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OZET

Glukoz izomeraz, D-ksilozun D-ksiluloza doniisiimiini katalizledigi gibi D-glukozun
D-fruktoza doniistimiinii de katalizleyen bir enzimdir. Enzimin bu ikinci ozelligi yiiksek
fruktoz musir surubu (HFCS) diretiminde endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Glukoz
izomeraz bugiin diinyada ticari amagla en ¢ok kullanilan li¢ enzimden biridir.

Bu calismada, Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii arastirmacilari tarafindan izole edilen Geobacillus stearothermophilus AH22 susunun
endiistriyel bir enzim olan glukoz izomerazi iiretebilme kapasitesi belirlenerek, bu enzimin
bazi1 kinetik verileri ve spektroskopik 6zellikleri ortaya konuldu.

Geobacillus stearothermophilus AH22 susundan elde edilen glukoz izomerazin
optimum pH’s1 6,0 olarak bulundu ve enzimin optimum sicakligi, 80 °C’de olarak tespit
edildi. pH 5,0-9,0 araliginda, 4 °C’de 48 saat bekletildikten sonra, glukoz izomeraz’in kararl
oldugu gozlendi. Isil kararlilik egrisi incelendiginde, enzim, 60 °C ve 70 °C’de 5 saat
bekletildiginde, ilk  aktivitesini % 100  korudugu  gozlendi.  Geobacillus
stearothermophilus AH22 termofilik susu glukoz izomerazinin glukoz substrati varliginda
kinetik ¢aligmasi sonucunda Vmaks degeri 2,109 U/mg protein ve K, degeri 58,16 mM olarak
belirlendi. 1 ve 5 mM’lik son konsantrasyonda, Co*?, Mg ve Mn*? varliginda enzim

aktivitesi kayda deger olciide arttigi gézlendi.

Anahtar Kelimeler: Glukoz izomeraz, HFCS, ksiloz



SUMMARY

Characterization of Glucose Isomerase from
Geobacillus stearothermophilus AH22 Strain

Glucose isomerase, is an enzyme converting D-xylose to D-ksilulose and D-glucose to
D-fructose. This second feature of the enzyme is used in the industrial production of high
fructose corn syrup (HFCS). Glucose isomerase today is one of the three most commonly
used enzyme for commercial purposes in the world.

In this study, the industrial capacity of Geobacillus stearothermophilus AH22 strain,
isolated by researchers in Atatiirk University, Faculty of Science, Department of Molecular
Biology and Genetics, to produce glucose isomerase and spectroscopic and kinetic properties
of the enzyme were investigated.

Glucose isomerase isolated from Geobacillus stearothermophilus AH22 strain was
found to have an optimum pH at 6.0 and optimum temperature at 80 °© C. The enzyme was
found to be stable in the pH range 5.0 to 9.0, after incubated 48 hours at different pHs. The
enzyme retained all of its activity after 5 hours incubation at 60 ° C and 70 ° C. As a result of
the kinetic study of glucose isomerase from thermophilic strain  Geobacillus
stearothermophilus AH22 V. and Ky, were determined to be 2.109 U / mg protein and
58.16 mM, respectively. At 1 and 5 mM final concentration of Co*?, Mg and Mn*? the
activity was highly stimulated.

Key words: Glucose isomerase, HFCS, xylose
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Enzimlerin kullanimi ¢ok eski ¢aglara dayanir. ilk caglarda insanlar bilingsiz olarak
ekmek hamuru, peynir, kimiz, yogurt gibi gidalarin hazirlanmasinda enzimlerin islevlerinden
yararlanmiglardir. Enzimlerin yapisi ve tepkime mekanizmalarinin aydinlatilmasiyla enzimler
gida, ilag, kozmetik, tekstil, temizlik maddeleri gibi ¢esitli endiistriyel maddelerin {iretiminde,
iretime yonelik cesitli tepkimelerin katalizlenmesinde ve fizyolojik rahatsizliklarin
tedavisinden tipta tami ¢alismalarmma kadar uzanan yeni birgok alanda kullanilmaya
baslanmistir (Bailey, 1986). Enzimoloji konusundaki gelismeler 1897’de Biichner‘in canli
maya hiicrelerinden ilk aktif enzimi ekstrakte etmesiyle baslamistir. Biichner bu ¢alismasiyla
enzimlerin Kkatalitik aktivitelerini i¢inde bulunduklar1 hiicrelerin yasamsalligina bagh
olmaksizin farkli ortamlarda da devam ettirdigini gostermistir. 1926°da Sumner enzimlerin
protein yapisinda oldugunu ortaya koymus ve ilk enzim saflastirmasini gerceklestirmistir
(Geminos, 1978).

Enzimler canli hiicrelerden elde edilmis proteinlerdir. Degisik avantajlarindan dolay1
enzimler ¢esitli kimyasal reaksiyonlarda katalizor olarak kullanilmaktadir. Bitki, hayvan
dokular1 ve mikroorganizmalardan elde edilen ¢ok sayidaki enzim yapilarina ve kontrol
ettikleri reaksiyon mekanizmalarina gore karakterize edilmislerdir. Karakterize edilen bu
enzimlerin ticari ve saf sekillerinin bulunmasi endiistriyel uygulamalarda kullanilmalarini
saglamaktadir. Enzimlerin spesifik olmalari ve reaksiyonlar1 katalizleme kabiliyetleri onlarin
biyokimyasal, endiistriyel ve analitik alanlarda uygulamalarmi cazip hale getirmektedir
(Zaborsky, 1973).

Dogal enzimler yiiksek molekiil kiitlesine sahip proteinler olup genellikle suda
¢oziiniirler. Ancak ¢ozelti halinde kararliliklarinin sinirli olmasi, ortamdan ayrilmasinin g¢ok
zor olmasi, reaksiyon denetimlerini giliclestirmelerini ve enzimlerin tekrar kullanimlarinin
mimkiin olmamasi immobilize enzim diisiincesini ortaya ¢ikarmistir. Sonucta
immobilizasyon ile enzimlerin 1sisal, mekanik ve kimyasal kararlhiliklarinin arttirilmasi ile

tekrar kullanilabilmeleri miimkiin kilinmistir (Onat, 2002).



1.2. Enzimlerin uygulama alanlar

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek iliml
kosullarda gerceklesmesini saglayan biyokatalizorler olarak tanimlanirlar. Bununla beraber
yeterli kosullarin saglanmas1 durumunda etkilerini gosterebiliyor olmalari, enzimlerden dogal
ortamlarinin disindaki pek ¢ok alanda yararlanabilme imkani ortaya c¢ikarmaktadir. Bu
dogrultuda enzimler hakkinda elde edilen bilgiler pratik uygulamalara imkéan verdikge
enzimlerin degisik alanlarda c¢esitli amaglarla kullanimi hayata gegmektedir (Telefoncu,
1986). Yaygin kullanim bulan enzimlerden bazilar1 sunlardir: proteolitik enzimler, amilolitik
enzimler, glukoz izomeraz (GI), pektolitik enzimler, seliilazlar, galaktozidazlardir.

Enzimlerin endiistriyel, analitik ve tibbi uygulamalar1 giin gectikge yayginlasmaktadir.
Enzimlerin katalitik potansiyelleri yalniz analitik amaclar i¢in degil ayn1 zamanda sentetik
amaglar ve modifikasyonlar i¢in de degerlendirilmektedir. Bu ¢ergevede basta gida sektorii
olmak tizere, ilag sanayi, kimya sanayi, deri ve tekstil sanayi gibi birgok sanayi dalinda
enzimler genis uygulama alanlar1 bulmuslardir. Yeterli kosullarin saglanmasi durumunda
etkilerini gosterebiliyor olmalar1 enzimlerin dogal ortamlarinin disindaki pek c¢ok alanda
yaralanabilme imkanini ortaya ¢ikarmaktadir. Endiistride kullanilan enzimlerin yaklagik %
30-35’1 deterjan sanayinde, %20-25’1 nisasta ile ilgili alanlarda, % 20’si siit ve siit tirlinleri
sanayinde kullanilmaktadir. Bira, meyve ve sarap, unlu mamuller, tekstil, kagit, deri ve yem
sanayinde kullanilan enzimler i¢in her alanin yaklasik % 1-5 arasinda bir pay1 bulunmaktadir

(Telefoncu, 1997 ).

1.3. Glukoz izomeraz

Glukoz izomeraz (Gl), amilaz ve proteazin iginde bulundugu diinya enzim
endiistrisinin en yiiksek verimli {i¢ enziminden biridir (Bhosale vd., 1996). Wiseman’a gére
Glukoz izomeraz gelecekte tiim endiistriyel enzimler iginde en Onemli enzim olabilir
(Wiseman, 1975). Bu enzim, adlandirilmasindan da anlasildigi gibi D-glukozun D-fruktoza,

D-ksilozunda D-ksiluloza doniisiimlii olarak izomerizasyonunu katalizler (Sekil 1).



