ve polisakkaritler) gore siniflandirilabilir (Noguchi et al.
2003). a-Glukozidazlarin ¢ogu sadece sentetik a-glukozitleri ve oligosakkaritleri degil
¢Oziiniir nisasta ve glikojen gibi a-glukanlar1 da hidroliz edebilme yetenegine sahiptir.
Dissakkaritleri ve oligosakkaritleri hizli bir sekilde hidroliz edebilirken, daha biiyiik
karbohidratlar1 ve polisakkaritleri nispeten yavas hidroliz ederler (Kelly and Fogarty
1983). Hidrolitik aktivitelerinin yanisira bazi a-glukozidazlar transglukozilasyon
aktivitesine de sahiptirler. a-Glukozidazlarin substrat spesifikligi ve transglukozilasyon
aktivitesi biiyiikk oranda enzim kaynagi mikroorganizmaya gore degisiklik gosterir.
Substrat spesifikligi ve transglukozilasyon aktivitesindeki bu degisiklikler, enzimlerin
katalitik ve substrat baglanma bdlgelerindeki yapisal degisikliklerden kaynaklanir
(Nakao et al. 1994a).

OH
HO HO
®) o OH
OH OH HOv On
OH on®  oH HO OH HO OH
a-Maltoz b-Maltotrioz
HO.

Lo

OH 5 —
HO O~ ) No,

OH
c-pNPG d-izomaltoz

Sekil 2.4 a-Glukozidaz enziminin spesifiklik gosterdigi substratlar

(a) maltoz (b) maltotrioz (¢) pPNPG (para-nitrofenol a-D-glukopiranozit) ve (d) izomaltoz

a-Glukozidazlarin spesifiklikleri, temelde a-D-glukopiranozil birimleriyle iliskilidir. o

konfigiirasyonundaki rediikleyici uca sahip seker birimlerini tercih etmektedirler. -
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Glukozidazlarin bu 6zelliklerinden yararlanilarak enzim aktivitesini kolorimetrik
reaksiyon ile 6lgmek i¢in pPNPG (Sekil 2.4. ¢) gibi yapay substratlar gelistirilmistir.
PNPG substratina ilgileri farkli da olsa, bir enzimin bu yapay substrati kullaniyor olmasi
onun o-konformasyonundaki D-glukoz birimlerini kopardigini gosteren en Onemli
kamttir (Kelly et al. 1983). o-Glukozidazlar dogal veya yapay substratlara
spesifikliklerine gore ikiye ayrilirlar. Dogal bir substrat olan maltoza ve izomaltoza
(Sekil 2.4. a, d) ya da yapay bir substrat olan pNPG’ye yiiksek aktivite gdsterenler
olmak iizere iki ana grup altinda toplanirlar. Ancak ¢ok c¢esitli substrat spesifikliklerine
sahip olduklarindan, son yillarda a-glukozidazlar ¢izelge 2.3’de de goriildiigii gibi
kullanilan dogal substratlara spesifikliklerine gére de dort sinif altinda toplanmislardir

(Wimmer et al. 1997).

2.8.1 Maltooligosakkaritlere etki eden a-glukozidazlar

Substrat spesifikligine gére bu gruba dahil olan enzimler tipik birer a-glukozidaz olup,
maltoz ve 2-6 glukoz birimi i¢eren maltooligosakkaritlerdeki a-1,4 glukozidik baglara
yiiksek spesifiklik gosterirler. a-simir dekstrinler, amilopektin ve ¢Ozliniir nigastadan
glukoz monomerlerinin hidrolizi, dallanma noktalar1 olan a-1,6 baglarina geldiginde
izomaltoz, panoz ve dekstrandaki a-1,6 baglara etki edemediklerinden durmaktadir. G.
stearothermophilus ATCC 7953 susunun termostabil a-glukozidaz enzimi en yiiksek
aktiviteyi pNPG’ye gosterirken, maltoz ve maltooligosakkaritlere daha az etki
gostermektedir.  Ancak o-1,6 glukozidik baglar igeren izomaltoza ve
izomaltooligosakkaritlere ise ya ¢ok az ya da hi¢ aktivite gostermemistir (Albert et al.
1998).

G. stearothermophilus ATCC 7953 susuna ait a-glukozidaz disinda bu gruba dahil olan
suslardan Geobacillus HTA-462’nin pNPG, maltoz ve maltooligosakkaritlere (Hung et
al. 2005), Bacillus sp. ATCC 21591’nin pNPG, maltoz ve maltotrioza (Kelly et al.
1983), B. thermoamyloliquefaciens KP1071’in maltoz, maltooligosakkaritler ve

PNPG’ye (Kashiwabara et al. 2000) kars1 yiiksek aktivite gosterdikleri belirlenmistir.
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Cizelge 2.3 Baz1 a-glukozidazlarin substrat spesfiklikleri ve pNPG substratina gore Ky,

degerleri
Hiicresel Transgli- NPG substrati
Enzim kaynag .. Substrat spesifikligi kozilasyon p . o . Kaynak
yerlesimi s et icin K,, degeri
aktivitesi
I-Maltooligosakkaritlere etki edenler
+
(Maltoz ve
Geobacillus HTA-462 Hiicre igi PNPG, maltoz, . maltoriozun 0.18 mM Hung et al.
maltooligosakkaritler . 2005
izomaltoza
doniistimii)
G. stearothermophilus . Maltoz, maltooligosakkaritler, Albert et al.
ATCC 7953 Hilereici ioeroz trehaloz, pNPG RE 1. 44mmol/lt 1998
+
Bacillus sp. ATCC 21591  Hiicredisi  pNPG, maltoz, maltotrioz (Maltozdan Kelly et al.
izomaltoza 1983
doniigiim)
B. Hiicre igi Maltoz, maltooligosakkaritler, RE RE .

. . Kashiwabara
thermoamyloliquefaciens pNPG et al. 2000
KP1071 ’
II-izomaltooligosakkaritlere etki edenler

izomaltoz, nigeroz, izomaltotrioz, .
. + .
Thermus caldophilus Hiicre ici sakkaroz, panoz, turanoz, (sakkaroz ve 142 mM Iz\fgg?lru etal
GK24 ¢ izomaltotetroz, pNPG ) . )
izomaltoz ile)
III- Maltooligosakkaritlere ve izomaltooligosakkaritlere etki edenler
pPNPG, izomaltoz, sakkaroz, + Nakao et al
Bacillus sp. SAM1606 Hiicre igi maltoz, maltotrioz, trehaloz, (sakkaroz ile 5.3 mM '
0 : 1994b
turanoz %35 verim)
PNPG, maltoz, maltotrioz, Janda et al
Thermomonospora curvata  Hiicre i¢i sakkaroz, maltotetroz, maltopentoz, RE 2.3 mmol/L 1997 ’
maltoheksoz, izomaltoz
Pyrococcus furious Hiicre igi pNPG, metil- a-D-glukozit, maltoz, RE 026 mM Costantino et
izomaltoz al. 1990
. . Piller et al.
Thermococcus AN1 Hicreici  PNPG, nigeroz, panoz, palatinoz, o 0.41 mM 1996
izomaltoz, maltoz, turanoz
+
B. licheniformis NCIB . . (izomaltoz, Kelly et al.
8549 Hiicre dist  pNPG, izomaltoz, sakkaroz, maltoz maltoz ve RE 1986
maltotrioz ile)
o . Halvorson
Saccharomyces italicus Hiicre ici pNPG, maltoz, izomaltoz, RE 28X10% M and Ellias
Y1225 sakkaroz, turanoz, trehaloz 1958
Maltoz, maltotrioz, maltotetroz, .
. . Rolfsmeier
. maltoheptoz, dekstrin, metil a-D-
Sulfolobus solfataricus . . and Blum
Hiicre igi glukozit, izomaltoz, dekstran, RE 3.2 mM
98/2 1995
pPNPG
B. RE RE
thermoamiloliquefaciens Hiicre ici Maltoz, izomaltoz Kashiwabara
KP1071 (FERM-P8477) ' pNPG etal. 2000
AGL II
a-sinir dekstrin, panoz,
B. flavocaldarius KP1228 Hiicre ici izomaltosakkaritler (n=2-6), pNPG, RE 0.12 mM Murakami et

(FERM-P9542)

maltoz, sakkaroz, turanoz, metil o-
D-glukozit, trehaloz

al. 1998

RE; Rapor edilmedi.
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Cizelge 2.3 Baz1 a-glukozidazlarin substrat spesfiklikleri ve pNPG substratina gore Ky,

degerleri (devam)

. Transgli-
Enzim kaynag Hucre.sel. Substrat spesifikligi kozilasyon PNPG subsfrafl Kaynak
yerlesimi s et icin Km degeri
aktivitesi
VI-Maltooligosakkaritler ve polisakkaritlere etki edenler
. . - . Rolfsmeier et

Sulfolobus solfataricus Hiicre i¢i pNPG, maltoz, glikojen, nigasta RE 2.16 mM al. 1998

Maltooligosakkaritler (n=2-6), a-
ATCC 12016 ¢ ekstrm, > amriopekhn, : 1984b

nigasta

PNPG, fenil a-D-glukozit,
B. sakkaroz, turanoz, melozitoz,
thermoamiloliquefaciens N nigeroz, maltooligosakkaritler Suzuki et al.
KP1071 (FERM-P8477)  Hueredist %5 6y amiloz, amilopektin, RE 7.1 mM 1992
AGL1 nisasta, dekstrin

pNPG, maltoz, maltotrioz,
Thermoanaerobact_er Hiicre digt ppllulan, maltotetroz, maltopentoz, + RE ‘Wimmer et
thermohydrosulfuricus nigasta al. 1997

. . Nisasta, maltooligosakkaritler, Leeetal.
Aspergillus niger RE ONPG + 0.31 mM 2001
- . PNPG, nisasta, 65ug/ml Arellano and

B. subtilis LMM-12 Hiere digt maltooligosakkaritler RE Olmos 2002
Insan lizozomal a- . . . Hermans et
elukozidaz: Hiicre igi Glukojen, maltoz, izomaltoz RE RE al. 1991
RE; Rapor edilmedi.

2.8.2 Izomaltooligosakkaritlere etki eden a-glukozidazlar

[zomaltoza spesifiklik gdsteren diger bir enzim grubu da oligo-1,6-glukozidazlar olup
sadece 0-1,6 glukozidik baglara etki ederler. Ancak sayilari oldukca az olan bazi a-
glukozidazlar, tipki oligo-1,6-glukozidaz enzimleri gibi maltoz yerine izomaltoza
spesifiklik gosterirler. Bu gruptaki o-glukozidaz enzimlerinin {i¢ boyutlu yapisi, B.
cereus oligo-1,6-glukozidaz enzimi ile biiyiik dl¢iide benzerlik gostermistir. Izomaltoza
etkilerinden dolayr substrat spesifikligine gore oligo-1,6-glukozidaz olarak
adlandirilabilecek baz1 a-glukozidazlarin, katalitik O6zellikleri ve substrat baglama
bolgeleri daha detayli incelendiginde farkliliklar goriilmiistiir. Bazi bolgelerdeki spesifik
amino asit degisiklikleri, bu iki enzim arasindaki substrat spesifiklik farkliliklarina yol
acar. Buna alternatif olarak tiim polipeptit zincirinin primer yapisindaki kiiciik
farklilagmalar biraraya geldiginde, enzimin substrat baglama ve aktif bolgelerindeki
steroyapiy1 etkileyerek substratlara olan ilgilerini degistirir (Nakao et al. 1994a,

Inohara-Ocbhiai et al. 1997, Nashiru et al. 2001).

24




Bu gruba dahil olan a-glukozidazlar arasinda Thermus caldophilus GK24’a ait enzim
bulunur. GK24 a-glukozidazinin izomaltoz, nigeroz, izomaltotrioz, sakkaroz, panoz,
turanoz, izomaltotetroz, pPNPG’ye spesifiklik gosterdigi saptanmistir (Nashiru et al.
2001).

2.8.3 Maltooligosakkaritlere ve izomaltooligosakkaritlere etki eden a-

glukozidazlar

Bazi grup oa-glukozidazlar hem maltozdaki o-1,4 hem de izomaltozdaki o-1,6
glukozidik baglara etki edebilirler. Bu gruptaki enzimlerin oligo-1,6-glukozidazlar ile
benzer substrat baglama bolgelerine sahip olduklari belirlenmistir. Nakao ve arkadaslari
(1994a) termofilik Bacillus sp. SAM1606 a-glukozidaz enziminin diger enzimler i¢inde
en genis substrat spesifikligine sahip oldugunu belirlemislerdir. Enzim o-a’ trehaloz,
maltoz, nigeroz, izomaltoz, sakkaroz, turanoz, maltotrioz, maltotetroz ve izomaltotrioz
gibi cesitli a-D-glukopiranozitleri hidroliz etme yetenegine sahiptir. Bu enzim trehalozu
etkili bir sekilde parcalayabilen tek a-glukozidaz olarak rapor edilmistir. B. cereus ve G.
thermoglucosidasius oligo-1,6 enzimleriyle korunmus bélgelerinde %80 dizi homolojisi
gostermistir. Ancak trehaloz, maltoz ve sakkarozu hidrolize edemeyen bu enzimler ile
substrat spesifikligi agisindan farkliliklar goriilmistiir (Nakao et al. 1994a, Inohara-
Ochiai et al. 1997).

B. flavocaldarius KP1228 enzimi trehaloza oldugu kadar maltoz, sakkaroz ve pNPG’ye
de aktivite gostermektedir. Bacillus sp. SAM1606 enzimi trehalozun o-1,1 glukozidik
baglarina etki eden tek a-glukozidaz olarak rapor edilmistir. SAM1606 ayni zamanda
sakkaroz, nigeroz, maltoz, izomaltoz ve pNPG’ye spesifiklik gosterirken dekstrin ve
¢Oziiniir nigastaya etki etmez. Bu nedenlerle KP1228 enzimi substrat spesifikligi
acisindan trehalazlardan c¢ok, Bacillus sp. SAM1606 a-glukozidazi ile benzerlik
gostermektedir (Murakami et al. 1998).

Termofilik bir aktinomiset olan Thermomonospora curvata a-glukozidazinda test edilen

a-1,4 maltooligosakkaritlerden maltozun enzim i¢in en 1iyi substrat oldugu
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belirlenmistir. Maltooligosakkaritlerin molekiil agirliklar1 arttikca a-glukoz olusumu
giderek azalmaktadir. Enzim sakkarozu c¢ok iyi parcalasa da sakkaroz varliginda enzim
tiretimi  indiiklenmediginden, sakkaroz metabolizmasindan sorumlu olmadigi

belirtilmistir (Janda et al. 1997).

Termofilik bir arke olan Thermococcus AN1 a-glukozidazinin tercih ettigi substratlar;
stirastyla pNPG, nigeroz, panoz, palatinoz, izomaltoz, maltoz ve turanoz’dur. Sasirtici
sekilde enzim panoz ve nigerozu, maltoz ve izomaltozdan daha iyi hidroliz etmis ve
maltooligosakkartilere karsi spesifiklik gdstermemistir. Enzimin substrat spesifikligi
diger termostabil a-glukozidazlardan farkli olup, hidroliz aktivitesi sirasiyla pPNPG ve a-

1,3, a-1,6 ve a-1,4 glukozidik baglar yoniindedir (Piller et al. 1996).

Thermus caldophilus GK24 a-glukozidazi sakkarozu, turanozu ve nigerozu etkili bir
sekilde pargalayarak izomaltooligosakkaritlere katalitik aktivite gdsteren oligo-1,6-
glukozidazlardan farklilik gosterir. TcaAG enzimi diger a-glukozidazlardan farklh
olarak a-1,3 glukozidik bag iceren sakkaroza karsi yiiksek aktivite gosterir (Nashiru et
al. 2001). Bu tir substrat spesifikligi gosteren diger a-glukozidazlardan, B.
licheniformis NCIB 8549’un pNPG, izomaltoz, sakkaroz, maltoza (Kelly et al. 1986),
Saccharomyces italicus Y1225’in pNPG, maltoz, izomaltoz, sakkaroz, turanoz,
trehaloza (Halvorsan and Ellias 1958), Sulfolobus solfataricus 98/2°nin maltoz,
maltotrioz, maltotetroz, maltoheptoz, dekstrin, metil a-D-glukozit, izomaltoz, dekstran,
PNPG’ye (Rolfsmeier and Blum 1995), Pyrococcus furious’un pNPG, metil-a-D-
glukozit, maltoz, izomaltoza (Costantino et al. 1990) ve B. thermoamiloliquefaciens
KP1071 (FERM-P8477)’in maltoz, izomaltoz, pNPG’ye (Kashiwabara et al. 2000)
spesifiklik gosterdikleri belirlenmisgtir.

2.8.4 Maltooligosakkaritler ve polisakkaritlere etki eden a-glukozidazlar
a-Glukozidazlarin ¢ok biiyiilk bir kismi nigasta gibi oa-glukanlart hidroliz etme
yetenegine sahip degildir. Daha ¢ok kisa zincirli maltooligosakkaritlere spesifiklik

gosterirler. Ancak a-1,6 baglar kirabilen baz1 a-glukozidazlar, nisastanin dallanma

noktalarma etki ederek hidrolizi gergeklestirebilirler. G. thermoamyloliquefaciens
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KP1071 a-glukozidaz I enzimi, G. stearothermophilus ATCC 12016 enzimi gibi, bir
ekzo-a-1,4-glukozidazdir. a-Glukozidaz I; maltooligosakkaritler a-smir dekstrinler,
sakkaroz, turanoz, nigeroz, melozitoz, amiloz ve ¢Oziiniir nigasta gibi test edilen dogal
substratlar1 hidrolize edebilir. Yine de enzim amiloz, amilopektin ve ¢dziiniir nisastaya
nazaran diisiik molekiiler agirlikli maltooligosakkaritlere ve a-sinir dekstrinlere ¢ok

daha fazla spesifiklik gostermistir (Suzuki et al. 1992).

Maltooligosakkaritlerin yaninda polisakkaritlere de etki edebilen enzimler arasinda
Sulfolobus solfataricus a-glukozidazinin pNPG, maltoz, glukojen, nigastay1 (Rolfsmeier
et al. 1998), Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus’un pNPG, maltoz, maltotrioz,
pullulan, maltotetroz, maltopentoz, nisastay1 (Wimmer et al. 1997), A. niger’in nisasta,
maltooligosakkaritler, pNPG’yi (Lee et al. 2001), B. subtilis LMM-12’nin pNPG,
nisasta, maltooligosakkaritleri (163 Arellano-Carbajal and Olmos-Soto 2002) ve insan
lizozomal a-glukozidazinin da glikojen, maltoz, izomaltozu (Hermans et al. 1991)

hidrolize edebildigi belirlenmistir.

2.8.5 a-Glukozidazlarda transglukozilasyon aktivitesi

Hidrolitik aktivitelerinin yanisira bazi a-glukozidazlar transglukozilasyon aktivitesine
de sahiptirler. Enzimatik reaksiyonlarin spesifikligi, etkinligi ve giivenilirligi sebebi ile
transglukozilasyon aktivitesi, son yillarda biyoaktif Dbilesiklerin biyosentez
uygulamalarinda ilgi c¢ekici hale gelmistir. a-Glukozidazlarin transglukozilasyon

aktiviteleri de substrat spesifiklikleri gibi farklilik gosterir (Hung et al. 2005).

Geobacillus sp. HTA-462 diisiik konsantrasyonlardaki maltoz (10-100 mM) varliginda
kuvvetli bir transglukozilasyon aktivitesine sahiptir. Enzim transglukozilasyon aktivitesi
ile maltozdan izomaltoz ve panoz olusturmaktadir. A. niger’in de yiiksek bir
transglukozilasyon aktivitesi oldugu bilinmektedir (Lee et al. 2001). Bu iki enzim
arasindaki en onemli fark transglukozilasyon sonrasi olusan glukoz miktaridir. Maltoz
miktar1 ylikseldikce HTA-462 enzimi ile glukozilasyon {iriinlerinin miktar1 artarken; A.
niger’de hidroliz sonucu olusan glukoz miktar1 artmaktadir. Geobacillus sp. HTA-462

ile yapilan ¢alismada, enzimin sadece maltooligosakkaritleri ve pNP bilesiklerini degil
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ayn1 zamanda alkil alkoller, kloramfenikol, kortizon ve fenol fitalein gibi seker olmayan
hidroksil bilesikleri de seker vericisi olarak kullanabildigi gozlenmistir (Hung et al.
2005).

Ayni cinse ait G. stearothermophilus ATCC 12016 ve HTA-462 a-glukozidazlar1 %96
amino asit dizi benzerligi gosterse de, transglukozilasyon aktivitelerinde farkliliklar
saptanmigtir. G. stearothermophilus ATCC 12016 enzimi 10 mM’lik maltozun
tamamini glukoz olusumunda kullanmaktadir. Seker olmayan akseptorler varligindaki
transglukozilasyon triinlerinin miktar1 da daha diisiiktiir. HTA-462 enzimi ise olusan
glukozun yarisini transglukozilasyon aktivitesi ile izomaltoza doniistiirmektedir. HTA-
462 enzimi ile yiiksek maltoz konsantrasyonlarinda olusan glukoz miktar1 azalirken,

buna bagl olarak transglukozilasyon {irlinii olan izomaltoz olusmaktadir (Hung et al.

2005).

Bunlarin yaninda transglukozilasyon aktivitesi gdosterdigi rapor edilen diger o-
glukozidaz iireticisi suslar arasinda, maltozu izomaltoza doniistiiren Bacillus sp. ATCC
21591 (Kelly et al. 1983), sakkaroz ve izomaltozu kullanan Thermus caldophilus GK24
(Nashiru et al. 2001), sakkarozu %35 verimle kullanan Bacillus sp. SAM1606 (Nakao
et al. 1994b), izomaltoz, maltoz ve maltotriozu kullanan B. licheniformis NCIB 8549
(Kelly et al. 1986) ve Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus bakterileri
bulunmaktadir (Wimmer et al. 1997).

2.9 Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzimlerle katalizlenen reaksiyonlarin hizlarmi etkileyen etkenlerle
ilgilidir. Enzim kinetigi ¢aligmalari, ayn1 reaksiyonu katalizleyen tek bir enzimle ya da
bir multi enzim kompleksi ile calisildigina dair bilgiler verir. Kinetik sabitleri
kiyaslayarak esdeger gibi goriinen iki enzimin ayni genin iiriinii olup olmadig: ya da
ayni reaksiyonu katalizleyen farkli proteinler oldugu hakkinda kararlar verilebilir.
Enzim ve substrat reaksiyona girdikten sonra bir enzim substrat kompleksi (ES) olusur.
Bu ge¢is durumundan sonra enzim substrati {irline doniistiirir. Tek substratlt bir

enzimatik kataliz reaksiyonu asagidaki gibidir.
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Enzim + Substrat «<——» ES —» Uriin + Enzim

®) e ks

Enzim reaksiyonlar1 {izerinde ilk ¢aligmalar Michaelis-Menten tarafindan yapilmistir.
Michaelis-Menten kinetigine gore baglangic enzim derisimi sabit alinip reaksiyon
hizinin substrat derisimine baglilig1 incelenir. Sonugta olusan hiperbolik bir fonksiyon

ve egri elde edilir (Sekil 2.5). Bunun ¢6ziimii ile Michaelis-Menten bagintist bulunur.

/

(517
Sekil 2.5 Michaelis-Menten grafigi (Erarslan ve ark. 2005)

V= Vm—[S] (Michaelis-Menten Bagintist)

K, +[s]

Reaksiyonunu baslangi¢ hizi (V) ile substrat konsantrasyonu [S] arasinda hiperbolik bir
iligki vardir. Baslangi¢c hiz1 Ol¢limleri igin, toplam substratin en fazla %10-20’sinin
kullanildig1 reaksiyon siiresi saglikli sonuglar almak i¢in uygun bir zaman dilimi olarak
belirlenmigtir. Vp,y; biitiin enzimin ES seklinde mevcut oldugu maksimal sinir hizdir.
Maksimum hizin yarisina (Vyax/2) karsilik gelen derisim K, (Michaelis-Menten sabiti)
olarak belirtilir. Vyax ve Ky, bir enzimin aktivitesini belirleyen 6nemli enzim sabitleridir.
K, degeri enzim igin karakteristik bir sabit olup substratin hiicre i¢i konsantrasyonu i¢in
yaklagik bir deger belirler. Ayrica belirli bir enzimin substrat 6zgiilliigli hakkinda bilgi
verir. En diisiik K, degerini veren substrat enzim i¢in en yliksek goriiniir aktiviteyi
gosterir. Ayrica enzim i¢in en iyi olan substrat, V,,,/K,, oran1 en yliksek olandir (Erarslan

ve ark. 2005).
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Michaelis-Menten grafigi ile bir hiperbol elde edildiginden, uygulamalarda kolaylik
saglamak amaci ile bunun bir dogru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir. Eksen
Olcekleri uygun sekilde degistirilerek dogru denklemine doniistiiriilebilir. Bunlardan en
cok kullanilan Lineweaver-Burk denklemidir. Bu denkleme gore ordinata 1/Vpy,
apsiste 1/[S] degerleri olmak iizere bir dogru elde edilir. Bu dogrunun egimi ise

Ki/Vimax dir (Sekil 2.6) (Lineweaver and Burk 1934).

i = Ko L + ! (Lineweaver-Burk denklemi)
V Vmax [S] max
SmE
-1
Km\ R\ 1
SmE

5]

Sekil 2.6 Lineweaver-Burk grafigi (Erarslan ve arkk. 2005)

2.10 0-Glukozidazlarin Kinetik Ozelllikleri

a-Glukozidazlar substratlara olan ilgilerine gore farklilik gosterirler. Yapilan enzim
kinetigi ¢alismalarinda yapay bir substrat olan pNPG’ye kars1 ilgilerinin de farklilik
gosterdigi  belirlenmistir. Cizelge 2.3’de farkli kaynaklardan izole edilen a-
glukozidazlarin pNPG substratina kars1 Ky, degerleri goriilmektedir. Bir substrat i¢in Ky,
sabiti ne kadar diisiik ise, enzimin substrata olan ilgisi de o kadar fazla olmaktadir.
Farkli suglardan izole edilen o-glukozidazlarin enzim kinetigi ¢alismalarinda, pNPG
substratina ait K,, degerleri; B. flavocaldarius KP1228 (FERM-P9542) igin 0.12 mM
(Murakami et al. 1998), Geobacillus HTA-462 i¢in 0.18 mM (Hung et al. 2005), P.
furious i¢in 0.26 mM (Costantino et al. 1990), Thermococcus AN1 i¢in 0.41 mM (Piller
et al. 1996), G. stearothermophilus ATCC 12016 igin 0.63 mM (Suzuki et al. 1984b),
A. niger i¢in 0.31 mM (Lee et al. 2001), S. solfataricus 98/2 i¢in 3.2 mM (Rolfsmeier
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and Blum 1995), Bacillus sp. SAM1606 i¢in 5.3 mM (Nakao et al. 1994b), B.
thermoamyloliquefaciens KP1071 (FERM-P8477) i¢in 7.1 mM (Suzuki et al. 1992) ve
T. caldophilus GK24 i¢gin ise 14.2 mM (Nashiru et al. 2001) olarak belirlenmistir. Bu
suslarin pPNPG substratina ilgisi belirlenmis K,, degerlerine gore siralandiklart sekilde

azalmaktadir.

2.11 a-Glukozidazlarin U¢ Boyutlu Yapilari

Su ana kadar yapilan c¢alismalarda farkli kaynaklardan elde edilen az sayida a-
glukozidaz saflastirilarak birincil yapisini olusturan amino asit dizisi ¢ikarilmis ve X-
1511 kristalografisi ile li¢ boyutlu yapilar1 belirlenmistir. Bilindigi gibi birincil yap,
ikincil ve igiinciil yapiyr dogrudan etkilediginden amino asit dizisinin bilinmesi,
proteinin katlanmasi, ti¢ boyutlu yapis1 ve katalitik 6zellikleri hakkinda 6nemli bilgiler
sunmaktadir. a-Glukozidazlar daha 6nce de belirtildigi gibi Henrissat’in amino asit dizi
homolojisine gore yaptig1 siniflandirmaya gore glukozil hidrolazlarin 13. ve 31. familya
siiflarina dahil edilmislerdir (Henrissat et al. 1995). a-Glukozidazlarin da dahil oldugu
a-amilaz familyas1 ya da glukozil hidrolazlarin 13. familyas1 olarak bilinen enzimler
pek cok ortak ozellik gosterirler (Maarel et al. 2002). Bu grup asagidaki 6zellikleri

iceren enzimleri kapsar:

1- Enzimatik reaksiyonlarda (a«>a) geri doniisim mekanizmasini kullanarak o-
glukozidik baglara hidroliz reaksiyonu ya da transglukozilasyon aktivitesi
gosterirler.

2- Bir protein igerisinde bulunan ve kendine ait bir fonksiyona sahip boliime
domain adi verilir. Tek bir protein i¢indeki domain boliimleri, hep birlikte
proteinin toplam fonksiyonunu belirler. Amino asit dizisi arastirmalari sonucu
bu enzimlerin, farkli katlanma motifleri iceren ve birbiriyle uzaktan iliskili coklu
domainlere sahip proteinler oldugu ve 0zellikle PB-iplik¢iklerindeki ikincil
yapilar1 olusturan korunmus dort esdeger bolge igerirdikleri belirlenmistir. Ug
boyutlu yapilar1 N-terminal-domain, alt-domain ve C-terminal domain adl iig¢

bolgeden olugsmustur.
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3-

a-Amilaz familyas1 enzimlerinde en ¢ok korunan domain N-terminal domaindir.
Bu familya tiyeleri, 8 paralel B-ipligiginin birbirlerine ilmiklerle baglanmis 8 a-
heliksle ¢evrelenerek katlandigi olduk¢a simetrik bir varil yapisina sahiptirler.
(a/B)s varil yapisina ilk defa tavuk kasi trioz fosfat izomeraz enziminde
rastlandigindan TIM varili olarak da adlandirilir. Alt domain ilmik bdlgelerince
zengin bir o-heliks ile B-iplik¢igi igerir. Sekiz antiparalel B-iplik¢igi Greek-
anahtar motifinde katlanarak C-domainini olusturur. Alt domain, ilmikler ile C-
terminal domainin B-iplik¢iklerini, N-terminal domainin (o/f)s-varil yapisindaki
a-helikse baglar. Boylece bu yapi ile aktif bolgede derin bir yarik agilmis olur
(Sekil 2.7).

Katalitik bolgeyi olusturan korunmus bdlgelerde hidroliz reaksiyonundan
sorumlu ortak iki aspartat ve bir glutamat amino asit kokleri mevcuttur. Substrat
baglama bdlgesi ve katalitik amino asit yan zinciri C-terminal ucun yanindaki j3-
iplik¢iginde veya p—a ilmiginde yer alir.

Substrat ve iriin spesifiklikleri olduk¢a genistir. o-Glukozidazlarin substrat
spesifikligi arasindaki bu farkliliklar tamamen korunmus bolgelerdeki susbtrat
baglama bdlgelerinde olusan amino asit degisiklikleri ile agiklanabilir. Dizi
karsilastirmast sonucu, aktif bolgede veya ona yakin yerlerde bulunan bu
korunmus bélgelerin enzimin substrat spesifikligini belirlemede dnemli oldugu
goriilmiistiir.

Tiim bu benzerlikler, glukozil hidrolaz familyasina ait bu enzimlerin biribirine
analog olduklarina ve ayni yapisal motifleri icermelerinden dolay1 ortak bir
atadan gelerek ii¢ boyutlu yapilarim1 evrimsel siirecte koruduklarina isaret
etmektedir (Suzuki et al. 1992, Watanabe et al. 1994, Inohara-Ochiai et al.
1997, Watanabe et al. 2001, 2002, Horvathova et al. 2000).
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Sekil 2.7 a-Glukozidazlarin (a/B)s-fic1 yapisi gosteren 3 boyutlu yapisi ile domain
organizasyonlar1 (Watanabe and Suzuki 1998)

Su ana kadar 50’ye yakin okaryotik ve prokaryotik kokenli a-glukozidaz saflastirilarak
tiim amino asit dizileri ¢ikarilmistir. Ancak amino asit dizi karsilastirmalar1 hald devam
etmektedir. Familya 13’deki a-glukozidazlarin katalitik amino asit kokleri olan aspartat
ve glutamat, a-amilazlarda oldugu gibi korunmus olan 3. ve 4. bolgededir. Kisith
sayida rapor edilen dizi homolojisi sonuglarina gore S. carlsbergensis CB11 a-
glukozidazi, G. stearothermophilus ATCC 12016 a-glukozidazi, Bacillus sp. SAM1606
a-glukozidazi ve T. caldophilus GK24 a-glukozidazlarinin birbirlerine %60-85 arasinda
benzerlik gosterdikleri saptanmistir. Tiim bu a-glukozidazlar (o/p)s-varil yapis1 gosteren
bu dort korunmus bolgeyi icermekte olup 13. familya grubuna dahildirler. Amino asit
dizisi belirlenen yukaridaki a-glukozidazlar, (o/B)s-fic1 yapis1 gosteren diger bir enzim
grubu olan oligo-1-6 glukozidazlar ile kiyaslandiklarinda yine %40-70 oraninda
benzerlik gostermislerdir. Farkli substrat spesifikligi igerseler de B.cereus ATCC 7064
oligo-1,6 glukozidazi ve G. thermoglucosidasius KP1006 oligo-1,6 glukozidazi ile ayni

yapisal motiflere sahip olduklarindan, ortak bir atadan evrimlestikleri diisiiniilmektedir
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(Suzuki and Tomura 1992, Nakao et al. 1994a, Taki et al. 1996, Chiba et al. 1997,
Inohara-Ochiai et al. 1997, Nashiru et al. 2001, Noguchi et al. 2003).

Otuzbirinci Famiya grubuna dahil olan enzimlerin {i¢ boyutlu yapist ¢ok detayl
aydimnlatilamasa da yine de bu grup ile ilgili bir ka¢ ¢alisma mevcuttur. Otuzbirinci
familyadaki oa-glukozidaz enzimleri ¢ok farkli domainlere ait canlilarin enzimlerini
icerir. Bir kiif olan A. niger a-glukozidazi, bir termofilik Bacillus olan G.
thermoamyloliquefaciens a-glukozidaz II ve III enzimleri ile bir hipertermofilik arke
olan S. solfataricus o-glukozidaz1 sasirtic1 sekilde Insan lizozomal a-glukozidaz enzimi
ile amino asit dizileri agisindan benzerlik gostermis ve 31. familya glukozil hidrolazlara
dahil edilmislerdir. Familya 13’deki 1., 3. ve 4. korunmus bolgelerden yoksun olan bu
enzimler, sadece ikinci korunmus bolgeye ve katalitik aspartat kokiinii iceren 5. bir
korunmus bolgeye daha sahiptirler (Hermans et al. 1991, Chiba 1997, Rolfsmeier et al.
1998, Kashiwabara et al. 2000).

G. thermoamyloliquefaciens a-glukozidaz II ve III enzimleri dizi homolojisi agisindan
bakteriyel a-glukozidazlardan ¢ok, sasirtict sekilde oOkaryotik enzimlere benzerlik
gostermistir. Bu nedenlerle cogunlukla arke ve okaryotik canlilarin a-glukozidazlarinin
smiflandirildigi 31. familya grubuna dahil edilmislerdir. a-Glukozidaz II enzimin
ongoriilen ii¢ boyutlu yapisini; 14 B-iplik¢iginden olugsan N-terminal bolgesi, 8 a-heliks
ile 4 B-iplik¢iginden olusan A-bolgesi ve 14 B-iplik¢iginden olusan C-terminal bolgesi
olusturur. Enzimin homohekzamerik iic boyutlu yapisi sekil 2.8’de goriilmekte olup
domain organizasyonundan dolay1 B(af)p sandvi¢ motifi ismi verilmistir (Kashiwabara

et al. 2000).
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Sekil 2.8 Bacillus thermoamyloliquefaciens KP1071 susuna ait o-Glukozidaz II
enziminin ti¢ boyutlu yapisi (Kashiwabara et al. 2000)

2.12 0-Glukozidazlarin Katalitik Ozellikleri

Kristalografi calismalar ile elde edilen iic boyutlu yapi bilgilerinin bdlge spesifik
mutasyon ve inhibitor analizleri ile kombinasyonu; a-glukozidazlarda substrat ve iiriin
arasindaki iliskiyi ve aktif bolge ile civarinda bulunan amino asit farkliliklarinin daha
iyi anlagilmasina yardimci olmustur (Maarel et al. 2002). Katalitik bolge ile ilgili
yapilan ii¢c boyutlu yapi, amino asit dizi analizi ve bolgeye spesifik mutasyon
calismalarinda (Sekil 2.4) a-glukozidazlarin evrim siiresince 4 korunan bolgeye,
katalitik bolgelerinde iyonlasabilen bir aspartat (Asp) ve glutamat (Glu) kokiine ve
substrat baglama boélgelerinde de enzimin substrat spesifikligini saglayan bir Histidin
(His) amino asit kokiine sahip olduklar1 saptanmistir (Cizelge 2.4), (Kelly and Fogarty
1983).

Hung ve arkadaslarinin (2005) Geobacillus sp. HTA-462 susu ile yaptiklar1 ¢alismada
Bacillus sp. SAM1606, Geobacillus sp. GTA-462 ve G. stearothermophilus ATCC
12016 suslarinin a-glukozidazlarin; Aspartat, glutamat, aspartat katalitik kokleri
igerdikleri dizi analizleri sonucu belirlenmistir. Geobacillus sp. HTA-462 a-glukozidaz
enziminin katalitik bolgesi Asp199, Asp326 ve Glu256 amino asit kokleri yaninda,

Asp98 kokiinii de igermektedir. Ayrica B. cereus oligo-1,6 glukozidaz enziminde
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His103 kokiine denk gelen substrat baglama bolgesi, HTA-462 enziminde His101

amino asit kokiine tekabul etmektedir.

Bacillus sp. SAM1606 enziminin dizi analizi ¢aligsmalar1 ve bolge spesifik mutasyon
calismalarina gore, substrat spesifikligini belirleyen Gly273 ve Thr342 kdoklerinin
Glu271 ve Asp345 koklerinden olusan katalitik bolge yakininda bulundugu
belirlenmistir. SAM1606 enzimindeki Gly273 amino asit kokiiniin diger o-amilaz
familyasindaki enzimlerinin az korunmus bdlgelerindeki bir pozisyona denk geldigi ve
enzime diger a-glukozidaz enzimlerinden farkli olarak egsiz bir trehaloz aktivitesi
kazandirdig1 saptanmustir. B. cereus oligo-1,6-glukozidaz enziminin Pro273 ve Thr342
kokleri glisin ve asparajin kokleri ile yer degistirildiginde tipki SAM1606 a-glukozidazi
gibi trehaloz substratina ilgisinin katalitik olarak 192 kat arttig1 gortilmistiir. Bu da a-
glukozidazin sadece birka¢ amino asit degisikligi ile oligo-1,6 glukozidaz enziminden
kolaylikla evrimlesebildigini gdstermistir. SAM1606 a-glukozidazinin tek bir amino
asit degisikligi ile olduk¢a genis substrat spesifikligine sahip oligo-1,6 glukozidaza
kolaylikla doniisebilecegi goriilmiistiir (Inohara-Ochiai et al. 1997, Noguchi et al.
2003).

T. caldophilus GK24 a-glukozidaz enziminin Asp198, Glu265 ve Asp327 amino asit
koklerinin katalitik merkezi, His100 ve His326 kdklerinin ise katalizde gorevli substrat
baglama bolgelerini  olusturdugu belirlenmistir  (Nashiru et al. 2001). B.
thermoamyloliquefaciens KP1071 susuna ait II. a-glukozidaz enziminin katalitik olarak
aktif bolgesinde Asp407 ve Asp 484 amino asitlerinin mevcut oldugu saptanmistir
(Kashiwabara et al. 2000). Takii ve arkadaslar1 (1996), a-amilaz familyasindaki ¢ok
sayida enzimde katalitik ve baglanma bolgelerinin korundugu esasina dayanarak, G.
stearothermophilus ATCC 12016 a-glukozidazinin Asp199, Glu256 ve Asp366
koklerinin aktif merkezde ve His103 ile His325 amino asit koklerinin de substratin

rediikleyici olmayan terminal a-glukozil kokleriyle reaksiyona girdigini belirlemislerdir.
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2.13 0-Glukozidazlarin Molekiiler Ozellikleri

Su ana kadar a-glukozidaz enzimini kodlayan genin hem prokaryotik hem de dkaryotik
canlilarda kromozomal DNA {izerinde bulundugu belirlenmistir. Geni saflagtirilarak
izole edilen a-glukozidaz enzim genlerinin biiyiikliikleri, protein iceriklerindeki amino
asit sayilari ve enzimlerin molekiiler agirliklarima ait bilgiler cizelge 2.4’de
gosterilmistir. Simdiye kadar belirlenmis pek ¢ok mikrobiyal a-glukozidazin molekiil
agirhigi 30 ile 102 kDa arasinda degisiklik gostermekle birlikte, genellikle 70 kDa’un
altinda bulunmustur (Piller et al. 1996).