CH, OH OH
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Sekil 1. D- glukozun D- fruktoza, D- ksilozun da D- ksiluloza GI araciligiyla
doniisiimlii izomerasyonu

Ksilozun ksiluloza doniisiimii ¢iiriimiis bitki materyalleri lizerinde yayilim gosteren
saprofitik bakterilerin beslenmede kullandiklar1 bir reaksiyondur. Ksilozun ksiluloza
dontisimiinii katalizleyen bir enzim olan glukoz izomeraz ¢ogunlukla bakterilerden izole
edilmekle beraber, bitkilerden ve mantarlardan izole edilmis glukoz izomerazlar da
bulunmaktadir (Banerjee vd., 1994; Kristo vd., 1996; Harhangi vd., 2003). Bu enzimin
katalizledigi reaksiyon ayni zamanda hemiseliilozun etanole doniismesinde de kullanilir.
Yeryiiziindeki bitki biokiitlesinin neredeyse % 40’1 hemiseliillozdur ve bir¢ok mikroorganizma
tek karbon kaynagi olarak hemiseliilozu kullanarak bu biokiitlenin iizerinde yasar (Lama vd.,
2001). Biokiitlelerden ekonomik olarak yararlanilabilmesi seliiloz ve hemiseliillozun glukoz ve
ksiloza hidroliz olmasina ve daha sonra mayalar tarafindan etanole fermantasyonuna baglidir.

Glukozun fruktoza izomerizasyonu reaksiyonu ile glukozdan sentezlenen fruktoz
yiiksek-fruktoz misir surubu ( High Fructose Corn Syrup: HFCS) tiretiminde kullanildig1 igin
biiyiik bir ticari éneme sahiptir. 1976 yillarina kadar diinyada kullanilan ana tatlandirici
kaynagi %40’1 seker pancarindan, %60’1 seker kamisindan fretilen sukrozdu. Ancak
fruktozun glukozdan izomerizasyonunun gergeklestirilmesi gilintimiizde yaygin olarak

kullanilan tatlandiricilarin  yani fruktoz suruplarimin kokenini olusturmaktadir. Glukoz



izomeraz kullanarak HFCS iiretimi ilk olarak Japonya’da gerceklestirilmistir ve Amerika’da
ortaya cikan sukroz kaynagi sikintisini gidermek amaciyla HFCS {iretimine basvurulmustur.
O yillardan giinimiize kadar GI en 6nemli endiistriyel enzimlerden biri olma o6zelligini
stirdiirmektedir (Bhosale vd., 1996).

Bugiin basli basma bir endiistri konusu olan enzimlerin, insanlar tarafindan ilk
kullanimi1 antik donemlere kadar dayanmaktadir. O donemlerde enzimler peynir, mayali
ekmek, bira, sarap, sirke gibi gidalarin {iretimi ile deri ve keten islemede kullaniliyordu (Kirk
vd., 2002).

Sicaklik, endiistride vazgegilmez bir unsurdur. Biyokatalizor olarak enzimlerin en
bilinen dezavantaji yiiksek sicakliklarda bozunmalari ve dolayisiyla aktivitelerini
kaybetmeleridir. Ancak bazi mikroorganizmalarin yiiksek sicakliklarda biiyiiyebilmesi; bu
sistemlerde mevcut enzim bilesenlerinin bu sicakliklarda bile yapilarini korumalar1 ve
dolayisiyla aktivite gdosterebilmelerinden kaynaklanir. Termofilik bakteriler bu tiirden,
sicakliga dayanikli enzimleri igeren organizmalardir ve endiistrilerde kullanilabilecek

potansiyel enzim kaynaklari olustururlar (Faiz, 2005).

1.3.1. Glukoz izomeraz’in Yapisi

Bugiine kadar Glukoz Izomerazlarin yapi-gorev iliskilerini aydinlatmak amaciyla
cesitli organizmalardan Gl kodlayan gen siralari karsilastirilmigtir. GI’lar aminoasit siralarina
ve metal iyon tercihlerine gore iki sinifa ayrilir. Snif I GI’larin amino asit sayilart degisiklik
gostermektedir. Sinif I GI'larin elde edildigi organizmalara Streptomycesspp., Actinoplanes
spp., Ampullarielle sp., Artrobacter spp. ve Thermus thermophilus 6rnek gosterilebilir
(Vangrysperre, 1988; Karaoglu, 2004).

Simif IT GT’lar ise 440 aminoasitten meydana gelirler. Escherichia coli, Bacillus spp.,
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Thermoanaerobacterium thermosulfurigines ve
Thermotoga spp. smif II GI'larin elde edildigi organizmalara Ornek gosterilebilir
(Whitlow,1991; Karaoglu, 2004).

Yapilan calismalar sonucunda simif I ve smif II GI’larin amino asitlerin substrata
baglanma bolgeleri, metal iyon baglanma bolgeleri ve katalizlemede etkili olan bdlgelerinin
tamamen korundugu gozlenmistir. GI’larin alt iinite yapilar1 ve amino asit i¢erikleri hakkinda
yapilan ¢aligmalar GI’larin kovalent olmayan baglarla birbirine bagli tetramer veya dimer,
birbirine benzer alt iinitelerden olustugunu ve disiilfit baglarindan yoksun oldugunu

gostermistir. Giintimiizde en iyi bilinen GI’lar molekiiler agirligi her alt {inite basina 45-50



kDa olan homotetramerlerdir. Sekil 2°de GI’'nin alt birim yapis1 gosterilmistir (Karaoglu,
2004).

Dimers

Diagonal

Sekil 2. GI’nin alt birim yapisi

1.3.2. Glukoz izomeraz'in Kullanim Alanlari

Glukoz Izomeraz, ileri biyokimyasal ve genetik miihendisligi tarafindan yapi-
fonksiyon iliskileri i¢in ilging bir model olarak kullanilir. Ayrica akademik c¢alismalarda,
HFCS iiretiminde ve hemiseliilozlardan etanol iiretiminde yararlanilmas: gibi farkli amaclar
i¢in kullanilabilir.

HFCS iiretiminde kullanilmasi: Rafine sekere talebin artmasi, {liretim maliyetinin
yiiksek olmasi ve insan sagligia siikrozun ve sekerin fazla tiiketiminin olumsuz etkisinin
farkina varilmasiyla birlikte siikrozun yerine kullanilabilecek baska kaynaklar arastirilmistir.
Kalorisiz ve karbonhidrat igermeyen sakkarin, siklamat, asestilfam-K, aspartam ve taumatin
gibi yapay tatlandiricilar bulunmaktadir. Fakat bunlar saglikla ilgili temel problemlerin
yasanmasina neden olmaktadirlar. Alkolsiiz i¢eceklerin depolanma siiresini arttirmak igin
kullanilan aspartam, diisiik pH'da yavas hidroliz oldugundan dolay1 i¢eceklerin tatlilik oranini
distirmektedir. Taumatin protein yapisinda bir tatlandiricidir ve siikrozdan 2000 kez daha
tatlidir. Fakat hos olmayan bir tat verir. HFCS ise glukoz ve fruktozun dengede oldugu ve
nisastadan elde edilen bir tatlandiricidir. Siikrozdan 1,3 kez ve glukozdan da 1,7 kez daha

tathdir. Sekil 3’te bazi sekerlerin tat verme oranlari gosterilmistir (Chaing vd., 1981).
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HFCS, siikrozdan %10-20 daha ucuzdur ve siikroz gibi kristallesmeye neden
olmadigindan dolay1 yiyecek endiistrisinde tercih edilmektedir. Ayrica fruktoz diyabetik
tatlandiricilarda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii fruktoz midede yavas bir sekilde absorbe edilir
ve kan sekeri seviyesini etkilemez. HFCS, baslica mesrubat ve sekerleme endiistrisinde,
firmcilikta ve konserve yapiminda kullanilmaktadir.

Etanol Uretiminde Kullamilmasi: Yenilenen biokiitlelerin fermente olabilen
sekerlere ve sonrasinda etanole biyolojik ¢evrimi hizla tiikenen fosil yakitlar bakimindan
onemlidir. Biokiitlelerden ekonomik olarak yararlanilabilmesi seliilloz ve hemiseliillozun
glukoz ve ksiloza hidroliz olmasina ve daha sonra mayalar tarafindan etanole
fermantasyonuna baglidir. Arastirmacilar seliilozun biyolojik ¢evrimi ile ilgili bir¢ok ¢aligma
yapmiglardir ve lignoseliillozun biyolojik ¢evriminin hizli ve verimli oldugunun farkina
varmiglardir. Zirai artiklarin degerlendirilmesi ve hemiseliiloz igeren biokiitlelerden en etkili
sekilde yararlanabilmek i¢in tiim diinyanin 1ilgisi hemiselillozun fermantasyonuna
kaymaktadir. (Chaing vd., 1981).



1.3.3. Glukoz izomeraz’in Katalitik Mekanizmasi

Glukoz izomerazlarin reaksiyon mekanizmalar1 hakkinda ilk bilgiler bu enzimin seker
fosfat izomerazlara benzer bir sekilde endiol mekanizmasi ile islev gordiikleri varsayimina
dayanmaktaydi (Rose vd., 1969). Her iki enzimin de ayn1 tersiyer yap1 motifine sahip oldugu
ve aktif bolgede benzer reaksiyonlar1 katalizledigi bilinmektedir (Sinnot, 1998: Karaoglu,
2010).