Hung ve arkadagslarinin (2005) Geobacillus sp. HTA-462 susu ile yaptiklar ¢alismada
1.7 kilo bazlik enzim geni klonlanarak E. coli’ye aktarilmistir. Uretilen proteinin, 555
amino asit icerdigi ve molekiiler biiylikliigiiniin 65 kDa oldugu belirlenmistir. G.
stearothermophilus ATCC 12016 a-glukozidazinin 65.3 kb’lik ve 555 amino asit
kokliik dizileri, 1665 baz ¢iftlik niikleotit dizisinden ¢ikarilmustir. (Takii et al. 1996). B.
thermoamyloliquefaciens KP1071 susuna ait II. o-glukozidaz enziminin 787 amino
asitlik dizisi belirlenmis ve ii¢ boyutlu yapisi ¢ikarilmis, molekiil agirligi 90 kDa olarak
belirlenmistir (Kashiwabara et al. 2000).
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Cizelge 2.4 Saflastirilan baz1 a-glukozidazlarin yapisal ve katalitik 6zellikleri

Enzim kaynagi Glukozil hidrolaz Genin . Amino asit Molekiiler - Katalitik bolgesindeki Sngtr.at b?glar.na
. . R molekiiler o Uc boyutlu yapisi . . bolgesideki amino Kaynak
mikroorganizma familyasi o sayis1 agirhgi amino asit/ler .
agirhg asit/ler
Bacillus sp. SAM1606 GH-13. familya 2321 bg 587 68.9 kDa Trimerik Asp214, Glu21, Asp3ds w342, Gly273 Nakao et al. 1994a
(o/B)s varil yapisi (trehaloz igin)
G. stearothermophilus ATCC 12016 ~ GH-13. familya 1665 be 555 62 Da (B)svaril yapist  Asp326, Asp199, Glu256  His103, His325 Suzuki et al. 1984b
B. stearothermophilus ATCC 7953 GH-13. familya RE RE 86.7 kDa RE RE RE Albert et al. 1998
Geobacillus HTA-462 GH-13. familya ~ 1.7kb 555 65 kDa Homodimerik Aspl99, Asp326, Glu256 5,10 Hung et al. 2005
(a/B)s varil yapist Asp98
B. thermoamyloliquefaciens KP1071 . B(o/B)B sandivig .
(FERM-P8477) AGL 11 GH-31. familya RE RE 90 kDa motifi Asp407, Asp484 RE Kashiwabara et al. 2000
B. thermoayiloliquefaciens KP1071 . Monomerik .
(FERM-P8477) AGL I GH-13. familya RE RE 62 kDa (@/B)s- varil yapist RE RE Suzuki et al. 1992
B. flavocaldarius KP1228 (FERM- GH-413. veya 31. RE RE 102 kDa Globiiler RE RE Murakami et al. 1998
P9542) familya homotetramer (o)
B. caldovelax DSM 411 RE RE RE 30 kDa RE RE RE Giblin etal. 1987
. . Monomerik . . .
T. caldophilus GK24 GH-13. familya RE RE 61.43 kDa . Asp198, Glu265, Asp327 His100, His326 Nashiru et al. 2001
(a/B)s varil yapisi
S. cerevisiae GH-13. familya 1.8 kb 584 RE (a/B)s varil yapist Val216, Asp215 RE Yamamoto et al. 2004
A.s niger GH-31. familya RE RE 125.kDa homodimer Asp224 RE Leeetal. 2001
S. solfataricus 98/2 GH-31. familya RE RE 80 kDa homotetramerik RE RE Rolfsmeier and Blum 1995
P. furious GH-31. familya RE RE 125 kDa RE RE RE Costantino et al. 1990
Insan lizozomal a-glukozidazt GH-31. familya RE 952 110 kDa RE Asp518, Trp516 RE Hermans et al. 1991
%
B. coagulans ATCC 7050 GH-13. familya ~ RE RE 60 kDa (/B)svaril yapist  Aspl99, Glu255, Asp332  RE Suzuki ve Tomura 1986a
%
B. cereus ATCC 7064 GH-13. familya RE RE 60 kDa (/P)-varil yapist  Asp199, Glu255, Asp329  His103, His328 Suzuki et al. 1982
B. thermoglucosidasius KP1006 GH-13. familya 1686 be 562 60 kDa (o/P)-varil yapist  Asp199, Glu256, Glu330  RE Suzuki et al. 1979

(DSM 2542)*

NOT: * isaretli mikroorganizmalara ait enzimler oligo-1,6-glukozidaz enzimleridir, RE; Rapor edilmedi.




Lee’nin (2000) yaptigi bir ¢alismada termofilik Bacillus DG0303’den a-glukozidaz
enzimi izole edilmis ve saflastirllarak amino asit dizisi c¢ikarilmistir. Enzimin

termostabil olup 562 amino asit kokii icerdigi rapor edilmistir.

Nakao ve arkadaslar1 (1994) termofilik Bacillus sp. SAM1606 susuna ait a-glukozidaz
enzimini E. coli’ye transforme ederek klonlamiglardir. 587 amino asit kokii igeren bu
enzimin molekiiler agirligi 68.886 Da olarak belirlenmistir. a-Glukozidaz enzimini
kodlayan genin 2321 baz giftinden olustugunu saptanmistir. B. flavocaldarius KP1228
(FERM-P9542) susundan trehaloz ve maltoz aktivitesine sahip yeni ve termostabil bir
hiicre i¢i a-glukozidaz izole edilmistir. Gel filtrasyonu ile yapilan ¢calismada enzimin
molekiil agirhigr 420.000 Da olarak bulunmustur. Enzim globiiler katlanmis
homotetramerik (o4) bir iic boyutlu yapiya sahiptir. Enzim monomerik veya trimerik
(oz) Bacillus sp. SAMI1606 a-glukozidazina substrat spesifikligi  yoniinden
benzemektedir. Ancak SAM1606 enziminden, dogal veya denatiire haldeyken daha
biiylik molekiiler agirlik gostermesi ve daha oligomerik (o4) bir yapiya sahip olmasi

yoniinden farklilik gostermistir (Murakami et al. 1998).

G. stearothermophilus ATCC 7953’in spor formundaki a-glukozidaz enziminin
molekiil agirligi 92.7 kDa iken vejetatif hiicre formunda enzimin molekiiler agirligi 86.7
kDa’dur. Molekiiler agirlik fark: yaklasik 45-50 amino asit kokiine denk gelir. Vejetatif
hiicre formundaki enzimin muhtemelen translasyon sonrasi modifikasyon ile
degistirilerek  spor formunda boyutunun arttinldigi  disiiniilmektedir. Bu
modifikasyonun, a-glukozidazin spordaki spesifik hedefine ulasmasina yardimer oldugu

tahmin edilmektedir (Albert et al. 1998).

Okaryotik ve arkeal a-glukozidazlarin molekiil agirliklar1 nispeten daha biiyiik olup 80
ile 125 kDa arasinda degisiklik gosterir. Calisilan Thermococcus ANI arkeal o-
glukozidazin molekiil agirligi 60 kDa olarak belirlenmistir. Bir hipertermofilik arke olan
S. solfataricus susunda 2083 baz ¢iftlik a-glukozidaz geni klonlanarak E. coli’de ifadesi
yapilmistir. Enzim 693 amino asitten olusan 80.5 kDa’luk bir protein kodlar
(Rolfsmeier et al. 1998). Ayrica A. niger ve P. furious enzimlerinin molekiil agirliklari
125 kDa olarak saptanmustir (Piller et al. 1996, Lee et al. 2001). Yapilan diger bir
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calismada ise Insan lizozomal a-glukozidaz enziminin 952 amino asit kokiinden olusan,

110 kDa’luk bir protein oldugu bulunmustur (Hermans et al. 1991).

2.14 Proteinlerin Amonyum Siilfat ile Kismen Saflastirilmasi

Enzim saflagtirma islemleri proteinin kullanim amacina gore degisiklik gdsterir. Daha
ileri saflagtirma tekniklerine gegmeden once uygulanan birincil ayirma teknikleri hiicre
pargalanmasi, berraklastirma, santrifiijleme, amonyum siilfat presipitasyonu ve diyaliz
asamalar1 uygulanir. Hidrofobik gruplar genellikle proteinin i¢ kisminda yer alir,
bazilar1 da ylizeyde yerlesmistir. Su bu gruplar ile temas kurmakta zorlanir ve bu
gruplarin iizerinde su molekiillerinin dizilmesi s6z konusu olur. Protein ¢dzeltisine ¢ok
miktarda tuz ilavesiyle yeterli miktarda su molekiilii protein yiizeyinden uzaklastirilirsa
protein agregasyona ugrayarak c¢Oker. Proteinlerin hidrofobik kisimlarinin birbiriyle
etkileserek ¢okelmesi ile olusan bu olaya “salting out” denilir. Daha biiyiik ve daha
fazla hidrofobik alanlar1 olan proteinler, daha az amonyum siilfat ile ¢okerken, daha
kiiclik ve daha az hidrofobik alanlara sahip proteinlerde durum tam tersinedir. Bu olaya
protein fraksiyonlamasi denilir. Amonyum siilfat fraksiyonlamasi ile proteinler denatiire
olmadan konsantre halde yogunlastirilabilir. “Salting out” ile enzim en fazla 4-5 kat
saflastirilabilmektedir. Bundan sonraki asamada ortama eklenen tuzun uzaklastirilmasi
amaciyla da diyaliz islemi uygulanir. Protein ¢ozeltisi, seliiloz asetattan yapilmis ve
kiiciik molekiilleri gecirirken, biiyilk molekiilleri alikoyan yar1 gegirgen bir diyaliz
torbasina koyularak distile suya veya tampona karsi1 diyaliz edilir. Kiigiik molekiiller
membrandaki ozmotik basing dengelenene kadar serbestce membrandan gecerler.
Boylece ortamdaki tuz molekiilleri uzaklastirilir. Ancak amino asit dizisi ve X-1s1n1
kristalografik ¢alismalarinda ¢ok miktarda saf enzime ihtiya¢ duyuldugundan,
amonyum siilfat ¢oktlirmesinden sonra jel fitrasyonu, iyon degistirme veya afinite kolon
kromatografisi gibi ¢ok daha ileri saflagtirma tekniklerine ihtiya¢ vardir (Nakao et al.
1994a, Erarslan ve ark. 2005).
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2.15 o—Glukozidazlarin Farkh pH ve Sicakhiklardaki Aktivite ve Stabiliteleri

Enzim aktivitesini etkileyen en 6nemli faktorler sicaklik ve pH degisimleridir. Her
enzimin ¢aligmasi icin gerekli bir optimum sicaklik ve pH degeri vardir. Reaksiyon hiz1
maksimuma erisinceye kadar sicaklikla artar. Sicakligin daha da arttirilmasi sonucunda
enzimin termal denatlirasyonuna bagli olarak reaksiyon hizinda bir azalma meydana
gelir. pH degisiklikleri ise aktif bolgenin iyonizasyonu ve reaksiyon hizi iizerinde
etkilidir. Ortamdaki H' iyonu konsantrasyonu, enzim ve substratin spesifik gruplarimnin
reaksiyona girebilmeleri i¢in iyonize veya iyonize olmamig durumda bulunmalarina etki
eder. Ozellikle glukozidazlarin enzimatik reaksiyonlari, aktif merkezlerinde bulunan
aspartat ve glutamat koklerindeki karboksil gruplarinin iyonlagmasina baglhdir. Katalitik
olarak aktif olan protein molekiiliinliin yapist amino asit yan zincirlerinin karakterine
bagli oldugundan, pH’daki asiriliklar da enzimin denatiire olmasina sebep olur (Rye and

Withers 2000, Erarslan ve ark. 2005).

Bir enzimin pH ve sicaklik istegi genellikle elde edildigi mikroorganizmanin yasadigi
ortamla iliskilidir. Bacillus cinsi mikroorganizmalar ¢ok ¢esitli habitatlardan izole
edildiginden, icerdikleri a-glukozidazlarin sicaklik ve pH optimumlart da c¢esitlilik
gosterir (Cizelge 2.5). Baz1 mezofilik ve termofilik Bacillus suslarindan izole edilen a-
glukozidazlarin sicaklik optimumlar1 37 ile 85°C arasinda degisiklik gostermektedir.
Yine alkali ortamlardan asidik ortamlara kadar farkli habitatlarda yasayabilen Bacillus
suslarina ait a-glukozidazlarin pH istekleri 5 ile 9 arasinda rapor edilmistir. Tiim bu
ozelliklerin yaninda termofilik enzimlerin konformasyonel stabiliteleri, onlarin yiiksek
sicakliklardaki stabilitelerinin de artmasina sebep olmaktadir (Suzuki et al. 1987a, Hung
et al. 2005).
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Cizelge 2.5 Baz1 Bacillus cinsi a-glukozidazlarin sicaklik ve pH istekleri

. < . Hiicresel Sicakhik pH
Enim kaynagi organizma .. . . Kaynak
yerlesimi optimumu optimumu
B. subtilis LMM-12 Hiicre i¢i/dis1 50°C 6-7 Arellano and Olmos
2002
B. licheniformis NCIB 6346 Hiicre i¢i/dis1~ 37°C 6.0 Thirunavukkarasu and
Priest 1984
B .amyloliquefaciens Hiicre igi 39°C 6.8 Urlaub and Wober 1978
Bacillus sp. ATCC 21591 Hiicre dist 40°C 7.0 Kelly et al. 1983
Bacillus sp. SAM1610 Hiicre igi 75°C 5.5 Nakao et al. 1994b
B. caldovelax DSM411 Hiicre i¢i 50-60°C 5.5-6 Giblin et al. 1987
B. flavocaldarius KP1228 Hiicre ici 85°C 5.1 Suzuki et al. 1987a
(FERM-P9542)
B. thermoamyloliquefaciens Hiicre ici 81°C 7.0 Kashiwabara et al. 2000
KP1071 (FERM-P8477)
B. thermoamyloliquefaciens Hiicre dist 55-60°C 7.1 Suzuki et al. 1992
KP1071 (FERM-P8477)
G. stearothermophilus ATCC  Hiicre igi 63-77°C 7.7 Albert et al. 1998
7953
G. stearothermophilus ATCC  Hiicre igi 70°C 6.3 Suzuki et al. 1984b
12016
Geobacillus HTA-462 Hiicre ici 60°C 9.0 Hung et al. 2005

2.16 Termostabil a-Glukozidazlarin Yiiksek Sicakhiga Adaptasyon Mekanizmalari

Termofilik mikroorganizmalar tarafindan iiretilen termostabil enzimler oldukg¢a spesifik
olup pek cok ekstrem kosula igsel stabilite gosterdiklerinden endiistriyel islemlerde
kullanim potansiyeline sahiptir. Bu alandaki gelismeler, diinyadaki farkli sicak su
kaynaklarina sahip ekolojik bolgelerden yeni ve ekstremofilik mikroorganizmalarin
izolasyonu ve Ozellikle termostabil enzimlerinin ekstraksiyonu ile miimkiin
olabilmektedir (Haki and Rakshit 2003). Ekstremozimlerin stabilitelerinin
anlasilmasinda ii¢ boyutlu yapilar ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Bu yaklasim
hem mezofil hem de termofilik organizmalara ait homolog enzimlere ait detayl1 yapisal
bilgiler gerektirir. Ekstremozimlerin stabilitesinde artiga neden olabilecek yapisal

farkliliklar bu sekilde belirlenebilir (Hough and Danson 1999).
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Termostabil  o-glukozidazlar, yiiksek sicaklarda uzun siire stabil olarak
kalabilmektedirler. Stabilitelerinin sebeplerini arastirmak amaciyla c¢ok ¢esitli
arastirmalar yapilmistir. Suzuki ve arkadaslar1 (1987b), mezofilik karakterden termofilik
karaktere dogru sicakliga adaptasyon goOstermis mikroorganizmalarin glukozidaz
enzimlerinin amino asit dizilerini, i¢ boyutlu yapilarini ve molekiiler 6zelliklerini
incelediklerinde, “prolin kurali” diye adlandirdiklar1 bir teori gelistirmislerdir. Bu kurala
gbre PB-doniislerin ikinci bolgelerindeki prolin kdklerinin sikligi ve hidrofobik amino
asit koklerinin toplam sayisi arttik¢a, protein termostabilitesi de artmaktadir. Cizelge
2.6’da da goruldigi gibi B. cereus ATCC 7064, B. coagulans ATCC 7050, G.
thermoamyloliquefaciens KP1071, G. thermoglucosidasius KP1006, G. caldotenax
KP1213, Bacillus sp. SAM1606, G. flavocaldarius KP1228 ve T. caldophilus GK24
suslarinin sicaklik istekleri bu dogrultuda giderek artmaktadir. Amino asit i¢eriklerinin
kiyaslanmasi ile yapilan calismada, mikrorganizmalarin termofilik 6zeliklerinin artigina
bagl olarak glukozidazlardaki prolin igeriklerinin sayisinin da arttig1 belirlenmistir. B.
cereus oligo-1,6-glukozidaz ile yapilan bolgeye spesifik mutasyon ¢aligmalar1 da prolin
kuralint dogrulamigtir (Suzuki et al. 1987b, Watanabe et al. 1991, Nakao et al. 1994a,
Watanabe and Suzuki 1998, Nashiru et al. 2001).

Cizelge 2.6 Termofilik iireme 6zelliginin artmasina bagl olarak bakteriyel oligo-1,6-
glukozidaz ve a-glukozidaz* enzimlerindeki prolin amino asit kdklerinin
sayisindaki artig (Suzuki et al. 1987b, Nakao et al. 1994a, Watanabe and
Suzuki 1998, Nashiru et al. 2001).

Sicaklik | Enzimdeki prolin
Mikroorganizma istekleri kokii icerigi
(°C) (mol/%)
B. cereus ATCC 7064 10-40 2.37
B. coagulans ATCC 7050 30-55 4.63
G. thermoamyloliquefaciens KP1071 30-66 5.69
G. thermoglucosidasius KP1006 42-69 6.79
G. caldotenax KP1213 65-72 6.90
Bacillus sp. SAM1606* 65-75 7.14
G. flavocaldarius KP1228 51-82 8.51
T. caldophilus GK24* 60-79 8.90

Glukozidazlar, globiiler monomerik bir yapida katlanmig tek bir polipeptit zincirinden

olusmustur. Prolin kokleri glukozidazlarin yap1 ve fonksiyonunun korunmasi i¢in ¢ok
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onemli olup 6zel bir amino asittir; ¢linkii icerdigi pirolidin halkasiyla en giiclii heliks
kirict olarak bilinir. Ana polipeptit zincirinin konformasyonel olarak hareket yetenegini
diisiirerek proteinlerin globiiler sekilde katlanmasina neden olur. Polipeptit ana zincirini
kendi tizerine dondiirerek diger doniislerdeki polar yan zincirlerle daha kolay hidrojen
bagi olusturmalarini saglar ve ii¢ boyutlu yapisini daha stabil hale getirir. Prolin
koklerinin ve toplam hidrofobik koklerin sayisinin arttirilmasiyla, polipeptit zinciri daha
kuvvetli hidrofobik iligkilerle, daha yogun sekilde paketlenebilir ve sonugta molekiil
daha siki bir yapiya sahip olur. Termostabilitenin mezofilik enzimlerden termofilik
enzimlere dogru gidildik¢e yiikselmesi ile prolin kokii sayisinin belirgin artigi
arasindaki iligski prolin kuralin1 dogrulamaktadir (Suzuki et al. 1987b, Watanabe et al.
1991, Watanabe and Suzuki 1998, Watanabe et al. 1997, Watanabe and Suzuki 1998).

Termodinamik analizler sonucu prolin, 16sin ve alanindeki biiyiik artiglar termostabil
glukozidazlarda daha cok hidrofobik bag olusumuna ve dolayisiyla sicakliga karsi
stabilite artisina yol agtigi belirlenmistir (Suzuki et al. 1987b). Tim bu etkiler
enzimlerin daha siki bir konformasyonda olmasina bagli olarak iire, SDS ve etanoliin
katlanmay1 engelleyici etkisine de daha direngli olamalarina neden olmustur.
Termostabil a-glukozidazlarin bu yapisal stabiliteleri, sicakliga ve denatiire edici
ajanlara direngleri yaninda; proteolizize ve pH degisikliklerine kars1 da daha direngli

olmalarini saglamaktadir (Suzuki and Imai 1982).

Prolin igeriklerinin yaninda 1s1 soku proteinleri (Hsp) olarak adlandirilan saperoninler
de a-glukozidazlarin katlanmasinda anahtar molekiiller olarak bilinirler. Katlanmamis
proteinlere baglanarak yanlis katlanmayi ve agregasyonu Onlerler ve dolayisiyla da
proteinlerin dogru konformasyonlarda {i¢ boyutlu yapilarint kazanmalarin1 saglarlar.
Tim bu islemlerde GroEL ve onun kofaktérii GroES is goriir. Termofillerin dogal
olarak yiiksek sicakliklara adaptasyonlarindan dolayi, mezofilik akrabalarina gére daha
yiiksek  termostabiliteye  sahip  saperoninler icerdikleri  belirlenmistir.  G.
stearothermophilus ve E. coli saperoninleri karsilagtirildiginda G. stearothermophilus’a
ait GroEL proteininin 1s1 ve denatiire edici ajanlara kars1 belirgin olarak direngli oldugu
saptanmustir. a-Glukozidaz enziminin saperoninler ile iligkilerini belirlemek i¢in yapilan

calismalarda, Hsp 60 grubu GroEL proteinini termal stabiliteyi belirgin sekilde
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arttirdigi, Hsp 70 grubu proteinlerin ise acik bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir (Schon

and Schumann 1995, Ewalt et al. 1997, Watanabe et al. 2002).

2.17 inhibitor ve Substrat Analoglarinin o-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzimlerin aktifligini azaltan veya tamamen ortadan kaldiran maddelere inhibitér adi
verilir. Enzim inhibitorleriyle yapilan calismalar sonucu, enzimlerin substrata karsi
spesifikligi, aktif bolgelerindeki islev gruplarinin 6zelligi, enzimatik reaksiyonun
mekanizmasi ve enzim molekiiliiniin kendine 6zgii yapisinin devam ettirilmesinde etkin
olan islev gruplarinin durumu hakkinda énemli bilgiler edinilir. Inhibitér varligindaki
enzimatik reaksiyonlar geri doniisiimlii ve doniisiimsiiz olmak {izere ikiye ayrilir. Geri
doniistimlii reaksiyonlar ise yarismali ve yarigmasiz olmak iizere iki grupta toplanir.
Yarigsmali inhibitorler substrata c¢ok yakin bir yapiya sahip oldugundan enzime
baglanmalar1 ayni substrat gibidir. Ancak ortamdaki substrat miktar1 yiikseltildiginde
inhibitoriin etkisi azalarak reaksiyon hizi artar. Yarigmasiz inhibitorler ise enzimin ya
aktif bolgesine ya da aktif merkez diginda kalan bir bolgeye baglanarak enzimde yapisal
olarak degisiklige sebep olur. Bu nedenle substrat miktar1 arttirilsa da enzimin fig

boyutlu yapisi bozuldugu i¢in inhibisyon derecesi azalmaz (Erarslan ve ark. 2005).

2.17.1 Tiol (-SH) grubu iceren inhibitorlerin etkileri

Tiol grubu bilesikler bir siilfiir atomu ve bir hidrojen atomundan (-SH) olusmus
merkaptanlar olarak bilinen yapilardir ve biyolojik sistemlerde 6nemli bir rol oynarlar.
Protein katlanmasinda iki sistein amino asit kokiiniin tiol gruplar biraraya geldiginde,
oksidasyon reaksiyonu sonucu disiilfit bagi (-S-S-) olusur. Eger sistein kokleri ayni
peptit zincirinin birer pargasi ise disiilfit bag1 bir proteinin ii¢ boyutlu yapisina ya da
farkli peptit zincirleri arasinda olduk¢a kuvvetli kovalanet baglar olusturarak, ¢ok alt
tiniteli enzimlerin dordiinciil yapilarina katkida bulunabilir. Bir enzimin aktif
bolgesindeki siilfidril gruplari, enzim substrati ile kovalent olmayan baglar yaparak
katalitik aktivitede rol oynayabilir. Yapisinda -SH grubu bulunduran inhibitérler ise
enzim ylizeyinde aktif bolgeyi etkisi altinda tutan bir bolgeye tutunarak aktif merkezi

inhibe edebilirler. Enzimlerin aktif bdlgelerinde veya ii¢ boyutlu yapilarina katkida
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bulunan sistein koklerinin varligin1 saptamak i¢in N-etilmaleimit (NEM), p-
kloromerkiiribenzoat (pCMB), p-kloromerkiiribenzen siilfonat (pCMBS) ve
monoiodoasetik asit (MIAA) gibi —SH grubu inhibitdrler test edilir (Suzuki and Tomura
1986a).

Suzuki ve Tomura (1986a), B. cereus ATCC 7064 ve B. coagulans ATCC 7050 oligo-
1,6-glukozidaz enzimlerinin sistein kokii igermelerinden dolay1 pCMB ile %85 oraninda
kuvvetli sekilde inhibe oldugunu belirlemistir. Bu veriler enzimlerin pCMB i¢in aktif
merkezden uzakta bir bolgeye sahip olduklarin1 ve civanin baglanmasi sonucu tim
molekiiler konformasyonun ve aktif bolgedeki yapinin tiol grubu ile degisebilecegini
gdstermistir. Inhibisyon calismalari, oligo-1,6-glukozidaz enzimlerinin aktivitesi i¢in
zorunlu ve aktif merkezden uzakta bagka bir bolgenin varligina isaret etmektedir

(Suzuki and Tomura 1986a, 1986b, Watanabe et al. 1996).

Alkalifilik Bacillus F5 oligo-1,6 glukozidaz ile yapilan ¢alisgmada, enzimin
monoiyodoasetat ile pCMB gibi SH-gruplar tarafindan %100 inhibe oldugu
belirlenmistir. Pek ¢ok Bacillus oligo-1,6 glukozidaz enziminin sistein amino asit koki
icermeyip PCMB ile inhibe olmadig1 belirlenmistir. Ancak F5 oligo-1,6 glukozidazinin
bazi metal iyonlar1 ve pPCMB ile inhibisyonu sonucu, enzimin aktif merkezine katkida
bulunabilecek bir siilfidril grubu igerdigi tespit edilmistir(Yamamoto and Horikoshi

1990).

Silfidril  ajanlarmin  Saccharomyces italicus o—glukozidazi {izerindeki etkisi
arastirilmistir. Enzimin 10 dakika boyunca 5.10°M’lik pCMB ile inkiibasyonu sonucu
aktivite tamamen kaybolmustur. Enzimin siilfidril ajanlariyla aktivite kaybetmesi
sonucu -SH gruplarinin enzim katalizinde direk olarak gorev aldigi1 sOylenemez, ancak
stilfidril ajanlariyla inhibisyon muhtemelen —SH gruplarinin da reaksiyona eslik ettigi
geri doniisiimlii yapisal degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Enzimin agir metaller ile
inhibisyonu ve pCMB ile inaktivasyonu, substrat katalizine bir —SH grubunun

katildigini1 gostermektedir (Halvorson and Ellias 1958).
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Yapilan caligmalarda, pCMB’in ¢esitli termostabil a-glukozidazlar {izerindeki
inhibisyon oranlar1 belirlenmistir. Buna gére pCMB ile Geobacillus HTA 462
enziminin %100 (Hung et al. 2005), G. thermoamyloliquefaciens KP1071 eziminin
%100 (Suzuki et al. 1992), G. stearothermophilus ATCC 12016 enziminin %4 (Suzuki
et al. 1984b) ve B. flavocaldarius KP1228 enziminin (Suzuki et al. 1987a) ise direngli

oldugu bulunmustur.

2.17.2 Substrat analogu inhibitorlerin etkisi

Glukozidazlar, bir baglama bolgesi ve bir de katalitik merkez olmak iizere iki
fonksiyonel grup icerirler. Baglama bolgesi, hidroliz edilecek karbohidrata spesifiklik
saglarken, katalitik bolge ise hidrolize edilecek bagin dogasini belirler. Bu nedenlerle
kuvvetli bir yarismali inhibitdr hem katalitik hem de spesifik bolgeler ile iliskilenerek
oturarak inhibisyonu saglayabilir. Substrata benzer yapilar gosteren rediikte L-
glutatyon, glukono-y-lakton, histidin, bir amin olan tris ve son iriin olan glukoz,
glukozidazlar i¢in substrat analogu inhibitorler olarak kullanilir (Kelly and Fogarty
1983).

Son {iriin olan glukoz da bu enzim i¢in yarigmali bir inhibitérdiir. Glukon bileseninin
aldehit fonksiyonu, sorbitol grubu bir alkolle veya glukono-y-laktondaki gibi bir lakton
ile yer degistirildiginde glukozun inhibitoér etkisi ortadan kalkmistir. Bundan da
inhibisyon i¢in spesifik baglama bolgesine tam bir glukoz molekiiliiniin baglanmasi
gerektigi ¢ikarilmaktadir. L-glutatyon kuvvetli bir antioksidan olup oksijen formlarinin
rediiksiyonunu saglar. Ayrica proteinlerdeki sistein baglariyla disiilfit baglari

olusturarak inhibisyona yol agabilir (Kelly and Fogarty 1983).

B. cereus ATCC 7064 ve G. thermoglucosidasius oligo-1,6 glukozidaz enzimleri ile
yapilan ¢alismada Tris, D-glukono-y-lakton ve D-glukoz, pNPG substrat1 ile aktif
merkez i¢in yarigsmistir. Glukoz ve bir amin olan Tris her iki enzimin de yarismali
inhibitorleri olarak belirlenmistir (Suzuki et al. 1982). S. italicus o—glukozidazinin
aminlerle inhibisyonu pH’ya baghdir. Tris, alkalin pH’da asidik pH’dan daha ¢ok
inhibisyona yol agmaktadir. Ayrica alkali pH’da Tris ile inhibisyon, ortamda fazla
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substrat varken geri doniisiimlii olmaktadir. Enzim aktivitenin histidin ile inhibisyonu,
histidinin imidazol halkasinin katalizle iliskili oldugunu gostermektedir (Halvorson and

Ellias 1958).

2.17.3 Etanol, sodyum dodezil siilfat ve iirenin denatiire edici etkileri

Bir proteinin hidrofobik karakteri, saf etanol gibi polar olmayan konvansiyonel
coziiciilerdeki ¢oziintirliigline gore belirlenebilir. Etanol gibi organik c¢oziiciiler
proteinlerin i¢ kisimlarindaki ve yiizeylerindeki hidrofobik karakterlerle etkileserek
cOkelmesine ve denatiire olmasina sebep olur. Bir proteindeki hidrofobik karakter
arttikca organik ¢oziiciilerde c¢oziilme olasiliklar1 da artar. Protein icerigindeki
hidrofobik amino asitlerin su ve etanolde ¢oziildiigiinde olusan serbest enerji farklari
bize hidrofobisite hakkinda bilgi verir. Yiksek sicakliklarda protein yapisini
saglamlastirarak biitlinliigliniin korunmasina sebep olan hidrofobik kuvvetler, organik
coziiciilerin etkisi ile tesirlerini yitirirler; bu da proteinini hizla denatiirasyon ile
sonuglanir. Ayrica termostabil bir enzimin etanolde aktivasyon gostermesi biyokatalitik
reaksiyonlarda istenilen bir 6zelliktir; ¢linkii suda zor ¢oziilen baz1 substratlar, yiiksek
sicakliklarda etanolde ¢ok daha iyi ¢oziiniirler. Bu da reaksiyon verimini arttirir (Cid et

al. 1982).

Sodyum dodezil siilfat (SDS) anyonik bir deterjan ve nemlendirme ajani olup hem
asidik hem de alkalen soliisyonlarda etkilidir. Cogunlukla proteinlerin ¢oziilmesinde ve
denatiirasyonunda kullanilir. Proteinlerin ¢ogu SDS’e baglandig1 zaman yiizeylerinde
belirgin bir negatif yiik artist goriiliir. Protein konformasyonu ve aktivitesindeki
degisiklikler proteinin SDS ile denatiire olup ii¢ boyutlu yapisini kaybettigini gdsterir
(Zubay 1988).

Ure, temel bir protein metaboliti olup serbest amonyagin (NH4") uzaklastirilmasinda,
proteinlerin denatiirasyonunda ve c¢oziiniirligliniin  arttirilmasinda  kullanilir. 6M
guanidin klortir ile denatiire olan proteinlerin tekrar {i¢ boyutlu yapilarin1 kazanmalarini
saglar. Denatiire proteinlerin tekrar katlanarak dogal veya aktif formlarina

doniigmelerine katkida bulunur (Zubay 1988).
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Termostabil enzimlerin konformasyonel stabiliteleri, onlarin pH ve sicakliktaki
stabiliteleri yaninda denatiire edici ajanlar olan etanol, SDS ve lireye karsi da daha
direncli olmalaria yol agar. pH ve stabilitedeki farkliliklara bakildiginda B. cereus
ATCC 7064 ve G. thermoglucosidasius oligo-1,6 glukozidaz enzimlerinin
konformasyonel stabilitelerinde farkliliklar oldugunu goriilmiistiir. Bu enzimlerin SDS,
etanol ve iire gibi denatiire edici ajanlara kars1 toleranslar1 da ¢ogunlukla farklidir. Bu
veriler mezofilik enzimin daha kirilgan bir yapiya sahip oldugunu ve sonug¢ olarak
konformasyonunun denatiire edici ajanlara daha duyarli oldugunu gostermektedir

(Suzuki et al. 1982, Suzuki et al. 1986a).

Geobacillus sp. HTA-462 a-glukozidazi %15 konsantrasyondaki etanolde
aktivasyonunu korumustur. Evrensel organik c¢oziiciilere yiliksek tolerans, suda
¢Oziinmeyen veya zor ¢Oziinen bilesiklerin ¢oéziinmesini saglar. Yiiksek sicakliklarda ve
genis bir pH araliginda aktivite gosterebilen HTA-462 a-glukozidaz1 gibi enzimler,
biyosentez reaksiyonlarinda istenilen 6zelliklere sahiptir ve sadece dar bir pH araliginda
veya yiiksek sicakliklarda ¢oziilebilen bilesiklerin kullanilabilmesine olanak saglarlar

(Hung et al. 2005).

Thermococcus AN1 arkeal a—glukozidazinin enzim aktivitesi etanol varliginda %196
bagil aktivite gostermistir. Etanoliin etkisi transglukozidasyon aktivitesini arttirir ve
reaksiyon i¢in uygun bir substrat 6zelligi kazanir. Enzimin izomaltoz varligindaki
reaksiyon iiriinlerinden biri glukoz, digeri de etanol olarak saptanmustir. Hipertermofilik
enzimin yiliksek termostabilitesi, denatiirasyona sebep olan etanole karsi asiri bir

konformasyonel stabilite kazanmasini saglamistir (Piller et al. 1996)

2.17.4 Metal iyonlar1 ve EDTA’min denatiire edici etkileri

EDTA divalent iyonlarin kelatdrii olup metalloproteinlerin ve aktivasyonlar1 igin
divalent katyonlara ihtiyag duyan enzimlerin bir inhibitoriidir. EDTA

metalloproteinlerin aktif bolgelerindeki ¢inko iyonlarma bir kelatdr olarak davranir.

Kalsiyuma bagimli sistein proteazlari gibi metal iyonlarina bagimli enzimleri de inhibe
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eder. Ayrica metale gereksinim duyan biyolojik islemlerle de iligkili olabilmektedir

(Zubay 1988).

Enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in gerekli olan ve protein yapisinda olmayan,
genellikle metal iyonlarindan meydana gelmis olan yan gruplarina kofaktdr adi
verilmektedir. Pekcok enzim, kofaktdr olarak Cu™, Fe™, Zn™ ve Mg™ iyonlarina
gereksinim duyar. Cu?, Hg™, Ag™ gibi agir metal iyonlar1 veya bunlarin tiirevleri ise
katalitik merkezinde sistein kokleri iceren bazi enzimlerin -SH gruplariyla birleserek
merkaptlir meydana getirebilir ve enzimi inhibe edebilir. Yapilarinda stilfidril grubu

tasiyan enzimler boylece agir metal iyonlar ile birleserek inhibe olurlar (Zubay 1988).

Thermococcus AN1 o—glukozidazi ile yapilan arastirmada Hg™, Co™ ve Ni'
iyonlariyla inhibe edilmesi, dithioteritoliin tiol gruplarina etkisine baglanmistir. Kelator
EDTA ile muamele, muhtemelen eser miktardaki agir metalleri ortamdan uzaklastirarak
enzim aktivitesini arttirmistir. Bunun yaninda ¢ift degerlikli metal iyonlar1 olan Mg,

Ca ve Zn" aktiviteyi cok az miktarda diisiirmiistiir (Piller et al. 1996).

S. italicus o—glukozidazi Ba™, Mn™ ve Mg™ iyonlarindan etkilenmemistir ancak Co™
%90 ve Ca™ ise %40 inhibisyonuna yol agnustir. Agir metaller ile 6n inkiibasyonun
enzim aktivitesi {izerine etkisi arastirihldiginda, o—glukozidazin Cu™, Hg™, Ag™, Pb™
ve Zn' agir metalleriyle tamamen fakat Fe™ ile kismen inhibe oldugu belirlenmistir

(Halvorson and Ellias 1958).

T. curvata a-glukozidazi, test edilen tiim agir metal iyonlarina duyarlilik gostermistir.
Bunun aksine Mg aktiviteyi %61 ve Ca™ ise %21 oraninda arttirmistir (Janda et al.
1997). P. furious a-glukozidaz enziminin bir kelatér ajan olan EDTA ile inkiibasyon
sonucu aktivitesindeki belirgin diislis, metal iyonlarinin enzim stabilitesi ve

aktivitesinde 6nemli olabilecegini gostermistir (Costantino et al. 1990).
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2.18 Genetik ve Protein Miihendisligi Teknikleri Kullanilarak a-Glukozidazlarin

Stabilizasyonunun Arttirilmasi

Enzimlerin kullanildig1 endiistriyel uygulamalarda gegerli olan kosullar daha ¢ok
sicaklik ve pH ile iligkili ekstrem ortamlardir. Bu nedenle enzimlerin stabilitesinin
arttirtlmasi1 tizerine yogun bir talep vardir. Genetik ve protein miihendisligi; yiiksek
sicakliga, ekstrem pH’a, okside edici ajanlara ve organik ¢oziiciilere stabilitesi
arttirllmis ticari enzimlerin gelistirilmesi i¢in kullanilan modern tekniklerdir. Enzimlerin
stabilizasyonunda katki maddeleri kullanimi, immobilizasyon ve kimyasal
modifikasyon gibi teknikler de kullanilmaktadir (Haki and Rakshit 2003). Stabilizaston
ile ilgili ilk yaklasim, sicak su kaynaklar1 gibi ekstrem ortamlardan yeni mikrobiyal
suslarin izole edilerek istenilen ozellikler acisindan taranmasidir. Ozellikle termofilik
mikroorganizmalardan izole edilen termozimler, sadece termal denatiirasyona degil
bununla iliskili olarak diger denatiire edici ajanlara karsi da stabildirler ve
biyoteknolojik kullanim potansiyeline sahiptirler. Heniiz mikrobiyal ¢esitliligin
%1’inden az1 aydinlatilabildiginden, yeni enzimlerin kesfedilmesi ve biyokatalizde
kullanilmalar1 ugsuz bucaksiz bir aragtirma konusu olarak dikkat ¢ekmektedir (Sellek

and Chaudhuri 1999, Mozhaev 1993).