Ancak sonradan iki enzimin birbirinden ¢ok farkli oldugu belirlendi. Fosfat
izomerazlari, herhangi bir kofaktdre ihtiyag duymazken, GI aktivitesi i¢in iki metal kofaktor
gerekmektedir. GI, katalitik bolgede endiol mekanizmasi i¢in gerekli olan uygun bir baz
icermemektedir (Collyer vd., 1990). Sonradan yapilan ¢alismalar, enzimin hidriir kaymasi
mekanizmasi1 ile calistigini  gostermektedir. Sekil 4’te GI'min katalitik mekanizmast

gosterilmistir (Karaoglu, 2010).
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1.3.4. Glukoz izomeraz’in Metal Iyonu Gereksinimi

Glukoz izomeraz maksimum aktivite i¢in Co*?, Mg*? ve Mn*2 gibi bivalent katyonlara
veya bunlarin kombinasyonuna ihtiya¢ duymaktadir. Co*? ve Mg*? aktivite i¢in gerekli
olmasina ragmen, her ikisi de farkli bir gérevde rol oynarlar. Mg+2, Co*? ye nazaran daha

*2 jstenilen konformasyonu saglayarak (dzellikle quarterner

etkin bir aktivator iken, Co
yapinin saglanmasinda) enzimin kararli hale gelmesinden sorumludur (Callens vd., 1986;
Callens vd., 1988; Gaikwad vd., 1992; Karaoglu, 2010). GI’nin katalitik aktivitesi; Ag”, Hg+2,
Cu*?, Zn*? Ni*? ve belli bir oranda da Ca™ ile inhibe olmaktadir. GI‘nin bazi diger
inhibitdrleri; ksilitol, arabitol, sorbitol, mannitol, liksoz ve TRIS tir (Bucke, 1983; Smith vd.,

1991; Karaoglu, 2010).

1.3.5. Glukoz izomeraz’in Ozellikleri

Bircok organizmadan elde edilen Glukoz Izomeraz enziminin enzimatik ve
fizikokimyasal o6zellikleri ¢ok genis bir bigimde calisilmistir. Enzimin kararliligi, substrat
spesifikligi ve metal iyon gerekliligi gibi bilgiler enzimin 6zellikle ticari uygulamalarda

kullanilabilmesi i¢in ¢ok gereklidir (Karaoglu, 2010)

1.3.5.1. Substrat Spesifikligi

D-riboz, L-arabinoz, L-ramnoz, D-alloz ve 2-deoksiglukoz gibi bir¢cok seker glukoz
izomeraz igin substrat olarak kullanabilir. GI’'nin farkli mikroorganizmalardan elde
edilmesine gore substrat spesifikligi degisiklik gosterir, ancak enzim GI’'nin en yaygin
substratlart ise D-glukoz ve D-ksilozdur (Karaoglu, 2010). Enzimin maksimum
izomerizasyon gergeklestirdigi substratlar glukoz ve ksiloz gibi ekvatoral diizlemindeki 3. ve
4. karbonlarinda hidroksil grubu tasiyan substratlardir (Karaoglu, 2010). Farkli
mikroorganizmalardan ¢oziinmiis veya immobilize formda bulunan GI’larin D-glukozu D-
fruktoza doniistirme oran1 %26-59 arasinda dagilim gosterir. Enzimin Ky, degeri D-glukoz
icin 0,086 ile 0,920 M arasinda, D-ksiloz i¢in 0,005 ile 0,093 M arasinda dagilim gosterir
(Chen, 1980).

1.3.5.2. Alt Unite Yapisi

Glukoz izomeraz enzimi birbirine benzer ve ayni olan dort alt tiniteden ya da iki alt
tiniteden birbirlerine kovalent olmayan baglarla baglanarak olusmus bir enzimdir. Bu alt
liniteler arasinda distilfit baglar1 bulunmaz (Karaoglu, 2010). Bacillus sp.’den izole edilen

GI'nin bir trimer oldugu rapor bilinmektedir (Sekil 5) (Chauthaiwaleve vd., 1994). Basuki ve
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arkadaslar1 Streptomyces phaechromogenes’den elde edilen bir GI’nin izoenzimlerini rapor
etmislerdir (Basuki, 1992). izoenzimlerin her biri farkli dort alt iiniteden olusmaktadir.
Arthrobacter ve Streptomyces spp.’den elde edilen GI’larda iire, guanidinhidroklorid, SDS,
gibi denatiiranlarin ve 1sitmanin aktiviteye etkisi c¢alisilmistir (Gaikwad vd., 1992;
Rangarajan vd., 1992). Streptomyces sp. susundan katlanmamis yapida ¢6ziilmiis tetramerik
Gl gostermistir ki; monomer yapilar inaktitken, tetramer ve dimer bolgeler aktiftir. GI'nin
tam katlanma yolunda tam katlanmis ara bir seklinin varligi ilk defa gosterilmistir (Ghatge,
1994). Sekil 6’da glukoz izomerazin X-1s1m1 kirmimu ile ¢ekilmis fotografi goésterilmistir
(Karaoglu, 2010).

Sekil 5. GI’'nin Gortinimi

Sekil 6. Streptomyces Rubiginosus dan elde edilen glukoz izomerazin X-1s1m1
kiriimu ile gekilmis fotografi.
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1.3.5.3. Optimum Sicakhk ve pH

Glukoz izomeraz’in optimum sicakligr 60 °C’den 80 °C’ye kadar dagilim gosterir ve
optimum sicaklik Co*? varliginda artar. Optimum pH genellikle pH 7,0 — 9,0 arasindadir.
Lactobacillus brevis 'ten izole edilen GI pH 6,0 — 7,0 arasinda optimum pH’ya sahiptir ve bu

durum ticari uygulamalar i¢in arzu edilen bir 6zelliktir (Karaoglu, 2010).

1.3.5.4. Aktif-Bolge Cahismalari

Glukoz izomeraz enziminin aktif bolgesindeki veya aktif bolgesinin yakinindaki
aminoasitlerin 6zelliklerinin belirlenmesi, gruba 6zel kimyasal modifiye ediciler ve X-isin
kristallografisi ile basarilmistir. Bu g¢alismalar sonucunda 6zellikle histidin ve karboksilat
gruplarinin aktif bolgede yer aldigi bildirilmistir (Callens vd., 1988; Gaikwad vd., 1988;
Ghatge vd., 1993). GI’nin hem glukozun hem ksilozun izomerizasyonundan sorumlu oldugu
cok uzun zamandir bilinmektedir. Ancak bu reaksiyonlar ayn1 bolgede mi gergeklesiyor,
yoksa farkli bolgede mi bilinmiyordu. Hem glukozun hem ksilozun izomerizasyonu igin bir
aktif bolgenin oldugu Keleti ve arkadaslar tarafindan gelistirilen Kinetik metot kullanilarak
gosterildi (Keleti vd., 1987; Karaoglu, 2010).

1.3.6. Glukoz izomeraz Ureten Organizmalar

Glukoz izomeraz, prokaryotlar arasinda olduk¢a yaygin bir sekilde bulunmaktadir.
Pseudomonas hydrophila’da kesfinden sonra, birgok bakteri ve Actinomycetes tiiriinde arsenat
yoklugunda GI aktivitesi belirlenmistir. Heterolaktik asidik bakterilerden Lactobacillus brevis
en yliksek miktarda enzimi iiretiyordu. Fakat bu enzim diisiikk pH’da aktif olmasia ragmen
yiiksek sicaklikta kararli olmadigindan ekonomik uygulamalar i¢in uygun bir enzim degildi.
GD'nin hiicre disina salgilanmasi ¢ok nadir rastlanan bir durum olmustur. Hiicre dis1 GI’'nin
Streptomyces glaucescens ve S. flavogriseus tarafindan tiretildigi bildirilmistir (Batt vd., 1986;
Beck vd., 1988 ; Karaoglu, 2010).

Bu organizmalarda enzimin hiicreden salinmasi, hiicre duvarinin kismi par¢alanmasi
ve hiicre duvari gecirgenliginin degismesinde gorev yapar. Bir hiicre dis1 GI Chania sp. ve bir
alkolotermofilik olan Bacillus sp.’den iyon-degisimi kromotografisi, jel filtrasyonu
kromatografisi gibi bir dizi saflagtirma teknigiyle saflastirilmistir (Bengston vd., 1973).
Bir¢ok Bacillus ve Streptomyces tiirii iyi GI iireticisidirler. GI’nin, Candida utilis ve Candida
boidinii gibi birka¢ mayada bulundugu belgelenmistir (Blacklow vd., 1988; Blow vd., 1990).
Aspergillus oryzae Gl aktivitesine sahip oldugu bildirilmis tek mantardir. GI'nin arpa

maltinda ve bugday tohumunda da varligi rapor edilmistir (Blow vd., 1992; Bogumil vd.,
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1993). GI, ticari olarak g¢ok biiylik bir dneme sahip oldugu i¢in yeni bulunan birgok Gl
tireticisi organizma ve bu organizmalarla gelistirilmis siire¢ler hakkindaki bilgileri patent
altina almistir (Boguslawski vd., 1982; Bok vd., 1984; Briggs vd., 1984; Bor vd., 1992). Gl

ireten baz1 mikroorganizmalar Tablo 1°de verilmistir (Karaoglu, 2010).

Tablo 1. GI iireten baz1 mikroorganizmalar

GI Ureten Baz1 Mikroorganizmalar

Actinomyces olivocinereus
A. phaeochromogenes
Actinoplanes missouriensis
Aerobacter aerogenes

Paracolobacterium aerogenoides
Pseudonocardia spp.
Pseudomonas hydrophila
Sarcina spp.