Genetik ve protein miithendisligi uygulamalar i¢in stabilize edilecek enzimin amino asit
dizisi, li¢ boyutlu yapisi, pH ve sicaklik stabiliteleri ve denatiire edici ajanlara karsi
stabilizasyonu ile ilgili bilgilere gerek duyulmaktadir. Ekstremozimlerin stabilitelerinin
temel yapisi tam olarak anlagilmadigindan, farkl stabilite gosteren homolog enzimlerin
amino asit dizilerinin karsilastirilmasi ile mutant enzim dizayni protein miihendisligine

bir alternatif olarak gelistirilmistir (Hough and Danson 1999).

Cok sayidaki termofilik enzim E. coli’de ifade edilerek basariyla iretilebilmistir.
Rekombinant DNA teknolojisi kiiltiire edilemeyen veya kiiltiire edilmesi zor olan
mikroorganizmalarin enzimlerinin iiretimi i¢in Oonemli bir yontemdir. Her ne kadar
ekstremozimler istenilen katalitik reaksiyonlar i¢in igsel stabiliteye sahip olsalar da

belirli bir siire sonra denatiire olma ihtimalleri vardir ve bu nedenle aktivite ile
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stabiliteleri arttirilabilir. Enzimlerin performansini arttirabilmek i¢in gelistirilen bir

takim teknikler vardir (Sellek and Chaudhuri 1999).

Proteinlerin termostabilizasyonunun arttirtlmasinda bolge spesifik mutasyonlarin da
icinde oldugu pek ¢ok yaklasim gelistirilmistir. Bolge spesifik mutasyon ile proteinlerin
tiim primer yapilarini istenilen sekilde degistirebilmek miimkiin hale gelmistir. Bolge
spesifik mutasyon teknigi kullanilarak yapilan ¢aligmalar arasinda; proteinlerdeki glisin
ve alanin amino asitlerinin prolin ile degistirilmesi (katilastirict mutasyonlar) énemli bir

uygulamadir (Watanabe and Suzuki 1998, Demirjian et al. 2001).

Protein miihendisliginde su an tercih edilen yaklasimlardan bir digeri de rastgele
mutasyonlar ile olusturulan mutantlarin istenilen Ozellik i¢in taranmasidir. Bu
yaklasimda hataya egilimli PCR ile olusturulan nokta mutasyonlar, ti¢lii kodonlarda
degisiklige sebep olarak protein igerisine yeni bir amino asit eklenmesine olanak saglar.
Bu metotun rastgele yapisindan dolayi ilgilenilen 6zelligin bulunmasi i¢in ¢ok sayida

mutant organizmanin taranmasi gerekir (Maarel et al. 2002).

Istenilen iki 6zellige de sahip yeni mutant genlerin yaratilmasina olanak saglayan DNA
diizenlemesi (shuffling) yontemi de yine alternatif bir enzim iiretim metotudur.
Yakindan iligkili gen dizisi pargalarinin rastgele rekombinasyonu, yeni genlerin
olusumunu saglar. DNA diizenlemesi yontemi, fonksiyonel gesitlilik saglamasi amaci
ile dogal olarak mevcut homolog genler arasinda yiiriitiilmektedir. Bu yaklasim ayni
zamanda stabilitesinin gelistirilmesi veya bir substrata karsi aktivitesinin arttirilmasi
istenen ekstremozimlerde varyasyonlart gelistirmek icin uygulanabilmektedir (Hough

and Ve Danson 1999).

Bacillus sp. SAMI1606’nin diigiik gelisme orani, bakterinin enzim {iretimini,
saflagtirmay1, karakterizasyonu ve daha sonraki uygulamalar1 zorlastirmistir. Bu nedenle
SAM1606 a-glukozidaz geni kolay iireyebilen E. coli’ye transforme edilerek daha
yiiksek miktarlarda ifadesi saglanmustir. Boylece a-glukozidaz transformant E. coli
hiicrelerinden, enzim saflastirmast ve karakterizasyonu ile 1ilgili c¢aligmalarda

kullanilabilecek miktarlarda kolaylikla elde edilebilmistir (Nakao et al. 1994a).
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G. stearothermophilus ATCC 12016 susuna ait 2.8 kilobazlik a-glukozidaz enzimi E.
coli’ye klonlanarak ifadesi saglanmistir. Enzim iiretimi, transforme edildigi E. coli
konaginda 7 kat arttirilabilmistir. Klonlanan enzim Geobacillus o-glukozidazi ile
molekiiler agirligl, antijenik deteminantlari, sicaklik ve pH istekleri acisindan birebir

benzerlik gostermistir (Takii et al. 1992).

G. thermoglucosidasius oligo-1,6 glukozidaz ile yapilan genetik c¢aligmalarda enzim
geni c¢ok etkili bir sekilde GroEL 1s1 soku proteini ile kombine edilerek E. coli’ye
aktarilmis ve ifadesi saglanmigtir. Watanabe ve arkadaslarinin (2002) yaptigi1 calismada
oligo-1,6 glukozidazin E. coli’deki tiretimi Hsp 60 takimi proteinler ile 3.8 Kkat
arttirilabilmistir. Termostabil proteinlerin ayni termofile ait GroEL ile E. coli’de
kombinasyonel ifadesinin, protein biyogenezizdeki farklardan kaynaklanan problemleri

Onleyerek termostabil enzim {iretimini arttirdig: tespit edilmistir.

Watanabe ve Suzuki (1998) B. cereus ATCC 7064 susuna ait oligo-1,6-glukozidaz
enziminin ii¢ boyutlu yapisii ¢ikararak bolge spesifik mutasyon ile enzimin
termostabilitesini  arttirmaya  yoOnelik  bir ¢alisma  yapmuslardir.  Mezofilik
mikroorganizma enzimine rastgele secilen toplam 12 yerde bolge spesifik mutasyon ile

prolin kokleri eklenmistir. Bunun sonucunda termostabilizasyon 5.6°C arttirilabilmistir.

Thermococcus AN1 termofilik arke susunun o-glukozidaz enzimi 110°C’de ve pH
7.0°de optimum aktivite gosterir. Enzimin 100°C’nin iizerindeki sicakliklarda
sabilitesini arttirmak i¢in immobilizasyon (epoksi ve cam boncuklarla), kimyasal
modifikasyon (¢apraz veya capraz olmayan baglar) ve cesitli katki maddeleri ekleme
(polihidroksilik molekiiller, BSA, tuzlar) islemleri uygulanmigtir. Enzimin yar1 émrii,
%90 sorbitol, %1 dithiotreitol ve %1 BSA varliginda veya %90 sorbitol varliginda BSA
ile ¢apraz baglar yaparak 110°C’de 4 dakikadan, 130°C’de 30 ila 60 dakikaya kadar
arttirtlabilmistir (Piller et al. 1996).

Yamamoto ve arkadaslar1 (2004) tarafindan yapilan ¢alismada S. cerevisiae mayasinin

irettigi a-glukozidaz ve oligo-1,6-glukozidaz enzim genleri saptanarak izole edilmistir.

Yapilan bolge spesifik mutasyon deneylerinde oligo-1,6-glukozidazda, a-1,6 glukozidik
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baglara kars1 spesifiklikten sorumlu amino asit kokiiniin Val216 oldugu, fakat a-1,4
glukozidik baglara spesifik a-glukozidazda bu amino asit pozisyonunda Thr273 oldugu
belirlenmigtir. Tek bir amino asit degisikligi ile enzimin substrat tercihi degistirilmistir.
Bu iki enzim genleri birlestirilerek kimerik bir enzim olusturulmus ve bu yeni enzim ile
hem o-1,4 glukozidik baglar1 hem de a-1,6 glukozidik baglar1 hidrolize edebilmistir.
Boylece protein miihendisligi yolu ile ayni mikroorganizmaya ait hem oligo-1,6-
glukozidaz hem de a-glukozidaz aktivitesinin oldugu yeni bir kimerik enzim elde

edilmistir.

2.19 a-Glukozidazlarin Biyoteknolojik ve Endiistriyel Uygulama Alanlar

Termofilik mikrorganizmalardan izole edilen enzimler mezofilik benzerlerine gore,
dogal igsel stabiliteleri nedeni ile, daha yiiksek sicakliklarda ve genis pH araliklarinda
aktivite ve stabilite gosterirken; organik c¢oziiclilere, proteazlara, deterjanlara ve
denatiire edici bilesiklere de daha dayamikhidirlar. Bu o6zellikleri, biyoteknolojik ve
endiistriyel islemlere daha uygun ve dayanikli yeni termofilik enzimlerin potansiyel
kullanim alanlarin1 giderek arttirmaktadir. Biyoteknolojik islemleri yiiksek sicakliklarda
termozimler ile yiirlitmek Onemli avantajlar saglar. Termofilik enzimler daha siki
konformasyona sahip olmalar1 sebebi ile yiiksek sicaklikta, ekstrem pH araliklarinda ve
organik ¢oziiciilerde gerceklestirilen endiistriyel islemlerde aktif ve stabil
kalabilmektedirler. Bunun disinda kimyasal reaksiyonlara gore enzimatik reaksiyonlar
cok daha spesifik, etkili ve giivenilirdir. Sicakliga bagli olarak artan aktivasyon
enerjisinden dolay1 reaksiyon oranlart da olduk¢a yiikselir. Daha yiiksek bir islem
sicakligina izin verdiklerinden, organik bilesiklerin ve substratin ¢oziiniirligi
dolayistyla da islem verimi oldukga artar. Yiiksek sicakliklardaki endiistriyel islemlerde
mezofilik mikroorganizmalarin kontaminasyon riski diiser. Tiim bu avantajlar1 yaninda
enzimatik reaksiyonlar kimyasal reaksiyonlara gére ¢ok daha hizli oldugundan, istenilen
iiriiniin sentezi ¢cok daha kisa zamanda ve daha diisiik maliyet ile gerceklestirilebilir. Bu
amagclar ile enzim {reticisi ekstremofilik mikroorganizmalarin taranmasi sonucu yeni
termostabil enzimlerin kesfedilmesi, gelecekte yeni endiistriyel ve biyoteknolojik
uygulama alanlarinin agilmasint miimkiin kilacaktir (Niehaus et al. 1999, Sellek and

Chaudhuri 1999, Demirjan et al. 2001, Haki and Rakshit 2003).
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Bir organizmanin enzimi gelisme kosullar1 civarinda fonksiyon gostermeye adapte
olmustur. Bu nedenle yasamin tanimlandig1 ekstrem kosullar, enzim aktivitesinin tespit
edilebilecegi kosullar olarak ifade edilir (Hough and Ve Danson 1999). Termofilik
enzimlerin dogal ortamlarina adaptasyonlarindaki stabilite faktorleri hakkinda kisith
bilgiler mevcuttur. Termofilik enzimlere ait temel arastirmalar, yiiksek sicakliklardaki
protein termostabilitesi ile mikrobiyal gelisim ve metabolizmasinin aydinlatilmasina

olanak saglayacaktir (Costantino et al. 1990, Demirjian et al. 2001).

2.19.1 a-Glukozidazlarin temel arastirmalardaki uygulama alanlar:

Termostabil a-glukozidazlar, giiniimiizde ¢ogunlukla temel enzimolojik c¢alismalarda,
saglik sektoriinde, nisastanin islenmesi ve oligosakkaritlerin sentezi gibi Onemli
endistriyel uygulamalarda aktif olarak kullanilmaktadir (Kelly and Fogarty 1983).
Ozellikle son yillarda farkli canli gruplarindan elde edilen gesitli o-glukozidazlarin
amino asit dizileri ve {i¢ boyutlu yapilar ¢ikarilmig, reaksiyon mekanizmalar1 ve aktif
merkezleri belirlenmis ve kristalografi calismalar1 yapilmistir. Yapilan temel
enzimolojik arastirmalar glukozil hidrolaz 13. familya ve 31. familya gruplarinda dahil
edilen bu enzimler hakkinda daha detayl1 bilgi sahibi olmamizi saglamistir. Bu bilgiler
15181 altinda Jesperson ve arkadagslari (1993) amino asit dizi kiyaslamalari ile a-
glukozidazlarin da dahil oldugu nisasta pargalanmasindan sorumlu glukozil
gidrolazlarin filogenetik agaclarini ¢izmislerdir. a-Glukozidazlar bu agag igerisinde iki
kol halinde dagilmislardir. Evrimsel olarak farkli kaynaklardan izole edilen bazi a-
glukozidazlar, benzer katalitik ve yapisal 6zellikleri ile ayni dal i¢inde birlesmistir. Bu
fonksiyonel cesitliliklerinin orijinini ortaya ¢ikarabilmek amaciyla a-glukozidazlarin
arastirilmasi, evrim ¢aligmalart igin iyi birer ara¢ olduklarini gostermistir (Henrissat et

al. 1995, Hung et al. 2005).

Ekstremozimlerin ~ kullanildig1 islemlerin  uygulanabilirligi i¢in enzim pratik
uygulamalarda yeterli miktarda olmalidir. Bazi ekstremofillerin biiyilk hacimlerde
tiretilmeleri ve buradan ekstemozimlerin saflastirilmasi olduk¢a zordur. Bu nedenle
cogunlukla uygulamalarda ilgili geni mezofilik bir konaga aktararak enzim ifadesi

saglanir. Bu da, konak hiicre proteinleri 1siyla kolayca presipite oldugundan, ifade
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irlinliniin saflastirilmasi i¢in ilk baslangi¢ basamaginda bir kolaylik saglar (Hough and

Ve Danson 1999).

Bunun yaninda iiretimi ve saflastirmasi kolay olan enzim fireticisi termofillerden enzim
saflagtirmasi1 ¢ok daha kisa basamaklar ile gergeklestirilebilir. G. thermoglucosidasius
oligo-1,6-glukozidaz enzimi kolay ve 4 basamakli bir yontemle saflastirilabilmistir. Ag-
Ab kompleksi olusumuna bagli immiinosorbent teknigi termofilik enzimlerin
saflastirilmasinda kullanilabilecek 6nemli yontemlerden biridir. Cilinkii bu proteinler
mezofilik olanlardan ¢ok daha fazla stabil olup, Ag-Ab kompleksinin zayiflatilmasi igin
gerekli zor kosullara ¢cok daha dayaniklidir. Termofilik enzimlerin inhibitorlere karsi
duyarhiliklarinin bilinmesi onlarin termostabilitelerinden de yararlanilarak saflagtirma

basamaklarini ¢ok daha kolaylastirilabilir (Suzuki et al. 1984a).

2.19.2 a-Glukozidazlarin nisasta endiistrisindeki uygulama alanlar:

Su an a-amilaz familyasina ait nisasta parcalayici enzimler diinyadaki enzim iiretiminin
yaklagik 9%30’unu kapsamaktadir. Nisastanin endiistriyel biyodoniisiim islemleri
stvilastirma, sakkarifikasyon ve izomerizasyon basamaklarini igerir (Nichaus et al.
1999). a-Glukozidazlar gibi yeni termostabil nigasta pargalayici enzimlerin bulunusu,
daha once kimyasal reaksiyonlarla yapilan bu islemlerin verimini belirgin sekilde
arttirmistir. a-Glukozidazlar; 6zellikle maltodekstrinlerin, modifiye nigastalarin veya
glukoz ve fruktoz suruplarinin yapimi esnasindaki sivilagtirma isleminde, a-amilazlar
ile beraber kullanilmaktadir. Ayrica termofilik Bacillus cinsi mikroorganizmalar
fermentasyon islemleriyle tipik enzim iiretimini oldukc¢a kisa zamanda ve ¢ok ucuz azot
ve karbon kaynaklariyla yapilabildiklerinden, diisiik maliyet ile yliksek seviyede enzim
liretimi i¢in nisasta hidrolizi islemlerinde kullanilmak i¢in iyi adaylardir (Kelly and
Fogarty 1983, Nashiru et al. 2001, Arellano-Carbajal and Olmos-Soto 2002, Maarel et
al. 2002).
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2.19.3 a-Glukozidazlarin oligosakkarit ve glukokonjugantlarin biyosentezindeki

uygulama alanlan

Hidrolitik aktivitelerinin yanisira bazi a-glukozidazlar transglukozilasyon aktivitesine
de sahiptirler. Normal kosullarda glukozidik baglar1 par¢alayan glukozidazlar, uygun in-
vitro reaksiyon kosullarinda transglukozilasyon aktivitelerinden dolayi, reaksiyon
kosullarin1 tersine cevirerek tekrar glukozidik bag yapabilirler. Glukozidazlarin
katalizledigi reaksiyonlari, ortama fazla miktarda substrat ekleyerek veya glukozit
olusumunun termodinamik olarak tercih edildigi bazi organik ¢oziicliler kullanarak
yuriitmek miimkiindiir. Enzimatik reaksiyonlarin spesifikligi ve giivenilirligi sebebi ile
transglukozilasyon aktivitesi, son yillarda di- ve trisakkaritler ile glukokonjugantlarin
biyosentezinde uygulanmaya baslamistir (Bill and Flish 1996, Vic et al. 1996, Watt et
al. 1997, Hung et al. 2005).

Mala ve Kralova’nin (2000) yaptigi calismada, B. stearothermophilus’dan izole edilen
a-glukozidaz, hidroliz aktivitesi yaninda transglukozilasyon aktivitesi sayesinde ters

hidroliz ile oligosakkarit sentezi i¢in bir katalist olarak kullanilmustir.

Geobacillus sp. HTA-462 enzimi, antibiyotiklerin de dahil oldugu seker olmayan
hidroksil bilesikleri etkili bir sekilde glukozilleyebilmektedir. Enzim sayesinde %60
verimle 1-O-o-D-glukopiranozil-kloramfenikol adli yeni bir kloramfenikol tiirevi
sentezlenmistir. Bu yeni kloramfenikol tiirevi, kloramfenikoliin antimikrobiyal etkisini
arttirarak, Onctisiinden 15 kat daha fazla suda ¢oziilebilme ozelligi gostermistir.
Enzimin termostabilitesi, yliksek pH’daki (pH 9) stabilitesi ve genis substrat spesifikligi
ile endiistriyel uygulamalarda yiiksek bir kullanim potansiyeline sahip oldugu

bildirilmistir (Shirai et al. 2003, Hung et al. 2005).
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2.19.4 a-Glukozidazlarin sterilizasyonun dogrulanmasinda kullanilis

Bacillus cinsi sporlarda, spor ¢imlenmesi ve disariya dogru biiyiime esnasinda is goren
a-glukozidaz enzimi, 4-MUG substratini hidroliz miktar1 dl¢iilerek hastane ortamlarinda
buhar basingli sicaklik ile yapilan sterilizasyonun dogrulanmasinda biyolojik indikator
olarak kullanilmaktadir. Biyolojik indikatorler hazir olarak {iretici firmalardan
aliabilmektedir. Buhar basin¢lhi sicakligin  kullanildig: sterilizasyonda biyolojik
indikator olarak yiiksek direncinden dolay:1 termofilik G. stearothermophilus ATCC
7953 susu kullamlir. Ug¢ kusak biyolojik indikatér mevcuttur. Ilk iki kusak
indikatorlerde Bacillus sporlar1 kullanilir; ancak uzun zaman gerektirir ve kesin sonug
almak icin 24-168 saat beklenmelidir. Son yillarda ise ameliyathaneler gibi
sterilizasyonun acilen kontrol edilmesi gereken ortamlarda kullanilmak iizere Attest
firmasi (Attes‘[TM 1291 Rapid Readout Biological Indicator, 3M, St Paul, MN, USA)
yeni bir biyolojik indikator kiti gelistirmistir. Bu {igiincli kusak biyolojik indikatérde
sterilizasyon kontroliiniin hizli tanisi i¢in sterilizasyon isleminden sonra ilk 1 ile 3 saat
icerisinde canli kalabilen sporlarla iligkili a-glukozidaz enzim aktivitesi 6l¢iiliir. Bu
ticiinci kusak biyolojik indikatorlerde kullanilan o-glukozidaz enzimi, sterilizasyon
dogrulama siiresini 1-3 saat kadar kisa bir zaman diliminde ve giivenilir sekilde

yapilmasina olanak saglamaktadir (Albert et al. 1998, Setlow et al. 2004).

2.19.5 a-Glukozidazlarin saghk sektoriindeki uygulama alanlar:

Saglik sektoriinde akut pankreatitis hastaliginin teshisi amaciyla klinik biyokimya
laboratuvarlarinda a-amilaz miktar tayini rutin olarak ¢alisilmaktadir. Son yillarda viicut
stvilarindaki a-amilaz miktarini 6lgmek amaciyla, hassasiyeti diger yontemlere gore
oldukga yiiksek olan ve a-glukozidazin kullanildig: iki farkli yontem gelistirilmistir. Bu
yontemlerden ilkinde ucu etilidin ile bloke edilmis 4-nitrofenil-a-1,4-D-maltoheptozit
substrat1 kullanilmaktadir. Substratin terminal rediikleyici ucu normal sartlarda a-
glukozidazin hidrolizini engellemek amaciyla kimyasal olarak bloke edilmistir.
Ortamda a-amilazin mevcudiyetine bagli olarak bloke edilmis substrat i¢ kismindan
kesilir. Boylece substratin rediikleyici ucu agilarak a-glukozidazin pargalamasina olanak

saglanmis olur. a-Glukozidaz hidrolizi sonucunda agiga ¢ikan pNP miktar1 olgiliir.
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Sonucta olugan pNP ile a-amilaz miktar1 arasinda dogru orant1 vardir. Bu sekilde a-

amilaz miktar1 tayin edilir (Omichi and Ikena 1985, Lorentz 2000).

Ikinci yontem ise US04547280 patent numasina sahip maltoz sensdriidiir (Hitachi, Ltd.,
Tokyo, Japan). Bu da a-glukozidaz enziminin kullanildigi ve ticari 6neme sahip
tirtinlerden biridir. Kit a-glukozidaz ve glukoz oksidaz enzimlerinin immobilize edildigi
bir enzim membran1 ve elektrokimyasal degisikligi dl¢en palladiyum bir elektrot igerir.
a-Amilazin parcaladigi maltoz bilesigini o-glukozidaz glukoza ¢evirir ve glukoz
miktarina bagl olarak olusan iiriinler glukoz oksidaz enzimi ile reaksiyona girerek H,O,
(hidrojen peroksit) olusturur. Elektrodun 6l¢tiigii H,O, miktar1 ile a-amilaz miktar1 tayin
edilir. Bu enzimatik metot, enzimin subsrata olan spesifikligini kullanarak insan serumu
ile olusabilecek ara bilesiklerin olusumunu engeller. immobilize enzimlerin kullanildig
maltoz sensOrii metotu daha giivenilir olmasi, kisa siirede sonuglanmasi, klinik
biyoanalizérlerde kullanilabilmesi ve renklendirici reaktiflere ihtiyagc duymadan

sonuglandigi i¢in diger geleneksel metotlara iistiinliik saglar.

2.19.6 Ticari a-glukozidazlar

Ticari {iretimi yapilan o-glukozidazlar mevcuttur. Kikkoman firmas1 (aGLS-SE;
Kikkoman Corporation 250 Noda, Noda City Chiba Pref. 278-8601, JAPAN) tarafindan
rekombinant E. coli hiicresinden izole edilerek saflastirilan a-glukozidaz enzimi ticari
olarak {iretmektedir. Liyofilize enzim 52-55°C’de ve pH 6-9 arasinda aktivite
gostermekte olup pPNPG’ye karsi Ky, degeri 5.5X107dir. Molekiil agirhigi 60 kDa

olarak belirlenmistir.

Toyobo firmasi1 (AGH-211; Toyobo Co., Ltd., JAPAN) G. stearothermophilus ATCC
12016’dan izole edip saflastirdiklar1 a-glukozidazi ticari olarak piyasaya siirmiislerdir.
Bu enzim 65 kDa molekiil agirhigindadir ve pH 6-7’de 60°C’de optimal aktivite
gostermektedir. Enzimin pNPG’ye Michaelis sabiti 6.3X10™ olarak bildirilmistir. Sigma
firmast (G3651; Sigma-Aldrich, St. Lous, MO, USA) tarafindan iiretilen G.
stearothermophilus ATCC 12016 o-glukozidaz1 yine ticari olarak liyofilize halde

saflastirilarak satisa sunulmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Termofilik Bacillus izolatlar:

Tiirkiye’den termofilik Bacillus spp. izolasyonu amaci ile 6 ildeki 19 jeotermal alana ait
46 farkli sicak su kaynagindan (Erisen ve ark. 1996) 78 su, 113 toprak ve sediment
ornegi olmak iizere toplam 191 numune toplanmistir. 2004 yili Haziran-Eyliil aylar
arasinda Aydin (A Bolgesi), Manisa (B Bolgesi), Denizli (C Bélgesi), izmir (D
Bolgesi), Nevsehir (E Bolgesi) ve Ankara (F Bolgesi) illerinden toplanan numunelerden
bakteri izolasyonlar1 yapilmustir. illere gére su, toprak ve sediment drneklerinin almdig1
jeotermal alanlar, mevkii adlar1 ve numune 6zellikleri ¢izelge 3.1°de verilmistir. Enzim
karakterizasyonu yapilan Bacillus sp. A333 kodlu izolat Aydin ili, Germencik ilgesine
bagli Omerbeyli kdyiinde bulunan MTA (Maden Tetkik Arama) sondaj kuyusundan ve
Bacillus sp. A333 kodlu izolat ise Aydin ili, Salavath ilgesine bagli Yavuzkoy’deki

MTA sicak su sondajindan alinan drnekten izole edilmistir.

3.1.2 Standart termofilik Bacillus suslari

Standart termofilik Bacillus susu olarak kullanilan G. stearothermophilus ATCC 12980,
Geobacillus stearothermophilus ATCC 43223, Anoxybacillus flavothermus DSM 2641,
Anoxybacillus kestanbolensis NCIB 13971, Anoxybacillus gonensis NCIB 13933,
Anoxybacillus ayderensis NCIB 13972 Prof. Dr. Ali Osman Beldiiz’den (Karadeniz
Teknik Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii) ve TUBITAK projesi
kapsaminda alinan Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 (DSM 5934),
Geobacillus thermoglucosidasius DSM 2542 ve Bacillus amyloliquefaciens DSM 7
standart suslar1 ise DSMZ (the German National Resource Centre for Biological

Material)’den temin edilmistir.
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Cizelge 3.1 Termofilik Bacillus spp. izolasyonu igin 6 farkli ile ait jeotermal alanlardan
toplanan su, sediment ve toprak drneklerinin alindig1 bélgeler ve numune

ozellikleri
AYDIN iLi (A Bolgesi)
1. Germencik-Omerbeyli koyii 20.06.04
1.1. OB. 1. MTA Kuyusu= Aktas Mevkii
No Numune Ozelligi Sicakhk/pH
Al0? Sediment -
1.2. OB. 2. MTA Kuyusu= Aktas Mevkii
All* Toprak a -
Al2%* Toprak b -
1.3. OB. 3 MTA Kuyusu= Aktas MevKkii
A3 Su 46°C/pH6-7
1.4. OB. 4 MTA Kuyusu= Horc¢ay1 Mevkii
Al3 Sediment -
Al4 Sediment -
AlS’ Sediment -
Al6’ Sediment -
AlT Sediment -
ALY Sediment -
1.5. OB. 5 MTA Kuyusu= Ozici Mevkii (Kaynak kuru)
A19% Toprak -
A20%* Toprak -
A21%* Toprak -
A29% Toprak -
A30* Toprak -
A31* Toprak -
1.6. OB. 6. MTA Kuyusu= Omerbeyli mezarhgi yani, Delimehmet Durag:
A32% Toprak -
A33* Toprak -
2. Salavath-Yavuz koy 20.06.04
2.1. 140°C’lik MTA sicak su sondaj1
A34° Sediment -
A35’ Sediment -
2.2. MTA Kayna@ (Kaynak kuru)
A36* Toprak -
A3T* Toprak -
A38* Toprak -
A39* Toprak -
A40%* Toprak -
A41* Toprak -

*; toprak ornegi, ’; sediment 6rnegi
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Cizelge 3.1 Termofilik Bacillus spp. izolasyonu igin 6 farkli ile ait jeotermal alanlardan
toplanan su, sediment ve toprak drneklerinin alindig1 bélgeler ve numune

ozellikleri (devam)

MANISA ILI (B Bolgesi)
Turgutlu-Urganh MevKkii 21.06.04
TUR-KAP Turgutlu Kaphcalar
No Numune Ozelligi Sicakhk/pH
Bl Su 70°C/pH6.7
B3 Su 45°C/pH6.7
B5’ Sediment 50°C/pH6.7
B6* Su -
B7* Su -
B8* Su -
B9* Toprak -
B10* Toprak -
*; toprak ornegi, ’; sediment 6rnegi
DENIZLI ILi (C Bélgesi)
1. Buharkent/Saraykoy-Tekkehamam/Tekkekoy Mevkii 20.06.04
1.1. Babacik ihicasi-Kabaagag koyii
No Numune Ozelligi Sicakhk/pH
Cs’ Sediment 60°C/pH 7.5-8
Cle* Toprak -
C17* Toprak -
1.2.Cavusoglu Kaplicasi, Cavusoglu mevkii
C8 Su 75°C/pH 7.7
C9 Su 75°C/pH 7.7
C18* Toprak -
C19* Toprak -
C20* Toprak -
C22%* Toprak -
C23* Toprak -
C24* Toprak -
C26* Toprak -
1.3.Tekkehamam-inaalti mevkii
C13 Su 95°C/pH 6.5
c28 Sediment -
c2y Sediment -
C30° Sediment -

*; toprak ornegi, ’; sediment drnegi
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Cizelge 3.1 Termofilik Bacillus spp. izolasyonu i¢in 6 farkli ile ait jeotermal alanlardan
toplanan su, sediment ve toprak 6rneklerinin alindig1 bolgeler ve numune
ozellikleri (devam)

IZMIR iLi (D Bélgesi)

1. Bal¢ova Jeotermal Enerji Santrali 21.06.04
No Numune Ozelligi Sicakhk/pH
D3 Sediment 98°C/pH8-8.5
D6’ Sediment -
D7* Toprak -
D8* Toprak -
D9* Toprak -

2. Seferhisar-Urkmez-Doganbey Mevkii, Karakog¢ kaphcasi 21.06.04
D4 Su 65°C/pH 6-7
D5’ Sediment 65°C/pH 6-7
D10’ Sediment -

3. Seferhisar-Doganbey Mevkii 21.06.04
D65’ Sediment 78°C/pH6.8/7
D66’ Sediment 78°C/pH6.8/7
D26* Toprak -
D27* Toprak -
D29* Kaynak i¢indeki tas -
D30* Su -
D31%* Su -

4. Seferhisar-Cumah MevKkii 21.06.04
D33* Toprak -
D34* Toprak -

5. Dikili-Zeytindahh Kaaplicasi 23.06.04
D36’ Sediment -
D37 Sediment -
D3§’ Sediment -
D39* Toprak -
D40* Toprak -

6. Dikili-Camur Ihcasi 23.06.04
D13’ Sediment 37°C/pH 8-9
D14’ Sediment 37°C/pH 8-9
D41* Toprak -
D42* Toprak -
D43* Toprak -

7. Dikili-Kaynarca-Kocaoba Mevkii 23.06.04
D19’ Sediment 55°C/pH 7-8
D20’ Sediment 55°C/pH 7-8
D21 Su 60°C/ pH 7-8
D22 Su 60°C/ pH 7-8
D23’ Sediment 60°C/ pH 7-8
D24 Su 50°C/ pH 7-8
D45’ Sediment 55°C pH 7-8
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Cizelge 3.1 Termofilik Bacillus spp. izolasyonu igin 6 farkli ile ait jeotermal alanlardan
toplanan su, sediment ve toprak drneklerinin alindig1 bélgeler ve numune

ozellikleri (devam)

No Numune Ozelligi Sicaklik/pH
D46’ Sediment -
D47’ Sediment -
D48’ Sediment -
D49’ Sediment -
D50’ Sediment -
D51’ Sediment -
D52%* Dere igindeki tas -
D53* Toprak -
D54* Toprak -
D55* Toprak -
D56* Toprak -
D58* Toprak -
D59* Toprak -
D60’ Sediment -
Del’ Sediment -
D62* Toprak -
D63* Toprak -
D64* Toprak -
NEVSEHIR ILIi (E Bolgesi)
1. Kozaklh Belediye Kaphcasi (Baghca vadisi ici) 31.07.04

No Numune Ozelligi Sicakhk/pH
E4 Su 98°C/pH 6.8-7
E5 Su 98°C/pH 6.8-7
E9’ Sediment -
E14* Kaynak yanindaki tas -
E15%* Kaynak yanindaki tas -
Ele6* Toprak -
E17* Toprak -
E18* Toprak -
E19* Toprak -
E20* Toprak -
E21* Toprak -
E22* Toprak -

2. Kozakh Sehir Hamami yami-Altinsu mahallesi 31.07.04
E10 Su kaynagi 96°C/pH7.5-8
E1l’ Sediment 96°C/pH7.5
E12’ Sediment 96°C/pH7.5
E13’ Sediment 96°C/pH7.5
E23’ Sediment -

E24° Sediment -
E25° Sediment -
E26’ Sediment -
E27 Sediment -
E28’ Sediment -
E29’ Sediment -
E30* Toprak -
E31* Toprak -
E32’ Sediment -
E33* Kaynak i¢indeki aga¢ dali -
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Cizelge 3.1 Termofilik Bacillus spp. izolasyonu igin 6 farkli ile ait jeotermal alanlardan
toplanan su, sediment ve toprak orneklerinin alindig1 bolgeler ve numune
ozellikleri (devam)

ANKARA ILI (F Bélgesi)

1. Kizileahamam-KD-1 Kuyusu (sondaj), imamhatip mevkii 01.09.04
No Numune Ozelligi Sicakhk/pH
F2 Su 98°C/pH 7-7.5
F8* KD-1 kuyusu digindaki tag 6rnegi -
F9* Toprak -

2. Kizilcahamam-Giivem nahiyesi-Seyhamam Kaplicasi 01.09.04
F5 Su 40°C/pH7.05

*; toprak 0rnegi

3.1.3 Besiyerleri

Termal alanlara ait toprak, su ve sediment 6rneklerinden termofilik Bacillus tiirlerinin
izolasyonu ve amilolitik aktivitelerinin belirlenmesi amaci ile G. thermoglucosidasius
besiyeri olarak bilinen MI kat1 besiyeri kullanilmistir (Suzuki et al. 1976a, 1976b).
Tiipte yatik besiyerinde stoklanan izolatlar1 saflastirmak ve koloni morfolojilerini
saptamak icin %3 agar iceren Nutrient Agar (NA) (Merck 1.01613) besiyeri
hazirlanmistir. Mikroorganizmalarin hiicre morfolojilerini belirlemek icin Nutrient
Broth (NB) (Merck 1.05443) besiyeri kullanilmistir. Ayrica sporulasyonu arttirmak igin
5 mg/lt MnSO,44H,0 igeren Nutrient Broth besiyeri, seker fermentasyon testlerinde
Bazal besiyeri, Metil kirmizis1 ve Voges Proskauer testi i¢in Clark-Lubs besiyeri, iire
hidrolizi i¢in Crystensen Besiyeri ve nitrat kullanimi i¢in Nitrat Broth besiyeri
kullanilmustir. a-Glukozidaz tireticisi Bacillus izolatlarini enzim tiretimi igin gelistirmek
amactyla MII sivi besiyeri kullanilmistir. Besiyeri igerikleri asagida sunulmustur

(Suzuki et al. 1976a, Claus and Berkeley 1986).

MI icerigi: %1 ¢oziiniir nisasta (Sigma S2004), % 0.5 Pepton, %0.3 Yeast extract, %0.3
Meat extract, %0.3 K;HPOs, %0.1 KH,PO4 ve %3 oraninda agar iceren kati besiyeri
hazirlanmistir. Besiyeri pH’1 2 N NaOH ile 7.0’ye ayarlanmistir Suzuki et al. 1976a,
1976b).
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MII icerigi: %?2 c¢Oziiniir nisasta, % 2 Pepton, %0.2 Yeast extract, %0.5 Meat extract,
%0.3 K;HPOy4, %0.1 KH,POy4 igeren sivi besiyeri hazirlanmistir. Besiyeri pH’1 2 N
NaOH ile 7.0’ye ayarlanmustir (Suzuki et al. 1976a,1976b).

Bazal Besiyeri: Diamonyum hidrojen fosfat 1 g, Potasyum kloriir 0.2 g, Magnezyum
stilfat 0.2 g, Yeast extract 0.2 g, 15ml %0.04’liik Bromkrezol moru (pH 7.0 ), (Claus
and Berkeley 1986).

Clark-Lubs Besiveri: Polipepton 7 g, Glukoz 5 g, K,HPO,4 5 g/lt (pH 6.9), (Claus and
Berkeley 1986).

Crystensen Besiveri: Pepton 1 g, NaCl 5 g, KH,PO, 2 g, D-Glukoz 1 g, Ure 20 g,
Fenol red 12 mg, Agar 15 g/200 ml (pH 6.8), (Claus and Berkeley 1986).

Nitrat Broth: Pepton 5 g, Beef extract 3 g, Potasyum nitrat 1 g/It (pH 7), (Claus and
Berkeley 1986).

3.1.4 Biyokimyasal ve morfolojik testlerde kullamlan kimyasallar

Amilaz aktivitesi i¢in petrilere iyot soliisyonu (%2’lik potasyum iyodiir (KI) i¢inde
¢oOziilmis %0.2’lik iyot (Iy)) damlatilmistir. Seker fermentasyon testlerinde kullanilan
sekerler (Sigma ve Merck) maltoz, D-fruktoz, laktoz, dekstroz, D-(+)-galaktoz,
sakkaroz, D-(+)-ksiloz, D-(+)-mannoz, D-sorbitol, L-arabinoz, raffinoz, D-(-)-
mannitoldiir. Tuza toleranslarin1 belirlemek icin NaCl kullanilmistir. Yapilan
biyokimyasal testlerde Sabouraud-2%Glukoz Agar (Merck 1.07315), Skim Milk tozu
(Scharlau 06-019), Simmon’s Sitrat Agar (Merck 1.02501), Triple Sugar Iron Agar
(TSI, Merck 1.03915), lizozim (Sigma L7651), L-tirozin, jelatin (Merck 1.04070), metil
kirmizisi, alfa naftol, potasyum nitrat, siilfanilik asit, ferrus amonyum siilfat ve ¢inko
tozu (Merck 1.08789) kullamlmustir. Izolatlarin gelistirilmesi igin Shellab Shaker

(Belco) marka inkiibator kullanilmastir.

3.1.5 a-Glukozidaz aktivitesi i¢in kullanilan kimyasallar ve aletler

p-nitrofenol’iin milimolar ekstinksiyon katsayisinin belirlenmesi i¢in para-nitrofenol
(PNP, Merck 1.06798), a-glukozidaz aktivitesi Olglimii i¢in substrat olarak para-

nitrofenol-a-D-glukopiranozit (pNPG, Sigma N1377), reaksiyonu durdurmak amaci ile

66



de sodyum karbonat (Na,COs, Sigma S7795) kullanilmistir. Tiim spektrofotometrik
Olctimler, Unico marka UV visible 1.6 CE versiyon spektrofotometrede yapilmistir.
Enzim aktivitesi Ol¢limii i¢cin hazirlanan tamponlarda dipotasyum hidrojen fosfat
(K,HPO,, Sigma P8281), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4, Sigma P5379), etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA, Sigma E5134), sodyum kloriir (NaCl, Merck 1.06400),

standart saf enzim olarak Sigma G3651 a-glukozidazi kullanilmustir.

3.1.6 Poliakrilamid jel elektroforezde kullanilan kimyasallar ve aletler

Protein elektroforezi i¢in sodyum dodezil siilfat (SDS), merkaptoetanol, bromofenol
mavisi, akrilamid-bisakrilamid monomerleri, trizma base, amonyum per siilfat (APS),
tetra etil metilen diamin (TEMED), glisin, coomassie brillant mavisi R250 (Sigma
B0149), molekiil agirlik standardi (Sigma MW-SDS-200) ve gliserol, izopropil alkol,
asetik asit, biitanol, hidroklorik asit (Merck) kimyasallari ile dikey elektroforez tanki ve
giic kaynagi kullanilmistir. Enzim Orneklerin liyofilizasyonu i¢in Edwards marka
liyofilizatérden yararlanilmigtir. Native-Poliakrilamit Jel Elektroforezi’nden (PAGE)
sonra yapilan aktivite boyamasinda substrat olarak 4-metilumbelliferil o-D-
glukopiranozit (4-MUG, Sigma M9766) kullanilmis ve enzim bantlar1 Kodak Gel Logic
200 Imaging System cihazinda 320 nm dalga boyunda goriintiilenmistir.

3.1.7 Optimum sicaklik ve pH degerlerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasallar

Sicaklik aktivite ve stabilitesini test etmek amaci ile Clifton marka su banyosu
kullanmilmistir. pH degerlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan tampon hazirliklarinda
hidroklorik asit, sodyum hidroksit, trisodyum sitrat (Fluka 71497), HEPES (Sigma
H7253), borik asit (H3;BO;, Sigma G4750), disodyum hidrojen fosfat (Na,HPOj,
Merck), sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,, Merck) sodyum bikarbonat (NaHCOs,
Sigma S6297) ve Ringer tableti (Merck 1.15525) kullanilmustir.
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3.1.8 Substrat spesifikliginin belirlenmesinde kullanilan kimyasallar

Glukozidik bag hidrolizi i¢in; Fenil-a-D-glukozit (Glu-a-1-fenil), (Sigma P 6626), Metil-
a-D-glukozit (Glu-a-1-metil), (Sigma M 9376),

Rediikleyici olmayan terminal a-1,4 bag hidrolizi i¢in maltooligosakkaritlerden (n=2-6);
Maltoz (Glu-a-1,4-Glu), (Sigma M 9171), Maltotrioz ((Glu-0-1,4); n=3), (Sigma M
8378), Maltotetroz ((Glu-a-1,4);-Glu, n=4), (Sigma M 8253), Maltopentoz ((Glu-o-1,4)4-
Glu, n=5), (Sigma M 8128), Maltoheksoz ((Glu-a-1,4)¢, n=6), (10 mM), (Sigma M
9153),

Rediikleyici olmayan terminal a-1,6 bag hidrolizi i¢in izomaltooligosakkaritlerden (n=2-
3); Izomaltoz (Glu-0-1,6-Glu, n=2), (Sigma I 7253), Izomaltorioz ((Glu-a-1,6)3;, n=3),
(Sigma 1 0381), Panoz (Glu-a-1,6-Glu-a-1,4-Glu), (Sigma P 2407),

Glukoz olusumu i¢in ise; Turanoz (Glu-a-1,3-Fruc), (Sigma T 2754), Sakkaroz (Glu-a-
1,2-Fruc), (Merck 1.07651), Kojibioz (a-D-Glu-(1,2)-D-Glu), (Sigma K 1382), Maltotiol
(Glu-a-1,4-sorbitol), (Sigma M 8892), Trehaloz (Glu-a-a'-Glu), (Sigma T 9631), Laktoz
(Gal-B-1,4-Glu), (Merck 1.076570), trisakkaritlerden; Raffinoz (Gal-a-1,6-Glu-a-1,2-p-
Fruc), (Difco) ile polisakkaritlerden; Dekstrin ((C¢H;206)n), (Sigma D 4894), Amiloz
((Glu-a-1,4)n), (Sigma A 0512) ve Coziiniir nisasta ((C¢H2,0;1)n), (Sigma S 2004)
kullanilmistir. Enzim aktivitesi sonucunda olusan serbest glukoz miktarinin enzimatik
olarak kantitatif 6l¢iimii i¢in Glukoz-Oksidaz-Peroksidaz reaktifi (Sigma GAGO-20)

kullanilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Bakteri izolasyonu ve Kkiiltiirlerin hazirlanmasi

Her bir su ve sediment 6rnegi 5 ml’lik s1v1 besiyerine 0.5 ml ve toprak érnekleri de yine

5 ml’lik siv1 besiyerine yaklasik 0.1 g olacak sekilde dogrudan ilave edilerek 50 ve
65°C’de 200 rmp’de calkalamali olarak inkiibe edilmistir. 18-24 saatte bulaniklik
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gosteren kiiltiirlerin direkt, 1/2 ve 1/4 seyreltmeleri yapilmis ve agarl kat1 besiyerine
yayilarak 55°C’de 24 saat gelistirilmistir. Morfolojik farkliliklar gosteren koloniler
secilerek ayni igerikli tiipte yatik besiyerine ekilmis, saf kiiltiirleri hazirlanarak saflik
kontrolleri koloni morfolojisi ve faz kontrast mikroskobisi ¢aligmalari ile yapilmustir.
Tiim izolatlar 1/3 oraninda steril gliserol bulunan ortama alinmis ve dondurularak -70

°C’de saklanmistir (Claus and Berkeley 1986, Beldiiz et al. 2003).

3.2.2 Koloni morfolojisi ve besiyerinde amilaz aktivitesinin belirlenmesi

Izolatlarin koloni morfolojileri 60°C’de 18 saat gelistirildikten sonra belirlenmistir.
Amilaz aktivitesi ise %1 ¢Ozlniir nisasta iceren MI besiyerinde 60°C’de 24 saat
gelistirilmis kiiltiirlere lugol ayiraci damlatilarak incelenmistir. Bu islem sonucunda
koloni etrafinda, nisasta par¢alanmasi sonucu olusan zonun biiyiikliigiine gore
izolatlardaki amilaz aktivitesi -, +, ++, +++, ve ++++ seklinde degerlendirilmis ve
kolonisi etrafinda 2 cm’den biiyiik zon olusturan (>++) bakteriler yiliksek amilolitik
aktiviteye sahip izolatlar olarak belirlenmistir (Claus and Berkeley 1986, Suzuki et al.
1976a).

3.2.3 Gram boyama ve faz kontrast mikroskobik inceleme

Nutrient Agar besiyerinde 60°C’de 18-24 saat gelistirilmis kiiltiirlerden hazirlanan
preparatlar Gram boyama yapilarak immersiyon objektifi ile 11k mikroskobunda
incelenmistir. Hiicre morfolojileri ve hareket yetenekleri, 15 saatlik siv1 kiiltiirlerden
hazirlanan preparatlar ile Olympus BXS51 faz kontrast mikroskobunda incelenmistir.
Yine faz kontrast mikroskobu ile izolatlarin spor olusturma oOzelliklerine goére spor
pozisyonlar1 ve sekilleri incelenmistir. Spor olusumu 60°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda belirlenmis olup spor olustururan izolatlar; spor sekli (Oval, Elipsoidal,
Yuvarlak), vejetatif hiicredeki spor pozisyonu (Sentral, Subterminal, Terminal) ve
siskinlik olusturup olusturmamasi agisindan incelenmistir (Suzuki et al. 1976a, Claus

and Berkeley 1986, Nazina et al. 2001, Beldiiz et al. 2003).
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3.2.4 Biyokimyasal testlerin yapilisi

Biyokimyasal testler farkli Bacillus tiirii standart suslar kullanilarak ve 3 paralelli olarak
yapilmistir. Seker fermentasyon testlerinde karbohidrat soliisyonlart besiyerine
sterilizasyondan sonra %10 ( w/v ) oraninda eklenmistir. Mikroorganizmalar 60°C’ de
250 rpm’de ¢alkalamali olarak 48-72 saat boyunca gelistirilmistir. Besiyerin renginin
mordan sartya donmesi, pozitif sonu¢ olarak alinmistir. Ayrica besiyerindeki Durham
tiplerinde hava kabarciginin varligina baghi olarak glukozdan gaz olusumuna
bakilmistir. Katalaz ativitesi, NA besiyerinde 60°C’de 18-24 h inkiibe edildikten sonra
lam {izerine siispanse edilen kiiltiire %3 H,O, damlatilmasiyla belirlenmis ve hava
kabarcig1 olusturan izolatlar katalaz pozitif olarak yorumlanmistir (Claus and Berkeley

1986).

Optimum sicaklik testleri i¢in Nutrient Broth (NB) besiyerinde 28, 37, 45, 65, 71 ve
75°C’ de 24-48 saatlik gelisimleri gozlenmistir. 50°C ve tizerinde gelisebilen tim
izolatlar termofilik olarak kabul edilmistir. pH’1 6.8’¢ ayarlanmis NB besiyerinde ve pH
5.7’lik Sabouraud Dekstrose besiyerinde 48-72 saat inkiibe edilen kiiltiirlerin belirtilen
besiyerlerinde iiremeleri goézlenmistir. Tuza toleranslarint belirlemek amaci ile NB
besiyerine %1, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 ve 5 olacak sekilde NaCl eklenmis ve. 60°C’de 24-
48 saat sonundaki gelisimleri gézlenmistir (Claus and Berkeley 1986).

izolatlarin lizozime direnglerini belirlemek amaci ile NB besiyerine 100 U/ml olacak
sekilde lizozim eklenmis ve 60°C’de 24-48 saat sonundaki liremeleri takip edilmistir.
Kazein hidrolizi, %5 oraninda Skim Milk Powder iceren NA besiyerinde gelistirilmis
48-72 saatlik kiiltiirler kullanilarak belirlenmistir. Jelatin hidrolizi, %0.4 jelatin iceren
NA besiyerinde 3-4 giin gelistirilen kiiltiirler iizerine Na,SOy ile doyurulmus 1 N H,SO4
dokiilmek suretiyle belirlenmistir. Ure hidrolizi, izolatlarin iire iceren Crystensen
besiyerinde 48-72 saat inkiibasyon siiresi sonunda kirmizi-mor renk olusumlarina baglh
olarak degerlendirilmistir. Sitrat kullanimi, Simmon’s Sitrat Agar besiyerinde 48-72
saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda prusya mavisi renk olusumuna bagli olarak
sonuglandirilmistir. L-tirozin amino asitini kullanimi, NA besiyerine %0.45 L-tirozin

eklenmis besiyerlerinde izolatlarin 24-48 saat gelistirilmesi ile belirlenmistir. H,S
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iiretimi, izolatlarin TSI besiyerinde 48-72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
besiyerindeki siyahlasmaya gore test edilmistir (Claus and Berkeley 1986, Nazina et al.
2001).

Nitratin nitrite indirgenmesi ve gaz olusumu, %0.1 oraninda KNOs igeren ve Diirham
tiipli bulunan Nitrat besiyerinde test edilmistir. 48-72 saatlik kiiltiirlere %1°lik stilfanilik
asit ve %0.6’lik o—naftilamin ayiraglar1 eklenmesi sonucu kirmizi renk olusumuna bagh
olarak belirlenmistir. Siire sonunda negatif kiiltiirlere ¢inko tozu eklenerek sonuglar
kontrol edilmistir. Indol olusumu, %1 trpitofan iceren indol besiyerinde gelistirilmis 24-
48 saatlik kiiltiirler lizerine Kovac’s ayiract eklenerek tayin edilmistir. Besiyerinin {ist
kisminda kirmizi halka olusumu, indol pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Metil
Red ve Voges Proskauer testleri Clark-Lubs sivi besiyerinde 48-72 saat gelistirilen
kiltiirler ile yapilmistir. Her iki testin ayiraglari sivi kiiltiir tizerine damlatilarak kirmizi

renk olusumu gozlenmistir (Claus and Berkeley 1986, Nazina et al. 2001).
3.2.5 izolatlarin enzim iiretim kosullar:

Enzim firetimi i¢in safliklar1 6nceden kontrol edilen mikroorganizmalar 6ncelikle MI
kat1 besiyerinde 24 h 60°C’de gelistirilmistir. MI besiyerinden alinan bakteriler steril
%0.85 NaCl varliginda absorbanslar1 660 nm’de 0.16-0.3 olacak sekilde siispanse
edilmistir. Bu stispansiyondan 500 pl almarak 5 ml’lik 3 ayr1 MII sivi besiyerine
inokiile edilmistir. Kiiltiirler 15 h, 60°C’de 250 rpm’de ¢alkalamal1 inkiibatorde inkiibe
edilmigtir. Ancak optimum gelisme kosullar1 daha diisiik olan D273a, D311 ve E287
kodlu izolatlarin tiim iiretim kosullar1 50°C’de gerceklestirilmistir. Her bir izolatin
enzim {retim miktari, asilanan bu ii¢ farkli tiipteki enzim {iiretiminden elde edilen

sonuca gore 3 paralelli olarak ¢aligilmistir (Suzuki et al. 1976a, 1987a).

15 saat sonunda bakteri kiiltiirleri +4°C’de 6000 rpm’de 15 dak. santrifiij edilmistir.
Bundan sonraki asamada, iist siv1 hiicre dis1, pelet ise hiicre i¢i enzim kaynagi olarak
kullanilmigtir. Her mikroorganizmaya ait hiicre i¢i ve hiicre dis1 enzim aktivitesi dl¢iiliip

toplam enzim aktivitesi belirlenmistir.

71



3.2.6 Hiicre dis1 enzim eldesi

Kiiltlirtin santrifiij isleminden sonra elde edilen iist sivisinin hacmi ve pH’1 dlgiildiikten
sonra bir erlene alinmistir. Bakteri peleti steril 5 ml % 0.85 NaCl ile iki kere
yikanmistir. Yikama sulari da {ist sivi iizerine ilave edilmistir. Bdylece toplam hacim
1/3 diliisyon yapilarak 15 ml’ye tamamlanmistir. Bu sivi hiicre disi enzim olarak

kullanilmigtir (Suzuki 1976a, 1976b).

3.2.7 Hiicre ici enzim cldesi

Kiiltiir peleti 1 ml %0.85 NaCl ile silispense edilerek daha onceden darasi alinmis
mikrofiij tiiplerine transfer edilmistir. +4°C’de 6000 rpm’de 15 dak. santrifiij edilmistir.
Ust s1v1 dokiilmiis ve peletin fazla suyu alinarak yas agirhg dlgiilmiistiir. Hiicre ici
enzim kaynagi olan pelet, enzim aktivitesi bakilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
Hiicre i¢i enzimi ortaya ¢ikarmak i¢in donmusg pelet 1 ml 50 mM Potasyum fosfat, 5
mM EDTA (pH 7.0) tamponunda ve buz iizerinde siispanse edilmistir. Bdylece pelet
agirhigmin %20°s1 kadar tamponda coziilerek sonikasyon islemine hazirlanmistir.
Sonikasyon (Vibracell Sonics sonikator) isleminin etkinligi ve siiresi, enzim
aktivitesinin yiiksek oldugu ve hiicre parcalanmasinin fazla oldugu zaman aralig test
edilerek belirlenmistir. Buna gore sonikasyon islemi, 30 amplitude’da 20 saniye
sonikasyon, 20 saniye buzda bekleme isleminin iki kere tekrarlanmasi ile yapilmstir.
Sonikasyon siiresi sonunda hiicre parcalanmasi faz kontrast mikroskobu ile
gdzlenmistir. Daha sonra sonikasyon stvisi  +4°C’de 6000 rpm’de 15 dak. santrifiij
edilmigtir. 1 ml {ist s1v1 bir tiipe alinmis ve pH’1 6l¢iilmiistiir. Pargalanmisg hiicre kalintisi
1 ml 50 mM Potasyum fosfat, 5 mM EDTA (pH 7.0) tamponu ile iki kere yikanmustir.
Yikama sular1 da st sivi lizerine ilave edilmistir. Boylece toplam hacim 1/3
seyreltilerek 3 ml’ye tamamlanmistir. Bu sivi hiicre i¢i enzim olarak kullanilmigtir

(Suzuki et al. 1976a, Thirunavukkarasu and Priest 1984, Kelly et al. 1986).
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3.2.8 p-Nitrofenoliin ekstinksiyon katsayisinin hesaplanmasi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilan p-nitrofenol’iin milimolar ekstinksiyon
katsayisinin belirlenmesi i¢in 50 mM/It stok pNP dH,0O’da ¢oziilmiistiir. Bu ana stoktan,
33.3 mM potasyum fosfat tamponu (pH 6.8) kullanilarak 0.2, 0.1, 0.075, 0.05, 0.025 ve
0.0125 mM olacak sekilde seri diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan diltisyonlardan 1 ml
alinmis ve tizerine 1 ml 1 M Na,COs; eklenerek 35 ile 95°C arasindaki farkl: sicakliklarda
15 dakika su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra her bir diliisyonun 400 nm’deki optik
dansitesi spektrofotometrede okutulmustur. Boylece ekstinksiyon katsayisi, okutulan
absorbansa karst mM pNP konsantrasyon egrisinin egiminden hesaplanmistir. Egrinin
egimi yani PNP’iin pH 6.8’deki hesaplanan millimolar ekstinksiyon katsayisi, farkli
sicakliklara gére L/mM.cm cinsinden belirlenmistir (Suzuki et al. 1976b, Kelly et al.
1983).

3.2.9 Enzim aktivitesinin belirlenmesi

Izolatlarin ve standart suslarin a-glukozidaz iiretim kapasiteleri, pPNPG substratini
hidroliz edebilme yetenekleri acisindan spektrofotometrik olarak incelenmistir. o-
Glukozidaz aktivitesi i¢in gerekli 4 ml’lik reaksiyon karisimi; 33.3 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 6.8-7.0), substrat olarak 2 mM pNPG ve uygun sekilde seyreltilmis 500
ul enzim soliisyonu igermektedir. Enzim ilavesi sonucunda 60°C’de 10 dakika inkiibe
edilen karisimdaki reaksiyon 1 M Na,COj; eklenerek durdurulmustur. 400 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak p-nitrofenol salinimi gozlenmistir. (Suzuki et al.

1976a, 1984b, 1987a, Takii et al. 1996, Mala ve Kralova 2000).
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3.2.10 Enzim iinitesinin tanimi

Bir tinite (U/ml) a-glukozidaz, dakikada 1 pumol p-nitrofenoliin 400 nm’de, 37°C’de
veya 60°C’de pH 6.8’de olusumu i¢in gerekli enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

Aktivite hesab1 asagidaki formiile gore yapilmistir:

AOD x V¢ x df
6400nm Xtx b X Ve

Unite/ml enzim =

OD = Optik yogunluk
AOD = OD400anI‘l’lek-OD400an6r

Ve = Tiipte hazirlanan toplam hacim (4 ml)

Df = Diliisyon faktori

€400nm = p-nitrofenoliin 400 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayis1 (pH 6.8)*
t = Reaksiyon zamani1 (10 dakika)

b = Kiivetin 151k gecis yolu (1 cm)

V. = Kiivette okutulan reaksiyon karisimindaki enzim hacmi (0.5 ml)

* . Ekstinsiyon katsayisi, enzim aktivitesinde uygulanan sicakliga gére L/mM.cm

cinsinden hesaplanmistir (Halvorson 1966).

3.2.11 a-Glukozidaz miktarlarinin izolatlara gore dizini

Amilolitik aktivite gosteren 67 adet izolat ve 4 adet standart susun hiicre i¢i ve hiicre
dis1 enzim iiretim miktarlar1 “Enzim Unitesi Tamimi1” kisminda verilen formiile gore
U/ml cinsinden hesaplanmistir. Bakterinin iirettigi toplam enzim aktivitesi, hiicre i¢i ve
hiicre dis1 enzim aktivitesi sonuglarinin toplanmasi ile elde edilmistir. Yas agirliga gore
enzim liretim miktar1 (enzim aktivitesi/yas agirlik, U/ml/g) ise hiicre i¢i ve hiicre dis1
enzim {inite degerinin peletin yas agirligina bolinmesiyle belirlenmistir (Suzuki et al.

1976a, 1976b).

Izolatlarin a-glukozidaz iiretim degerlerini birbirleri ile kiyaslamak amaciyla toplam

enzim aktivitesi/yas agirlhk miktar1 (U/ml/g) kullanilmig ve istatistik analizine
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gidilmistir. Bunun i¢in 3 farkli tiipte tekrarlanan toplam enzim aktivitesi/yas agirlik
miktarinin aritmetik ortalamasi ((n1+n2+n3)/3), standart sapmasi (Stdev(nl:n3) ve
standart hatast (Stdev/sqrt(2)) hiicre disi, hiicre i¢i ve toplam olmak {iizere Excel
programinda hesaplanarak t-test (el:e3,i1:13:2;2) istatistik analizi uygulanmistir. Her
bakteri igin hiicre i¢i ve hiicre dis1 aktiviteleri kendi igerisinde kargilastirarak
aralarindaki t-test degeri belirlenmistir. Analiz sonucunda izolatlardaki pelet yas
agirhigina bagl enzim iiretim degerleri siralanmis ve bu tabloya ait grafikler standart
sapma ve standart hata g6z Oniine alinarak c¢izilmistir. t-test degerinin yiiksek olmasi
(<107), hiicre i¢i ve hiicre dis1 aktivite/yas agirlik degerleri arasindaki farkin da belirgin

olarak yiiksek oldugunu géstermektedir (Suzuki et al. 1976a).

3.2.12 lzolatlarimn ve G. stearothermophilus ATCC 12980 susunun 48 saatlik

zamana bagh a-glukozidaz iiretiminin belirlenmesi

Bacillus sp. A333, A343, E134, F84a ve F84b izolatlar ile G. stearothermophilus
ATCC 12980 susuna ait kiiltiirlerden 48 saatlik siireyle 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 32, 40 ve
48. saatlerde alinan numuneler ¢alisilmistir. Boylece 48 saat siiresince; bakteri iireme
egrisi, sporulasyon zamani, hiicre i¢i ve dig1 enzim aktivitesi ve besiyeri pH’indaki
degisim gozlenmistir. Bu amagla izolatlar 6nce 24 h 60°C’de gelistirilmistir. Sifirinct
saatte 30 ml MII’ye petrideki tiim kiiltiir siispanse edilmis ve bu kiiltiiriin 15 ml’si 150
ml MID’ye asilanmistir. Kiiltiir 48 h boyunca 60°C’de 250 rpm’de inkiibe edilmistir.

Her bir izolata ait kiiltiirden 10 farkli zaman araliginda 3 adet 5’er ml’lik numuneler
alimmistir. Bu numunelerin 660 nm’deki bakteri absorbanst ve besiyeri pH’1
dlgiilmiistiir. Alian kiiltiir +4°C’de 6000 rmp’de 15 dak. santrifiij edilmistir. Ust siv1
hiicre dis1 enzim kaynagi, pelet ise hiicre i¢i enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Hiicre
i¢i ve dis1 enzim eldesi daha 6nce bahsedildigi gibi yapilmistir. Orneklerden 10 degisik
zaman araliginda alinan numuneler ile enzim aktivitesi 3 paralelli ¢alisilmigtir (Suzuki

etal. 1976a).
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3.2.13 Kismi enzim saflastirmasi

Kismi saflastirma sonrasinda yapilacak enzim karakterizasyonu i¢in konsantre enzim
elde etmek amaci ile amonyum siilfat ¢oktiirmesi ((NH,),SO4, Merck 1.01217.5004) ve
seliiloz asetat diyaliz torbasi (Sigma D0530) ile diyaliz islemleri uygulanmistir. Protein
miktar tayini i¢in Bradfort Reaktifi (Sigma B6916), protein standard: olarak da Bovine
Serum Albumin (Sigma A2153) kullanilmistir. Tiim saflastirma basamaklari ve santrifiij
islemleri +4°C’de gerceklestirilmistir. Saflastirma denemelerinde gozoniine alinan
kriterler sunlardir:

1- izolatin en yiiksek enzim iiretim zamani,
2- Sicakligin enzim aktivitesine etkisi,

3-Enzim kaynaginda tuzla c¢oktiirme sonrasinda aktivitenin en yliksek fakat protein

miktarinin en diisiik oldugu amonyum siilfat konsantrasyonu,
4-Her basamaktaki s1vi hacminin 6l¢iilmesi,

5-Enzimin hangi fraksiyonda kaldigini belirlemek amaciyla her saflastirma basamagindan

numune alinarak protein konsantrasyonunun ve a-glukozidaz aktivitesinin test edilmesi,
5-Coktiirme ve santrifiij islemlerinin siiresi ve

6-Diyaliz siiresi

3.2.13.1 Bacillus sp. A333 izolatindan a-glukozidazin saflastiriimasi

Yukaridaki kriterler g6z Oniine alinarak hiicre dis1 a-glukozidaz iireten Bacillus sp. A333
izolat1 dnce MI kat1 besiyerinde 18 h inkiibe edildikten sonra MII siv1 besiyerine alinarak
6 saat 60°C’de 250 rpm’de iiretilmistir. On aktiflestirme islemlerinden sonra MII
besiyerinde, toplam 1 1t’lik hacimde, yine 60°C’de ve 250 rpm’de ¢alkalanarak 16 saat
gelistirilmigtir. Besiyeri st sivis1t 6000 rpm’de 15 dak. santrifiij sonras1 alinarak 60°C’lik
su banyosunda 30 dakika bekletilmistir. Siire sonunda tekrar 6000 rpm’de 15 dak.
santrifij yapilmuistir. Ust sivi almarak enzimin en iyi saflastigi %35-60 oraninda
amonyum siilfat kullanilarak ¢oktiiriilmiistiir. Coktiirme islemleri sonunda enzim kaynagi

7500 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Her asamada pelet soguk 50 mM potasyum
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fosfat-5 mM EDTA tamponu (pH 7.0) ile ¢oziilmiistiir. Son asamada elde edilen 136.5
ml’lik enzim fraksiyonu diyaliz torbalarina (Seliilloz asetat diyaliz hortumu, Sigma D
0530) almarak dH>O’ya kars1 bir gece diyaliz edilmistir. Diyaliz sonunda besiyerindeki
nisastay1 uzaklastirmak i¢in tekrar 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilarak iist sivi
bundan sonraki tiim deneylerde enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Enzim sivis1 2’ser
ml’lik hacimlere boliinerek -20°C’de saklanmistir (Suzuki et al. 1976b, Erarslan ve ark.
2005).

3.2.13.2 Bacillus sp. A343 izolatindan a-glukozidazin saflastiriimasi

Hiicre i¢i a-glukozidaz iireten Bacillus sp. A343 izolati 6n aktiflestime islemlerinden
sonra MII besiyerinde, toplam 1 It’lik hacimde, 60°C’de ve 250 rpm’de calkalanarak 4
saat gelistirilmistir. 4.723 g bakteri peleti 6000 rpm’de 15 dak. santrifiij sonras1 alinarak 3
kere %0.85 NaCl ile yikanmis ve -20°C’ye koyulmustur. Bakteri peleti, hacminin %20’si
olan 23.615 ml 50 mM potasyum fosfat-5 mM EDTA tamponu (pH 7.0) ile ¢oziilerek
130 sn 30 amplitude’de, 5 cycle’da buz iizerinde sonike edilmistir. Sonikasyon sonrasi
6000 rpm’de 15 dakika sanrifiij uygulanmistir. Ust s1v1 bundan sonraki islemlerde enzim
kaynagi olarak kullanilmistir. Sonikasyon sivist 60°C’lik su banyosunda 30 dakika
bekletilmigtir. 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek {ist s1vi enzimin en iyi ¢oktiigii
%75 amonyum siilfat fraksiyonunda ¢oktiirlilmiistiir. Son asamada elde edilen 15.5 mlI’lik
enzim fraksiyonu diyaliz torbalarina alinarak dH,O’ya kars1 bir gece diyaliz edilmistir.
Enzim 250’ser ul’lik hacimlere boliinerek -20°C’de saklanmistir (Suzuki et al. 1976b,
Suzuki et al. 1987a, Erarslan ve ark. 2005).

3.2.14 Kismen saflastirllan a-glukozidazlarin elektroforetik davramslarinin

belirlenmesi
Protein elektroforezi 2 amag i¢in yapilmustir:

I-Amonyum siilfat ile kismen saflastirilan enzimlerin elektroforetik mobilitelerini

saptamak i¢in N-PAGE uygulanmis ve jele aktivite boyamas1 yapilmistir.
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2-Preparatif N-PAGE yapilarak aktivite goOsteren enzim bantlar1 jelden kesilerek
ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilen enzim bantlar1 tekrar SDS-PAGE’e uygulanarak

molekiil agirliklart belirlenmistir.

3.2.15 Sodyum dodezil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezin (SDS-PAGE) yapilisi

Laemmli (1970)’e gore yapilan SDS-PAGE’de %4’liikk yigma jeli ve %10’luk ayirma jeli
kullanilmig, 6rnekler yiiklendikten sonra sirasi ile 25 ve 30 mA’de elektroforez islemi
yapilmis, jel bir gece Coomassie Brillant mavisinde boyandiktan sonra dekolorize edilmis
ve fotografi ¢ekilmistir. Protein ekstraksiyonu i¢in; —20°C’de saklanmig 75 pl enzim
ornegi iizerine 25 pl 4X konsantre SDS-6rnek tamponundan eklenerek, 3 dakika kaynar
su banyosunda tutulmustur. Ekstraktlardaki protein miktarinin yar1 kantitatif tayini i¢in

spot test yapilmistir (Esen 1978).

3.2.16 Native-poliakrilamid jel elektroforezin (N-PAGE) yapilisi

Laemmli (1970)’e gore yapilan N-PAGE’de %4’liik yigma jeli ve %10’luk ayirma jeli
kullanilmus, 6rnekler yiiklendikten sonra sirast ile 25 ve 30 mA’de, +4°C’de elektroforez
islemi yapilmistir. Jel pH 11 dengelemek amaci ile 50 mM potasyum fosfat-5 mM EDTA
tamponunda (pH 7.0) 2 kere 1’er saat oda 1sisinda calkalanarak bekletilmistir. Aktivite
boyamasi jelin 1 mM 4-MUG substratini iceren 133 mM potasyum fosfat tamponda
60°C’de 50 rpm’de 15-20 dakika inkiibe edilmesiyle yapilmis ve 320 nm UV 15181 altinda
goriintiilenmistir (Gabriel and Gersten 1992, Berthelot and Delmotte 1999, Nashiru et al.
2001). Protein ekstraksiyonu ig¢in; —20°C’de saklanmis 1 ml enzim Ornegi liyofilize
edilmis ve daha sonra toz haline gelen konsantre enzim 6rnegi 75 pl 50 mM potasyum
fosfat-5 mM EDTA (pH 7.0) tamponunda ¢oziilmiistiir. 25 pl 4X konsantre Native-ornek
tamponundan eklenmistir. Ekstraktlardaki protein miktarmin yar1 kantitatif tayini i¢in
spot test yapilmistir (Esen 1978, Wimmer et al. 1997). Karsilastirma amaciyla standart o-
glukozidaz (Sigma G 3651) ile 15 saatlik kiiltiirleri liyofilize edilen G.
thermoglucosidasius DSM 2542 hiicre i¢i oligo 1-6 glukozidazi, G. stearothermophilus
ATCC 7953 hiicre i¢i a-glukozidazi ve G. stearothermophilus ATCC 12980 hiicre i¢i a-

glukozidazi da ayn1 jelde 6rneklenmistir.
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3.2.17 Enzimlerin molekiil agirhklarinin belirlenmesi

%4’lik yigma jeli ve %10’luk ayirma jeli kullanilarak preparatif N-PAGE yapilmistir.
Aktivite boyamasi sonrasi jelde aktivite gosteren enzim bantlar1 yaklagik 1 mm eninde
kesilerek bir ependorfta iyice ezilmistir. Difiizyonla ekstraksiyon amaci ile 50 mM Tris-
HCI, 150 mM NaCl, 0. mM EDTA, %0.1 SDS (pH 7.5) tamponundan 250 pl
eklenmistir. 30°C’de 250 rpm’de calkalanarak bir gece beklenmis ve sonra santrifiij
edilerek iist sivi liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon sonras1 25 pl 4X konsantre SDS-
ornek tamponundan eklenerek denature edilmis ve SDS-PAGE yapilmistir (Kwon et al.
1994). Molekiil agirlig1 saptanacak enzim bantlariin Rf (oransal hiz) degerleri, standart
proteinlerin Rf degerleri kullanilarak Excel programinda ¢izilen yari logaritmik grafigin

kalibrasyon egrisi araciligi ile hesaplanmustir.

3.2.18 Enzimlerin farkh sicaklik ve pH’daki aktivite ve stabilitelerinin belirlenmesi

Enzimlerin farkli sicakliklardaki aktivitesinin belirlenmesi amaci ile 35-95°C arasinda
sicaklik parametresi 5’er derece degistirilerek, pPNPG substratt ve 133 mM potasyum
fosfat tamponu (pH 6.8) ile aktivite tayini yapilmustir. Bu sicaklik araliklarinda enzimin
stabilizasyonu i¢in ise 10 dakika boyunca test edilecek sicaklikta bekletilen enzimler
hemen buz lizerine alinmistir. Daha sonra 60°C ve pH 6.8’de aktivite tayini yapilmistir

(Suzuki et al. 1982, Suzuki and Tomura 1986a).

Farkli pH degerlerindeki enzim aktivitesini saptamak amaci ile pH 3 ile 11 araliklarindaki
farkli tamponlarda 60°C’de enzim aktivitesi test edilmistir. Kullanilan tamponlar; 0.02 M
sodyum-sitrat tamponu (pH 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5), 1M HEPES tamponu (pH 6, 6.5), 0.1 M
borat tamponu (pH 8.5), 0.1 M sodyum fosfat tamponu (pH 7, 7.5, 8), 0.1 M sodyum
karbonat-bikarbonat tamponu (pH 9, 9.5) ve Ringer tamponu (pH 10, 11)’dur. Enzimin
farkli pH’larda stabilizasyonunu belirlemek i¢in ise enzim bire bir oraninda test edilecek
tamponla karigtirilarak 35°C’de 15 saat muamele edilmistir. Siire sonunda ortam pH’in1
notralize etmek icin, ortam 66.7 mM potasyum fosfat tamponu (pH 6.8) ile 5 kat
seyreltilmistir. Daha sonra 60°C ve pH 6.8’de aktivite tayini yapilmistir (Suzuki and
Tomura 1986a, Suzuki et al. 1982).
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Sicakliga veya pH degisikligine tabi tutulmamis enzim 6rneginin aktivitesi %100 olarak

alinmis ve diger sonuglar ona gore bagil aktivite (%) cinsinden birbiriyle kiyaslanmstir.

3.2.19 Enzim Kkinetigi calismalari

Enzim kinetigi ¢alismasinda 6nce pNPG substratinin 7 farkli konsantrasyondaki (0.5, 1,
1.5, 2, 2.5, 3 ve 5 mM) ¢ozeltileri kullanilarak substrata doygunluk dereceleri belirlenmis
ve kinetik analizlerde bu konsantrasyonlar kullanilmistir. Caligmalarda kullanilan
Bacillus sp. A333 ve A343 a-glukozidaz enzimlerinin spesifik aktiviteleri 0.02 ve 0.0113
U/mg olacak sekilde seyreltilerek denenmistir. Kiyaslama amaci ile aym kosullarda

standart a-glukozidaz enziminin de (Sigma G 3651) kinetik ¢caligmas1 yapilmustir.

Enzimlerin maksimum hizi (V) ve Michaelis-Menten sabitinin (K;,) belirlenmesi i¢in
kinetik c¢aligmalarda belirtilen konsantrasyondaki pNPG ¢ozeltileri (60°C, pH 6.8)
kullanilmigtir. Her konsantrasyon i¢in enzimin ilk hizi1 ilk 10 dakika siiresince izlenmis ve
her 15 saniyede bir spektrofotometrik olarak absorbanslari kaydedilmistir. Daha sonra
absorbans-zaman grafiginin egiminden ilk hizlar1 (AOD/dak) hesaplanmistir. Bu ilk hiz
degerleri Lineweaver-Burk grafiginde (1/V’ye kars1 1/[S]) yerine konularak buradan K,

ve Vmax degerleri hesaplanmistir (Lineweaver and Burk 1934).

3.2.20 Substrat spesifikliginin belirlenmesi

Substrat spesifikliginin dolayisi ile enzimin etki ettigi glukozidik bag tipinin belirlenmesi
amact ile 20 farkli substrat kullanilmistir. Buna gore; dekstrin, amiloz ve ¢oziiniir

nisastanin %1°lik, test edilen diger tiim substratlarin ise 10 mM’lik konsatrasyonlari

kullanilmustir.
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3.2.20.1 Enzim aktivitesinin farklh substratlar kullanilarak yapilmasi

Degisik substratlar kullanilarak yapilan a-glukozidaz aktivitesinde, pNPG substrati ile
yapilandan farkli olarak reaksiyon karisimi; 2 birim 66.7 mM potasyum fosfat tamponu
(pH 7.0), 1 birim 10 mM yada %]1’lik substrat ve 1 birim enzim soliisyonu icermektedir.
Deneylerde kullanilan Bacillus sp. A333 ve A343 a-glukozidaz enzimlerinin spesifik
aktiviteleri 0.02 ve 0.0113 U/mg olacak sekilde seyreltilerek kullanilmistir. Enzim ilavesi
sonucunda 60°C’de 10 dakika inkiibe edilen karisimdaki reaksiyon kaynar suda 3 dakika
tutularak durdurulmustur (Suzuki et al. 1979, Suzuki et al. 1992).

3.2.20.2 Enzim aktivitesi sonucu olusan glukoz miktarimn 6lciilmesi

Enzimlerin substrata spesifikligi ne kadar yiiksek ise a-glukozidazin substrati hidrolizi
sonucu olusacak glukoz miktar1 da o kadar yiiksek olacaktir. Bu nedenle enzim aktivitesi
sonucunda olusan serbest glukoz miktarinin enzimatik olarak kantitatif Sl¢limii igin
Glukoz-Oksidaz-Peroksidaz reaktifi kullanilmistir. Kitin ¢alisma prensibi asagidaki
sekille 6zetlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis D-glukozdan standart olarak

yararlanilmistir (Bergmeyer and Bernt 1974, Suzuki et al. 1979).

Glukoz oksidaz
D-Glukoz + O, + H,0 < » D-Glukonik asit + H,O,

2H,0, + rediikte o-dianizidin . Peroksidaz  gkside o-dianizidin
(renksiz) (kahverengi)

12 N H,SO.
Okside dianizidin «——» okside o-dianizidin

(kahverengi) (pembe)

Enzim aktivitesi sonucu olusan glukoz miktar1 ile pembe renk olusumu arasinda dogru
orantt vardir ve pembe rengin absorbansi yani olusan glukoz miktar1 540 nm’de

spektrofotometrik olarak dl¢lilmiistiir. Sonug pg glukoz /ml olarak hesaplanmuigtir.
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3.2.21 ince Tabaka Kromatografisinin yapilisi

Hazirlanan ornekler aliminyum silica jel (Merck 1.05553.0016, 20 X 20 cm) iizerine
15°er pl yiiklenmistir. Coziicli olarak asetik asit/kloroform/dH,O (35:30:5 v/v)
kullanilmistir. 4 saat sonunda plakalar kurutulup fenol/siilfirik asit reaktifi (fenol; 3g,
H,SO4; 5 ml, etanol; 95 ml) spreylenerek boyanmustir. Plakalar 110°C’de 10 dakika
isitilmastir. Sekerler kahverengi benekler olarak goriilmiistiir. Seker standardi; glukoz
(G), maltoz (G2), izomaltoz (IG2), maltotrioz (G3), maltotetroz (G4), maltopentoz (G5)
ve maltoheksozun (G6) %0.1’lik konsantrasyonlarda karistirilmas: ile olusturulmustur

(Suzuki et al. 1984, Thirunavukkarasu ve Priest 1984).

3.2.21.1 Farkh substratlarin hidrolizi sonucu ac¢iga cikan iiriinlerin Ince Tabaka

Kromatografisi ile belirlenmesi

Bundan 6nceki asamada yapilan substrat spesifikligi testlerinde enzimin yiiksek aktivite
gosterdigi substratlar belirlenmistir. o-Glukozidazin hem 10 dakikalik reaksiyon
stiresinde ¢esitli substratlar {izerinde olusturdugu etki sekli hem de 2 saatlik reaksiyon
siiresi boyunca maltooligosakkaritlerden glukoz olusumunu incelemek amaci ile ince

Tabaka Kromatografisi yapilmistir.

3.2.21.2 Ince Tabaka Kromatografisinde kullamlacak enzim yikim iiriinlerinin

hazirlanmasi

TLC’de kullanilan Bacillus sp. A333 ve A343 a-glukozidaz enzimlerinin spesifik
aktiviteleri 0.02 ve 0.0113 U/mg olacak sekilde hazirlanmistir. a-Glukozidazin 10
dakikalik reaksiyon siiresinde substratlar iizerinde olusturdugu etki seklini gézlemek
amactyla 10 mM konsantrasyondaki maltooligosakkaritler (n=2-6), izomaltoz, fenil ve
metil-a-D-Glukozit substratlar1 kullanilmistir. Enzim ile substratlar 10 dakika boyunca
60°C’de pH 6.8’de reaksiyona sokulduktan sonra enzim aktivitesi kaynar suda 3 dakika
tutularak durdurulmustur.
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2 saatlik reaksiyon siiresi boyunca maltooligosakkaritlerden glukoz olusumunu incelemek
amaci ile maltooligosakkaritler (n=2-6) 10 mM oraninda reaksiyona sokulmustur. Her
maltooligosakkarite ait enzimatik reaksiyon 2 saat siireyle 60°C’de pH 6.8°de
stirdlriilmiistiir. Reaksiyonun, her seferinde 0. dak, 10. dak, 30. dak, 1.h ve 2. saatlik
zaman dilimlerinden 6rnek alinarak yine enzim aktivitesi kaynar suda 3 dakika tutularak
durdurulmustur (Suzuki et al. 1979, Suzuki et al. 1984b, Thirunavukkarasu and Priest
1984).