A. cloacae Staphylococcus bibila
A. levanicum S. flavovirens
Anoxybacillus gonensis G2 Geobacillus caldoxylosilyticus TK4
Arthrobacter spp. S. echinatus

Bacillus stearothermophilus S. acromogenes

B. megabacterium S. phaeocromogenes
B. coagulans S. fracliae
Bifidobacterium spp. S. roseochromogenes
Birevibacterium incertum S. olivaceus

B. pentosoaminoacidium S. californicos
Chainia spp. S. venuceus
Corynebacterium spp. S. virginial

Cortobacterium helvolum

Streptomyces olivochromogenes

Escherichia freundi S. venezaelie

E. intermedia S. wedmorensis,
E. coli S. griseolus,
Flavobacterium arborescens S. glaucescens
F. devorans S. bikiniensis
Lactobacillus brevis S. rubiginosus
L. Buchneri S. achinatus

L. Fermenti S. cinnamonensis
L. mannitopoeus S. fradiae

L. gayonii S. albus

L. fermenti S. griseus

L. plantarum S. hivens

L. lycopersici S. matensis

L. Pentosus S. nivens
Leuconostoc mesenteroides S. Platensis

Microbispora rosea
Microellobosporia flavea

Streptosporangium album

S.

oulgare
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyaller
2.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Firma- Model

Spektrofotometre Shimadzu UV-1601 UV-Visible

Santrifiij Thermo Fisher Scientific Heraeus
Multifuge 3 SR+ Centrifuge

Elektroforez Bio-RAD Mini Protean Tetra Cell

Saf Su Cihaz Sartorius Stedim Biotech Arium 61316
ProUVv

Su Banyolu Calkalayici Memmert WNB 7-45

Otomatik Pipet Ratiolab Accupetta

Hava Banyolu Calkalayici Barnstead/ Lab-Line MaxQ Mini 4450
Shaker

pH Metre Thermo Scientific Orion 3 Star pH Benchtop

Sonikator Bandelin SonopulsHD3100

Buz Makinesi Hoshizaki FM-80EE

Vorteks Velp Scientifica Vortex Mixer

Derin Dondurucu Vestel FT-290

Hassas Terazi Precisa XB 220A

Etiiv Memmert UNB 400
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2.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler
Calismada kullanilan madde ve malzemeler Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii laboratuarlarindan temin edildi. Calismada kullanilan

kimyasal madde ve malzemeler Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Madde/ Malzemeler Firma
Tripton Merck
Yeast Extract Merck
Trizma-base Merck
Etanol Merck
Folin Reaktifi Merck
NaCl Merck
HCI Merck
H,0, Merck
D-Ksiloz Sigma
MnSO, Merck
Perklorik asit Merck
Sistein AppliChem
Karbazol Sigma
Siilfiirik asit Merck
Amonyom siilfat Merck
CoCl, AppliChem
Tris Sigma
Sodyum asetat Merck

2.1.3. Luria-Bertani Sivi ve Kat1 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Luria-Bertani besiyerinin (LB) hazirlanmasi: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g maya ekstragi
ve 5,0 g NaCl yaklasik 990 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile titre edilerek
7,5’e ayarlandi. Sonra ¢6zeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlandi ve 121°C’de, 1 atm basing

altinda 20 dakika bekletilerek steril edildi (Maniatis vd., 1989).
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Luria-Bertani Agar besiyerinin (LB Agar) hazirlanmasi: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g
maya ekstragi, 5,0 g NaCl ve 15,0 g agar yaklasik 990 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1
N NaOH ile 7,5’e ayarlandi. Daha sonra ¢ozeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamland1 ve 121
°C’de, 1 atm basing altinda 20 dakika bekletilerek steril edildi (Maniatis vd., 1989).

2.1.4. Cozeltiler
2.1.4.1. Tampon Cozeltiler

Kullanilan tampon ¢ozeltiler, icerikleri ve hazirlanislar Tablo 4°te verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan tampon ¢6zeltiler ve igerikleri / hazirlanislar

Cozelti Adx Cozeltinin Hazirlansi

Asetat Tamponu (50 mM, pH 4,0-5,5) 0,34 g sodyum asetat trihidrat yaklasik 45
mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N
asetik asit ile istenilen pH’a ayarlandi ve
hacmi 50 mL’ye tamamland:.

MES Tamponu (50 mM, pH 5,5-7,0) 0,52 g MES vyaklasik 45 mL saf suda
¢ozildikten sonra pH’st 1 N NaOH ile
istenilen pH’a ayarland1 ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 7,5-9,0) 0,30 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildikten sonra pH’st 1 N HCI ile
istenilen pH’a ayarland1 ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandi

2.1.4.2. Protein Tayininde Kullamlan Cozeltiler

Protein tayininde kullanilan ¢6zeltiler, igerikleri ve hazirlamiglari Tablo 5°te
verilmistir.
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Tablo 5. Protein tayininde kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri / hazirlaniglar:

Cozelti Ad1

Cozeltinin Hazirlamsi

Lowry A Cozeltisi

Lowry B Cozeltisi (% 1 CuSO4.5H20 c¢ozeltisi)

Lowry C Cozeltisi (% 2 Na-K tartarat ¢ozeltisi)

Lowry D Cozeltisi
Lowry E Cozeltisi
Sigir Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi (1 mg/mL)

0,1 N NaOH iginde % 0,1 (w/v) SDS Cozeltisi

0,4 g NaOH ve 2,0 g Na,CO; saf su ile
¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve
4°C’de saklandi.

1,0 g CuS04.5H,0 saf su ile ¢oziiliip hacmi
100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de
saklandi.

2,0 g Na-K tartarat saf su ile ¢oziiliip hacmi
100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de
saklandi.

1 kisim Lowry B ve 1 kisim Lowry C
karistirilarak hazirlandi.

0,5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A
karistinillarak hazirlandi.

5,0 mg BSA saf su ile ¢oziiliip hacmi 5
mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi.

0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf su ile ¢oziiliip
hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de
saklandi.

2.1.4.3. Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Enzim aktivitesi tayininde kullanilan ¢ozeltiler, igerikleri ve hazirlaniglart Tablo 6’da

verilmistir.

Tablo 6. Enzim aktivitesi tayininde kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri / hazirlanislar

Cozelti Adx

Cozeltinin Hazirlanms:

Karbazol (% 0,12)

Siilfiirik Asit (% 70)

Glukoz Cozeltisi (1 M)

Sistein Hidroklortir Cozeltisi (% 1,5)

0,06 g karbazoliin etanolde ¢6ziiliip hacminin
50 mL’ye tamamlanmast ile hazirlandi

70 mL siilfiirik asit {izerine yavas yavas saf
suyun ilave edilip hacminin 100 mL’ye
tamamlanmast ile hazirland:

1,80 g glukozun saf suda ¢6ziiliip hacminin
10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi

0,75 g sistein hidrokloriiriin saf suda ¢oziiliip
tamamlanmasi ile

hacminin 50 mL’ye

hazirlandi
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2.1.4.4. Protein Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler
Protein elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler, igerikleri ve hazirlaniglart Tablo 7°de

verilmistir.

Tablo 7. Dogal-PAGE’de kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri / hazirlanislar:

Cozelti Adr

Cozeltinin Hazirlanis:

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

Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI)

Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (% 10)

N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED)
Gliserol Cozeltisi (% 80)

Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (% 30)

Bromofenol Mavisi (% 0,1)

Dogal-PAGE Yiikleme Cozeltisi

Dogal-PAGE Yiiriitme Tamponu

Jel Boyama Cozeltisi

5,42 g Tris 200 mL saf suda ¢oziildii, pH’s1
8,8’¢ ayarlandi, hacmi 250 mL’ye
tamamland: ve 4 °C’de saklandi.

0,28 g Tris 200 mL saf suda ¢oziildii, pH’s1
6,8’e ayarlandi, hacmi 250 mL’ye
tamamland: ve 4°C’de saklandi.

1 g APS saf suda ¢oziiliip hacmi 10 mL’ye
tamamland: ve hazirlanan ¢6zelti -20 °C’de
saklandh.

Orijinal sisesinden kullanildi.

80 mL gliseroliin hacminin saf su ile 100
mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen
bisakrilamid saf suda ¢6ziiliip hacmi 100
mL’ye tamamlandi ve 4°C’de saklandi.

10 mg bromofenol mavisi saf suda ¢oziildii
ve hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

150 uL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 100uL %
0,1 bromofenol mavisi, 250 uL % 80
gliserol karistirilmas: ile hazirland:r ve
kiigiik kisimlara ayrilarak -20 °C’de
saklandh.

7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklagik 480 mL
saf suda c¢ozildiikten sonra pH 8,3’e
ayarlandi ve ¢o6zeltinin hacmi 500 mL’ye
tamamlandi.

1 g Coomassie Brillant Blue-R250’nin 62,5
mL glasiyal asetik asit ve 93,5 mL metanol
icinde ¢oziilmesi ile hazirland:
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2.2. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

2.2.1. Termofilik Bakterinin Siv1 Besi Ortaminda Biiyiitiilmesi

Geobacillus stearothermophilus AH22 (G. stearothermophilus AH22) susu, %1 ksiloz
iceren LB s1v1 besi ortaminda 55°C’de 16 saat boyunca biiyiitiildii. Biiyiitiilen kiiltiir 4°C’de
ve 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Olusan ¢okelek saklandi.