3.2.22 inhibitérlerin ve metal iyonlarimin o-glukozidaz aktivitesi iizerine etkisinin

belirlenmesi

Cesitli inhibitorlerin ve metal iyonlarinin enzim aktivitesi lizerine etkisi kullanilan

inhibitore bagli olarak ii¢ farkl yolla incelenmistir.

3.2.22.1 Ure, SDS ve etanoliin o-glukozidaz aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Bu ¢alismada kullanilan inhibit6rlerden iirenin (Sigma U0631) konsantrasyonu 2, 4, 6, 8
M’a, SDS’in (Sigma L3771) konsantrasyonu %0.004, %0.008, %0.01, %0.2, %0.5’e ve
etanoliin (Riedel-de Haén 32221) konsantrasyonu ise %10, %20, %30 ve %40’a 150 mM
potasyum fosfat-5mM EDTA tamponu (pH7.0) ile ayarlanmistir. Enzimler her bir
inhibitor konsantrasyonu ile bire bir oranda karistirilarak 25 ve 60°C’de S’er saat
bekletilmistir. Siire sonunda buzda sogutulup 1/5 oraninda 33.3 mM potasyum fosfat (pH
6.8) tamponu ile seyreltilmis ve enzim aktivitesi tayini yapilmistir. Inhibitérsiiz ortamda
25 ve 60°C’de 5’er saat tutulan enzimlerin aktivitesi %100 olarak alinarak tiim sonuglar
bagil aktivite (%) cinsinden hesaplanmistir (Suzuki et al. 1976b, Suzuki et al. 1984b,
Suzuki et al. 1987a).
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3.2.22.2 p-CMB, EDTA ve metal iyonlarinin a-glukozidaz aktivitesi iizerine etkisinin

belirlenmesi

Bu gruptaki inhibitérlerden EDTA 2 mM ve bir siilfidril reaktifi olan para-
kloromerkiiribenzoat (p-CMB, Sigma C5913) ise 50 uM oraninda kullanilmistir. Metal
iyonlarindan CuCl, (Merck 2733), HgSO4 (Fischer Scientific), CaCl, (Merck 2380),
FeSO4 (Merck 1.03965), MgSO4 (Merck 1.05882), BaCl, (Merck), ZnSO4 (Scharlau
C10206) ve MnSOj (Scharlau MA0130) 2 mM olacak sekilde 150 mM potasyum fosfat-
SmM EDTA tamponu (pH 7.0) ile ¢oziilmiistiir. Enzimler bire bir oraninda inhibitor
¢ozeltileri ile karistirildiktan sonra 20 dak. 60°C’de bekletilmistir. Siire sonunda buzda
sogutulup 1/5 oraninda 33.3 mM potasyum fosfat (pH 6.8) tamponu ile seyreltilmis ve
enzim aktivitesi tayini yapilmistir. Inhibitorsiiz ortamda 60°C’de 20 dakika tutulan
enzimlerin aktivitesi %100 olarak alinarak sonuglarin hepsi bagil aktivite (%) cinsinden

hesaplanmistir (Suzuki et al. 1976b, Suzuki et al. 1984b, Suzuki and Oishi 1989).

3.2.22.3 Glukono-y-lakton, rediikte L-glutatyon, tris, histidin ve glukozun a-

glukozidaz aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Bu gruptaki inhibitorlerden Glukono-y-lakton (Sigma G 4750), Rediikte L-glutatyon
(Sigma G 4251) ve D-Glukoz (Merck 1.08342) 10 mM, Tris (Sigma T6066) ve Histidin
(Sigma H3751) ise 5’er mM olacak sekilde enzimatik aktivitede tampon olarak
kullanilacak 133 mM potasyum fosfat (pH 7.0) igerisinde ¢dziilmiistiir. Inhibitorlii bu
tamponlar ile enzim aktivitesine bakilmustir. Inhibitér ile muamele edilmemis enzimlerin
aktivitesi %100 olarak alinmig ve buna gore diger sonuglar bagil aktivite (%) cinsinden

hesaplanmustir (Suzuki et al. 1976b, Suzuki et al. 1984b, Suzuki and Oishi 1989).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Termofilik Bacillus spp. izolatlar

Tez kapsaminda 6 ildeki jeotermal alanlara ait 191 toprak, su ve sediment
numunesinden 134’linde bakteriyel ilireme gozlenerek izolasyon yapilmistir. Arazi
caligmalarinda 6rnek alinan bazi sicak su kaynaklarinin fotograflart sekil 4.1-4.4°de

goriilmektedir.

Sekil 4.1 Nevsehir ili (E) Kozakli ilgesi Altinsu mevkiinde bulunan E10 kodlu sicak su
kaynag1 (96°C)
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Sekil 4.2 Nevsehir ili (E) Kozakl ilgesi Belediye Kaplicasi’nda bulunan E4 kodlu ana
sicak su kaynagi (98°C)

Sekil 4.3 Izmir ili (D) Kocaoba mevkiinde bulunan D21 kodlu sicak su kaynagi (60°C)
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Sekil 4.4 Izmir ili (D) Doganbey mevkiinde bulunan D30 kodlu sicak su kaynag1 (65°C)

Tiim izolatlarin koloni morfolojileri, Gram reaksiyonlari, hiicre morfolojileri, hareket
yetenekleri, sicaklik istekleri, spor olusturma yetenekleri, katalaz ve amilaz aktiviteleri
incelenmistir. Test edilen izolatlarin tiimii Gram (+), hareket edebilen, katalaz (+) ve
spor olusturabilen ¢ubuk yapisindadir. Izolatlar Bacillus cinsinin temel karakterlerini
gosterdiklerinden, Bacillus tiirleri olarak tanmimlanmistir (Claus and Berkeley 1984,
Nazina et al. 2001, Ezeji et al. 2005, Nicolaus et al. 2004). izolasyon c¢alismasi
sonucunda farklilik gozlenen ve saflastirilan 516 adet izolat arasindan 65°i mezofilik,
451°1 de termofilik 6zellik gostermistir. D273a, D311 ve E287 kodlu izolatlarin 50-
55°C’de, diger tiim termofilik izolatlarin ise 60-70°C’de iireyebildikleri saptanmustir.
Izolatlarin genel &zellikleri ile ilgili sayisal sonuglar cizelge 4.1°de verilmistir. Ayrica
izolatlarin bolge ve Ornege gore dagilimlar ¢izelge 4.2°de goriilmekte olup sonug
olarak Aydin’dan (A) 82, Manisa’dan (B) 41, Denizli’den (C) 40, Izmir’den (D) 178,
Nevsehir’den (E) 98 ve Ankara’dan (F) 12 olmak iizere toplam 451 adet termofilik

izolat elde edilmistir.
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Cizelge 4.1 Bacillus spp. izolatlarinin genel 6zelliklerine ait sayisal sonuglar

Ozellik izolat yiizdesi (%)
Gram reaksiyonu 100
Hiicre sekli (Cubuk) 100
Hareket yetenegi 100
Katalaz aktivitesi 100
Amilaz aktivitesi 17
Endospor olusumu  (Sentral) 7
(Subterminal) 48
(Terminal) 45
Siskin endospor G 61
) 39
Spor sekli (Yuvarlak) 0.6
(Oval) 11.4
(Elipsoidal) 88
Sicaklik istegi (Mezofilik) 13
(Termofilik) 87

Cizelge 4.2 Jeotermal bolgelere gore Bacillus izolatlarinin ve yiiksek kapasitede
amilolitik 6zellik gosteren termofilik izolatlarin dagilimi

Toplam Mezofilik Termofilik Termofilik
II/Bolge adi izolat izolat izolat ve amilolitik
sayisi sayisi sayis1 izolat sayisi
Aydin - (A Bolgesi) 92 10 82 19
Manisa - (B Bélgesi) 43 2 41 -
Denizli - (C Bolgesi) 49 9 40 4
[zmir - (D Bolgesi) 204 26 178 28
Nevsehir - (E Bolgesi) 114 16 98 14
Ankara - (F Bolgesi) 14 2 12 2
TOPLAM 516 65 451 67
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Amilaz aktivitesi ve termofilik lireme 6zelliklerine gore yapilan bu ilk degerlendirme
sonucunda Aydin’dan (A) 19, Denizli’den (C) 4, izmir’den (D) 28, Nevsehir’den (E)
14 ve Ankara’dan (F) 2 adet olmak iizere toplam 67 adet amilaz pozitif, termofilik
Bacillus spp. izolati elde edilmis olup bu izolatlar daha sonra a-glukozidaz enzim
aktiviteleri yoniinden incelenmistir. Secilen Orneklerin O6rnek numaralari, koloni
morfolojileri, hareket yetenekleri, Gram reaksiyonlari, amilaz ve katalaz aktiviteleri,

termofilik tireme 6zellikleri ve endospor olusturmalari ¢izelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 Amilaz aktivitesi gosteren 67 adet termofilik Bacillus cinsi izolatin
morfolojik 6zellikleri

Aydin ili-(A Bolgesi)

Koloni Endospor
z . E
= = eh <
< = = 5 s 25 z S = 22| = B o
£ E E % 5 25 3 = 5 EElS & %
© N < & M &% > =R FQ| & @& &
AL Al13 +++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Piiriizlii - Krem ¢} Ter + E
Al14% A142 ++ Yuvarlak Diiz Gobekli  Piiriizlil + Krem (¢} Ter + E
Al46 ++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Piirtizli + Krem (0} Ter + E
A32%"  A3210 ++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Piirtizlii - Sapsari (¢} Ter - E
A33%  A333 ++ Yuvarlak Dalgali  Basik Kuru tozumsu - Krem (0] Ter + E
A335 ++ Yuvarlak Dalgali  Gobekli Diiz + Krem (6] Ter + E
A34%¢  A343 +++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Diiz - Sar1 (¢} Ter + E
A35% A35la  ++ Yuvarlak Diiz Gobekli  Piiriizlii - Sart 0] Ter + E
A352b ++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Piirtizli - Sar1 (¢} Ter + E
A353 ++ Yuvarlak Diiz Gobekli  Puriizli - Krem T Ter + E
A37% A371 ++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Diiz - Krem (0] Ter + E
A39%¢ A39la  ++ Yuvarlak Dalgalh  Basik Diiz + Krem (0) Ter + E
A392b ++ Yuvarlak Dalgali  Basik Diiz + Krem o Ter + E
A394 ++ Yuvarlak  Diz Kabarik  Diiz + Krem o Ter + E
A40*"  A403 ++ Yuvarlak Dalgali Kabarik Diiz + Krem (0) Ter + Ov
A404 ++ Yuvarlak Dalgali  Basik Kuru tozumsu - Krem (6] Ter + Ov
A41%% A412b  ++ Yuvarlak Diiz Kabartk  Diiz + Krem (0) Ter + Ov
A413 ++ Yuvarlak Dalgali Kabarik Diiz + Krem (6} Ter + E
A414 ++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Piriizlii - Sapsari O Ter + E
Denizli ili-(C Bolgesi)
Koloni Endospor
z _ 3
=" = el «
B = = = s = g s B 2=z £ =
s _ = = N = S| 2 =
£ S E % S =5 = 2 S £y 2 3
Q = < o X [=J=1) >~ = & EO| & n
C16*! Cl6lab ++ Yuvarlak Diz Konveks Diiz - Krem (0] St + E
Cl63a ++ Yuvarlak Diiz Kabarik  Diiz - Sapsari (0) Ter + E
C22%¢ (226 ++  Yuvarlak Dalgali Kabarik Diiz + Krem (¢} Ter + E
C30*¢ (304  ++++ Yuvarlak  Diiz Basik  Diiz + Krem 0 Ter + E
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Cizelge 4.3 Amilaz aktivitesi gosteren 67 adet termofilik Bacillus cinsi izolatin

morfolojik 6zellikleri (devam)

Izmir ili-(D Bélgesi)

Koloni Endospor
g = ;aj E
= g . g, £ _ 5 i |8 B
3 = s “ H =] 2 < o= @ g - = .
2 = = = s Y= g = 2 E=| .2 Z =
= e £ < 3 = = = = 5 S al§ ) =%
Q = < @ M =3} - = & EQO| & & @
D5 D52b ++ Yuvarlak Diiz Gobekli  Diiz - Sar1 (e} Ter + E
D9*!  D98a +++ Yuvarlak Diiz Gobekli  Diiz - Sari 0 Ter + E
D20 D202a ++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Piirtizli - Sar1 (0} Ter + E
D203b ++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Piirtizlii - Sart (0] Ter + E
D204 ++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Piirtizli - Sar1 (0] Ter + E
D205 ++ Yuvarlak  Diz Gobekli  Piirtizli - Sar1 (¢} Ter + E
D21 D211 ++ Yuvarlak Diiz Gobekli  Diiz - Sar1 (0} Ter + E
D213 ++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Diiz - Sapsar1 o Ter + E
D214 ++ Yuvarlak Diiz Gobekli  Diiz - Sapsar1 (¢} Ter + E
D22** D22la ++ Yuvarlak Diiz Gobekli  Diiz - Sar1 (0} Ter + E
D222b  ++++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Diiz - Sar1 (0] Ter + E
D23 D232a  ++++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Diiz - Sar1 (¢} Ter + E
D24 D242b ++ Yuvarlak Diiz Gobekli  Diiz - Sar1 (e} Ter + E
D243 ++  Yuvarlak  Diiz Gobekli  Diiz - Sart (0] Ter + E
D27%¢ D273a  +~+ Yuvarlak Diiz Kabarik  Diiz - Krem (¢} Ter + E
D31%¢ D311 ++  Yuvarlak  Diiz Basik Kuru tozumsu  + Krem (6] St - E
D37%¢ D376b ++ Yuvarlak Diiz Gobekli  Diiz - Sapsar1 (0) Ter + E
D40** D40la ++ Yuvarlak Diiz Kabarik  Diiz - Sapsari (¢} Ter + E
D404 +++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Diiz - Sart (0] Ter + E
D41°%¢ D413 +++ Yuvarlak  Diiz Kabarik  Piiriizlii - Sar1 (e} Ter + E
D43%Y D433a  ++ Yuvarlak Diiz Kabarik  Diiz - Krem T Ter + E
D46%! D463 ++  Yuvarlak  Diiz Gobekli  Diiz - Sar1 (e} Ter + E
D48°%! D486 ++  Yuvarlak Diiz Konveks Diiz - Sar1 (e} Ter + E
D487 ++  Yuvarlak Diz Gobekli  Diiz - Sapsari (¢} Ter + E
D50** D503 ++  Yuvarlak  Diiz Gobekli  Piirtizlii - Sapsar1 (0] Ter + E
D504 +++ Yuvarlak  Diiz Kabarik  Diiz - Krem (6] Ter + E
D62** D621 ++++  Yuvarlak  Dalgali  Gobekli Piirtizlii - Kirlikrem O Ter + E
D623 +++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Piiriizlii + Kirlikrem O Ter + E
E Bolgesi-Ankara ili
Koloni Endospor
z - =
(=" = a0 <
% < s 5 > z S ) 2= 7z £ =
g < E = g 25 8 - FE€ 2 E
© A < & M &% — = & 0| & & &
E13™ El34 ++  Yuvarlak  Diiz Gobekli  Piirizla - Sar1 (¢} Ter + E
E17%¢ El73a ++ Yuvarlak Diiz Kabarik  San - Krem (e} Ter + E
E173b  ++  Yuvarlak Diiz Kabarik ~ Sar - Atk sart O Ter - E
E18*¢ EI183 ++  Yuvarlak Dalgali Kabarik Piiriizlii - Sapsari (¢} Ter + E
El84aa +++ Yuvarlak Dalgali Kabarik Diiz - Agiksar1 O Ter + E
El84ab +++ Yuvarlak Diiz Kabarik  Diiz - Sapsar1 o Ter - E
E184b ++  Yuvarlak Diiz Kabarik  Piirtizli - Sar1 (¢} Ter + E
E20% E206a ++  Yuvarlak Diiz Kabarik  Diiz + Ac¢iksar1 O Ter + E
E206b ++  Yuvarlak Dalgali Kabarik Diiz - Sar1 (0] Ter + E
E208a ++ Yuvarlak Diiz Kabarik  Diiz + Sar1 (¢} Ter + E
E208b ++  Yuvarlak  Diiz Gobekli  Diiz - Sar1 (0] Ter + E
E27%¢ E272 ++  Yuvarlak  Diiz Kabarik  Diiz - Sari (0] Ter + E
E28%¢ E287 +++ Yuvarlak  Diiz Kabarik  Kuru tozumsu + Krem (6] St - E
E33*¢ E331 ++  Yuvarlak Diiz Gobekli  Diiz - Sapsari 0 Ter + E
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Cizelge 4.3 Amilaz aktivitesi gosteren 67 adet termofilik Bacillus cinsi izolatin
morfolojik 6zellikleri (devam)

Ankara ili-(F Bolgesi)

Koloni Endospor
z o E
(=" = N <
2 . 2 E . 3 i g B
o 5 = = g 25 z S & 2xl = £ o
= = = = = g = N = = <| .2 =z =
= S £ < S = = = = 5} S al§ ) =%
© o < o M a % >~ = & EOo| £ 2
F8*!  F84a ++  Yuvarlak Dalgali  Basik Kuru tozumsu - Krem (0] Ter + E
F84b ++  Yuvarlak  Dalgali  Basik Kuru tozumsu - Krem (6] Ter + E
Standart Suslar
Koloni Endospor
E K E
(=% = e «
g £ £ S E &
g 3 . . 2.2 E
< = = s g5 g = &0 g%l 7z £ =
- E = g £E5 3 - 2 Y £ %
7 < o M =g > s & EO| & ©»
Geobacillus
stearothermophilus ~ ++++ Yuvarlak  Diiz Kabarik  Diiz - Krem (0] Ter + E
ATCC 12980
Geobacillus
stearothermophilus ~ ++++ Yuvarlak  Diiz Kabarik  Diiz - Krem (¢} Ter + E
ATCC 43223
Geobacillus
stearothermophilus ~ ++++ Yuvarlak  Diiz Kabarik  Diiz - Krem (0] Ter + E
ATCC 7953
Bacillus
thermoglucosidasius  ++++ Yuvarlak  Diiz Kabarik  Diiz - Sar1 (0] Ter + E
DSM 2542
Anoxybacillus
flavothermus +++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Diiz - Sapsar1 O Ter + E
DSM 2641
Anoxybacillus
kestanbolensis ++  Yuvarlak  Diiz Gobekli  Diiz - Sar1 (¢} Ter + E
NCIB 13971
Anoxybacillus
gonensis ++  Yuvarlak  Diiz Gobekli  Diiz - Sart (0] Ter + E
NCIB 13933
Anoxybacillus
ayderensis ++ Yuvarlak  Diiz Gobekli  Diiz - Sar1 (0] Ter + E
NCIB 13972
Bacillus
amyloliquefaciens +++ Yuvarlak  Dalgali  Basik Kuru tozumsu - Krem (0] St - Ov
ATCC 23350
Bacillus
licheniformis ++  Yuvarlak  Diiz Kabartk  Kuru tozumsu - Krem (6] C - E
DSM 13

Not: *, su 6rnegi; sed sediment ornegi; Transparan, T; Opak, O; Spor sekli: Oval, Ov; Elipsoidal, E;
Yuvarlak, Y; Endopor Pozisyonu: Sentral, C; Subterminal, S; Terminal, Ter; Amilaz aktivitesi ++,
+++, ++++ seklinde artmaktadir.
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Suzuki ve arkadaslar1 (1976a) a-glukozidaz ireticisi termofilik Bacillus tiirlerini
belirleyebilmek amaci ile 330 adet toprak numunesinden 523 adet izolat elde
etmislerdir. izolatlardan MI nisastali besiyeri ve iyot soliisyonu kullanilarak amilolitik
ozellikte 131 izolat se¢ilmistir. Bu amilolitik izolatlardan da sadece 6 adet a-glukozidaz

tireticisi Bacillus izolatinin oldugunu belirlemislerdir.

Arellano-Carbajal ve Olmos-Soto (2002) diisiik maliyetli yiliksek seviyede a-glukozidaz
tireten Bacillus cinsi mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in amilolitik aktivitelerini test
etmiglerdir. Nisastali besiyeri kullanilarak iiretilen izolatlar iyotla boyanmis ve koloni
capinin iki kat1 zon olusturabilen 27 adet hiicre dis1 amilolitik enzim iireten izolattan

4’linilin a-glukozidaz tirettigini belirlemislerdir.

Nisasta ve selilloz gibi polisakkaritler sicak su kaynaklarinda az miktarda
bulunduklarindan bu tip ortamlardaki amilolitik aktiviteye sahip mikroorganizmalarin
oranlar1 oldukga diisiiktiir (Rolfsmeier et al. 1998). Yukarida verilen 6rneklere benzer
sekilde bu ¢alismada elde edilen 516 izolattan sadece %]17’sinin (89 izolat) amilolitik

enzim aktivitesine sahip oldugu gorilmiistiir.

4.2 p-Nitrofenoliin Farkh Sicakliklardaki Ekstinksiyon Katsayilar:

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilan p-nitrofenol’iin milimolar ekstinksiyon
katsayisinin belirlenmesi i¢in hazirlanan seyreltmelerin optik yogunlugu 400 nm’de
okunmus ve absorbansa karst mM pNP konsantrasyon egrisi ¢izilerek egrinin egiminden
ekstinksiyon katsayis1 L.mM".cm™ cinsinden hesaplanmistir. Béylece pNP’iin pH 6.8°de
hesaplanan millimolar ekstinksiyon katsayis1 farkli sicakliklarda belirlenmis ve cizelge

4.4’de gosterilmistir (Suzuki et al.1976b, Kelly et al. 1983).
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Cizelge 4.4 pNP’in pH 6.8’de ve farkli sicakliklarda 400 nm dalga boyundaki
milimolar ekstinksiyon katsayilari

Sicaklik €400 nm (L/mM.cm)
35°C 18,0
37°C 18,5
40°C 18,6
45°C 18,7
50°C 18,9
55°C 19,0
60°C 19,1
65°C 19,5
70°C 20,0
75°C 20,3
80°C 20,6
85°C 20,8
90°C 21,0
95°C 22,3

4.3 67 Adet Termofilik Bacillus izolatinin ve 4 Adet Termofilik Bacillus Standart Susun

Hiicre i¢i ve Dis1 a-Glukozidaz Uretim Degerleri

Altmigyedi izolatin ve standart suslarin yas agirligina gore hiicre dis1 ve hiicre i¢i enzim
tiretim degerleri ti¢ paralelli olarak calisilmis olup sonuglar izole edildikleri illere gore
cizelge 4.5°de verilmistir. izolatlarm toplam enzim aktivitelerinin <0.001-1.08 U/ml,
standart suslarin ise 0.01-0.91 U/ml arasinda oldugu belirlenmistir. En yiiksek a-
glukozidaz tireticisi termofilik Bacillus izolatinin 1.08 U/ml toplam enzim aktivitesi ile
E134 kodlu izolat1 oldugu saptanmistir. Standartlar arasinda ise en yiiksek enzim {ireten,
0.91 U/ml toplam enzim aktivitesi ile G. stearothermophilus ATCC 12980 olarak tespit
edilmistir. En diisiikk enzim iretici olarak da, 0.01 U/ml toplam enzim aktivitesi ile
standart suglardan G. stearothermophilus ATCC 43223 ve <0.001 U/ml toplam enzim
aktivitesi ile A113 numarali izolatin oldugu belirlenmistir. Yas agirha gore a-

glukozidaz aktiviteleri de genelde yukaridaki verilere paralellik gdstermistir.
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Cizelge 4.5 67 adet termofilik Bacillus spp. izolat1 ve 4 adet termofilik Bacillus standart susun 15 saatlik hiicre dis1 ve i¢i a-glukozidaz

tiretim degerleri

Pelet Miktari

Hiicre Dis1 Enzim Aktivitesi

Hiicre ici Enzim Aktivitesi

Toplam Enzim Aktivitesi

= \’T @ = \7 @ ) )
- = E < - S E < - s 3 3
|2 2| 2|2 |z = | 3| E|E | z T x
= - = S = s = = = = = =T
2| £ | % | g E = | g | 2| & |3 < £
s - = g X g I~ = g X g Zz g 2
s 3 = = = = Z < = = = 5 he il
z E £ 3 E~ | & < £ 3 Eo | B = 2 s =
3 = s S S| 3 82 s < S¥| S £z E=
F] ] - = = £E = - = = S E = gz sz
3 = | E = S £ SE | Ex| = S £ sE | g2 =3 =S
® ] = =9 < ] i) & F @ s ] S o [ v W v W
= £ = s £ 5 ET | 5% 2 £ 5 ET | 5% £ 5 £5@
b s = 2 = = S 2 T2 < = = S2 | o s 2 2=
= R = S | SE| SE| % = S | SE| % 2= =2 E
2 S | @k | 3 S g | 2| 8% & S g |8 | 8% e, 25
A Bolgesi
AlL3 0,03 | 0,003 | 504 [<0,001]<0,001|<0,001|<0,001| 636 |<0,001]|<0,001|<0,001]|<0,001| <0001 <0,001
A142 0,04 | 0,006 | 567 | 0,02 | 0,003 | 066 | 0,000 | 604 | 0,18 | 0009 | 524 | 0,699 0,20 5,90
A146 0,04 | 0016 | 598 | 0,01 | 0,005 | 023 | 0,130 | 7,72 | 026 | 0,040 | 832 | 3,266 0,27 8,55
A3210 0,02 | 0003 | 611 | 0,04 | 0013 | 1,79 | 0440 | 6,14 | 027 | 0,044 | 12,04 | 3,028 0,31 13,83
A333 0,02 | 0003 | 59 | 066 | 0043 | 4411 | 11,10 | 7,34 | 006 | 0,023 | 4,53 | 2,481 0,72 48,64
A335 0,04 | 0,004 | 554 | 0,02 | 0,003 | 062 | 0,080 | 6,63 | 001 | 0011 | 0,14 | 0,250 0,03 0,76
A343 0,04 | 0,003 | 581 |<0,001|<0,001]|<0,001|<0,001| 7,17 | 045 | 0,077 | 10,79 | 1,977 0,45 10,79
A351a 0,05 | 0,020 | 590 |[<0,001]| 0,006 | <0,001 | <0,001 | 620 | 0,33 | 0,015 | 893 | 5,608 0,33 8,93
A352b 0,05 | 0,008 | 5,86 |<0,001]<0,001|<0,001|<0,001| 630 | 033 | 0017 | 7,12 | 0,879 0,33 7,12
A353 0,04 | 0,007 | 632 |<0,001]<0,001|<0,001|<0,001{ 666 | 024 | 0009 | 595 | 0,978 0,24 5,95
A371 0,05 | 0,020 | 598 | 0,03 | 0,002 | 058 | 0320 | 690 | 032 | 0043 | 6,72 | 2,414 0,35 7,30
A391a 0,02 | 0010 | 659 | 0,03 | 0,005 | 1,34 | 0,600 | 636 | 0,07 | 0027 | 329 | 1,235 0,10 4,63
A392b 0,01 | 0,005 | 654 | 0,03 |<0001| 2,8 | 0,980 | 6,60 | 0,02 | 0040 | 143 | 2,476 0,05 4,29
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Cizelge 4.5 67 adet termofilik Bacillus spp. izolat1 ve 4 adet termofilik Bacillus standart susun 15 saatlik hiicre dis1 ve i¢i a-glukozidaz
iiretim degerleri (devam)

Pelet Miktari Hiicre Dis1 Enzim Aktivitesi Hiicre igi Enzim Aktivitesi Toplam Enzim Aktivitesi
@ 5 = £ = £ =
5 = = 2 < = 2 = - -
£ |7 E|Z | E Tz |E |2 |E g| %5 | B3
S | g Z =z Z i & | E Z z S 4 R
= > £ s £ ~_4 = £ s £ s 7 T
23 - =< =} =< g = > =< £ =< £ = o= = o= =
] 3 E] 2 E S = = B 2 B <= x E x E
g | & £ |5 |f2|35%) 2 | § |5 |f3|8%| 5 | zi®
L - = < = = < @ - = < == o 2 o SE =
= £ Z £ s E s S = SEE
g T | Z z = g =5 | E2| 2 | = g =5 | 52| 5% S5
— £ B = £ = E< = 3 i £ = E< =3 g = g
5 = = 2 s = b= = % T = i == = S T = s 2 s g =
= E | 2x| 2 EE| x| EE| 22| B | EE| S| EE| 2% 22 22
2 S | @ax |35 ce | 2|58 | 22| & |88 |8 | &% | 8% £ 2P
A394 0,02 0,006 6,01 0,03 0,007 2,46 1,050 7,72 0,03 0,001 2,02 0,679 0,06 4,48
A403 0,02 0,006 6,64 0,03 0,008 2,20 0,870 6,78 0,02 0,007 1,17 0,299 0,05 3,37
A404 0,01 0,003 6,67 0,03 0,008 2,73 0,100 7,78 0,02 | <0,001 1,71 0,512 0,05 4,44
A412b 0,02 0,001 6,50 0,04 0,012 2,21 0,590 7,89 0,01 0,003 0,42 0,176 0,05 2,63
A413 0,01 0,002 6,64 0,02 0,007 2,58 1,000 6,74 0,01 0,002 1,08 0,336 0,03 3,66
Adl4 0,02 0,002 6,10 0,07 0,014 2,72 0,560 6,85 0,15 0,007 6,06 0,267 0,22 8,78
C Bolgesi
C161ab 0,01 0,002 6,74 0,03 0,005 3,17 0,790 6,93 | <0,001 | <0,001 | 0,49 0,070 0,03 3,66
C163a 0,02 0,001 6,08 0,08 0,009 3,77 0,380 6,82 0,07 0,013 3,51 0,669 0,15 7,28
226 0,05 0,001 5,75 0,04 0,007 0,93 0,170 6,89 0,02 0,010 0,44 0,229 0,06 1,37
C304 0,04 0,001 6,18 0,01 0,001 0,29 0,030 6,08 0,27 0,004 6,70 0,123 0,28 6,99
D Bolgesi
D52b 0,03 0,002 6,14 0,07 0,006 2,96 0,360 6,76 0,06 0,006 2,27 0,360 0,13 5,23
D98a 0,04 0,006 6,40 0,02 0,002 0,44 0,030 6,68 0,25 0,030 5,93 0,132 0,27 6,37
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Cizelge 4.5 67 adet termofilik Bacillus spp. izolat1 ve 4 adet termofilik Bacillus standart susun 15 saatlik hiicre dis1 ve i¢i a-glukozidaz
iiretim degerleri (devam)

Pelet Miktari Hiicre Dis1 Enzim Aktivitesi Hiicre igi Enzim AKtivitesi Toplam Enzim Aktivitesi
g | g : |2 |z R T2z | 2%
- - - - - - -

z 2 £ 2 E o R 2 £ 2 E 5 R < 2 S &

Tz |2 |5 |2 |S2|:22z| 2|5 |35 |5%2|:2| E2 | £2%

g a E = 3 £ sE | g5 | = 3 £ sE | g5 8 £ S£E

=1 ] — =9 < < (o) R o= 73 < = <O = = > Ol >N

- g s = = = ES- | 58 = = = ESC | 58 g gET

5 = 5 z S= | £ S | £= I+ S= | £ S | £= El s g

- g | 2x| 2 SE| x| EE| 22| E | EE| 22| EE| 22 =2 =2 E

2 S | 2% |2 s2 | 2| 68|82 & |2 |8 | 58| 8% ) S =
D202a 0,04 | 0,003 5,79 0,01 | 0,002 0,40 | 0,010 6,99 0,31| 0,024 8,32 | 0,861 0,32 8,72
D203b 0,06 | 0,005 5,70 0,07 | 0,001 1,12 0,080 6,96 0,20 | 0,008 338| 0,155 0,27 4,50
D204 0,04 | 0,003 5,64 0,02 | 0,008 0,57| 0,230 6,83 0,31 | 0,009 7,61 0,768 0,33 8,18
D205 0,05| 0,005 5,60 0,02 | 0,002 0,50 | 0,010 6,50 0,30 | 0,043 6,48 | 0,726 0,32 6,98
D211 0,02 | 0,001 6,26 0,02 | 0,008 1,17 0,480 6,55 0,18 0,034 9,57 | 1,773 0,20 10,74
D213 0,02 | 0,004 6,04 0,09 | 0,001 426| 0,820 6,17 0,08 | 0,003 3,83 | 0,601 0,17 8,09
D214 0,02 | 0,003 6,42 0,02 | 0,007 1,15| 0370 6,65 0,22 0,008| 10,75| 1,198 0,24 11,9
D221a 0,04 | 0,004 5,82 0,05| 0,010 1,45| 0,260 6,44 0,08 | 0,012 2,33 | 0,504 0,13 3,78
D222b 0,05| 0,007 5,70 0,04 | 0,005 0,75| 0,120 6,60 0,15| 0,017 323| 0314 0,19 3,98
D232a 0,04 0003 575| 0,07| 0,004 1,48| 0,150| 6,72 0,15| 0,007| 332]| 0238 0,22 4,80
D242b 0,04 | 0,001 5,81 0,08 | 0,008 2,18 | 0,180 6,50 0,09 | 0,010 2,45| 0,201 0,17 4,63
D243 0,03 | 0,001 5,91 0,09 | 0,005 3,10 0,220 6,51 0,03 | 0,006 091 | 0222 0,12 4,01
D273a 0,03| 0,013 6,80 0,02 | 0,004 0,71 0,560 6,60 0,10 | 0,008 391 | 2,450 0,12 4,62
D311 0,01] 0001 684| o001| 0005] 98| 0340 676| 001] 0002 091| 0190] 002 1,80
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Cizelge 4.5 67 adet termofilik Bacillus spp. izolat1 ve 4 adet termofilik Bacillus standart susun 15 saatlik hiicre dis1 ve i¢i a-glukozidaz
iiretim degerleri (devam)

Pelet Miktari Hiicre Dis1 Enzim Aktivitesi Hiicre ici Enzim Aktivitesi Toplam Enzim AKktivitesi
% | g = z = i E | £ z = ) EX R
= > £ = £ =| = | £ = £ = 2% 2%
g 3 c £ c E= 2 C £ C EZ €35 €3
A i s 2 S E 2 s S i ] E = =
- 2 g s Eg | o8 2 = = Eq| =& < 2 S £
3|z s |2 [sE1sz) B8 | : |sE|:sz| EE | E:3
= £ = E s 5 s ] = ] =
E = |2 |8 | = g =5 | 2| £ | = g =5 | E| 5% L5
- £ = = £ = ESC | =8 = £ = EC | = 8 g = =g
5 = £ 2 Sz £ S| ££ 2 S = = S22 | £= s g s g
Z 8 a2 s E °+ | E€| 22| % £E S+ | ET| 22 2 22 E
2 S | @k |3 s2 | 8¢ | 8B | 22| & s2 | 8 | &% F % =) S S
D376b 0,02 | 0,003 | 5,90 0,07 0,005 | 3,67 | 0430 | 6,74 0,17 0,007 | 9,11 | 1,253 0,24 12,78
D401a 0,04 | 0,001 | 631 0,05 0,011 1,24 | 0300 | 6,60 0,19 0,003 | 4,95 | 0,069 0,24 6,23
D404 0,04 | 0,008 | 6,16 0,03 0,005 | 084 | 0,230 | 6,18 0,16 0,031 | 4,01 | 0,545 0,19 4,85
D413 0,04 | 0,007 | 6,22 | <0,001 | <0,001 |<0,001|<0,001| 6,14 0,32 0,061 | 7,22 | 0,202 0,32 7,22
D433a 0,03 | 0,001 | 5,77 0,07 0,005 | 244 | 0,130 | 6,72 0,13 0,003 | 4,44 | 1,184 0,20 6,88
D463 0,02 | 0,005 | 5,78 0,10 0,001 515 | 1,210 | 6,54 0,05 0,013 | 2,67 | 0,712 0,15 7,82
D486 0,03 | 0,002 | 627 0,00 0,003 | 0,15 | 0,080 | 6,41 0,25 0,016 | 7,25 | 0,771 0,25 7,40
D487 0,03 | 0,002 | 5,78 0,08 0,008 | 3,00 | 0,140 | 6,69 0,04 0,021 | 1,41 | 0,859 0,12 4,41
D503 0,02 | 0,002 | 586 0,06 0,007 | 2,51 | 0,100 | 6,66 0,02 0,003 | 1,05 | 0,136 0,08 3,56
D504 0,04 | 0,023 | 5,70 0,04 0,005 1,12 | 0,670 | 6,56 0,00 0,005 | 0,15 | 0,176 0,04 1,27
D621 0,05 | 0,005 | 5,73 0,04 0,015 | 0,71 | 0,260 | 6,10 0,23 0,003 | 4,65 | 0,530 0,27 5,36
D623 0,04 | 0,017 | 6,14 0,04 0,007 1,08 | 0,480 | 6,99 0,15 0,056 | 3,63 | 0,116 0,19 4,71
E Bolgesi
E134 0,03 | 0,003 | 5,86 0,63 0,050 | 18,60 | 2,680 | 679 0,45 0,059 | 13,49 | 2,695 1,08 32,09
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Cizelge 4.5 67 adet termofilik Bacillus spp. izolat1 ve 4 adet termofilik Bacillus standart susun 15 saatlik hiicre dis1 ve i¢i a-glukozidaz
iiretim degerleri (devam)

Pelet Miktari Hiicre Dis1 Enzim Aktivitesi Hiicre ici Enzim Aktivitesi Toplam Enzim Aktivitesi
@ 8 = £ = g =
5 = - 2 = = 2 = = E =
%‘3 B8 Z § z Q - £ = 8 Q 5 g 5 g
s | F E |2 | E tlE |2 | E % £l 22 | 22
s > £ s £ ~_4 = £ s £ s ) 2z
@ - =< £ =< g = > =< £ =< £ = o= = o= =
s o < 2 < S = = < 2 < £ = Al Rl
- 2 £ = E 5 £ % 2 £ = E S £ % = & s L5
3 | s § : s 22| 2 | S ° R £ .2 E23
- £ = E s 2 E 8 | = ] =
T & | 2 z = g =5 | E2| 2 | = g =5 | E2| 5% £L5
— g s = £ = E< = 3 I £ = E- | =% g = =
5 < = = i £ S e Y S = £ S < £e =] ]
S | S22 TE| S+ | EE| %2 E |TE| S~ | EE| 2z| 22 25%
2| & |5x |8 |28 58|32 & 55|88+ |5% |32 &5 | E2@
E173a 0,02 | 0,002 | 5,89 0,05 | 0,001 | 2,77 | 0,370 | 6,75 | 0,01 | 0,007 | 0,74 | 0,413 0,06 3,51
E173b 0,04 | 0,003 | 5,79 | 0,0040 | 0,008 | 0,08 | 0,190 [ 6,71 033 | 0,025 | 791 | 1,174 0,33 7,99
E183 0,04 | 0,001 | 6,13 0,07 | 0,003 | 1,76 | 0,060 | 6,70 | 0,08 | 0,012 | 2,02 | 0,346 0,15 3,78
E184aa 0,04 | 0,003 | 586 | 007 | 0012 | 1,82 | 0200 | 652 | 0,13 | 0,010 | 3,53 | 0,329 0,20 5,35
E184ab 0,04 | 0,005 | 598 0,06 | 0,005 | 1,53 | 0310 | 6,72 | 0,04 | 0,004 | 1,14 | 0,034 0,10 2,67
E184b 0,03 | 0,004 | 585 0,06 | 0,006 | 2,17 | 0430 | 6,79 | 0,08 | 0,007 | 2,83 | 0,479 0,14 5,00
E206a 0,04 | 0,001 | 6,07 022 | 0,000 | 623 | 0450 | 6,66 | 0,07 | 0,008 | 1,83 | 0,269 0,29 8,06
E206b 0,03 | 0,001 | 6,15 025 | 0,001 | 834 | 0,280 | 6585 | 0,06 | 0013 | 2,06 | 0,381 0,31 10,4
E2082a 0,02 | 0,002 | 6,21 0,06 | 0,006 | 3,03 | 0350 | 6,69 | 0,09 | 0,012 | 4,50 | 0,586 0,15 7,53
E208b 0,02 | 0,001 | 6,06 | 009 | 0,019 | 497 | 0900 | 675 | 008 | 0,017 | 4,16 | 0987 0,17 9,13
E272 0,03 | 0,009 | 646 | 004 | 0,010 | 1,67 | 0,540 | 6,82 | 0,19 | 0,043 | 8,19 | 3,543 0,23 9,86
E287 0,03 | 0,002 | 6,51 0,01 | 0,009 | 037 | 0370 | 6,76 | 0,03 | 0,013 | 1,00 | 0,508 0,04 1,37
E331 0,03 | 0,002 | 6,05 024 | 0013 | 7,76 | 0880 | 675 0,03 | 0,012 | 086 | 0,444 0,27 8,62
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Cizelge 4.5 67 adet termofilik Bacillus spp. izolat1 ve 4 adet termofilik Bacillus standart susun 15 saatlik hiicre dis1 ve i¢i a-glukozidaz
iiretim degerleri (devam)