2.2.2. Hiicrelerin Patlatilmasi ve Protein Oziitiiniin Elde Edilmesi

Elde edilen pellet reaksiyon tamponunda (10 mM MgSO4 ve 1 mM CoCl; igeren 50
mM MES tamponu pH 6) ¢oziildi. Sonrasinda, %30 siddetinde, 1 devirde 5 dk boyunca
Bandelin Sonopuls sonikator aleti kullanilarak hiicreler patlatildi. Elde edilen hiicre soliisyonu
13.000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edildi. Pellet kismi atilarak siipernatant alindu.
Stipernatantda GI aktivitesi bakildi. GI aktivitesinden emin olduktan sonra kaba ekstratta
protein konsantrasyonunu, spesifik aktiviteyi belirlemek ve protein jel elektroforezinde
kullanmak tizere 100 pl 6rnek ayrilarak enzimin biyokimyasal karakterizasyon islemlerine

baslanildi.

2.2.3. Is1 Soku Uygulamasi

Elde edilen kaba ekstrakt 20 dk siireyle 80 °C’de bekletildi. Denatiire olan proteinleri
uzaklagtirmak i¢in 20 dk 13.000 rpm’de santrifiijlendi. Siipernatant alindi, ¢dken kisim
uzaklastirildi.

2.2.4. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Is1 soku uygulamasi sonucu elde edilen 15 ml &ziitte kademeli olarak amonyum siilfat
coktiirmesi uygulandi. % 50°lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi i¢in, bir beher icerisinde ¢ok
yavas bir sekilde karistirilmakta olan oziite 4,71 gr kristal haldeki amonyum siilfat azar azar
ilave edildi. Cozlinme islemi tamamlandiktan sonra 6ziit 1 saat daha karigtiritlmaya birakildi.
Ortamin soguk olmasi i¢in 6ziitiin i¢inde bulundugu beher buz igerisinde muhafaza edildi. 1
saat sonunda 13.000 rpm’de ve 4°C’de 15 dakika santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriildii.
Stipernatant tekrar bir beher igerisine koyularak daha ileri ¢oktiirme saglandi. Bu sekilde 0,97
gr daha amonyum siilfat ilave edilerek % 60°lik, 1,01 gr daha amonyum siilfat ilave edilerek
% 70’lik, 1,05 gr daha amonyum ilave edilerek % 80’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi
saglandi. Elde edilen pelletler 2 ml 1 mM CoCl, ve 10 mM MgSO, igeren 50 mM MES
tamponunda ¢oziildii ve bu orneklerdeki GI aktivitesi arastirildi. % 60, % 70 ve %80’lik
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amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan ¢ozeltilerde glukoz izomeraz (Gl) aktivitesi bulundu. Bu
3 ornek birlestirildi ve amonyum siilfatin uzaklastirilmasi1 i¢in 10.000 amicon filtreden

gecirildi. Elde edilen ¢ozelti enzim 6ziitli olarak kullanildu.

2.2.5. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal PAGE)

Jel hazirlandiktan sonra tanka yerlestirildi ve yiiriitme tamponu ile dolduruldu.
Yaklagik 40 pg saf protein yiikleme c¢ozeltisi ile karistirilip elektroforez kuyucuklarina
yiiklendi. Boya, y1gma jelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak 10 dakika 20 mA’de, daha sonra
da ayirma jelinin alt kismina gelene kadar yaklasik olarak 45 dakika 30 mA’de yiiritiildi. Jel,
% 0,1 Bromofenol Mavisi ¢ozeltisi i¢ine alindi ve yavas bir sekilde sallanarak 10 dakika
bekletildi. Boyanan jel, fazla boya uzaklasip protein bantlar1 goriiniir hale gelene kadar boya

uzaklastirma ¢ozeltisi ile muamele edildi.

Tablo 8. Dogal PAGE’de kullanilan bilesenler ve oranlari

%35’lik Yigma Jeli % 10’luk Ayirma Jeli
Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)

Saf su 3,45 4,1
% 30’luk akrilamid/bisakrilamid 0,83 33
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,63 -
1,5M Tris (pH 8,8) - 2,5
% 10’luk APS 0,050 0,1
TEMED 0,0005 0,004

2.2.6. Glukoz izomeraz Aktivitesinin Tayini ve Karakterizasyonu

Glukoz Izomeraz aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlendi. Reaksiyon 5 pl enzim
ozt kullanilarak, 100 mM Glukoz, 10 mM MgSO4 ve 1 mM CoCl, pH’1 6,0 olan 50 mM
MES tamponu igerisinde, son hacim 100 pL olacak sekilde 60 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Reaksiyon, inkiibasyon siiresi sonunda, 0,5 M 100 pl perklorik asit ilavesi ile durduruldu.
Reaksiyon sonunda a¢iga ¢ikan fruktoz miktar1 Dishe ve arkadaslarinin (1951) gelistirmis
oldugu sistein karbazol-siilfiirik asit yontemi ile belirlendi. Reaksiyon ¢6zeltisinin 20 pL’sinin
tizerine sirasiyla 40 pL % 1,5’lik sistein hidrokloriir ve bunu takiben 40 pL % 0,12’lik
karbazol konuldu. Karisim vortekslendikten sonra tizerine 1 dk ara ile 1,2 ml % 70’lik

stilfiirik asit ilave edildi ve tekrar vortekslendi. 30 dakika oda sicakhiginda inkiibe edildikten
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sonra spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda olgtimler gergeklestirildi. Fruktoz miktari,
hazirlanan fruktoz kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Reaksiyonun gerceklestirildigi tim
kosullar (reaksiyon sicakligi, reaksiyon pH’s1, substrat konsantrasyonu, enzim miktari) enzim
karakterize edildik¢e yeniden diizenlenmistir. Bir enzim tinitesi dakikada olusan mikromol

fruktoz olarak tanimlandi.

2.2.7. Fruktoz Standart Grafiginin Hazirlanmasi

1M konsantrasyonda fruktoz ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan fruktoz stok ¢ozeltisinden
belirli oranda seyretmeler yapildi. Her bir konsantrasyon ii¢ paralel c¢alisildi. Deney tiiplerine
ve kore toplam hacim 100 pL olacak sekilde tampon, belirli konsantrasyonlarda olacak
sekilde fruktoz ve 10 mM konsantrasyonda olacak sekilde Glukoz ¢ozeltileri ilave edildi. Bu
karisinin 20 pL’sinin lizerine 40 pL % 1,5°lik sistein hidrokloriir ve 40 puL % 0,12°lik
karbazol ilave edildi. Karisim vortekslendi ve tizerine 1 dk ara ile 1,2 ml % 70’lik siilfiirik asit
ilave edildi ve tekrar vortekslendi. 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra

spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda dlgiimler gergeklestirildi.

2.2.8. Glukoz izomeraz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Gl aktivitesi tizerine pH’nin etkisini incelemek amaciyla aktivitenin 6lglildigii rutin
yontemde kullanilan tampon yerine belirli pH degerlerinde tamponlar kullanildi ve bu pH
degerlerindeki aktivite tayinleri 60 °C’de gergeklestirildi. Calismada kullanilan tamponlarin
tamam: 50 mM konsantrasyonda olup farkli pH degerleri i¢in sirasiyla asetat tamponu (pH
4,0-5,5), MES tamponu (pH 6,0-7,0) ve Tris-HCI tamponu (7,5-9,0) kullanildi. Sonuglarin
degerlendirilmesi ile optimum pH degeri belirlendi. Gézlenen optimum pH degeri daha sonra
yapilacak olan optimum sicaklik, pH ve 1sil kararlilik, metal iyonu etkisi ve Kkinetik

parametrelerin belirlenmesi gibi ¢caligmalarda reaksiyon pH’s1 olarak kullanildi.

2.2.9. Glukoz izomeraz Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi
GI’nin en 1iyi aktivite gosterdigi sicakhk, 10 °C’lik artiglarla 30-90 °C araligindaki
sicakliklarda aktivite tayinleri yapilarak incelendi. Enzim aktivitesi i¢in belirlenen optimum

sicaklik daha sonraki deneylerde reaksiyon sicakligi olarak kullanildi.
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2.2.10. Glukoz izomeraz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun EtKisi
Bu calismada substrat konsantrasyonu sabit tutulup, protein icerigi bilinen enzim
ozitiinden belirli hacimlerde alinip bir seri reaksiyon karisimi hazirlandi. Degisen protein

miktar ile aktivite iligkisi incelendi.

2.2.11. Glukoz izomeraz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Gl aktivitesinin Ky, ve Vinaks degerlerinin belirlenebilmesi icin MES tamponu (50 mM,
pH 6,0) i¢cinde 2-200 mM son konsantrasyonda glukoz igeren reaksiyon karisimlar: hazirland:.
Bu karisimlar kullanilarak sabit enzim konsantrasyonunda aktivite tayinleri gergeklestirildi ve

Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek K, ve Vmaks degerleri hesaplandi.

2.2.12. Glukoz izomeraz’mn Isil Kararhihginin incelenmesi

Enzimin 1s1l kararlihgini incelemek amaciyla, MES tamponu (50 mM, pH 6,0)
icindeki enzim 80°C de inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda enzim ¢6zeltisi buz i¢ine alinarak 5
dakika bekletildi ve buzdan ¢ikartilip oda sicakligina kadar isinmas: beklendi. Daha sonra
cesitli zamanlarda 6rnekler alinarak optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gergeklestirildi.
Is1 ile hi¢c muamele edilmemis enzimin aktivitesi % 100 olarak kabul edilerek bekletilen

enzimlerin % kalan aktiviteleri hesaplandi.

2.2.13. Glukoz izomeraz’in pH Kararhliginin Incelenmesi

Enzimin pH Kkararliligint incelemek amaciyla, enzim 1:1 oraninda hepsi 50 mM olan
pH 5,0-9,0 arasindaki tamponlart ile karistirildi. Enzim-tampon karisgimlari +4°C de
(buzdolabinda) inkiibe edildi ve sonra cesitli zaman araliklarinda enzimlerden Ornekler
alinarak optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Ayni sekilde hazirlanmig
fakat 4°C’de bekletilmemis enzim-tampon karisimlarinin optimum sartlar altinda aktiviteleri
bakilarak bu degerler % 100 olarak kabul edildi ve bu degerlerden faydalanilarak bekletilen

enzimlerin % kalan aktiviteleri hesaplandi.

2.2.14. Glukoz izomeraz Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal Iyonlarimin Etkisi

Gl aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek amaciyla Mg*?, Mn*?,
Ca+2, C0+2, Ni*? ve Cu*? iyonlarinin kloriir tuzlarinin 100 mM’lik stok ¢ozeltileri kullanild.
Reaksiyon karigimlarina son konsantrasyonlari 1 ve 5 mM olacak sekilde her bir metal

iyonundan ilave edilerek optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu ile
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muamele edilmeyen karisimin aktivitesi % 100 olarak kabul edilip metal iyonu ilavesi

durumunda % kalan aktiviteler hesaplandi.

2.2.15. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna goére yapilmistir (Lowry vd., 1951) ve protein
standardi olarak Si1gir Serum Alblimini (BSA) kullanilmistir.

Kalibrasyon grafigi ¢izebilmek amaciyla hazirlanan BSA c¢ozeltisinden (1,0 mg/ml)
deney tiiplerine sirasiyla 10, 20, 30, 40 ve 50 uL konulmustur. Standart i¢eren tiiplerin disinda
ham enzim kaynagindan, bir deney tiipiine 10 pL ilave edilmistir. Standartlarin ve 6rnegin son
hacimlerini 500 pL’ye tamamlayacak sekilde 0,1 N NaOH i¢indeki %0,1 (w/v) SDS
¢ozeltisinden ilave edilip vortekslenmistir. Daha sonra her bir tiipe 1 mL Lowry E ¢ozeltisi
ilave edilip vortekslendikten sonra oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir.

Standartlara ve numuneye saf su ile 1:1 oraninda seyretilmis olan Folin Reaktifinden
100 pL ilave edilmis ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildikten sonra 650 nm’de
absorbanslart okunmustur. Kalibrasyon grafigi cizilerek 6rneklerdeki protein konsantrasyonu

hesaplanmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Glukoz Izomeraz Aktivitesinin Tayini

Glukoz izomeraz (Gl) aktivitesi reaksiyon sonucunda olusan fruktoz miktarinin
spektroskopik olarak belirlenmesi ilizerinden {iinite olarak hesaplandi. Bir iinite enzim
aktivitesi; 80 °C’de dakikada 1 pmol fruktoz agiga ¢ikartan enzim miktar1 olarak hesap edildi.
Incelemeler sonucunda Geobacillus stearothermophilus AH22 (G. stearothermophilus
AH22) susunun %]1°lik ksiloz iceren LB besiyerinde biiyiitiilmesi ile elde edilen hiicre igi
ozitiin Gl aktivitesine sahip oldugu belirlendi.

3.2. Fruktoz Standart Grafiginin Hazirlanmasi
Hazirlanan 1M konsantrasyondaki fruktoz ¢ozeltisinin belirli oranlarda seyreltilmesi
ile gergeklestirilen denemelerde elde edilen verilerden faydalanilarak absorbansa karsilik

gelen ug fruktoz standart grafigi hazirlandi.
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Sekil 7. Fruktoz standart grafigi

3.3. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal PAGE)

G. stearothermophilus AH22 susu, LB ortaminda ve %1 ksiloz igeren LB siv1 besi
ortaminda biiyiitiilmesi ile elde edilen hiicre i¢i 6ziitler ve amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonucu
elde edilen enzim oziitii dogal poliakrilamid jel elektroforezinde yiiritiildii. Jel, jel boyama
¢ozeltisi ile boyandi ve fazla boya uzaklastirildi (Sekil 8). Dogal jel elektroforez goriintiisii
incelendiginde, ksiloz ile indiiklenme sonucu birden fazla bandin belirginlestigi

goriilmektedir.
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Sekil 8. Dogal PAGE elektroforezi. A: G. stearothermophilus AH22’nin LB besi yerinde
biiytitiilmesi ile elde edilen hiicre i¢i 6ziit, B: G. stearothermophilus AH22’nin %1
ksiloz iceren LB besi yerinde biiyiitiilmesi ile elde edilen hiicre i¢i oziit, C:
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim 06ziitii

3.4. Glukoz izomeraz Aktivitesi Uzerine pH’nmin Etkisi

Gl aktivitesi tizerine pH’1n etkisi ve en yiiksek etkinlik gosterdigi pH’in belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢calismada, pH 4,0-9,0 arasinda tamponlarla reaksiyon karisimlar: hazirland:.
Her bir tamponla hazirlanan reaksiyon karigimlari igin aktiviteler belirlenerek pH degerlerine
karsilik gelen aktivitelerle bir pH-% Bagil Aktivite egrisi elde edildi (Sekil 9). Enzimin

optimum aktivite gosterdigi pH degeri 6,0 olarak belirlendi.
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Sekil 9. Gl aktivitesi tizerine pH nin etkisi
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3.5. Glukoz Izomeraz Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Sicakligin Gl aktivitesi iizerine etkisi ve optimum sicakligin tayini ¢aligmas: 10 °C’lik
artislarla olmak tizere 30-90 °C arasindaki sicakliklarda aktivite tayinleri yapilarak incelendi
ve Sicaklik-% Bagil Aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 10). GI aktivitesinin 80 °C’de optimuma

ulastigr ve enzimin 90 °C’de optimum aktivitesinin yaklasik % 75’ini korudugu gézlendi.
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Sekil 10. GI aktivitesi tizerine sicakligin etkisi

3.6. Glukoz izomeraz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun EtKisi

Sabit substrat konsantrasyonunda Gl aktivitesinin protein miktarina bagimliligin
incelemek amaciyla reaksiyon karigiminda ayri ayri1 0,02-2 mg/mL arasindaki degerlerde son
konsantrasyonda protein igerecek sekilde enzim c¢ozeltileri kullanilarak aktivite tayinleri
yapildi. Daha sonra protein konsantrasyonuna karsi aktivite degerleri grafige gecirildi (Sekil
11). Sekil 11°deki hiperbolik egriden de goriilecegi gibi, 100 mM substrat konsantrasyonunda

maksimum aktivitenin goézlendigi optimum enzim konsantrasyonu 0,07 mg/mL olarak

belirlendi.
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Sekil 11. GI aktivitesi lizerine protein konsantrasyonunun etkisi

3.7. Glukoz izomeraz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun EtKisi

Gl aktivitesinin ¢esitli kinetik verilerle ifade edilmesi amaci ile sabit enzim
konsantrasyonunda ve 2-200 mM son glukoz konsantrasyonunda aktivite tayinleri
gergeklestirildi. Elde edilen veriler kullanilarak substrat doygunluk egrisi (Sekil 12) ve
Lineweaver-Burk (Sekil 13) grafigi cizildi. Substrat doygunluk egrisi incelendiginde, enzimin
basit Michaelis-Menten kinetigini takip ettigi belirlendi ve 100 mM substrat konsantrasyonu
degerine kadar aktivitede bir artisin gozlendigi, ancak daha yiiksek substrat konsantrasyon
degerlerinde ise enzimin doygunluk noktasina ulasmasi nedeniyle aktivitenin bu optimum
degerde sabit kaldigi gozlendi. Bu nedenle, bundan sonraki karakterizasyon ¢alismalarinda
reaksiyon karigimindaki substrat konsantrasyonu, 100 mM olacak sekilde ayarland:.
Lineweaver-Burk egrisinden ise K, ve Vmas degerleri sirasiyla 58,16 mM ve 2,109 U/mg

protein olarak tespit edildi.
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Sekil 12. Glukoz varliginda GI” nin substrat doygunluk egrisi
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Sekil 13. Glukoz varliginda GI’nin Lineweaver-Burk egrisi
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3.8. Glukoz Izomeraz’in Isil Kararhhigmin Incelenmesi

Enzimin 1s1l kararliligi, MES tamponu (50 mM, pH 6,0) i¢indeki enzimin 60, 70, 80
°C’lerdeki su banyolarinda 1, 2, 3, 4 ve 5 saat boyunca bekletilmesi ve bu siirelerin sonunda,
gerekli islemlerden sonra optimum sartlar altinda aktivite tayinlerinin gergeklestirilmesi ile
incelendi. Is1 ile hic muamele edilmemis enzimin aktivitesi % 100 olarak kabul edilerek,
bekletilen enzimlerin % kalan aktiviteleri hesapland: ve zaman- % Kalan Aktivite grafigi
cizildi (Sekil 14). Enzimin aktivitesinin 80 °C’lerde birinci saatten itibaren hizlica diistiigii, 3

saatin sonunda ise aktivitenin sirasiyla % 60 ve % 90 oraninda azaldig: belirlendi.
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Sekil 14. GI’nin 1s1l kararlilik egrisi

3.9. Glukoz izomeraz’in pH Kararhliginin Incelenmesi

Enzimin pH kararlihgini incelemek amaciyla, enzim 1:1 oraminda pH 5,0-9,0
arasindaki tamponlarla karistirilarak ayri ayri 4 °C’de 48 saat bekletildikten sonra, optimum
sartlar altinda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Ayni sekilde hazirlanmis fakat hig
bekletilmemis enzim-tampon karisimlarinin optimum sartlar altinda aktiviteleri bakilarak bu
degerler % 100 olarak kabul edildi ve bu degerlerden faydalanarak bekletilen enzimlerin %
kalan aktiviteleri hesaplandi. Daha sonra inkiibasyon pH’sina kars1 % kalan aktiviteler grafigi
gecirildi (Sekil 15).
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Sekil 15. Gl‘nin 4 °C’deki pH kararlilik egrisi

Sekil 15’ten de gorildiigii gibi enzim farkli pH’lardaki tamponlar i¢inde 4°C’de

inkiibe edildiginde aktivitede 6nemli 6lgiide bir azalma olmamaktadir.