Pelet Miktari Hiicre Dis1 Enzim Aktivitesi Hiicre ici Enzim Aktivitesi Toplam Enzim Aktivitesi
o) B0 — oo = 2
T % g |z | £ Tl z | & |z |2 ) 55 | ks
% | g = z = i & | E z = S - RS
b z b= = b= = g b= = b= - zE 2z
= bt = g G gL 2 = g = E £ £ s T
> > ‘R R = e ‘R R 5 = 9 = 9
- g £ = E = = %0 2 £ = E = = 80 8 = e
= - | ° sX | 3 = ] ° sX | 23 = g
@ - = < s = < & - = < == s & = =2 =
- 2 g |2 £ I £ s N <= R <= E
£ s | 2 | & | = g =5 | E2| % | = g =5 | 52| 5% L5
= £ s = £ = E- | =8 N £ = E< =3 g = g= T
o) = 5 2 = £ 8 % tE 2 == = S T E s 2 A
= g ax | 2 EE| 25| EE| 2% 2 EE| S| ET | 22 22 22T
2 S | @azx |5 se |G| 8% | G2 & | S| 8% | 5% | G2 e s e &8
F Bolgesi
F84a 0,02 0,002 6,65 0,57 0,044 36,42 7,100 6,56 0,003 0,005 0,22 0,385 0,57 36,64
F84b 0,01 0,003 6,56 0,57 0,033 76,52 | 25,500 6,76 0,005 0,007 0,66 1,008 0,57 77,18
Standartlar
G. stearothermophilus
ATCC 12980 0,03 0,007 6,24 0,28 0,010 10,49 3,000 6,63 0,63 0,047 23,77 7,669 0,91 34,26
G. stearothermophilus
ATCC 43223 0,04 0,009 4,93 0,01 0,001 0,17 0,160 6,02 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 0,01 0,17
G stearothermophilus
ATCC 7953 0,03 0,003 5,13 0,01 0,001 0,47 0,270 6,50 0,86 0,036 31,63 3,356 0,87 32,1
G.
thermoglucosidasius 0,03 0,001 5,81 0,02 0,006 0,54 0,130 6,50 0,29 0,012 8,69 0,472 0,31 9,23
DSM 2542




4.4 izolatlarin a-Glukozidaz Enzim Miktarlarinin Dizini

Cizelge 4.6’da 67 adet termofilik Bacillus spp. izolatinin ve 4 adet termofilik Bacillus
sp. standart susun pelet yas agirligi temelinde 15 saatte iirettikleri hiicre i¢i, hiicre disi
ve toplam a-glukozidaz enzim miktarlar t-test ile istatistiksel olarak karsilagtirilmis ve
izolatlar en yiiksek enzim iiretenden en diisii§e dogru siralanmis olup sekil 4.5.a,d’de bu
veriler histogram olarak islenmistir. Tablonun en sag siitununda verilen t-test degerleri
de izolat bazinda hiicre dis1 ve hiicre i¢i a-glukozidaz miktarlar1 arasindaki farkin
onemli olup olmadigin1 gostermektedir. Ayrica hiicre i¢i ve dis olmak lizere toplam
enzim aktivitesi igerisindeki yiizde oranlar1 ¢izelgede verilmis olup t-test degerleri ve
ylizde oranlar1 goz Oniine alinarak, enzimlerin izolatlardaki hiicresel yerlesimleri

belirlenmistir.
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Cizelge 4.6 67 adet termofilik Bacillus spp. izolat1 ve 4 adet termofilik Bacillus standart susun 15 saatlik hiicre i¢i, hiicre dig1 ve toplam o-
glukozidaz aktivitesi/yas agirlik (U/ml/g) degerlerinin t-test dizini

Hiicre dis1 enzim aktivitesi (U/ml/g) Hiicre ici enzim aktivitesi (U/ml/g) Toplam enzim aktivitesi (U/ml/g)
E ? < ? [~ « 'én
£ X 3 X 3 8 =

S = = =2 = =2 £ g _

= ol - - - - - - B O~ t |z | 2|2 |$z|%|¢ tlz_|2_|2_|$8|¢ t | SE

g E = | £ | £ |2E|5|5z| 8| £ | £ | £ |2E|5|Sz| 5 |Ec|Es |t |25 |5:z| £ |=%

£ ]|= s s s £E=| a| & E = < < < E=| 8| g E = SE | fE | S8 | E5| & E = 2 =
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F84b H.d | 4812 | 8401 | 9743 | 76,52 | 99 | 255 | 18,03 | <0001 | 1,82 | 0,15 | 066 | 1 | 1,008 | 0,713 | 48,12 | 8583 | 97,58 | 77,18 | 258 | 18,27 | 0,007
A333 H.d | 3565 | 3995 | 56,72 | 44,11 | o1 | 11,1 | 7,875 | 243 | 3.8 | 726 | 453 | 9 | 2481 | 1,754 | 38,07 | 43,84 | 63,99 | 48,64 | 13,6 | 9,622 | 0,004
F84a H.d | 33,57 | 44,51 | 3120 | 3642 | 99 | 7,0 | 5,019 | <0001 | 067 | <0001 | 022 | 1 | 0385 | 0272 | 33,57 | 45,17 | 3120 | 36,64 | 7.48 | 5288 | 9E-04
ATCC12980 | m.i | 829 | 1391 | 927 | 1049 | 31 3 2,12 | 1745 | 3230 | 21,55 | 23,77 | 69 | 7,669 | 5422 | 2575 | 4621 | 30,83 | 34,26 | 10,7 | 7,534 | 0,049
ATCC7953 Hi | 040 | 025 | 077 | 047 | 1 | 027 | 0,191 | 31,05 | 28,61 | 3524 | 31,63 | 99 | 3,356 | 2,373 | 31,45 | 28,85 | 36,02 | 32,0 | 3,63 | 2,564 | 9E-05
E134 Hid | 1553 | 19,82 | 20,44 | 18,60 | 58 | 2,68 | 1,893 | 10,52 | 1577 | 14,19 | 13,49 | 42 | 2,695 | 1,905 | 26,04 | 3559 | 34,63 | 32,09 | 526 | 3,718 | 0,081
A3210 Hi | 128 | 206 | 204 | 1,79 | 13| 044 | 0312 | 11,76 | 1520 | 9,16 | 12,04 | 87 | 3,028 | 2,141 | 13,05 | 1726 | 11,19 | 13,83 | 3,11 | 2,197 | 0,004
D376b H.i | 387 | 318 | 396 | 3,67 |29 | 043 | 0303 | 847 | 832 | 1056 | 9,11 | 71 | 1,253 | 0886 | 1234 | 11,50 | 14,52 | 12,78 | 1,56 | 1,104 | 0,002
D214 Hi | 120 | 077 | 149 | 1,15 | 10 | 037 | 0258 | 9,50 | 10,86 | 11,89 | 10,75 | 90 | 1,198 | 0,847 | 10,70 | 11,63 | 13,38 | 11,90 | 1,36 | 0,963 | 2E-04
A343 H.i | <0001 | <0001 | <0001 | <0001 | 0 | <0001 | <0001 | 11,18 | 8,65 | 12,54 | 10,79 | 100 | 1,977 | 1,398 | 11,18 | 8,649 | 12,55 | 10,79 | 1,98 | 1,398 | 7E-04
D211 H.i | 083 1,72 | 096 | 1,17 | 11 | 048 | 0341 | 773 | 972 | 1127 | 957 | 89 | 1,773 | 1254 | 856 | 1144 | 1223 | 10,74 | 1,93 | 1,367 | 0,001
E206b H.d | 830 | 864 | 808 | 834 |8 | 028 | 0201 | 2,10 | 1,66 | 242 | 2,06 | 20 | 0381 | 027 | 1040 | 10,30 | 10,50 | 10,40 | 0,1 | 0,068 | 2E-05
E272 Hi | 142 | 131 | 229 | 1,67 | 17 | 054 | 038 | 413 | 978 | 10,66 | 819 | 83 | 3,543 | 2,505 | 555 | 11,00 | 12,95 | 9,86 | 3,85 | 2,724 | 0,035
DSM2542 H.i | 039 | 061 | 061 | 054 | 6 | 013 | 0093 | 874 | 819 | 9,13 | 869 | 94 | 0472 | 0334 | 9,13 | 880 | 974 | 923 | 048 | 0339 | 9E-06
E208b Hiid | 446 | 444 | 602 | 497 | 54| 09 | 0639 | 491 | 452 | 304 | 416 | 46 | 0987 | 0,698 | 937 | 896 | 9,05 | 913 | 022 | 0,152 | 035
A351a H.i | <0001 | <0001 | <0001 | <0001 | 0 | <0001 | <0001 | 582 | 557 | 1540 | 893 | 100 | 5608 | 3965 | 58 | 557 | 154 | 893 | 580 | 4,162 | 0,054
Adl4 Hi | 206 | 271 | 329 | 2,72 | 31| 056 | 0399 | 58 | 037 | 503 | 6,06 | 69 | 0267 | 0,89 | 805 | 9,08 | 922 | 878 | 064 | 0452 | 8E-04
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Cizelge 4.6 67 adet termofilik Bacillus spp. izolat1 ve 4 adet termofilik Bacillus standart susun 15 saatlik hiicre i¢i, hiicre dis1 ve toplam a-
glukozidaz aktivitesi/yas agirlik (U/ml/g) degerlerinin t-test dizini

Hiicre dis1 enzim aktivitesi (U/ml/g)

Hiicre ici enzim aktivitesi (U/ml/g)

Toplam enzim aktivitesi (U/ml/g)

< < < )

o - N ~— £ 5'.

- = . £ « £ g | =235

g 4 = e = | £z | ¢ € s | 2| 2 |gsl7 |t tlzs |2 |2 |23|¢ £ | S

T |28 T | T | % |EE|E |fz| § | % | E| % |EE|E |Fz| € |zE|GE|fE|EE|€z| 2.2
< ] = s s E= |E~| £ E = = s S | E<|a~| EE = FSE|SE| S8 | ER| e8| = 2 =
3 s g & = Sl ZE|eSl £ £ & | S| R JZE|SS| S8 £ |AT|REISRIEEL| S| 8| 22
=3 = ~ - <3 |=| »nd ) - ~ o | €3 |=Z|n ) —~S |88 |m88|l<3| 8| @& e
D202a Hil| 039 | 041 039 | 040 5 001 | 0007 | 926 | 813 | 7,57 | 832 | 95 | 0,861 | 0,609 | 926 | 813 | 7,57 | 872 | 0,86 | 0,609 | 9E-05
E331 Hd| 85 | 68 | 798 | 776 | 90 | 088 | 0621 | 137 | 0,56 | 064 | 0,86 | 10 | 0444 | 0314 | 9,89 | 7,36 | 862 | 862 | 1,26 | 0,892 | 3E-04
A146 Hil| 035 | 023 | o010 | 023 3 0,13 | 0089 | 893 | 480 | 11,24 | 832 | 97 | 3,266 | 2309 | 928 | 502 | 11,34 | 855 | 3,22 | 2280 | 0,013
D204 Hi | 047 0,84 0,41 0,57 7 0,23 0,163 | 7,57 | 840 | 6,86 | 7,61 | 93 | 0,768 | 0,543 | 8,04 | 923 | 727 | 818 | 0,99 | 0,7 | 1E-04
D213 Hid | 488 | 456 | 333 | 426 | 53 | 082 | 0579 | 417 | 418 | 3,13 | 3,83 | 47 | 0601 | 0,425 | 9,05 | 874 | 646 | 809 | 141 | 0,999 | 0,504
E2062 Hd| 572 | 638 | 658 | 623 | 77 | 045 | 0318 | 1,60 | 2,12 | 1,76 | 1,83 | 23 | 0269 | 0,19 | 7,32 | 851 | 834 | 8,06 | 064 | 0454 | 1E-04
E173b H.i | 001 0,05 | 030 | 0,08 1 0,19 | 0133 | 926 | 7,16 | 7,30 | 7,91 | 99 | 1,174 | 0,83 | 927 | 7,11 | 7.60 | 7,99 | 1,13 | 0,802 | 3E-04
D463 Hd| 5690 | 376 | 600 | 515 | 66 | 121 | 0857 | 349 | 225 | 2,26 | 2,67 | 34 | 0712 | 0503 | 9,17 | 6,01 | 826 | 7,82 | 1,63 | 1,152 | 0,038
E208a Hil| 28 | 343 | 281 303 | 40 | 035 | 0247 | 428 | 405 | 516 | 450 | 60 | 0586 | 0,414 | 7,013 | 749 | 797 | 7,53 | 042 | 0,299 | 0,02
D486 Hil| 017 | 021 0,05 0,15 2 0,08 | 0058 | 808 | 655 | 7,12 | 725 | 98 | 0771 | 0,545 | 825 | 6,76 | 7,18 | 7,40 | 0,77 | 0,543 | 9E-05
A371 Hil| 040 | 095 | 038 | 058 8 032 | 0227 | 563 | 948 | 504 | 672 | 92 | 2414 | 1,707 | 6,03 | 1043 | 542 | 730 | 2,73 | 1,933 | 0,012
C163a Hid | 406 | 390 | 334 | 3,77 | 52 | 038 | 0267 | 326 | 427 | 300 | 3,51 | 48 | 0669 | 0473 | 731 | 8,17 | 634 | 7,28 | 092 | 0,647 | 0,591
D413 H.i | <0001 | <0001 | <0001 | <0001 | 0 | <0001 | <0001 | 723 | 742 | 7,02 | 7,22 | 100 | 0202 | 0,143 | 723 | 742 | 702 | 7,22 | 02 | 0,143 | 4E-07
A352b H.i | <0001 | <0001 | <0001 | <0001 | 0 | <0001 | <0001 | 81 | 687 | 639 | 7,12 | 100 | 5608 | 3965 | 81 | 687 | 639 | 7,12 | 561 | 3,965 | 0,051
C304 Hil| 027 | 027 | 032 | 029 4 003 | 0019 | 662 | 684 | 663 | 670 | 96 | 0123 | 0,087 | 68 | 7,11 | 695 | 699 | 0,11 | 0,08 | 1E-07
D205 Hil| 048 | 050 | 050 | 0,50 7 001 | 0007 | 570 | 7,13 | 661 | 648 | 93 | 0726 | 0513 | 6,18 | 7,63 | 7,11 | 6,98 | 0,74 | 0,52 | 1E-04
D433a Hil 220 | 250 | 253 | 244 | 36 | 013 | 0093 | 445 | 425 | 462 | 444 | 64 | 0184 | 0,13 | 675 | 675 | 7,15 | 6,88 | 023 | 0,164 | 1E-04
D98a Hil| 047 | 045 | o041 0,44 7 0,03 002 | 606 | 393 | 580 | 593 | 93 | 0,132 | 0093 | 653 | 638 | 621 | 637 | 0,16 | 0,112 | 2E-07




Cizelge 4.6 67 adet termofilik Bacillus spp. izolat1 ve 4 adet termofilik Bacillus standart susun 15 saatlik hiicre i¢i, hiicre dis1 ve toplam a-
glukozidaz aktivitesi/yas agirlik (U/ml/g) degerlerinin t-test dizini

€01

Hiicre dis1 enzim aktivitesi (U/ml/g) Hiicre ici enzim aktivitesi (U/ml/g) Toplam enzim aktivitesi (U/ml/g)
D
- = £ £ Z |5z
= = = = = =25
5 2l s | 2| 2B | £z |t t |z | 2| 2 |£:2|8 |¢ |z |2 |2 [£=z|¢ t | f¢
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3 £ E s < < £ES | = < S = £ = S E5|= = 8 = g = = ES| 8 S = -
hv] SE| = s s £% |2~ £ E = = s S | E5 |8~ & = SSE| S8 S| ER| £ E = 2 =
s | 2E| & | &% | & |ZE|88|se| £ ) & | 2| 2 |EE|E8| | & &&= |82 TE| | 5| 81
-} == - ] ] <3 || ?»n & ) - & o <3| =Z| @ d ) -8 |la8|ls8| <5 3 ) L2
D401a H.i 0,90 1,46 1,36 1,24 20 0,3 0,21 4,90 5,03 4,92 4,95 80 0,074 0,053 5,80 6,49 6,39 6,23 0,37 0,262 3E-05
Al42 H.i 0,75 0,59 0,63 0,66 11 0,09 0,061 5,98 5,14 4,60 5,24 89 0,699 0,494 6,74 5,73 5,23 5,90 0,77 0,543 4E-04
A353 H.i <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 0 <0,001 <0,001 6,4 6,63 4,83 5,95 100 0,879 0,622 6,4 6,63 4,83 5,95 | <0,001 0,622 1E-04
D621 Hi | 091 | 080 | 041 | 0,71 | 13 | 026 | 0,186 | 4,06 | 5,09 | 4,81 | 465 | 87 | 0,553 | 0375 | 497 | 58 | 522 | 536 | 047 | 0,334 | 3E-04
El84aa | H.i | 1,91 | 1,96 | 1,60 | 1,82 | 34 [ 02 | 0,138 | 3,78 | 3,15 | 3,65 | 3,53 | 66 | 0329 | 0233 | 569 | 511 | 524 | 535 | 03 | 0214 | 0,002

D52b Hid | 3,03 | 327 | 257 | 296 | 57 | 036 | 0,252 | 2,25 | 2,65 | 1,93 | 227 | 43 | 036 | 0255 | 528 | 592 | 450 | 523 | 071 | 0,503 | 0,08

E184b H.i/d 2,31 1,69 2,52 2,17 43 0,43 0,306 3,12 2,28 3,09 2,83 57 0,479 | 0,339 5,43 3,97 5,61 5,00 0,9 0,638 | 0,153

D404 H.i 0,79 0,64 1,10 0,84 17 0,23 0,166 3,53 391 4,60 4,01 83 0,545 0,386 4,32 4,55 5,70 | 4,85 0,74 0,524 | 8E-04

D232a H.i 1,65 1,42 1,37 1,48 31 0,15 0,106 3,46 3,05 3,46 3,32 69 0,238 | 0,168 5,11 4,47 | 483 | 4,80 0,32 0,227 | 3E-04

D623 H.i 1,16 0,56 1,52 1,08 23 0,48 0,341 3,66 3,50 3,72 3,63 71 0,116 | 0,082 4,82 4,06 | 524 | 4,71 0,6 0,422 | 9E-04

D242b H.i/d 1,98 2,23 2,33 2,18 47 0,18 0,125 2,33 2,34 2,68 2,45 53 0,201 0,142 4,31 4,57 5,01 4,63 0,35 0,25 0,156

A391a H.i 1,15 2,00 0,85 1,34 29 0,6 0,423 3,61 4,33 1,92 3,29 71 1,235 | 0,873 4,77 6,33 2,78 | 4,63 1,78 1,261 0,069

D273a H.i 0,42 1,35 0,36 0,71 15 0,56 0,395 2,43 6,74 2,56 3,91 85 2,45 1,732 2,85 8,09 2,92 | 4,62 3,01 2,126 | 0,092

D203b H.i 1,15 1,03 1,18 1,12 25 0,08 0,057 3,43 3,20 3,50 3,38 75 0,155 0,11 4,58 4,23 4,68 | 4,50 0,24 0,166 | 2E-05

A394 H.i/d 2,64 3,41 1,33 2,46 55 1,05 0,741 2,55 2,25 1,25 2,02 45 0,679 0,48 5,19 5,65 2,58 | 4,48 1,66 1,171 0,571

A404 H.d 2,67 2,68 2,85 2,73 62 0,1 0,074 2,30 1,49 1,35 1,71 38 0,512 | 0,362 4,97 4,16 | 4,21 4,44 0,45 0,32 0,028

D487 H.d 3,00 3,14 2,86 3,00 68 0,14 0,099 0,95 0,89 2,40 1,41 32 0,859 | 0,608 3,95 4,03 527 | 441 0,74 0,523 0,034
<0,001

A392b H.d 3,44 3,42 1,73 2,86 67 0,98 0,695 <0,001 4,29 1,43 33 2,476 1,751 3,44 3,42 6,02 | 4,29 1,49 1,056 0,404
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Cizelge 4.6 67 adet termofilik Bacillus spp. izolat1 ve 4 adet termofilik Bacillus standart susun 15 saatlik hiicre i¢i, hiicre dig1 ve toplam o-

glukozidaz aktivitesi/yas agirlik (U/ml/g) degerlerinin t-test dizini

Hiicre dis1 enzim aktivitesi (U/ml/g)

Hiicre ici enzim aktivitesi (U/ml/g)

Toplam enzim aktivitesi (U/ml/g)
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g 2l o 5| 5 | 2«2 2 I z - e s |22
t =gl 2| 5| % |EE|E | & E| 2| 2| | SE|E |EL| E|Zc|Fe |G| EE EL| E |
2 EE| £ p E|ES(E =8| = g 5 S |E=|s |Sg| 2 |cE|SE|EE|ES 2| 2 |42
3 O|EE S| 5| 5 |ZEIES B £ 2|5 | 5 |EE\ESEs| £ |5 58|52 22 28| 5 | i
~® S - N ) <o ||l @S »n — ~ ) <o |=T| »n S »n -S| NS | B3| < | »na »n 4.2
D243 H.d 2,85 3,14 3,30 3,10 77 0,22 0,158 0,74 1,16 0,83 0,91 23 0,222 | 0,157 3,60 4,30 4,12 4,01 0,36 0,257 | 3E-04
D222b H.i 0,72 0,88 0,65 0,75 19 0,12 0,082 2,90 3,26 3,52 3,23 81 0,314 | 0,222 3,62 4,14 4,18 3,98 0,31 0,22 2E-04
D221a H.i 1,66 1,52 1,17 1,45 38 0,26 0,18 2,55 1,75 2,68 2,33 62 0,504 | 0,356 4,21 3,27 3,85 3,78 0,47 0,335 | 0,055
E183 H.i/d 1,68 1,78 1,80 1,76 46 0,06 0,045 1,68 2,37 2,01 2,02 54 0,346 | 0,245 3,36 4,15 3,81 3,78 0,4 0,281 0,26
Cl161ab H.d 3,75 2,26 3,50 3,17 87 0,79 0,562 0,55 0,41 0,49 0,49 13 0,07 0,049 4,30 2,68 4,00 3,66 0,86 0,609 | 0,004
A413 H.d 1,63 3,62 2,48 2,58 70 1 0,704 0,69 1,30 1,25 1,08 30 0,336 | 0,238 2,32 4,92 3,73 3,66 1,3 0,917 | 0,069
D503 H.d 2,59 2,54 2,40 2,51 71 0,1 0,068 0,94 1,00 1,20 1,05 29 0,136 | 0,096 3,53 3,54 3,60 3,56 0,04 0,028 | 1E-04
E173a H.d 2,37 2,86 3,09 2,77 79 0,37 0,262 0,48 1,22 0,53 0,74 21 0,413 | 0,292 2,85 4,08 3,62 3,51 0,62 0,44 0,003
A403 H.d 1,54 1,87 3,18 2,20 69 0,87 0,614 1,08 0,92 1,5 1,17 31 0,095 | 0,067 2,62 2,79 4,68 3,37 0,81 0,573 | 0,072
E184ab H.i/d 1,36 1,88 1,34 1,53 57 0,31 0,217 1,14 1,17 1,10 1,14 43 0,034 | 0,024 2,50 3,05 2,45 2,67 0,34 0,238 | 0,094
A412b H.d 2,66 2,44 1,54 2,21 84 0,59 0,418 0,37 0,27 0,61 0,42 16 0,176 | 0,125 3,02 2,71 2,15 2,63 0,44 0,312 | 0,007
D311 H.i/d 1,09 1,09 0,50 0,89 50 0,34 0,24 0,93 1,09 0,71 0,91 50 0,19 0,134 2,02 2,18 1,21 1,80 0,52 0,366 | 0,952
E287 H.i 0,08 0,24 0,79 0,37 27 0,37 0,262 0,86 0,58 1,57 1,00 73 0,508 | 0,359 0,94 0,82 2,36 1,37 0,85 0,604 | 0,156
C226 H.d 1,11 0,77 0,90 0,93 68 0,17 0,121 0,70 0,29 0,32 0,44 32 0,229 | 0,162 1,81 1,07 1,21 1,37 0,4 0,28 0,041
D504 H.d 0,46 1,11 1,79 1,12 88 0,67 0,473 0,04 0,35 0,05 0,15 12 0,176 | 0,125 0,49 1,46 1,84 1,27 0,7 0,492 | 0,071
A335 H.d 0,62 0,69 0,54 0,62 81 0,08 0,054 | <0,001 | <0,001 0,43 0,14 19 0,25 0,177 0,62 0,694 0,97 0,76 0,19 0,133 | 0,035
ATCC43223 H.d 0,18 0,33 <0,001 0,17 99 0,16 0,115 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1 <0,001 | <0,001 0,18 0,33 0,00 0,17 0,16 0,115 | 0,149
Al13 - <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 - <0,001 <0,001 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 - <0,001 | <0,001 { <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 [ <0,001 | <0,001
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Sekil 4.5 67 adet termofilik Bacillus spp. izolat1 ve 4 adet termofilik Bacillus standart

susun 15 saatlik hiicre igi,

hiicre dist ve toplam a-glukozidaz enzim

aktivitesi/yas agirlik degerlerinin t-test istatistik analizi sonucu olusturulan

grafigi
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Sekil 4.5 67 adet termofilik Bacillus spp. izolati ve 4 adet termofilik Bacillus standart
susun 15 saatlik hiicre ici, hiicre dist ve toplam a-glukozidaz enzim
aktivitesi/yas agirlik degerlerinin t-test istatistik analizi sonucu olusturulan
grafigi (devam)
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[zolatlarm pelet yas agirlig1 basina diisen o-glukozidaz iiretim miktarlar 77.18 ile 0.001
U/ml/g arasinda belirlenmistir. Izolatlardan F84b (77.18 U/ml/g), A333, (48.64 U/ml/g),
F84a (36.64 U/ml/g), ATCC 12980 (34.26 U/ml/g), ATCC 7953 (32.10 U/ml/g), E134
(32.09 U/ml/g), A3210 (13.83 U/ml/g), D376b (12.78 U/ml/g), D214 (11.9 U/ml/g),
A343 (10.79 U/ml/g), D211 (10.74 U/ml/g), E206b (10.4 U/ml/g) ve E272 (9.86
U/ml/g) kodlu izolat ve standart suslarin toplamda yiiksek oranda a-glukozidaz
irettikleri belirlenmistir. Bu sonuglar, ¢alisma kapsaminda jeotermal alanlardan izole
edilen bazi termofilik izolatlarin standart enzim iireticisi suslardan daha yiiksek

miktarda a-glukozidaz iirettiklerini gostermistir.

Hiicre i¢i ve hiicre dig1 enzim iiretim miktarlar arasindaki farkliliklar t-test analizi ile
incelendiginde izolatlardan %30’unun hiicre disi, %53 iiniin hiicre i¢i ve %17 sinin de
hiicreye bagli enzim firettigi goriilmistiir. Yiiksek oranda enzim irettigi belirlenen
standart suslar sadece hiicre i¢i a-glukozidaz iiretirken, F84b, A333, F84a ve E206b
izolatlarinin bunlardan farkli olarak, hiicre dist enzim {irettikleri saptanmistir. A3210,
D376b, D214, A343, D211 ve E272 izolatlarinin, standart enzimlere benzer sekilde
hiicre i¢i a-glukozidaz iirettikleri belirlenmistir. E134’iin ise hiicreye bagli enzim

trettigi gorilmiistiir.

Su ana kadar, a-glukozidaz iireticisi termofilik Bacillus suslarinin ¢ogunlugunun hiicre
i¢i enzim Treticisi olduklar1 rapor edilmistir (Hung et al. 2005). Sadece Suzuki ve
arkadaslarimin (1992) B. thermoamyloliquefaciens KP1071 susu ile yaptiklar1 bir
calismada, sentezlenen a-glukozidaz I enziminin hiicre disindan saflastirildigi rapor
edilmistir. Bunun yaninda hiicreye bagh o-glukozidazlar da rapor edilmistir. Bu
nedenle, tez kapsaminda galigilan izolatlarin su ana kadar rapor edilenlerden farkl

olarak hiicre dis1 termostabil a-glukozidaz iiretmeleri yeni veridir.
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4.5 Bacillus spp. A333, A343, E134, F84a ve F84b izolatlarimin ve Standart G.
stearothermophilus ATCC 12980 Susunun 48 Saatlik Zamana Bagh a-

Glukozidaz Uretimleri

Yiiksek enzim iiretme kapasitesine sahip A333, A343, E134, F84a, F84b kodlu izolatlar
ve ATCC 12980 kodlu standart susun kiiltiirtinden 48 saatlik siireyle 0., 4., 8., 12., 16.,
20., 24., 32., 40. ve 48. saatlerde alinan orneklerde bakteri iireme egrisi, sporulasyon
zamani, hiicre i¢i ve disi a-glukozidaz aktivitesi ve besiyeri pH’indaki degisim
izlenmistir. Izolatlarn a-glukozidaz iiretimleri standart sus ile karsilastirilarak

belirlenmis ve maksimum enzim iiretim zaman1 izolatlara gore degisiklik gostermistir.

Bacillus sp. A333 izolatinin zamana bagli tireme egrisi, besiyeri pH’1 ve a-glukozidaz
tretimi degerleri ¢izelge 4.7°de gosterilmis ve ayrica sekil 4.6’da grafik halinde
verilmistir. Bacillus sp. A333 izolat1 4 saatlik bir lag fazina sahiptir. Bu bakteri 4-12.
saatler arasinda logaritmik tireme fazindan sonra duraklama fazina girmektedir. Bakteri
20. saatin sonunda tamamen sporlanmaktadir. Metabolik iiremeye bagli olarak
baslangigta 7.3 olan besiyeri pH’1 4. satten itibaren diismiis ve 48. saatin sonunda 6
olarak Ol¢iilmiistiir. Bakteri lag fazi sonundaki 4. saatten itibaren hiicre i¢inde o-
glukozidaz iiretimine baglamakta ve logaritmik lireme fazinin sonuna kadar hiicre i¢inde
cok miktarda biriktirmekte, logaritmik fazin sonu olan 12. saatte hiicre i¢i enzim miktari
maksimuma ulagmaktadir. Bacillus sp. A333 izolati logaritmik fazin sonu ile duraklama
faz1 baslangicinda hiicre i¢indeki enzimi hiicre disina birakmaya baglamakta, hiicre
disindaki enzim miktar1 duraklama fazinin 16. saatinde maksimuma ulagsmakta ve bu
evrede hiicre i¢i enzim miktar1 da buna paralel olarak azalmaktadir. Bu veriler 15181
altinda, Bacillus sp. A333 izolati, hiicre i¢inde biriktirdigi a-glukozidaz enzimini
duraklama fazi sonunda hiicre digina birakmasi nedeniyle bir hiicre dis1 enzim iireticisi
olarak tanimlanmistir. Enzimin hiicre i¢inde sentezlendikten sonra duraklama fazinda
hiicre disina birakilmasi, daha onceki ¢alismalarda saptandigi gibi hiicre lizizi ile
aciklanabilir (Suzuki et al. 1976a). Enzimin 16. saatten sonra hiicre digindaki aktifligi,
besiyeri pH’mmin ortalama 6 oldugu bu aralikta uzun siire stabil kalabildigini

gostermektedir.
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Cizelge 4.7 Bacillus sp. A333 izolatin zamana bagl 48

degisimi ve a-glukozidaz iiretimi degerleri

saatlik tireme egrisi, pH

Enzim aktivitesi (U/ml)/ ODs6o nm

12 16 20

Zaman (saat)
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0 0,010 <0,001 7,26 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
4 0,1 0,005 7,19 <0,001 0,01 0,01 <0,001 0,87 0,87
8 0,2 0,006 7,15 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,86 0,86
12 0,4 0,018 6,48 0,03 0,51 0,54 1,89 28,22 30,10
16 0,42 0,013 5,98 0,18 0,03 0,21 14,14 2,29 16,43
20 0,403 0,015 5,98 0,21 0,03 0,24 13,73 2,23 15,96
24 0,414 0,018 591 0,17 0,03 0,19 9,59 1,50 11,09
32 0,4 0,022 6,04 0,17 0,02 0,20 7,80 1,09 8,90
40 0,4 0,027 6,07 0,11 0,02 0,13 4,04 0,84 4,89
48 0,4 0,027 6,09 0,08 0,04 0,11 2,87 1,33 4,20
—— Absorbans

—x— H.dis1 aktivite
—%—H. i¢i aktivite

—e— Toplam aktivite

—a—pH

Sekil 4.6 Bacillus sp. A333 izolatinin zamana bagli 48 saatlik iireme egrisi, pH degisimi
ve a-glukozidaz tiretimi degerleri grafigi
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Bacillus sp. A343 izolatinin zamana bagli tireme egrisi, besiyeri pH’1 ve a-glukozidaz
iretimi degerleri ¢izelge 4.8’de verilmis olup bu degerler ayrica sekil 4.7°de grafik
halinde gosterilmistir. Bacillus sp. A343 izolat1 ilk 4 saatlik lag fazindan sonra 4-12.
saatler aras1 logartimik iireme fazina, 12. saaatten sonra da duraklama fazina
girmektedir. Izolat 20. saatin sonunda tamamem sporlanmaktadir. Besiyeri pH’1
baslangicta 7.2 Ol¢iiliirken, metabolik iiremeye bagli olarak 8. saatte 5.2’ye kadar
diismektedir. Bacillus sp. A343 izolatinda a-glukozidaz sentezi, A343 izolatindan farkli
olarak hiicre i¢inde logaritmik fazin baslangicindaki 4. saatte maksimuma ulagsmaktadir.
Bu maksimum {iretim zamanindan sonra hiicre i¢indeki enzim miktar1 hizlica diisiis
gostermektedir. Enzim logaritmik fazin 8. saatinde bir miktar hiicre disina birakilmakta
ve bundan sonra hiicre i¢i enzim ile hiicre dis1 enzim iiretim miktar1 48. saat sonuna
kadar azalarak devam etmektedir. Enzimin hiicre i¢indeki miktarinin, logaritmik fazin
ilk 4. saattinden itibaren maksimuma ulasmasi ve hiicre disina saliniminin diisiik olmast
nedeni ile Bacillus sp. A343 izolati hiicre i¢i enzim {ireticisi bir bakteri olarak

tanimlanmustir.
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Cizelge 4.8 Bacillus sp. A343 izolatinin zamana bagl 48 saatlik iireme egrisi, pH
degisimi ve a-glukozidaz iiretimi degerleri
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Sekil 4.7 Bacillus sp. A343 izolatinin zamana bagli 48 saatlik iireme egrisi, pH degisimi
ve a-glukozidaz iiretimi degerleri grafigi
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Bacillus sp. F84a izolatinin zamana baglh {ireme egrisi, besiyeri pH’1 ve a-glukozidaz
iretimi degerleri cizelge 4.9’da gosterilmis ve ayrica sekil 4.8’de grafik halinde
verilmistir. Bacillus sp. F84a izolati1 4 saatlik bir lag faza sahiptir. Bu bakteri 8-16.
saatler arasinda logartimik fazdan sonra duraklama fazina girmektedir. Mikroorganizma
20. saatten sonra tamamen sporlanmaktadir. Bu siire bitiminde, metabolik faaliyetlere
bagli olarak besiyeri pH’1 7.4’den 6.02’ye diigmiistiir. Enzimin hiicre i¢indeki sentezi, 4.
saatte baslayip lag fazinin sonu ile logaritmik fazin baslangici olan 8. saatte maksimuma
ulagmaktadir. Duraklama fazinin 12. saatine kadar hiicre disinda ¢ok diisiik seviyede
Olciilen a-glukozidaz miktari, 12. saatte aniden besiyerine birakilmakta ve hiicre diginda
maksimum seviyeye ulagsmaktadir. Hiicre dist enzim aktivitesi duraklama fazinin
sonuna kadar yiiksek miktarda Ol¢iiliirken, hiicre i¢i enzim miktar1 buna paralel olarak
oldukca azalmaktadir. F84a izolatinin a-glukozidaz iiretimini 8. saatte hiicre icinde
baslatip 12. saatte hiicre disina birakmasi, bize bir hiicre dis1 a-glukozidaz iireticisi
oldugunu gostermektedir. Hiicre lizizine bagl olarak hiicre digina birakilan enzim, siire
sonunda ortam pH’min 6 civarinda olmasindan dolay1 hiicre disindaki aktivasyonunu

devam ettirebilmektedir.

Cizelge 4.9 Bacillus sp. F84a izolatinin zamana bagl 48 saatlik {ireme egrisi, pH
degisimi ve a-glukozidaz iiretimi degerleri
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8 0,1 0,012 688 <0,001 0,13 0,12 <0001 10,86 9,92
12 0269 0008 6,19 021 <0,001 022 26,06 144  27.50

16 0,35 0,01 6,19 0,19 0,01 0,20 19,22 1,06 20,28
20 0,407 0,015 6,2 0,19 <0,001 0,19 1298 0,20 13,18
24 0,4 0,012 6,1 0,18 <0,001 0,18 14,80 0,10 14,90
32 0,4 0,019 6,19 0,18 0,01 0,19 9,34 0,57 9,91
40 0,363 0,022 6,02 0,13 0,01 0,14 6,12 0,47 6,58
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Sekil 4.8 Bacillus sp. F84a izolatinin zamana bagli 48 saatlik tireme egrisi, pH degisimi
ve a-glukozidaz tiretimi degerleri grafigi

Bacillus sp. F84b izolatinin zamana bagl tireme egrisi, besiyeri pH’1 ve a-glukozidaz
iretimi degerleri cizelge 4.10°da gosterilmis ve ayrica sekil 4.9°da grafik halinde
verilmistir. Bacillus sp. F84b izolat1 da A333 ve F84a izolatlarina benzer sekilde hiicre
dis1 enzim iiretmektedir. izolat, 4 saatlik bir lag faz1 igermektedir. Bu bakteri 8-20.
saatler arasinda logaritmik tireme fazindan sonra duraklama fazina girmektedir.
Baslangicta 7.46 olarak olgiilen besiyeri pH’1 6.04’e diismektedir. izolat 20. saatten
sonra tamamen sporlanmaktadir. Logaritmik fazin baglangici olan 8. saatte bakterideki
hiicre i¢i a-glukozidaz miktar1 maksimum seviyeye ulagsmaktadir. Logaritmik fazin 12.
saatinde hiicre i¢indeki enzim seviyesi diiserken, hiicre disinda maksimuma ulasmakta
ve hiicre disindaki enzim, duraklama fazinin sonuna kadar aktivitesine devam
etmektedir. Bu verilere bagli olarak F84b izolat1 da hiicre dis1 enzim lreticisi bir bakteri

olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 4.10 Bacillus sp. F84b izolatinin zamana bagli 48 saatlik tireme egrisi, pH
degisimi ve a-glukozidaz iiretimi degerleri
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Sekil 4.9 Bacillus sp. F84b izolatinin zamana bagli 48 saatlik tireme egrisi, pH degisimi
ve a-glukozidaz iiretimi degerleri grafigi
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Bacillus sp. E134 izolatinin zamana bagli iireme egrisi, besiyeri pH’1 ve a-glukozidaz
tiretimi degerleri cizelge 4.11°de gosterilmis ve ayrica sekil 4.10’da grafik halinde
verilmistir. Bacillus sp. E134 izolati, 4. saate kadar olan lag fazindan sonra 16. saate
kadar logaritmik lireme fazi, 16. saatten sonra da duraklama fazina girmektedir.
Mikroorganizma 20. saatten sonra tamamen sporlanmaktadir. Baslangigta 7.44 olan
besiyeri pH’1 48 saat sonunda 5.97’ye kadar diigmiistiir. Lag fazinin sonundaki 4. saatte
hiicre i¢i a-glukozidaz liretimi maksimuma ulagsmakta ve logaritmik fazin 8. saatinden
itibaren hiicre i¢i enzim hiicre disina birakilmaktadir. Fakat su ana kadar bahsedilen
diger izolatlardan farkli olarak hiicre i¢i ve hiicre dig1 enzim miktar1 8. saatten 48. saatin
sonuna kadar birbirine olduk¢a yakin degerlerde ve daha diisiik oranda azalarak devam
etmektedir. Mezofilik suslar olan Bacillus LMM-12 (Arellano-Carbajal and Olmos-Soto
2002) ve B. amyloliquefaciens (Urlaub and Wober 1978) ile yapilan g¢alismalarda
oldugu gibi E134 izolatinin sergiledigi a-glukozidaz iiretimi, ne hiicre i¢i ne de hiicre
dis1 tanima uymamakta, hiicreye bagli sekilde bulunmakta ve enzim lag fazi
baslangicinda maksimum seviyede sentezlendikten sonra logaritmik fazda hiicre
icerisinde belli oranda kalirken hiicre digina yakin miktarda birakilmaktadir. Daha 6nce
rapor edilen termofilik Bacillus tiirlerinden sadece G. thermodenitrificans HRO10
susunun hiicre membrani ile iligkili olarak hem hiicre i¢i ve hem de hiicre dis1 enzim
tirettigi belirlenmistir (Ezeji et al. 2005). Bu nedenle E134 izolati, su ana kadar hem
hiicre dist hem de membrana bagli a-glukozidaz trettigi bildirilen nadir termofilik

Bacillus izolatlarindandr.