3.10. Glukoz izomeraz Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal Iyonlarinin Etkisi

Gl aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek amaci ile Mg*?, Mn*?,
Ca* Co* cu™ ve Ni*? iyonlarimin kloriir tuzlarimin reaksiyon Kkarigimindaki son
konsantrasyonlart 1 ve 5 mM olacak sekilde optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapild:

ve bu iyonlarin enzim aktivitesi iizerine etkileri belirlendi.(Tablo 9).

Tablo 9. GI aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarmin etkisi

1mM 5mM
Metal iyonu % Kalan Aktivite % Kalan Aktivite

- 100 100
Mn*?2 147 154
Ca'? 90 107
Mg* 139 142
Co* 290 290
Cu™ 44 45
Ni*2 67 68

Tablo 8°den de anlasildig1 gibi Mg*?, Mn*? ve Co*? varliginda GI aktivitesinde dikkate

deger bir artis gézlendi. Ca*?, Cu*?ve Ni* varliginda ise farkli oranlarda inhibisyon gozlendi.

28



4. TARTISMA ve SONUCLAR

Glukoz izomeraz (Gl), bugiine kadar; toprak, deniz ve tatli sularda yasayabilen acrobik
ve anaerobik bircok mikroorganizmada incelenmistir. Okaryotik canlilarda ise Hordeum
vulgare’de glukoz izomerazin varligi gosterilmistir (Kristo vd., 1996). Enzimi iireten
mikroorganizmalarin biiylime sicakligi ile orantili olarak enzimin optimum calisma sicakligi,
25-85 °C gibi genis bir yayilim gostermesine ragmen, biitiin glukoz izomerazlar bir takim
benzer Ozellikler sergilemektedir; genel olarak bakildiginda birbirine benzeyen tetramer veya
dimerlerden olusurlar, molekiiler agirligi yaklasik 173.000 dalton civarindadir (Carell, 1989).

GI, termofilik enzimlerin yapisi ve islevleri arasindaki iliskiyi ileri biyokimya ve
genetik miihendisligi teknikleriyle arastirmak ig¢in bir model olusturmaktadir. Enzim,
akademik 0neminin yani sira, hemiseliilozdan etanol iiretilmesindeki potansiyel uygulamalari
ve HFCS iiretimindeki kullanimi agisindan endiistriler tarafindan artan bir ilgiye sahiptir.
(Knorr, 1987).

Bu calismada Geobacillus stearothermophilus AH22 (G. stearothermophilus AH22)
susundan hazirlanan oziitlerden amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile izole edilen GI enzimi
incelenmistir.

Bu ¢alismada substrat olarak glukoz kullanilmistir. Reaksiyon sonucu agiga ¢ikan
fruktoz miktarina gore enzim aktivitesi belirlenmistir. Dolayist ile (GI) enziminin
karakterizasyonunun yapilabilmesi i¢in reaksiyon sonrasinda agiga ¢ikan fruktoz miktarinin
belirlenmesi gerekmektedir.

Olusan fruktoz miktar1 Dische ve arkadaglarinin (1951) gelistirdikleri sistein-karbazol
siilfirik asit metoduyla belirlenmektedir. A¢iga ¢ikan fruktoz, bu reaksiyon sonrasinda,
pembe-mor renkli bir tiriine doniismektedir. Bir ¢ozelti igerisindeki fruktoz miktar1 560 nm
dalga boyunda yapilan spektroskopik Olgiimler sonrasi olusturulan fruktoz standardindan
belirlenmistir.

G. stearothermophilus AH22 susu %] ksiloz i¢eren ortamda biiyiitiildii ve ardindan
hiicre i¢i 0ziit hazirlandi. Hazirlanan 6ziit %50-80 (a/h) arahiginda gradiyentli olarak
amonyum siilfat ile ¢oktiiriildii. %60, %70 ve %80 ‘lik fraksiyonlarda GI aktivitesi tespit
edildi ve bu fraksiyonlar birlestirildi. Dogal PAGE elektroforezi. G. stearothermophilus
AH22’nin LB besi yerinde biiyiitiilmesi ile elde edilen hiicre i¢i 6ziit, G. stearothermophilus
AH22’nin %] ksiloz igeren LB besi yerinde biiyiitiilmesi ile elde edilen hiicre i¢i 6ziit ve

amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim 6ziit icim dogal PAGE gerceklestirildi.
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Elektroforez sonucunda ham enzim 6ziitii ve amoyum siilfat ¢oktiirmesi sonras1 (%1 ksiloz ile
indiiklenmis ve 1s1 soku uygulanmig 6ziit) bantlar karsilastirildiginda bant sayisinin oldukca
azaldign ve indiiklenme ile birden fazla bandin belirginlestigi goriilmektedir. indiiklenme
sonucu birden fazla bandin belirginlesmesi bu organizmada GI aktivitesine sahip birden fazla
enzimin varligini ya da ksiloz ile indiiklenen birden fazla enzimin bulundugunun gostergesidir
(Sekil 8). Aktivite degerleri karsilastirildiginda 1s1 soku ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonrast aktivitenin 11 kat arttig1 belirlendi.

Enzimlerde, optimum pH degerlerinin, kullanilan materyalin kaynagina, kullanilan
substrata ve enzimin kullanilan formuna (immobilize ya da serbest) gore degisiklik gosterdigi
bilinmektedir (Faiz, 2008). G. stearothermophilus AH22’nin sahip oldugu GI aktivitesinin
pH’ya bagimliligi incelendiginde optimum pH’inin 6,0 oldugu gozlendi (Sekil 9). Enzim
aktivitesinin bu pH degerinde en yiiksek aktiviteyi gostermesi G. stearothermophilus
AH22’nin irettigi GI enzimini endistriyel olarak arzu edilen asidik kosullarda kullanilabilir
oldugunu ortaya koymaktadir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, Acidothermus
cellulolyticus GI’sinin da ayni substrat varliginda, 80 °C’de, optimum pH degeri 6,5 olarak
bildirilmistir (Mu vd., 2012). Yapilan literatiir incelemesiyle, glukoz substrati varliginda
Lactobacillus brevis (Yamanaka, 1975), Thermoanaerobacterium sp. (Liu vd., 1996),
Actinoplanes missouriensis (Van Tillbeurgh vd., 1992), Thermus aquaticus (Lehmbacher,
1990) GI’lar1 haricindeki diger GI’larin optimum pH degeri 6,5’ten yukaridir. Bunlarin
disinda, glukoz substrati, Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 (Faiz vd, 2011), Bacillus sp.
(Sukumar  vd., baskida) GI’larinin daha yiiksek bir pH optimumuna sahip olduklari
belirtilmistir.

G. stearothermophilus AH22’nin iirettigi GI’nin aktivitesinin sicakliga bagimliligi 30-
90 °C araliginda incelendi. Elde edilen sonuglar degerlendirildi ve enzimin optimum sicaklig
80 °C olarak belirlendi (Sekil 10). Ancak enzim bagil aktivitesinin, calisilan sicaklik
araliginda en fazla %25 oraninda diistiigii goriillmektedir. Bu durum G. stearothermophilus
AH22’nin sadece optimum sicaklik degeri olan 80 °C degil, gerekirse calisilan sicaklik
araligindaki tiim sicakliklarda kullanilabilecegini gostermektedir. Mu ve arkadaslarmin
yaptiklar1 ¢caligmada Acidothermus cellulolyticus GI’sinin optimum sicaklik degeri de 80 °C
olarak belirlenmistir (Mu vd., 2012). Farkli kaynaklardan elde edilen GI’larin aktivitelerinin
sicaklikla degisimi hakkinda fikir sahibi olmak icin yapilan literatiir calismalarina gore,
Streptomyces sp. (Inyang vd., 1995) ve Bacillus sp. (Chauthaiwale vd., 1994), Anoxybacillus
gonensis G2 (Karaoglu, 2004) tiirlerine ait GI’nin optimum ¢alisma sicakliklarinin da 85 °C

oldugu gosterilmistir. Thermus thermophilus’ta ve Bacillus thermoantarcticus’ta 90 °C (Lonn
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vd., 2002; Lama vd., 2001) olarak belirlenmistir. Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 (Faiz
vd., 2011), Streptomyces chibaensis J-59 (Joo vd., 2005) GI’lar1 ile benzerlik gdostermekle
beraber, bu caligmalarda enzim aktivitesinin sicaklifa bagimliligi tek bir pik gdstermekte
olup, enzimin farkli sicakliklarda kullanimini sinirlamaktadir.

Aktivitenin enzim konsantrasyonuna bagimliligi incelendiginde, 0,07 mg/mL’lik
protein igerigine kadar, Gl aktivitesinin arttigi, daha yiiksek protein konsantrasyonlarinda ise,
Gl aktivitesinin enzim miktarindan bagimsiz oldugu belirlendi (Sekil 11). Sonug olarak,
maksimum enzim miktarina ulasildiktan sonra, glukozun izomerizasyon hizinin, enzim
miktarindan bagimsiz olarak gergeklestigi soylenebilir.

Enzimin, 60-80 °C araliginda, saatte bir aktivite tayini yapilmak suretiyle, toplam bes
saat bekletilmesi sonunda, kalan aktiviteleri belirlenerek, 1sil kararlilig: incelendi (Sekil 14).
Optimum sicaklik olan 80 °C’de bir saatlik inkiibasyon sonunda, enzim aktivitesi % 60’1n
tizerinde korundugu gozlendi. 60 °C’de ve 70 °C’de, 5 saatlik bekletme sonunda, enzim,
aktivitesini yaklasik % 100 korudugu gozlendi. Geobacillus stearothermophilus baska bir
susunda yapilan calismada, bu susun sahip oldugu GI'nin 75 °C’de bir saat kararli oldugu
belirtilmistir (Suakena vd., 1978). Yiiksek sicakliklarda enzim aktivitesindeki diismeler,
sicakhgin etkisi ile enzimin ii¢ boyutlu yapisinda negatif degismelerin olmasindan
kaynaklanabilmektedir.

GI'nin +4 °C’deki pH kararliligi incelendiginde, enzimin oldukga kararli bir yapiya
sahip oldugu ve caligilan tiim pH’larda 48 saatlik bekletme siireleri sonunda enzim aktivitesin
en az % 20 oraninda arttig1 gozlendi (Sekil. 15). Aktivitede bir azalma olmamasi, enzimin,
saklanma kosullarinin  belirlenmesi  aciSindan  olduk¢a Onemlidir (Faiz, 2008).
G. stearothermophilus AH22 GI’st c¢alisilan pH araliginda uzun bir siire rahatlikla
depolanabilir. Bu durum, bize inkiibasyonla, enzimin yapisinin mikemmellesmesinin
saglandigini distindiirmektedir. (Faiz, 2008) Degisen pH’larda kalan aktivitenin hep
% 100’in lizerinde fakat sigmoidal bir bicimde degismesi, tampon iyonlarinin enzimle
etkileserek aktiviteyi etkiledigi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Bu ¢alismada elde edilen
sonuclara benzer sonuglar daha oénce rapor edilmistir (Faiz, 2008). ileriki bir calismayla
tampon iyonlarinin aktivite tizerine etkisinin ayrintili bir sekilde incelenmesi, enzimin bu
davranist hakkinda daha fazla bilgi edinmemizi saglayabilir. Acidothermus cellulolyticus
glukoz izomerazi igin yapilan pH kararlilik ¢alismasinda enzimin pH 5,5, 6,5 tamponlarinda 4
saat bekletilmesi sonucunda aktivitenin %10 ve 7,5 pH tamponunda ayni siire bekletilmesi

sonucu aktivitenin yaklasik %25 oraninda diistiigii tespit edilmistir (Mu vd., 2012).
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Glukoz izomerazlar aktivitelerini gosterebilmek ic¢in metal iyonlarina ihtiyag
duyduklarindan dolay1, ¢esitli metal iyonlarinin aktiviteyi nasil etkiledigi arastirildi. GI’lar
ozellikle divalent katyonlarin varliginda daha iyi aktivite gostermektedirler (Callens vd.,
1988; Callens vd., 1986). Mn*2, Mg™, Co™ metal iyonlanr 1 mM ve 5 mM
konsantrasyonlarinda, metal iyonu konsantrasyonu arttikca enzim aktivitesinde % 40-190
oraninda artis meydana gelirken Cu?, Ni*? gibi diger metal iyonlar aktiviteyi % 45-55
oraninda inhibe etmistir. GI’mn maksimum aktivite icin Mg*?, Co*? veya Mn*? gibi divalent
katyonlara veya bunlarin kombinasyonlarina ihtiyag duydugu bilinmektedir (Bhosale vd.,
1996). Dolayisiyla yapilan ¢alismada gozlenen sonuglar, literatiirle uyum igerisindedir. GI’nin
metal iyonlarina kars1 benzer davraniglari daha 6nce bildirilmistir (Bucke, 1983; Smith vd.,
1991; Faiz vd., 2011).

Yapilan kinetik incelemelerde, G. stearothermophilus AH22 GI'nin glukoz igin diisiik
Km degerine sahip oldugu, dolayisi ile enzimin glukoza olan ilgisinin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Sekil 12°den de gorildigi tizere, G. stearothermophilus AH22 GI'nin K,
degerinin bircok mikroorganizmanin Ky, degerine gore diisiikk oldugu gériinmektedir. Enzimin
kinetik degerlerinin ve optimum substrat konsantrasyonunun belirlenmesi ¢alismasi glukoz
subsrat1 varliginda yapildi. Cizilen substrat-doygunluk grafiginden, GI’nin basit Michealis-
Menten Kinetigine uydugu acgikga goriildi (Sekil. 12). Cizilen bu grafikten yararlanarak,
enzimin optimum substrat konsantrasyonu 100 mM olarak belirlendi. Enzimin 150 mM
substrat konsantrasyonunda, doygunluga ulastigi ve bundan sonraki konsantrasyonlarda hizin
degismedigi saptandi. Enzimin kinetik verileri olan Michealis-Menten (K,) ve maksimum hiz
(Vmaks) degerleri, cizilen Lineweaver-Burk egrisinden sirasiyla, 58,16 mM ve 2,109 U/mg
protein olarak belirlendi (Sekil. 13). Substratin enzime olan ilgisinin bir gostergesidir olam
Km degeri ne kadar kiigiik olursa, enzimin substrata kars1 ilgisi o kadar fazladir. Buna gore
GI'in  glukoza ilgisi, Actinoplanes missouriensis, Streptomyces sp., Clostridium
thermosulfurogenes, Streptomyces olivochromogenes, Arthrobacter sp.,
Thermoanaerobacterium saccharolyticum, Bacillus coagulans, ve Streptomyces albus
GI’larindan oldukga fazladir. Yine ayni substrat varliginda, Streptomyces flavogriseus GI’s1
icin Ky 0,297 mM olarak bildirildi (Chen vd., 1979). Bu GI'nin glukoza ilgisinin ise
G. stearothermophilus AH22 GI’sindan daha fazla oldugu gortildii.
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5. ONERILER

Yillar boyunca birgok farkli organizmadan yiizlerce farkli enzim karakterize edilmis
ve farkli organizmalardan yeni enzimlerin ortaya ¢ikarilmasi c¢alismalar1 halen ¢ok biiyiik
onem arz etmektedir. Giiniimiizde enzimler tiptan bir¢ok sanayi dalina kadar farkli alanlarda
kullanilmaktadir ¢linkii enzim katalizli prosesler daha hizli, daha ekonomik, ¢evre dostu, iiriin
verimi oldukga yiiksek ve safsizlik olusumu oldukga diistiktiir.

Bu ¢alismada Geobacillus stearothermophilus AH22 (G. stearothermophilus AH22)
susundan hazirlanan 6ziitlerden amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile izole edilen glukoz izomeraz
(GI) enzimi karakterize edilmis ve kinetik verileri elde edilmistir.

Bundan sonra yapilabilecek olan ¢alismalar, G. stearothermophilus AH22’de izole
edilip karakterize edilmis olan GI enziminin tam saflastiriimas: ve ileri derecede karakterize
edilmesi, cesitli kimyasal maddeler mevcudiyetinde davranisinin incelenmesi ve inhibisyon
mekanizmalarinin ayrintili  bir sekilde ortaya konmasi seklinde siralanabilir. Ayrica, Gl
enzimini kodlayan gen i¢in molekiiler biyoloji c¢alismalar1 gergeklestirilerek rekombinant
enzim liretimi saglanabilir ve ¢esitli mutasyon calismalari ile enzimin biyokimyasal 6zellikleri
endiistriyel kullanilabilirligini artiracak yonde gelistirilebilir.

Immobilizasyon yontemi, enzimatik islemlerde masraflar1 bilyiik oranda diisiirdiigii
icin, enzimlerin stirekli kullanilabilirliklerini ve kararliliklarini arttirmanin etkin bir yolu
olarak kullanilmaktadir. G. stearothermophilus AH22 GI’smin ¢esitli matrisklerde
immobilizasyonu ve ardindan immobilize enzimin Ozelliklerinin ve dolayisiyla
kararhiliklarinin nasil degistigi arastirilabilir. Immobilize edilmis enzim reaksiyonlarda
defalarca kullanilabilecek hale getirileceginden, endiistriyel agidan da oldukga cazip hale

gelebilecektir.
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