115



Cizelge 4.11 Bacillus sp. E134 izolatinin zamana bagli 48 saatlik tireme egrisi, pH
degisimi ve a-glukozidaz iiretimi degerleri
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Sekil 4.10 Bacillus sp. E134 izolatinin zamana bagli 48 saatlik tireme egrisi, pH
degisimi ve a-glukozidaz tiretimi degerleri grafigi
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G. stearothermophilus ATCC 12980 susunun zamana bagli {ireme egrisi, besiyeri pH’1
ve a-glukozidaz tretimi degerleri ¢izelge 4.12°de gosterilmis ve ayrica sekil 4.11°de
grafik halinde verilmistir. Standart a-glukozidaz iireticisi G. stearothermophilus ATCC
12980 susu hiicre i¢i a-glukozidaz lireticisi bir bakteri olarak bilinmektedir (Suzuki et
al. 1976b). Bu mikroorganizmanin 48 saatlik iireme egrisine gore 4 saatlik lag fazindan
sonra 12. saate kadar logaritmik faza, 12. saatten sonra da duraklama fazina girmistir.
Besiyeri pH’1 baslangicta 7.2 iken 8. saatte 5.2°ye diismiistiir. ATCC 12980 susu,
logaritmik fazin baglangicindan itibaren a-glukozidaz iiretmekte olup 4. saatte enzim
sentezi hiicre i¢inde en yiiksek seviyeye ¢ikmaktadir. Sekizinci saatten itibaren besiyeri
stvisinda az miktarda enzim aktivitesi Olciilmeye baslanmistir. ilk 4 ile 8. saatler
arasinda hiicre i¢inde ¢ok yiiksek oranlarda iiretilen enzim miktari, 12. saatten itibaren
hem hiicre i¢inde hem de hiicre disinda ani bir sekilde dismiistiir. Enzim 8. saatten
sonra bir miktar hiicre digina birakilsa da ortam pH’min stabilitesini etkilemesinden
dolay1, hiicre disinda uzun siire stabilitesini koruyamadigindan kisa siirede

aktivasyonunu yitirmektedir .

Cizelge 4.12 G. stearothermophilus ATCC 12980 numarali standart susun zamana bagli
48 saatlik tireme egrisi, pH degisimi ve a-glukozidaz iiretimi degerleri
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Sekil 4.11 G. stearothermophilus ATCC 12980 numarali standart susun zamana bagl
48 saatlik tireme egrisi, pH degisimi ve a-glukozidaz liretim degerleri grafigi

Standart susun ve izolatlarin 48 saatlik siirede pelet yas agirligt basina diisen o-
glukozidaz iiretimleri (U/ml/g) ¢izelge 4.13°de birbirleriyle kiyaslanmistir. Buna gore
Bacillus sp. A333 hiicre dis1 a-glukozidaz iireticisi olup 12. saatte enzimi hiicre iginde
iretip 16. saatten sonra hiicre disina birakmaktadir. Hiicre dis1 enzim iireten F84a ve
F84b izolatlari, 8. saatte hiicre i¢inde a-glukozidazi {iiretip 12. saatte hiicre disina
salgilamaktadir. Su ana kadar termofilik Bacillus suslari ile yapilan ¢alismalarda hemen
hemen hepsinin hiicre i¢i enzim {irettigi goriilmiistiir. Sadece Suzuki ve arkadaglarinin
B. thermoamyloliquefaciens KP1071 susu ile yaptiklari bir ¢alismada sentezlenen a-
glukozidaz 1 enziminin hiicre disindan saflagtirildigi rapor edilmistir (Suzuki et al.
1992). G. thermoglucosidasius susu ile yapilan bir baska ¢alismada oligo-1,6-
glukozidaz enziminin, Bacillus sp. A333, F84a ve F84b izolatlarindaki a-glukozidazlar
gibi hiicre i¢inde sentezlenip, logartimik fazin sonunda lizize bagli olarak hiicre disina

birakildig1 belirlenmistir (Suzuki et al. 1976a). Bu nedenlerle, Bacillus sp. A333, F84a
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ve F84b izolatlari, termofilik Bacillus tiirleri arasinda hiicre disina a-glukozidaz birakan

nadir termostabil a-glukozidaz iireticisi bakteriler olarak degerlendirilebilir.

Bacillus sp. A343’iin, ATCC 12980 numarali standart sus gibi 4. saatte hiicre ig¢inde
ylksek oranda o-glukozidaz sentezledigi saptanmis ve hiicre i¢i enzim iireticisi olarak
adlandirilmigtir. Ancak Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin, standart enzimden farkli
olarak ortam pH’indan daha az etkilenip daha uzun siire stabil kalabildigi

goriilmektedir.

Hiicre i¢i a-glukozidaz tireticisi A343 izolat1 ve ATCC 12980 susu ile hiicre dis1 enzim
ureticisi A333, F84a ve F84b izolatlarindan farkli olarak, E134 izolatinin hem hiicre
dis1 hem de hiicreye bagh o-glukozidaz iirettigi belirlenmistir. Izolat, 4. saatte enzimi
hiicre icinde iliretmeye baslamakta ve 8. saatte bu enzimin bir kismini hiicre disina
birakmaya baslamaktadir. Bunun yaninda Bacillus sp. A343 ve E134 izolatlarinin,
ATCC 12980 susuna benzer sekilde gelisme evrelerinin 4. saati gibi erken bir
doneminde hiicre igcinde maksimum a-glukozidaz iiretmeleri, endiistriyel boyutta enzim

iretimi i¢in aranan bir ozelliktir.

Cizelge 4.13 Bacillus sp. A333, A343, E134, F84a, F84b izolatlarinin ve standart susun
zamana bagli 48 saatlik kiiltiirlerinden elde edilen hiicre i¢i ve dist enzim
aktivitesi/yas agirlik (U/ml/g) sonuglari

Bakteri Hiicre ici/

dis1 4.h 8.h 12.h 16.h 20.h 24.h 32.h 40.h 48.h
A333 Hiicre i¢i 0,87 0,86 2822 2,29 2,23 1,50 1,09 0,84 0,96
Hiicre dis1 <0,01 <0,01 1,89 14,14 13,73 9,59 7,8 4,04 2,87
Hiicre i¢i 11,76 6,4 2,66 1,80 0,78 1,27 1,84 1,13 1,01

A343
Hiicre dis1 <0,01 1,19 2,64 1,93 1,9 0,98 1,6 1,41 1,64
El34 Hiicre ici 17,96 6,57 6,15 7,05 6,47 5,42 5,47 5,67 4,56
Hiicre dist 2,75 7,34 7,68 6,99 6,89 5,41 5,7 5,01 4,44
04 Hiicre i¢i 5,71 10,86 1,44 1,06 0,20 0,10 0,57 0,47 0,61

F84a
Hiicre dis1 <0,01 <0,01 26,06 19,22 12,98 14,8 9,34 6,12 4,01
04 Hiicre i¢i 1,99 18,83 324 1,64 0,76 0,40 1,96 0,89 1,28

F84b
Hiicre dis1 3,61 0,85 24,3 19,98 18,1 12,89 9,57 5,97 4,34
Hiicre ici 22,54 2227 0,74 1,40 0,84 0,10 1,04 0,15 0,11

ATCC 12980

Hiicre dis1 0,26 0,63 0,5 0,2 0,51 0,2 0,53 0,42 0,3

119




Sonug olarak zamana bagl a-glukozidaz iiretim degerleri belirlenen bes izolatin hiicre
dis1, hiicre ici ve hiicreye baglh formlarda olmak iizere farkli sekillerde enzim iirettikleri
goriilmiistiir. a-Glukozidaz tiretiminde goriilen farkliliklar ve 6zellikle hiicre disi ile
hiicreye bagli enzim iiretim seklinin daha 6nce sadece birka¢ Bacillus susunda rapor
edilmis olmasi, bu galismada elde edilen Bacillus izolatlarinin bu agidan 6nemli o-

glukozidaz iireticisi bakteriler oldugu sdylenebilir.

Calismanin bu evresine kadar elde edilen veriler sonucunda, bundan sonraki o-
glukozidazlarin kismen saflagtirilmasi ve karakterizasyonu g¢aligmalarinda, hiicre disi
enzim {ireticisi olarak Bacillus sp. A333 ve hiicre i¢i enzim treticisi olarak Bacillus sp.

A343 izolatlar1 se¢ilmistir.

4.6 Bacillus sp. A333 ve A343 izolatlar1 ve Standart Suslarin Biyokimyasal ve
Morfolojik Test Sonuclar:

Bacillus sp. A333 ve Bacillus sp. A343 izolatlarinin ve standart suslarin cins diizeyinde
farkliliklarin1 belirlemek amaci ile biyokimyasal ve morfolojik testleri yapilmistir. Sekil
4.12-4.14°de sirasi ile bu izolatlara ve G. stearothermophilus ATCC 12980 susuna ait
faz kontrast mikroskobisi, NA besiyerindeki koloni morfolojileri ve amilaz aktivitesi
resimleri verilmistir. A333 izolatinin NA besiyerinde yuvarlak, dalgali kenarli, basik
dikey goriiniimlii, kuru tozumsu yiizey goriiniimlii ve krem renkli koloni morfolojisi
icerdigi, MI nisastali besiyerinde opak amilolitik zon olusturdugu ve terminal eliptik
endosporlu basil oldugu; A343 izolatinin NA besiyerinde yuvarlak, diiz kenarli, gébekli,
diiz yiizey goriinimli ve sar1 renkli koloni morfolojisine sahip oldugu, MI nisastali
besiyerinde seffaf amilolitik zon olusturdugu ve terminal eliptik endosporlu basil
oldugu belirlenmistir. G. stearothermophilus ATCC 12980 susunun NA besiyerinde
yuvarlak, diiz kenarli, kabarik dikey goriimlii, diiz ylizey goriiniimlii ve krem renkli
koloni morfolojisine sahip oldugu, MI nisastali besiyerinde seffaf amilolitik zon
olusturdugu ve terminal eliptik endosporlu basil oldugu belirlenmistir. Sonug olarak
A343 izolatimin standart G. stearothermophilus ATCC 12980’e¢ amilaz aktivitesi
yoniinden benzerlik gosterdigi; izolatlarin ve standardin koloni morfolojisine ait diger

ozellikler yoniinden farklilagtig1 goriilmektedir.
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Bu izolatlarin ve standart suslarin sicaklik ile pH istekleri, tuza toleranslar1 ve seker
fermentasyon testlerine ait biyokimyasal test sonuglar1 sonuglar1 ¢izelge 4.14°de
gosterilmistir. Test sonuglarina bakildiginda Bacillus cinsinin ortak karakterlerine sahip
olmalarina ragmen Bacillus sp. A333 ve A343 izolatlariin birbirinden farkli
olmalarinin yaninda test edilen tiim standart suslardan farkliliklar gosterdigi
belirlenmistir (Suzuki et al. 1976a, Claus and Berkeley 1984, Nazina et al. 2001,
Beldiiz et al. 2003).
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Sekil 4.12 Bacillus sp. A333’in a. 18 saatlik NA besiyerindeki iiremesi, b. MI
besiyerinde iyot ile test edilmis amilaz aktivitesi ve c. NB besiyerindeki 24
saatlik faz kontrast mikroskop goriintiisii (VH, vejetatif hiicre; S, spor; TE,
terminal endospor), (- : bar 1 pm’yi ifade etmektedir)
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Sekil 4.13 Bacillus sp. A343’tn a. 18 saatlik NA besiyerindeki tiremesi, b. MI
besiyerindeki iyot ile test edilmig amilaz aktivitesi ve c. NB besiyerindeki 24
saatlik faz kontrast mikroskop goriintiisii (VH, vejetatif hiicre; S, spor; TE,
terminal endospor), (- : bar 1 pm’yi ifade etmektedir)
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Sekil 4.14 G. stearothermophilus ATCC 12980’in a. 18 saatlik NA besiyerindeki
tiremesi b. MI besiyerindeki iyot ile test edilmis amilaz aktivitesi ve c. NB
besiyerindeki 24 saatlik faz kontrast mikroskop goriintiisii (- : bar 1 pm’yi
ifade etmektedir)
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Cizelge 4.14 Bacillus sp. A333 ve A343 izolatlar1 ile standart Bacillus tiirlerine ait biyokimyasal test sonuglari

Bakteri numarasi

G. str. G. str. G. str. G.thr.  A.fla. A kes. Agon. A. ayd. B.amyl
Test ATCC ATCC ATCC DSM DSM NCIB NCIB NCIB DSM 7 A333 A343

12980 43223 7953 2542 2641 13971 13933 13972
pH 6.8'de iireme + + + + + + + + TE + +
pH 5.7'de tireme - - - + - - - - TE - -
Kazein kullanimi + + + + - - - - TE - -
Sitrat kullanim - - - - - - - - TE - -
Tirozin kullanimi ) i i i i i ) i TE N )
Jelatin kullanim + + + - + - + + TE - +
Ure kullanim - - - - - - - - TE - -
H,S iiretimi - - - - - - - - TE - -
Nitratin nitrite indirgenmesi + + + + - + + - TE + +
Nitrattan gaz olusumu - - - - - - - - TE - -
Metil kirmizis1 testi + + + - + - - - TE - -
Voges-Proskauer testi (pH 6.9) - - - - - - - - TE - -
indol testi - - - - - - - R TE _ _
Sicaklik araligi (°C) 37-70 37-70 37-70 42-70 30-72 37-65 40-68 50-65 TE 45-69 37-69
Tuza (NaCl) tolerans (%) 0-5 0-5 0-5 0-3 2-5 0-3 0-4 0-3.5 TE 0-4.5 0-4.5
Lizozime direng (100 tinite) - - - ) - - - - TE - -




9Cl

Cizelge 4.14 Bacillus sp. A333 ve A343 izolatlar1 ile standart Bacillus tiirlerine ait biyokimyasal test sonuglar1 (devam)

Bakteri numarasi
G. str. G. str. G. str. G.thr.  A.fla. A.kes. Agon. A ayd. B.amvl
Test adx ATCC ATCC ATCC DSM DSM NCIB NCIB NCIB DSMy7 A333 A343
12980 43223 7953 2542 2641 13971 13933 13972
Sekerlerden asit olusumu
Maltoz + + + + + + + + - + +
D-Fruktoz + + + + + + + + + + +
Laktoz
- - - - + - - + - - -
Glukoz + + + + + + + + + + +
Glukoz’dan gaz olusumu - - - - - - - - - - -
D-(+)-Galaktoz - - + - - + + + + + -
Sakkaroz + + + + + + + + + - +
D-(+)-Ksiloz - - - + - - + + + + +
D-(+)-Mannoz + + + - + - - + + + +
D-Sorbitol - - - - - - - _ + _ .
L-Arabinose - - - + - - - + - - -
Raffinose + + - + + + + - + + +
D-(-)-Mannitol - - - - + + + + + + +

Not: Standart suslarin tiir adlari; G. str.: G. stearothermophilus ATCC 12980, G. stearothermophilus ATCC 43223, G. stearothermophilus ATCC 7953,
G. thr: G. thermoglucosidasius DSM 2542, A. fla.: A. flavothermus DSM 2641, A. kes.: A. kestanbolensis NCIB 13971, A: gon.: A. gonensis NCIB 13933,
A.ayd.: A. ayderensis NCIB 13972, B. amyl.: B. amyloliquefaciens DSM 7’dir.



4.7 a-Glukozidaz Saflastirma Sonuglari

Bacillus sp. A333 izolatina ait hiicre dist a-glukozidaz enzimi besiyeri sivisindan %71
verimle ve 2.7 kat amonyum siilfat presipitasyonu ile kismi olarak saflastirilmis olup
saflagtirma basamaklar1 ¢gizelge 4.15’de verilmistir. Bacillus sp. A343 izolatina ait hiicre
i¢i a-glukozidaz enzimi ise sonikasyon sonrasi iist sividan %60 verimle 1.27 kat
saflastirilmis olup saflastirma basamaklar1 ¢izelge 4.16’de verilmistir. Her iki enzim
kiyaslandiginda Bacillus sp. A333 a-glukozidazi hiicre dis1 bir enzim olmasi nedeniyle
daha yiiksek oranda saflastirilmasina ragmen, Bacillus sp. A343 izolatina gére daha
diisiik bir spesifik aktiviteye sahiptir. Bunun tersine Bacillus sp. A343 a-glukozidazi
hiicre i¢i bir enzim oldugundan sonikasyon sonrasi daha fazla miktarda proteinin ortama
katilmas1 nedeniyle daha diisiik oranda saflagtirildigi halde spesifik aktivitesi daha
ylksek bulunmustur.

Daha 6nce yapilan amonyum siilfat presipitasyonu ¢alismalarinda o-glukozidazlar ham
ekstrakttan 1 ile 4 kat aras1 kismen saflastirilabilmistir (Suzuki et al. 1984, Murakami et
al. 1998, Hung et al. 2005). G. thermoglucosidasius KP1006 susunun oligo-1,6-
glukozidaz enzimi, besiyeri sivisindan %40-75 amonyum stilfat presipitasyonu ile 1.18
kat saflagtirillmistir (Suzuki et al. 1984). Murakami ve arkadaslar1 (1998), hiicre i¢i bir
enzim olan B. flavocaldarius KP1228 a-glukozidazini %20-40 amonyum siilfat
presipitasyonu ile sonikasyon sonrasi st sividan 2.9 kat saflastirdiklarin1 rapor
etmiglerdir. Bir bagka arastirmada, Geobacillus HTA462 a-glukozidazinin %60
amonyum siilfat presipitasyonu ile sonikasyon sonrasi iist sividan 1.5 kat saflagtirildigi

belirtilmistir (Hung et al. 2005).
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Cizelge 4.15 Bacillus sp. A333 hiicre dis1 a-glukozidazinin amonyum siilfatla saflastirma

basamaklari
= ‘7 ] ]

~ ] 2 < = @

e £ §E S E 2% : %%

Saflagtirma S . 2= SE =~ % E = s 2
basamaklari E e cE S5 & 2 a2 2 & =
I- Ham ekstrakt 989 0,44 4374 0,05 44,8 0,10 100,0 1,00
II- 60 °C tist s1vis1 970 0,40 3882 0,05 48,3 0,12 108,0 1,22
60 °C peleti 9 077 69 005 04 006 1,0 062
I11-%35 AS tist s1visi 1020 0,50 5064 0,08 78,1 0,15 1745 1,51
%35 AS peleti 13 0,60 7,8 0,07 09 0,11 2,0 1,11
IV-%35-60 AS {ist s1vis1 1010 0,25 253,5 0,01 10,1 0,04 22,6 0,40
%35-60 AS peleti 136 235 320,5 064 87,6 026 1957 2,67

V- Diyaliz sonrasi 280 041 1160 011 320 027 71,5 270

NOT: AS: Amonyum siilfat, Saflastirma basamaklar1 asagida verilen formiillere gére hesaplanmustir.
Toplam protein (mg) = Protein (mg/ml) X Hacim (ml)
Toplam aktivite (U) = Enzim aktivitesi (U/ml/min) X Hacim (ml)
Spesifik aktivite (U/mg) = Toplam aktivite/Toplam protein
Verim (%) = Toplam aktivite/Ham ekstraktin toplam aktivitesi
Saflastirma katsayis1 = Spesifik aktvite/Ham ekstraktin spesifik aktvitesi

Cizelge 4.16 Bacillus sp. A343 hiicre i¢i a-glukozidazinin amonyum siilfatla saflastirma

basamaklar1

_ = P 2

—~ o0 =) 2z - -
T £ Zz : < g £,
e £ E g2 § 2% ¢ &%
T 2 2 SE E- TE £ &2
Saflastirma basamaklan = E SE 52 &2 &8 S S S

I- Sonik. sonrasi iist s1vi 28 099 275 0,66 18,5 0,67 100 1

II- 60°C tist s1vis1 22 0,92 20,2 0,60 13,2 0,65 71,18 0,97
60°C peleti 4 0,58 2,30 0,10 0,39 0,17 2,13 0,25
III- %75 AS iist s1visi 25 0,03 0,84 0,01 0,31 0,37 1,70 0,55
%75 AS pelet 16 0,96 149 0,79 12,2 0,82 66 1,22
IV- Diyaliz sonrasi 33 0,39 12,9 0,34 11,1 0,85 60 1,27

NOT: AS: Amonyum siilfat, Saflagtirma basamaklar1 asagida verilen formiillere gore hesaplanmustir.
Toplam protein (mg) = Protein (mg/ml) X Hacim (ml)
Toplam aktivite (U) = Enzim aktivitesi (U/ml/min) X Hacim (ml)
Spesifik aktivite (U/mg) = Toplam aktivite/Toplam protein
Verim (%) = Toplam aktivite/Ham ekstraktin toplam aktivitesi
Saflastirma katsayis1 = Spesifik aktvite/Ham ekstraktin spesifik aktvitesi
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Bacillus sp. A333 a-glukozidaz1 %35-60, Bacillus sp. A343 a-glukozidazi ise %75
amonyum siilfat ile ¢oktliriilmistiir. Bir protein ¢ozeltisine ¢ok miktarda tuz ilavesiyle
hidrofobik kisimlar birbiriyle etkileserek ¢okelir. Dolayist ile proteinin agregasyona
ugrayarak ¢okmesi, o proteinin hidrofobisitesi ile alakalidir. Daha fazla hidrofobik alana
sahip proteinler daha az amonyum siilfat ile ¢oker (Erarslan ve ark. 2005). Amonyum
stilfat konsantrasyonundaki bu farkliliklar Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin

hidrofobik bolgeler yoniinden diger enzime gore daha zengin oldugunu gosterebilir.

4.8 Enzimlerin SDS ve N-PAGE’deki Elektroforetik Mobiliteleri ile Molekiil
Agirhiklar:

Standart saf a-glukozidazi (Sigma G3651), G. thermoglucosidasius DSM 2542 oligo 1-
6 glukozidazi, G. stearothermophilus ATCC 7953 ve G. stearothermophilus ATCC
12980 hiicre igi a-glukozidazlar ile Bacillus sp. A343 ve A333 a-glukozidazlarinin N-
PAGE’deki 4-MUG substrat1 ile yapilan aktivite boyamalar: sirastyla Sekil 4.15.a’da;
jelden ekstrakte edilen Bacillus sp. A333 ve A343 a-glukozidaz enzim bantlarinin SDS-
PAGE’de verdigi protein bantlar1 ise Sekil 4.15.b’de goriilmektedir.
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Enz 1 (A343 ve A333)

Enz 2 (A333)

Enz 2 (A343)

kba M 1 2 3 4 5

205-

116- —
97.4- -

060 Enz 1

45'. - . Enz 2
i3

b**

Sekil 4.15 a. Bacillus sp. A333 ve A343 a-glukozidaz enzimlerinin ve standart bakteri
enzimlerin N-PAGE sonras1t 4-MUG substrati ile yapilan aktivite boyamast,
b. Bacillus sp. A343 ve A333 a-glukozidazlarinin preparatif N-PAGE’den
ekstrakte edilen enzim bantlarinin SDS-PAGE’deki protein profilleri

* Hat 1-6 sirastyla, standart a-glukozidaz (Sigma G 3651); G. thermoglucosidasius DSM 2542 oligo 1-6
glukozidazi; G. stearothermophilus ATCC 7953 hiicre i¢i a-glukozidazi; G. stearothermophilus ATCC
12980 hiicre igi a-glukozidazi; Bacillus sp. A343 ve A333 a-glukozidazi

**Hat M; molekiil agirlik standardi (Sigma MW-SDS-6H), Hat 1-5 sirasiyla, standart a-glukozidaz (MW
66 kDa); A343’{in 2. enzim bandi; A343’iin 1. enzim bandi; A333’lin 2. enzim bandi; A333’{in 1. enzim
band1

130



Beklendigi gibi saf enzim tek bant vermis (Sekil 4.15.a, Hat 1); G. thermoglucosidasius
DSM 2542 oligo 1-6 glukozidazi, G. stearothermophilus ATCC 7953 ve G.
stearothermophilus ATCC 12980 a-glukozidazlarindan farkli bir profil gostermis olup
(Sekil 4.15.a, Hat 2, 3 ve 4) ikiser enzim bandina sahip olan Bacillus sp. A343 ve A333
a-glukozidazlar (Sekil 4.15.a, Hat 5, 6) ise Enzim 2 yoniinden birbirinden ve standart
enzimlerden farkli bir mobilite gostermistir. Buna karsilik Enzim 1’in tiim bakterilerde

ayn1 pozisyonda bulundugu goriilmektedir.

Daha 6nce yapilan bazi ¢calismalarda ayni mikroorganizmadan birden fazla a-glukozidaz
enzimi izole edilmistir (Suzuki et al. 1984a, Suzuki et al. 1992, Kashiwabara et al.
2000). Suzuki ve arkadaslar1 (1984a), jel immiinodifiizyon analizlerinde G.
stearothermophilus ATCC12016 a-glukozidaz enziminin ham ekstraktinda, homolog
proteinlerden olusan ve pNPGaz aktivitesine sahip iki fraksiyon belirlemis, her iki

enzimin de benzer antijenik yapilar i¢cerdigi rapor edilmistir.

Ayrica G. thermoamyloliquefaciens KP1071 susunun farkli molekiiler, katalitik ve
immiinolojik 6zelliklere sahip ii¢ farkli a-glukozidaz enzimi sentezledigi belirlenmistir
(Kashiwabara et al. 2000). a-Glukozidaz I, 62 kDa’luk monomerik yapili bir ekzo-a-
1,4-glukozidaz olup glukozil hidrolazlarin 13. familyasina dahil edilmistir. Jel filtrasyon
analizi sonucunda a-Glukozidaz II enziminin 540 kDa’luk homohekzamerik bir yapida
oldugu ve hem ekzo-a-1,4-glukozidaz hem de oligo-1,6 glukozidaz aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir. o-Glukozidaz III enziminin ise 530 kDa’luk homohekzamerik bir o-
glukozidaz oldugu belirlenmistir. Otuzbirinci familyaya ait bilinen tim oa-
glukozidazlarin, hipertermofilik arkeal a-glukozidazlar hari¢ okaryotik orijinli oldugu
bildirilmis ancak; G. thermoamyloliquefaciens KP1071 a-Glukozidaz II ve III enzimleri
amino asit dizi benzerliklerine gore arkeal ve Okaryotik a-glukozidazlarin bulundugu

31. familya grubuna dahil edilmislerdir.
Bu c¢alismada, N-PAG’dan eckstrakte edilen Bacillus sp. A333 ve A343 o-

glukozidazlarin birinci enzim bantlarinin molekiil agirligi yaklasik olarak 60 kDa, ikinci

enzim bantlarinin molekiil agirligi ise 44 kDa civarinda hesaplanmistir (Sekil 4.15.b).
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Yapilan arastirmalarda pek ¢ok Bacillus cinsi susa ait a-glukozidazlarin molekiil agirligi
30 ila 102 kDa arasinda degisiklik gosterdigi ve genellikle 70 kDa’un altinda
bulundugu belirlenmistir (Giblin et al. 1987, Piller et al. 1996, Albert et al. 1998,
Murakami et al. 1998). Ayrica G. stearothermophilus ATCC 12016 susundan
saflagtirilan standart a-glukozidazin molekiil agirligi da Takii ve arkadaslar1 (1992) ile
iiretici firma (Sigma) tarafindan 66 kDa olarak belirtilmistir. Kullanilan standart saf
enzimin SDS-PAGE analizi, molekiil agirhigmi dogrular sekilde 66 kDa olarak

hesaplanmustir.

Sonug olarak, bu ¢alismada izole edilen Bacillus sp. A333 ve A343 izolatlarinin tirettigi
a-glukozidazlarin test edilen standart saf enzim ve standart bakterilerin a-
glukozidazlarindan farkli bir elektroforetik mobiliteye sahip olmasi ve SDS-PAGE
analizleriyle her bir izolattan yakin molekiiler agirliklarda 2 bandin goriilmesi, farkl a-
glukozidaz iireticisi Bacillus sp. izolatlarmin elde edildigini gdstermektedir. Ileride
yapilacak caligmalarda Bacillus sp. A333 ve A343 izolatlarinin {rettigi o-

glukozidazlarinin tamamen saflagtirilmasiyla daha kesin sonuglara ulasilacaktir.

4.9 Bacillus sp. A333 ve A343 0-Glukozidazlarimin Farkh Sicakhik ve pH’lardaki
Aktivite ve Stabiliteleri

Bir enzimin pH ve sicaklik istegi genelde elde edildigi mikroorganizmanin yasadigi
ortamla iliskilidir. Bacillus cinsi mikroorganizmalar ¢ok ¢esitli habitatlardan izole
edildiginden, a-glukozidazlarimin sicaklik ve pH optimumlart da degisiklik
gostermektedir. Bazi mezofilik ve termofilik Bacillus suslarindan izole edilen a-
glukozidazlarin sicaklik optimumlar1 37 ile 85°C arasinda degisiklik gostermektedir.
Yine alkali ortamlardan asidik ortamlara kadar farkli habitatlarda yasayabilen Bacillus
suslarina ait a-glukozidazlarin pH istekleri 5 ile 9 arasinda rapor edilmistir. Termofilik
enzimlerin konformasyonel stabiliteleri, yiliksek sicakliklardaki ve genis pH
araliklarindaki stabilitelerinin de artmasina neden olmaktadir (Suzuki et al. 1987a,

Hung et al. 2005).
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Bacillus sp. A333 ve A343 a-glukozidazlarimin sicaklik optimumlart ve stabiliteleri
cizelge 4.17°de ve sekil 4.16’da verilmistir. Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin
aktivitesi i¢in optimum sicaklik 60°C, bu sicakliktaki stabilitesi %100 olarak
bulunurken, sicaklik 70°C’ye yiikseltildiginde aktivite %53’e, stabilite ise %61’e
dismiistiir. Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin ise aktivitesi i¢in optimum sicaklik
65°C, bu sicakliktaki sicaklik  70°C’ye

stabilitesi %85 olarak bulunmusken,

yiikseltildiginde aktivite %86 ya, stabilitesi ise %42’ye diigmiistiir.

Cizelge 4.17 Bacillus sp. A333 ve A343 a-glukozidazlarinin farkli sicakliklardaki bagil
aktivite ve stabiliteleri

A333 a-glukozidaz A343 o-glukozidazi
Sicakhik
. . . . . L. Bagil Stabilite

Bagil Aktivite | Bagil Stabilite | Bagil Aktivite (%)

¢O) (%) (%) (%)
95 3 - 1 -
90 4 4 1 1
85 2 3 2 1
80 1 5 5 1
75 8 4 16 2
70 53 61 86 42
65 78 89 100 85
60 100 100 75 96
55 82 96 41 97
50 67 94 28 97
45 57 96 17 98
40 53 97 12 98
37 43 97 12 100
35 42 97 8 98
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Sekil 4.16 Bacillus sp. A333 ve Bacillus sp. A343 a-glukozidaz enzimlerinin farkli
sicaklik degerlerindeki aktivite ve stabiliteleri
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Bacillus sp. A333 ve A343 a-glukozidazlarinin optimum pH degerleri ve farkli pH
degerlerindeki stabiliteleri ¢izelge 4.18 ve sekil 4.17°de verilmistir. Bacillus sp. A333 a-
glukozidazinin optimum pH’1 6.8 ve stabilitesinin %100 oldugu pH ise 8-8.5 arasinda
bulunurken, Bacillus sp. A343 a-glukozidazi i¢in bu degerler sirasiyla 7.0 ve 5.0 olarak
tespit edilmistir. Diger taraftan Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin pH 6.8-9.5
araliginda %90 stabil oldugu; buna karsilik Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin ise pH
5.0-5.5 araliginda genelde stabilite gosterirken, pH’in 5’den 4.5’a diisiiriilmesi ile

stabilitenin bu enzimde %87 oraninda kaybedildigi belirlenmistir.

Cizelge 4.18 Bacillus sp. A333 ve A343 a-glukozidazlarmin farkli pH’lardaki bagil
aktivite ve stabiliteleri

A333 a-glukozidaz A343 a-glukozidazi
H Bagil Aktivite | Bagil Stabilite | Bagil Aktivite | Bagil Stabilite
P (%) (%) (%) (%)
11,0 9 40 70 40
10,0 10 52 80 50
9,5 13 89 85 50
9,0 31 90 90 56
8,5 33 100 96 61
8,0 71 100 96 60
7,5 74 99 99 72
7,0 89 92 100 80
6,8 100 91 99 82
6,5 90 85 95 84
6,0 80 80 89 85
5,5 79 75 84 98
5,0 68 70 82 100
4.5 39 46 70 13
4,0 3 9 1 10
3,5 0 4 0 8
3,0 2 0 0 4
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Sekil 4.17 Bacillus sp. A333 ve Bacillus sp. A343 a-glukozidaz enzimlerinin farkli pH
degerlerindeki aktivite ve stabiliteleri
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Termofilik Bacillus suslarindan izole edilen o-glukozidaz enzimlerinin, farkli
sicakliklardaki aktivite ve stabiliteleri ile ilgili yapilan calismalardan birinde G.
stearothermophilus ATCC 7953 susunun 63-77°C arasindaki yiiksek sicakliklarda
aktivite gosterdigi ve optimum sicakliginin 63°C oldugu belirlenmistir (Albert et al.
1998). B. caldovelax DSM 411 ve G. stearothermophilus ATCC 12016 a-glukozidaz
enzimleri sirasiyla 60°C ile 70°C’de optimal aktivite gosterdigi; G. stearothermophilus
ATCC 12016 enziminin 70°C’de optimal aktivite gosterip bu sicaklikta 10 dakika
bekletildiginde aktivitenin sadece %7’sinin geri kazanabildigi rapor edilmistir (Suzuki
et al. 1984b). B. caldovelax enzimi ise daha yiiksek bir termostabilite gostermekte olup,
70°C’deki yarilanma omrii 1 saattir (Giblin et al. 1987). Su ana kadar rapor edilen ve en
yiksek optimum aktiviteye sahip termofilik Bacillus enzimi, B. flavocaldarius
KP1228’den izole edilmistir ve sicaklik optimumu 78°C olan enzimin, bu sicakliktaki

stabilitesi oldukga diisiik bulunmustur (Murakami et al. 1998).

Daha oOnce yapilan calismalarda en yiiksek asidik pH’da optimal aktivite gosteren
termofilik Bacillus a-glukozidazi, pH 5.1°deki aktivitesi ile B. flavocaldarius KP1228
(Suzuki et al. 1987) olarak tespit edilmistir. En yiiksek alkali ortamda optimal aktivite
gosteren sus ise pH 9°daki aktivitesi ile Geobacillus HTA-462 (Hung et al. 2005) olarak
belirlenmistir. Bu alkali ve asidik ortamlardan izole edilen enzimler disinda ¢alisilan o-
glukozidazlar, genellikle pH 6 civarinda optimal aktivite gosterirler. Ayrica standart

olarak kullanilan ATCC 12016 a-glukozidazi pH 6.5’da optimal aktivite gdstermistir.

Sonug¢ olarak; Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin optimum sicakligt A343 a-
glukozidazina gore daha diisiik olmasina ragmen, yiiksek stabiliteye sahip oldugu, pH
stabilitesinin de ayni sekilde daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu da A333 a-
glukozidazinin hiicre disina birakilan tipte olmasiyla ilgili olabilir. Bu nedenler ile
ozellikle Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin biyoteknolojik uygulamalar i¢in stabilite

yoniinden daha uygun oldugu sdylenebilir.
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4.10 Enzim Kinetigi Sonuclari

Kinetik caligmalarda enzimin yiiksek aktivite gosterdigi substrat olan pNPG’nin daha
once doygunluk derecesi belirlenen 0.5-5 mM’lik farkli konsantrasyonlar1 kullanilmistir.
Enzimin kinetik parametreleri olan V. ve K, degeri Lineweaver-Burk grafiginden
belirlenmistir. Buna gére Bacillus sp. A333 a-glukozidaz enzimi i¢in K, degeri 1.38 mM
ve Vmax degeri 2.96 U/ml/dak olarak bulunurken (Sekil 4.18), bu degerler Bacillus sp.
A343 a-glukozidaz enzimi igin sirastyla 0.85 mM ve 27.47 U/ml/dak olarak elde
edilmistir (Sekil 4.19). Ayn1 kosullarda kiyaslama amaci ile test edilen standart saf a-
glukozidaz enziminin (Sigma G 3651) Ky, ve Vmax degeri de sirasiyla 0.43 mM ve 30.30
U/ml/dak olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.18 Bacillus sp. A333 a-glukozidaz enziminin pNPG substratina gore a.
Michaelis-Menten ve b. Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 4.19 Bacillus sp. A343 a-glukozidaz enziminin pNPG substratina gore a.
Michaelis-Menten ve b. Lineweaver-Burk grafikleri
Bir enzimin substrata kars1 olan ilgisi, K, sabiti ile ilgili olup enzimin K,, sabiti ne
kadar diigiik ise substrata olan afinitesi de o derece yiiksek olur. a-Glukozidazlar ¢cok
genis substrat spesifikligi gosterdiklerinden, a-glukozidik baglara spesifikliklerini
kolorimetrik olarak belirlemek amaci ile yapay substrat pPNPG kullanilmaktadir. Degisik
mikroorganizmalardan izole edilen a-glukozidazlarla yapilan kinetik caligmalarda,
PNPG substratina karst 0.12-14.2 mM arasinda degisen K, degerleri elde edilmistir
(Murakami et al. 1998, Nashiru et al. 2001). K, ve Vi, degerleri karsilastirildiginda,
Bacillus sp. A343 a-glukozidazi, A333 enzimine gore pPNPG’ye daha yiiksek bir afinite

gdstermistir.

4.11 Substrat Spesifikligi

Substrat spesifikligi denemelerinde Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin en yiiksek
aktivite gosterdigi substratlar sirasiyla maltoz> dekstrin> turanoz> maltotrioz>
maltopentoz> maltotetroz> maltoheksoz> fenil-a-D-glukozit olarak belirlenmistir. Bu
enzim kullandig1 substratlardaki a-1,4 ve a-1,3 glukozidik baglar1 hidroliz ederek D-
glukoz monomerleri olusturmaktadir. Sonuglar Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin bu
enzim grubunun karakteristik 6zelligi olan maltooligosakkaritlerdeki a-1,4 baglarina

etki ettigini gostermektedir (Cizelge 4.19).
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A333 a-glukozidazi; pNPG, maltoz, maltooligosakkaritlere etki eden Geobacillus HTA-
462 (Hung et al. 2005); maltoz, maltooligosakkaritler, nigeroz, trehaloz ve pPNPG’ye etki
eden G. stearothermophilus ATCC 7953 (Albert et al. 1998) ve maltoz,
maltooligosakkaritler ve pNPG’ye spesifiklik gosteren B. thermoamyloliquefaciens
KP1071 o-Glukozidaz 1 enzimine (Kashiwabara et al. 2000) substrat spesifikligi
yoniinden benzerlik gostermistir. Bu nedenle Bacillus sp. A333 a-glukozidazi, substrat
spesifikligi acisindan maltooligosakkaritlere etki eden a-glukozidazlar smifina dahil
edilebilir. Ayrica A333 a-glukozidazi, enzim KP1071 a-glukozidazina benzer sekilde
nisasta ve izomaltozun o-1,6 glukozidik baglarina zayif etki ettiginden, nisastanin
dallanma noktalarina gelindiginde hidroliz etkisi azalmaktadir (Sekil 4.20, Hat 7). A333
enzimi ¢Ozlinlir nigasta gibi a-glukanlardan ¢ok, diisiik molekiiler agirlikli maltoz ve

maltooligosakkaritlere ¢ok daha fazla spesifiklik gdstermistir.

Cizelge 4.19 Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin degisik substratlara bagil olarak
olusturdugu glukoz miktarlar1 (%)

Substrat Substratin bag tipi Konsantrasyonu olusumu (%)
Maltoz” Glu-a-1,4-Glu, n=2 10 mM 100
Dekstrin’ (CeH1206)n 1% 67
Turanoz’ Glu-a-1,3-Fruc 10 mM 56
Maltotrioz” (Glu-a-1,4); n=3 10 mM 44
Maltopentozb (Glu-a-1,4)4-Glu, n=5 10 mM 44
Maltotetroz” (Glu-a-1,4);-Glu, n=4 10 mM 33
Maltoheksoz® (Glu-a-1,4)6, n=6 10 mM 33
Fenil-a-D-glukozit®  Glu-a-1-fenil 10 mM 22
Metil-o-D-glukozit®  Glu-a-1-metil 10 mM 11
Maltotiol’ Glu-o-1,4-sorbitol 10 mM 11
Panoz’ Glu-a-1,6-Glu-a-1,4-Glu 10 mM 11
[zomaltoz® Glu-a-1,6-Glu, n=2 10 mM 11
[zomaltorioz® (Glu-0-1,6)3, n=3 10 mM 11
Trehaloz* Glu-o-o/-Glu 10 mM 11
Sakkaroz* Glu-a-1,2-Fruc 10 mM 11
Laktoz* Gal-B-1,4-Glu 10 mM 11
Raffinoz* Gal-a-1,6-Glu-a-1,2-B-Fruc 10 mM 11
Amiloz* (Glu-0-1,4 )n 1% 11
Coziintir nisastad (CeH2011)n 1% 11

NOT: Substratlarin kullanim amaglari ®* olarak gruplandirilmistir. Buna gore * Glukozidik bag hidrolizi igin; ® maltooligosakkaritler
(n=2-6), rediikleyici olmayan terminal a-1,4 bag hidrolizi i¢in; © izomaltooligosakkaritler (n=2-3), rediikleyici olmayan terminal
a-1,6 bag hidrolizi igin; ¢ glukoz olusumu i¢in, kullanilmistir.
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Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin en yiiksek aktivite gosterdigi substratlar sirasiyla
dekstrin> turanoz> maltoz> fenil-a —D-glukozit> maltotrioz> maltotetroz> maltopentoz>
izomaltoz> sakkaroz> kojibioz olarak belirlenmis olup substratlardaki a-1,4, a-1,3, a-1,2
ve a-1,6 glukozidik baglari hidrolize ederek D-glukoz monomerleri olusturmaktadir.
Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin substrat spesifikligi olduk¢a genis olup a-
glukozidazlarin tipik 6zelligi olan maltooligosakkaritlerdeki a-1,4 baglarinin yanisira

diger pek ¢ok glukozidik baga da etki etmektedir (Cizelge 4.20).

Yapilan ¢alismalarda oldukg¢a genis substrat spesifikligine sahip a-glukozidazlar rapor
edilmistir. Genis substrat spesifikligi gosteren o-glukozidazlar arasinda; pNPG,
izomaltoz, sakkaroz, maltoz, maltotrioz, trehaloz, turanoza etki edebilen Bacillus sp.
SAM1606 enzimi (Nakao et al. 1994b); maltoz, izomaltoz ve pPNPG’ye etki eden B.
thermoamyloliquefaciens KP1071 a-glukozidaz II enzimi (Kashiwabara et al. 2000) ve
a-sinir dekstrin, panoz, izomaltosakkaritler (n=2-6), pNPG, maltoz, sakkaroz, turanoz,
trehaloza etki edebilen B. flavocaldarius KP1228 enzimi (Murakami et al. 1998)
bulunmaktadir. Bacillus sp. A343 a-glukozidazi, s6zedilen enzimler gibi genis substrat
spesifikligine sahip olmasi ve hem maltoz hem de izomaltoza etki edebilmesi nedeniyle
maltoz ve izomaltoza etki edebilen a-glukozidazlar sinifina dahil edilebilir. A343 a-
glukozidazi, Bacillus sp. SAM1606 ve B. flavocaldarius KP1228 a-glukozidazlari gibi
substratlardaki a-1,4, a-1,3, a-1,2 ve a-1,6 glikozidik baglara gosterdigi genis substrat
spesifikligi nedeniyle, hidrolize doniik biyoteknolojik islemler i¢in uygun bir enzim

olabilir.
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Cizelge 4.20 Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin degisik substratlara bagil olarak
olusturdugu glukoz miktarlar1 (%)

< e s Substratin Bagil glukoz
Substrat Substratin bag tipi Konsantrasyonu olusumu (%)
Dekstrin® (CsH1206)n 1% 100
Turanoz’ Glu-o-1,3-Fruc 10 mM 80
Maltoz” Glu-a-1,4-Glu, n=2 10 mM 60
Fenil-a-D-glukozit®  Glu-a-1-fenil 10 mM 40
Maltotrioz” (Glu-a-1,4); n=3 10 mM 40
Maltotetroz” (Glu-0-1,4);-Glu, n=4 10 mM 40
Maltopentozb (Glu-a-1,4)4-Glu, n=5 10 mM 40
[zomaltoz’ Glu-0-1,6-Glu, n=2 10 mM 40
Sakkaroz* Glu-a-1,2-Fruc 10 mM 40
Kojibioz* a-D-Glu-(1,2)-D-Glu 5 mM 40
Metil-o-D-glukozit®  Glu-a-1-metil 10 mM 20
Maltoheksoz® (Glu-0-1,4)6, n=6 10 mM 20
Maltotiol Glu-a-1,4-sorbitol 10 mM 20
Panoz’ Glu-o-1,6-Glu-a-1,4-Glu 10 mM 20
Izomaltorioz® (Glu-0-1,6)3, n=3 10 mM 20
Trehaloz’ Glu-0-a'-Glu 10 mM 20
Laktoz® Gal-p-1,4-Glu 10 mM 20
Raffinoz* Gal-a-1,6-Glu-a-1,2-B-Fruc 10 mM 20
Amiloz® (Glu-a-1,4 )n 1% 20
Coziiniir nisasta (C¢H22011)n 1% 20

NOT: Substratlarin kullanim amaglari ®* olarak gruplandirilmistir. Buna gore * Glukozidik bag hidrolizi igin; ® maltooligosakkaritler
(n=2-6), rediikleyici olmayan terminal a-1,4 bag hidrolizi i¢in; © izomaltooligosakkaritler (n=2-3), rediikleyici olmayan terminal
0-1,6 bag hidrolizi igin; ¢ glukoz olusumu i¢in, kullanilmustir.
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4.12 ince Tabaka Kromatografisi Sonuclar

Substrat spesifikligi testlerinde A333 ve A343 a-glukozidazlarimin yiiksek aktivite
gosterdigi substratlar kullanilarak o-glukozidazlarin 10 dakikalik reaksiyon siiresince
cesitli  substratlara olan etki sekli ve 2 saatlik reaksiyon siiresi boyunca

maltooligosakkaritlerden glukoz olusturma yetenekleri incelenmistir.

Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin ince tabaka kromatografisi sonuglari, substrat
spesifikligi sonuclarin1 dogrular nitelikte olup, 10 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda;
maltoz, maltotrioz, maltopentoz, maltotetroz, maltoheksoz ve fenil-a-D-glukozit’ten ¢ok
yiiksek miktarda D-glukoz monomerleri olusturdugu tespit edilmisdir (Sekil 4.20).
Ayrica maltooligosakkaritlerle (n=2-6) gerceklestirilen 2 saatlik reaksiyon siiresi boyunca
maltozun hidrolizi ile olusan ana iiriiniin glukoz oldugu ve glukoz miktarinin da zamana
bagh olarak arttig1 artig1 goriilmektedir (Sekil 4.21 ve 4.22). Bunun yaninda, enzimin
maltoz disinda eklenen tiim substratlardan son iiriin olarak, substratin kendisinden bir
glukoz birimi kii¢iik yeni bir sekeri ve glukoz monomerini olusturdugu belirlenmistir. Bu
sonuglar A333 o—glukozidazinin maltosakkaritlerdeki ekzo-a-1,4 glukozidik baglari

parcaladigina isaret etmektedir.

Yine sekil 4.21 ve 4.22°de goriildigii gibi, zamana bagl olarak hidroliz sonucunda agiga
cikan glukoz ve ortama eklenen substrat, enzimin transglukozilasyon aktivitesinden
dolay1 substrattan bir glukoz birimi yiiksek yeni bir substrat olusturmaktadir. Iki saatlik
reaksiyon siiresi sonunda olusan bu yeni seker miktarinda olduk¢a fazla artig
goriilmiistiir. Bu da enzimin substratlari par¢alarken ayni zamanda geri doniigsiimlii olarak
a-o glukozidik baglar yaptigini gostermektedir. Ince tabaka kromatografisi sonuglarina
gore, enzim maltoz ve maltooligosakkaritlere (n=2-6) cok yiiksek oranda spesifiklik
gostermis ve 10 mM’lik substrat konsantrasyonlarinda bile oldukga giiclii bir

transglukozilasyon reaksiyonu vermistir.
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Sekil 4.20 Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin 10 dakikalik reaksiyon siiresinde gesitli
substratlara olan etkisini gosteren ince tabaka kromatografisi

Hat 1-9 sirasiyla: Standart seker karisimi (%0.1), (G, glukoz; G2, maltoz; 1G2, izomaltoz; G3, maltotrioz;
G4, maltotetroz; G5, maltopentoz; G6, maltoheksoz), maltoz, maltotrioz, maltotetroz, maltopentoz,
maltoheksoz, izomaltoz, fenil-a-Dglukozit, metil-a-D-glukozit substratlarinin pargalanma {iriinlerini
gostermektedir
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Sekil 4.21 Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin 2 saatlik reaksiyon siiresinde

maltooligosakkaritlerden glukoz olusumunu gdsteren ince tabaka
kromatografisi

Hat 1 ve 17: Standart seker karisimi (%0.1), (G, glukoz; G2, maltoz; IG2, izomaltoz; G3, maltotrioz; G4,
maltotetroz; G5, maltopentoz; G6, maltoheksoz); Hat 2-6: Maltoz substratinin 0. dak, 10. dak, 30. dak, ile
1. saat ve 2. saatlerdeki pargalanma iiriinleri; Hat 7-11: maltopentoz substratinin 0. dak, 10. dak, 30. dak, ile

1. saat ve 2. saatlerdeki parcalanma iriinleri; Hat 12-16: Maltotetroz substratinin 0. dak, 10. dak, 30. dak,
ile 1. saat ve 2. saatlerdeki par¢alanma iiriinlerini igermektedir
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Sekil 4.22 Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin 2 saatlik reaksiyon siiresinde
maltooligosakkaritlerden glukoz olusumunu gdsteren ince tabaka

kromatografisi

a. Hat 1-5: Maltotrioz substratinin 0. dak, 10. dak, 30. dak, ile 1. saat ve 2. saatlerdeki pargalanma iiriinleri;
Hat 6: Standart seker karisimi (%0.1) (G, glukoz; G2, maltoz; 1G2, izomaltoz; G3, maltotrioz; G4,

maltotetroz; G5, maltopentoz; G6, maltoheksoz)

b. Hat 7-11: Maltoheksoz substratinin 0. dak, 10. dak, 30. dak, ile 1. saat ve 2. saatlerdeki par¢alanma
tirtinleri; Hat 12: Standart seker karigimini (%0.1) icermektedir)
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Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin ince tabaka kromatografisi sonuglari, 10 dakikalik
reaksiyon siiresi sonunda; maltoz, maltotrioz, maltotetroz, maltopentoz, maltoheksoz ve

izomaltoz’dan D-glukoz monomerlerinin olustugunu gostermektedir (Sekil 4.23).

Bunun yaninda Bacillus sp. A333 enzimi gibi bu enzimin de maltoz disindaki tim
substratlardan son {iriin olarak substratin kendisinden bir glukoz birimi kii¢iik yeni bir
sekeri ve glukoz monomerini olusturdugu gozlenmistir. Enzim, maltosakkaritlerdeki

ekzo-a-1,4 glukozidik baglar par¢alamaktadir (Sekil 4.24 ve 4.25).

Sekil 4.24 ve 4.25’de goriildigl gibi hidroliz sonucunda agiga ¢ikan glukoz ve ortama
eklenen substrat, enzimin transglukozilasyon aktivitesinden dolay1 substrattan bir glukoz
birimi biiyilk yeni bir seker olusturdugu ve reaksiyonun geri doniisiimli oldugu
belirlenmistir. Enzim genis substrat spesifikligine bagli olarak maltozu, daha yiiksek
molekiil agirlikli maltooligosakkaritlere nazaran daha iyi hidrolize etmistir. Dolayist ile
yuksek molekiil agirilikli maltoligosakkaritler ile daha zayif bir transglukozilasyon

aktivitesi gostermistir.
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Sekil 4.23 Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin 10 dakikalik reaksiyon siiresinde ¢esitli
substratlara olan etkisini gosteren ince tabaka kromatografisi

Hat 1-9 sirasiyla: Standart seker karisimi (%0.1), (G, glukoz; G2, maltoz; 1G2, izomaltoz; G3, maltotrioz;
G4, maltotetroz; G5, maltopentoz; G6, maltoheksoz), maltoz, maltotrioz, maltotetroz, maltopentoz,
maltoheksoz, izomaltoz, fenil-a-Dglukozit, metil-a-D-glukozit substratlarinin pargalanma  {irtinlerini
gostermektedir
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Sekil 4.24 Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin 2 saatlik reaksiyon siiresinde
maltooligosakkaritlerden glukoz olusumunu gdsteren ince tabaka
kromatografisi

Hat 1 ve 17: Standart seker karisimi (%0.1), (G, glukoz; G2, maltoz; IG2, izomaltoz; G3, maltotrioz; G4,
maltotetroz; G5, maltopentoz; G6, maltoheksoz); Hat 2-6: Maltoz substratinin 0. dak, 10. dak, 30. dak, ile
1. saat ve 2. saatlerdeki par¢alanma {riinleri; Hat 7-11: Maltotrioz substratinin 0. dak, 10. dak, 30. dak, ile
1. saat ve 2. saatlerdeki parcalanma iriinleri; Hat 12-16: Maltotetroz substratinin 0. dak, 10. dak, 30. dak,
ile 1. saat ve 2. saatlerdeki parcalanma iiriinlerini igermektedir
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Sekil 4.25 Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin 2 saatlik reaksiyon siiresinde
maltooligosakkaritlerden glukoz olusumunu gdsteren ince tabaka
kromatografisi

Hat 1 ve 13: Standart seker karisimi (%0.1), (G, glukoz; G2, maltoz; IG2, izomaltoz; G3, maltotrioz; G4,
maltotetroz; G5, maltopentoz; G6, maltoheksoz); Hat 2-6: Maltopentoz substratinin 0. dak, 10. dak, 30.
dak, ile 1. saat ve 2. saatlerdeki parg¢alanma triinleri; Hat 7-11: Maltoheksoz substratinin 0. dak, 10. dak,
30. dak, ile 1. saat ve 2. saatlerdeki pargalanma tiriinlerini igermektedir

a-Glukozidazlar, ozellikle son yillarda transglukozilasyon aktiviteleri nedeniyle
biyoaktif bilesiklerin ve oligosakkaritlerin biyosentezinde ilgi ¢ekici hale gelmistir. a-
Glukozidazlarin transglukozilasyon aktiviteleri de, substrat spesifiklikleri gibi farklilik
gostermektedir (Hung et al. 2005). Transglukozilasyon reaksiyonlari ile ilgili yapilan
calismalarda 6zellikle Geobacillus sp. HTA-462 (Hung et al. 2005), Aspergillus niger
(Lee et al. 2001) ve Bacillus sp. SAM1606 (Nakao et al. 1994b) a-glukozidazlarinin

yiiksek transglukozilasyon aktivitesine sahip olduklari saptanmistir.

Geobacillus cinsine ait o-glukozidazlar %96 oraninda amino asit dizi benzerligi

gostermelerine ragmen, transglukozilasyon aktivitelerinde farkliliklar saptanmigtir
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(Hung et al. 2005). G. stearothermophilus ATCC 12016 enzimi 10 mM’lik maltozun
tamamin1 glukoza doniistiirmektedir. Seker olmayan akseptorler varligindaki
transglukozilasyon firiinlerinin miktar1 daha disiiktiir. Geobacillus HTA-462 a-
glukozidazi ise olusan glukozun ancak yarisim1 transglukozilasyon aktivitesi ile

izomaltoza doniistirmektedir (Hung et al. 2005).

Yapilan ince tabaka kromatografisi analizi sonuglarina gore; Bacillus sp. A333 enzimi,
A343 a-glukozidazina kiyasla maltoz ve maltooligosakkatirlere ¢ok daha yiiksek
spesifiklik gostermistir.  Dolayisiyla 2 saatlik reaksiyon siiresi sonunda hidroliz
aktivitesi ile olusan glukoz miktar1 ve transglukozilasyon reaksiyonu iirlinlerinin miktari
cok daha yiiksektir. A333 a-glukozidazi, Geobacillus HTA-462 a-glukozidazina benzer
sekilde ortama eklenen substrati tamamen glukoza doniistirmemekte ve bdylece
transglukozilasyon iirlinlerinin miktar1 da yiiksek olmaktadir. Bu tip reaksiyonlar,
yiiksek transglukozilasyon aktivitesi gosteren enzimlerde aranan bir 6zellik olup
oligosakkaritler gibi bilesiklerin sentezlenmesinde biyoteknololojik 6neme sahiptirler
(Hung et al. 2005). Tiim bu nedenler ile yiiksek sicakliklarda ve genis bir pH araliginda
aktivite gosterebilen Bacillus sp. A333 oa-glukozidaz1 giigli transglukozilasyon

aktivitesi ile biyoteknolojik uygulamalarda kullanim potansiyeline sahiptir.

4.13 inhibitorlerin ve Metal Iyonlarinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

4.13.1 Ure, SDS ve etanoliin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Yirmibes ve 60°C’de, farkli konsantrasyonlarda iire, SDS ve etanoliin Bacillus sp. A333
ve A343 a-glukozidazlar ile standart saf a-glukozidaz enzimlerinin stabilitesi lizerine
etkisi cizelge 4.21°de ve sekil 4.26’da verilmistir. Cizelge ve sekilde de gortldigi gibi
Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin A343 enzimine gore test edilen etanol, SDS ve iire
inhibitorlerine karsi daha stabil oldugu ve farkliligin 6zellikle 60°C’de daha belirgin
hale geldigi goriilmektedir. Bu da A333 a-glukozidazinin 60°C’deki termostabilitesinin
A343 a-glukozidazininkine nazaran daha yiiksek olmasi ile ilgili olabilir (Sekil 4.16 a,

Cizelge 4.17). Diger taraftan standart saf a-glukozidazin diger iki enzime gore daha
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duyarli bulunmasi, enzimlerin saflik dereceleri veya yapisal-igslevsel farkliliklardan

kaynaklanabilir.

Cizelge 4.21 Bacillus sp. A333 ve A343 a-glukozidazlar ile standart saf a-glukozidaz
enzimlerinin stabilitesi lizerine tire, SDS ve etanoliin 25 ve 60°C’deki

etkisi
inhibitor Bagil Aktivite (%)
Bacillus sp. Bacillus sp. G. str.
A333 A343 ATCC 12016
Adi Konsantrasyonu 25°C  60°C 25°C  60°C | 25°C 60°C
Etanol %10 80 22 79 5 97 2
%20 75 18 75 4 110 1
%30 74 8 66 3 88 0
%40 73 3 69 0 65 0
SDS 0,004% 100 81 83 76 95 1
0,008% 86 65 65 74 90 0
0,01% 85 63 62 45 80 0
0,2% 83 39 60 5 0 0
0,5% 76 18 31 1 0 0
Ure 2M 100 33 81 10 88 10
4 M 100 23 74 7 65 1
6 M 96 14 52 4 65 1
&M 69 12 32 1 13 0
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Sekil 4.26 Bacillus sp. A333 a-glukozidaz stabilitesi lizerine iire, SDS ve etanoliin 25 ve
60°C’deki etkisi
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Sekil 4.27 Bacillus sp. A343 a-glukozidaz stabilitesi lizerine iire, SDS ve etanoliin 25 ve
60°C’deki etkisi
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Ure, SDS ve etanol gibi denatiire edici ajanlar proteinlerin stabiliteleri ve katlanma
Ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilan 6nemli bilesiklerdir. Bir proteindeki hidrofobik
karakter arttik¢a etanol gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziilme olasiliklart da artar. Ayrica
termostabil bir enzimin etanolde aktivite goOstermesi biyokatalitik reaksiyonlarda
istenilen bir 6zellik olup suda zor ¢6ziilen bazi substratlar yiiksek sicakliklarda etanolde
cok daha iyi ¢oziilebilirler. Bu da 6zellikle transglukozilasyon reaksiyonlarindaki verimi

arttirir (Cid et al. 1982).

4.13.2 Glukono-y-lakton, rediikte L-glutatyon, tris, histidin ve glukozun enzim

aktivitesi iizerine etkisi

Bacillus sp. A333, A343 ve standart saf o-glukozidaz enzimlerine glukono-y-lakton,
rediikte L-glutatyon, tris, histidin ve glukozun inhibisyon oranlar1 c¢izelge 4.22°de
verilmistir. Substrat analogu olarak kullanilan bu inhibitérler genellikle o-
glukozidazlarda substratla aktif bolge yoniinden yarisirlar (Kelly and Fogarty 1983). Bir
amin olan Tris, Bacillus sp. A333 ve A343 a-glukozidazlarini sirasiyla %84 ve %87
oraninda inhibe ederek en yiiksek etkiyi gdstermistir. Standart saf a-glukozidazin Tris
mevcudiyetinde daha az inhibe olmasi test edilen substrat analoglarina ilgisinin farkl
olmasindan kaynaklanabilir. Bunun yaninda standart a-glukozidaz, kendisi i¢in yarigmali
bir inhibitdr olan glukono-y-lakton ile %86 oraninda inhibe olurken, A333 ve A343 %46

ve A343 a-glukozidazlar sirastyla %43 ve %23 oraninda inhibe olmuslardir.

Cizelge 4.22 Bacillus sp. A333, A343 ve G. stearothermophilus ATCC 12016 ait a-
glukozidaz enzimlerine inhibitorlerin etkisi

inhibitor Inhibisyon oram (%)
Konsantrasyonu | Bacillus sp.  Bacillus sp. G. str
Adi (mM) A333 A343 ATCC 12016
Glukono-gama-lakton 10 46 23 86
Rediikte L-glutatyon 10 27 15 20
Tris 5 84 87 72
Histidin 5 26 27 12
Glukoz 10 39 53 23
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4.13.3 p-CMB, EDTA ve metal iyonlarimin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Bacillus sp. A333 ve A343 ve standart saf a-glukozidaz enzimlerinin p-CMB, EDTA ve
metal iyonlar1 ile inhibisyon oranlar1 ¢izelge 4.23°de verilmistir. Bir siilfidril bilesigi olan
pCMB %066 inhibisyon orani ile en yiiksek oranda Bacillus sp. A333 a-glukozidazini
inhibe etmistir. Bacillus sp. A343 ve standart enzim igin bu oranlar sirasiyla %21 ve %4
olup, oldukga diistiktiir. Suzuki ve Tomura (1986a), B. cereus ATCC 7064 ve B.
coagulans ATCC 7050 oligo-1,6-glukozidaz enzimleri ile yaptiklart c¢aligmada
enzimlerin aktif bolgenin disinda sistein kokii i¢cermelerinden dolayi, pCMB ile %85
oraninda etkili bir sekilde inhibe olduklarini belirlemistir. Bu sonuglar pPCMB ile inhibe
olan Bacillus sp. A333 a-glukozidazin yapisinda aktif merkezine etki edebilen bir

stilfidril grubunun bulundugunu gosterebilir.

EDTA, divalent iyonlarin kelator bilesigi olup metalloproteinlerin ve aktivasyonlari igin
divalent katyonlara ihtiyag duyan enzimlerin bir inhibitériidiir. Ayrica metale
gereksinim duyan biyolojik islemlerle de iligkili olabilmektedir (Zubay 1988). EDTA,
Bacillus sp. A343 a-glukozidazi ve standart saf enzimi olduk¢a diisiik oranda inhibe
ettigi halde Bacillus sp. A333 enzimine herhangi bir etkisi olmamistir. Bu sonug,
standart saf enzim i¢in daha Once belirlendigi gibi, Bacillus sp. A333 ve A343 o-
glukozidazlarinin da metalloprotein olmadiklarini ve aktivasyon i¢in metal iyonlarina

gereksinim duymadiklarina isaret etmektedir.

Test edilen metal iyonlarindan Hg™ en giiglii inhibitordiir. Bu agir metal test edilen her
{i¢ enzimi %85-100 oraninda inhibe etmistir. Diger yandan Zn"?, Bacillus sp. A333 ve
A343 o-glukozidazlarini sirasiyla %14 ve %17 gibi diisiik oranlarda inhibe ederken,
standart saf enzimi %100 oraninda inhibe etmistir. Bu sonuglar ayn1 zamanda test edilen
metal iyonlarinin incelenen ili¢ enzim tarafindan kofaktdr olarak kullanilmadiklarini

gostermektedir.
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Cizelge 4.23 Bacillus sp. A333, A343 ve G. stearothermophilus ATCC 12016 ait a-
glukozidaz enzimlerine p-CMB, EDTA ve metal iyonlarinin etkisi

inhibisyon orani (%)
Bacillus sp.  Bacillus sp. G. str.
Eklenenler Konsantrasyonu A333 A343 ATCC12016
p-kloromerkiiribenzoat 50 uM 66 21 4
EDTA 2mM 0 9 7
CuCl, 2 mM 38 36 98
HgSO, 2 mM 98 85 100
CaCl, 2 mM 0 18 85
FeSO, 2 mM 15 31 89
MgSO, 2 mM 13 5 55
BaCl, 2 mM 19 7 48
ZnS0O, 2 mM 14 17 100
MnSO, 2 mM 28 8 83

Bu verilerin de 15181 altinda standart termostabil a-glukozidaz ile kiyaslandiklarinda;
Bacillus sp. A333 o-glukozidazinin denatiire edici ajanlara, inhibitorlere ve metal
iyonlarina, Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin ise inhibitorlere ve metal iyonlarina
belirgin sekilde daha dayanikli olduklar1 sylenebilir. Enzimler, standarda gore daha fazla

konformasyonel stabilizasyon gdstermislerdir.
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5. SONUC

Tez galigmasi kapsaminda, Tiirkiye’nin 6 ilinde bulunan 19 jeotermal alana ait 46 farkl
sicak su kaynagindan 78 su, 113 toprak ve sediment 6rnegi olmak iizere toplam 191
numune toplanmig ve 134 numunede bakteriyel lireme gozlenerek bakteri izolasyonu
yapilmistir. Aydm’dan (A) 82, Manisa’dan (B) 41, Denizli’den (C) 40, Izmir’den (D)
178, Nevsehir’den (E) 98 ve Ankara’dan (F) 12 olmak iizere koloni morfolojisi yoniinden
farklilik gosteren toplam 451 adet termofilik izolat elde edilmis, saflastirilarak gliserol

iceren ortama alinmistir.

Daha sonra yiiksek amilaz aktivitesi gdsteren izolatlar belirlenmis ve bunlar arasindan
Gram (+), katalaz (+), hareketli ve endospor olusturabilen 67 adet Bacillus cinsi
termofilik bakteri izolat1 a-glukozidaz enzim aktivitesi acisindan test etmek amaciyla
secilmistir. Secilen 67 adet izolatin a-glukozidaz {iretim kapasiteleri hiicre i¢i ve hiicre
dis1 enzim aktivitelerine bakilmis ve istatistiksel olarak analiz edilerek siralanmustir.
Dizin sonuglarina gore en yliksek enzim ireticisi izolatlar belirlenmistir. Yiiksek oranda
a-glukozidaz iireten A333, A343, E134, F84a ve F84b izolatlarinin 48 saatlik zamana
bagli olarak hiicre i¢i ve hiicre dist enzim tretimleri belirlenmis olup maksimum enzim

liretim zamani izolatlara gore degisiklik gostererek 4, 8 ve 12 saat olarak tespit edilmistir.

Yiiksek oranda a-glukozidaz iireten izolatlar arasindan Bacillus sp. A333 hiicre disi,
Bacillus sp. A343 ise hiicre i¢i enzim {ireticisi izolatlar olarak belirlenmis ve bundan
sonraki calismalarda bu izolatlar kullamlmistir. izolatlarin biyokimyasal ve morfolojik

Ozellikleri test edilmistir.

Amonyum siilfatla kismi olarak saflastirilan Bacillus sp. A333 hiicre dis1 a-glukozidaz
enzimi besiyeri sivisindan %71 verimle 2.7 kat; Bacillus sp. A343 hiicre i¢i a-glukozidaz
enzimi ise sonikasyon sonrasi st sividan %60 verimle 1.27 kat saflagtirilmistir. Bacillus
sp. A343 a-glukozidazi hiicre i¢i bir enzim oldugundan dolay1 daha diisiik bir saflastirma

katsayisina karsin daha yiiksek spesifik aktiviteyle saflastirilabilmistir.
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N-PAGE ve aktivite boyamasi testleri Bacillus sp. A333 ve A343 a-glukozidazlarinin
standart suslara ait enzimlerden ve standart saf enzimden farkli elektroforetik mobilitede
olduklarini; SDS-PAGE analizleri ise Bacillus sp. A333 ve A343 a-glukozidazlarinin
yaklagik olarak 44 kDa ve 60 kDa’luk proteinler icerdigini gostermistir.

Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin optimum sicaklik istegi 60°C optimum pH degeri
6.8 olarak belirlenmis olup 35°C’de, pH 6-9.5 arasinda 15 saatlik stabilitesi %85-89
oraninda bulunmustur. Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin ise 65°C ve pH 7.0’de
optimum aktivite gosterdigi ve 35°C’de pH 5-6.8 araliginda 15 saatlik stabilitesinin
%100-82 oldugu bulunmustur.

Bacillus sp. A333 a-glukozidaz enzimi igin K, ve V. degeri sirasiyla 1.38 mM ve
2.96 U/ml/dak, Bacillus sp. A343 a-glukozidaz enzimi i¢in ise 0.852 mM ve 27.47
U/ml/dak olarak belirlenmistir.

Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin en yiiksek aktivite gosterdigi substratlar sirasiyla
maltoz> dekstrin> turanoz> maltotrioz> maltopentoz> maltotetroz> maltoheksoz> fenil-
a-D-glukozit; Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin ise en yiiksek aktivite gosterdigi
substratlar sirastyla dekstrin> turanoz> maltoz> fenil-o—D-glukozit> maltotrioz>
maltotetroz> maltopentoz> izomaltoz> sakkaroz> kojibioz olarak belirlenmistir. Bu
sonuglar Bacillus sp. A333 a-glukozidazinin substratlardaki a-1,4 ve a-1,3 glukozidik
baglarin1 hidrolize ederek a-glukozidazlarin karakteristik bir 6zelligi olan D-glukoz
monomerlerini olusturdugunu; Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin ise substratlardaki a-
1,4, a-1,3, a-1,2 ve a-1,6 glukozidik baglarin1 hidrolize ederek D-glukoz monomerlerini
olusturdugunu gostermektedir. Bacillus sp. A343 a-glukozidazinin substrat spesifikligi
oldukca genis olup enzim, a-glukozidazlarin tipik 6zelligi olan maltooligosakkaritlerdeki
a-1,4 baglarinin yanisira diger pek ¢ok glukozidik baga da etki etmektedir. Bacillus sp.
A343 a-glukozidazi, A333 a-glukozidazina gore daha genis substrat spesifikligine sahip

olup hidroliz reaksiyonlarinda kullanim potansiyeli géstermektedir.

Ince tabaka kromatografisi sonuglari, Bacillus sp. A333 ve A343 o-glukozidazlarinin

birer a-glukozidaz olduklart kesinlestirmistir. Her iki enzim de ekzo-a-1,4 glukozidik
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baglarina etki etmektedirler. Ayn1 zamanda gergeklestirdikleri reaksiyon geri doniisiimlii
olup tranglukozilasyon aktivitesi goOstermektedirler. Kismi olarak saflastirilan
enzimlerden 6zellikle Bacillus sp. A333 a-glukozidazi ¢ok yiiksek bir transglukozilasyon
aktivitesine sahip olup bu amagla biyoteknolojik uygulamalarda kullanim potansiyeline

sahiptir.

Bacillus sp. A333 a-glukozidazi, denatiire edici ajanlara, inhibitérlere ve metal
iyonlarinin ¢oguna yiiksek oranda direng gostermektedir. Diger yonden Bacillus sp. A343
a-glukozidazi inhibtdrlere ve metal iyonlarinin ¢oguna direngli olarak bulunmustur. pH
ve sicaklik stabiliteleri yaninda inhibitorlere de direngli olmalari, her iki enzimin de

yiiksek konformasyonel stabiliteye sahip oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak bu caligmada, iilkemize ait bazi jeotermal alanlardan elde edilen termofilik
Bacillus sp. izolatlar1 bir yandan ulusal bakteri veri tabanina katkida bulunurken diger
yandan biyoteknolojik potansiyele sahip termostabil ekzo-a-1,4-glukozidaz iireticisi yeni
bakteri izolatlar1 belirlenmis ve kismen saflastirilan enzimler karakterize edilmistir. Daha
sonra yapilacak ileri saflastirma, amino asit dizi analizi ve {i¢ boyutlu yap1 analizleri ile

enzimler daha iyi aydinlatilmis olacaktir.
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EK 1 Enzim Aktivitesi’nde Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanislar ve icerikleri

133 mM Potasyum Fosfat Tamponu (pH 6.8, 25°C)
133 mM K,;HPO4 4.634 g/200 ml (pH 9.13)
133 mM KH,POy4 3.620 g/200 ml (pH 4.4)

133 mM K,HPO4’den 100 ml vel33 mM KH,PO4’den 50 ml karistirilmis ve yine ayni

tampon igerikleri ile toplam hacim 200 ml olana kadar pH 6.8’e ayarlanmis ve steril

edilmistir.

50 mM Potasyum Fosfat-5 mM EDTA Tamponu (pH 7.0. 25°C)

50 mM K,HPOj 1.742 /200 ml
50 mM KH,PO, 1.361 /200 ml
5 mM EDTA 0.465 g/250 ml

5 mM EDTA o6ncelikle 20 ml dH,0’da ¢oziilmiistiir. 50 mM K,;HPO,4’den 150 ml ve 50
mM KH,PO4’den 75 ml karistirilmis ve yine ayni tampon igerikleri ile toplam hacim

250 ml olana kadar pH 7.0’ye ayarlanmis ve steril edilmistir.

PNPG soliisyonu (16 mM)

-20°C’de saklanan pNPG’den 48.2 mg tartilarak enzim ¢aligilacagi zaman 10 ml

dH,0’da ¢6ziilmiis ve 151k gdrmemesi i¢in aliminyum folyo ile sarilmigtir.

Na,COj; Soliisyonu (1 M)
N8.2CO3 10.6 g
dH,O 100 ml
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EK 2 SDS-PAGE’de Kullanilan Stoklar ve Hazirlamislar:

Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi

Akrilamid 292 ¢
Bisakrilamid 08¢g
d.su 100 ml
Yigma Jeli (%4)

Akrilamid/Bisakrilmid 0.82 ml
dH,O 2.93 ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 1.25 ml
APS 30 ul
TEMED S5ul
Ayirma Jeli (%10)

Akrilamid/Bisakrilmid 5.78 ml
dH,O 7.13 ml
1.5 M Tris-HCI (pH 8.6) 4.33 ml
APS 86.7 ul
TEMED 8.16 ul

Yiikleme Tamponu Stogu (pH 8.3)

Trizma base 1.65¢g
Glisin 8g
SDS ldg
dH,O 1100 ml
Ornek Tamponu (4X)

0.5 M Tris-HCI (pH6.8) 5.12ml
Gliserol 8 ml
SDS 2¢g
dH,O 3ml
Merkaptoetanol 4 ml

Bromofenol blue 2.10% g
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EK 2 SDS-PAGE’de Kullanilan Stoklar ve Hazirlamslar1 (devam)

Coomassie Brillant Blue boya ¢ozeltisi

Coomassie Brillant Blue R250 15¢g

izopropil alkol 250 ml
Glasiyel asetik asit 100 ml
dH,O 650 ml

Boya giderme Cozeltisi

Izopropil alkol 250 ml
Glasiyel asetik asit 100 ml
dH,O 650 ml
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EK 3 N-PAGE’de Kullanilan Stoklar ve Hazirlanislar:

AKkrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi

Akrilamid 292 ¢
Bisakrilamid 08¢g
dH,O 100 ml
Yigma Jeli (%4)

Akrilamid/Bisakrilmid 0.82 ml
dH,O 2.93 ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 1.25 ml
APS 30 ul
TEMED S5ul
Ayirma Jeli (%10)

Akrilamid/Bisakrilmid 5.78 ml
dH,O 7.13 ml
1.5 M Tris-HCI (pH 8.6) 4.33 ml
APS 86.7 ul
TEMED 8.16 ul

Yiikleme Tamponu Stogu (pH 8.3)

Trizma base 1.65¢g
Glisin 8g
dH,O 1100 ml
Ornek Tamponu (4X)

0.5 M Tris-HCI (pH6.8) 5.12ml
Gliserol 8 ml
dH,O 3ml

Bromofenol blue 2.10% g
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EK 4 Enzimlerin pH Stabilitesinin ve Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan

Tamponlar ve Hazirlamslar

0.02 M sodyum-sitrat tamponu (pH 3, 3.5, 4,4.5,5,5.5)

Trisodyum sitrat 1.176 g
NaCl 0.177 g
dHO 100 ml

pH HCl ile 3-5.5 arasinda ayarlanmistir. Tampon siiziilerek steril edilmistir.

1M HEPES tamponu (pH 6, 6.5)
HEPES 1192 ¢
deO 50 ml

0.1 M borat tamponu (pH 8.5)

Borik asit 0.618 g

dH,O 100 ml

10 mM NaOH ile pH 8.5’a ayarlanmis ve siiziilerek steril edilmistir.

0.1 M sodyum fosfat tamponu (pH 7, 7.5, 8)

Soliisyon A

Na,HPO, 16.095 g
dHO 300 ml
Soliisyon B

NaH,PO4 552¢g
dH,O 200 ml

pH 7’lik tampon igin soliisyon A’dan 39 ml, soliisyon B’den 91 ml, pH 7.5’luk tampon
hazirlamak icin soliisyon A’dan 16 ml, soliisyon B’den 84 ml ve pH 8’lik tampon
hazirlamak i¢in ise soliisyon A’dan 5.3 ml, soliisyon B’den 97.4 ml karistirilarak steril

edilmistir.
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EK 4 Enzimlerin pH Stabilitesinin ve Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan

Tamponlar ve Hazirlamislar: (devam)

0.1 M sodium karbonat-bikarbonat tamponu (pH 9, 9.5)

Na,CO; 0.136
NaHCO; 0.735 ¢
dH,0 100 ml

pH 1 M HCL veya IM NaOH ile 9-9.5’a ayarlanmis ve steril edilmistir.

Ringer tamponu (pH 10, 11)
1 tablet 500 ml dH,O’da ¢oziilmiis ve pH 10-11’e ayarlanmis ve steril edilmistir.
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