ANKARA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

BAZI BACILLUS iZOLATLARININ SiKLODEKSTRIN
GLUKANOTRANSFERAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Dilek CEYLAN

GIDA MUHENDISLiIGi ANABILIiM DALI

ANKARA
2009

Her hakki sakhdir



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI BACILLUS iIZOLATLARININ SIKLODEKSTRIN GLUKANOTRANSFERAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Dilek CEYLAN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Sedat DONMEZ

Bu ¢alismada, topraktan izole edilen bir Bacillus izolati ve Bacillus macerans ATCC 8244
susunun siklodekstrin glukanotransferaz (SGTaz) enzim aktiviteleri kiyaslanmigtir. Bakterilerin
cogalmalart ile ilgili ¢aligmalarda, Bacillus macerans ATCC 8244 susu ve K izolatinin
logaritmik ¢ogalmalarini sirast ile inkiibasyonun 48. ve 25. saatinde tamamladiklar
anlagilmigtir. Cogalma sirasinda olusan en yiiksek SGTaz aktivitesinin Bacillus macerans
ATCC 8244 susunda ¢ogalmanin 65. saatinde 0.100 U/ml, K izolatinda ise 48. saatinde 0.048
U/ml oldugu belirlenmistir. Enzimlerin optimum sicaklik ve pH degeri her iki bakteri i¢inde
60°C ve pH 6 olarak bulunmustur. 90°C’de 1 saat inkiibasyondan sonra Bacillus macerans
ATCC 8244 enzim aktivitesinin % 36’sin1 ve K izolatinin ise % 53’nii kaybettigi belirlenmistir.
Bacillus macerans ATCC 8244 en yiilksek SGTaz aktivitesini karbon kaynagi olarak misir
nisastasi, azot kaynagi olarak NH4;NO; iceren besiyerinde, K izolat1 ise karbon kaynag1 olarak
patates nisastasi, azot kaynagi olarak (NH4),SO, igeren besiyerinde gosterdigi anlasiimistir.
Uretim besiyerinin santrifiijlenmesiyle elde edilen kaba enzim sivisma 10 mM Hg™ iyonu
ilavesi ile SGTaz aktivitesinin Bacillus macerans ATCC 8244 susu ve K izolatinda sirasi ile
% 90 ve % 94 oraninda azaldig1 belirlenmistir. Yapilan enzim saflastirma ¢alismalarinda, her
iki bakteri 6rneginin SGTaz enzimi ortama ilave edilen % 55-80 oranindaki amonyum siilfat
ile ¢oktiiriilmiis ve daha sonra uygulanan diyaliz islemi ile Bacillus macerans ATCC 8244
SGTaz enzimin % 26.56, K izolatinin SGTaz enziminin ise % 28.24 verim ile saflastirilabildigi

belirlenmistir.
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ABSTRACT
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PURIFICATION AND CHARACTERISATION OF CYCLODEXTRIN
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Dilek CEYLAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Sedat DONMEZ

In this study, cyclodextrin glucanotransferase (CGTase) activities of Bacillus macerans ATCC
8244 and a Bacillus isolate (K) isolated from soil were compared. In the studies of
proliferation of bacteria, it has been realized that Bacillus macerans ATCC 8244 and isolate
K have completed their logarithmic growth in 48" and 25™ hours of incubation, respectively.
The maximum CGTase activities during the growth were established as 0.100 U/ml at 65" hour
for Bacillus macerans ATCC 8244 and 0.048 U/ml at 48™ hour for the isolate K. The optimum
temperature and pH values for enzymes have been found as 60°C and pH 6 for both
microorganisms. After 1 hour of incubation at 90°C, Bacillus macerans ATCC 8244 has lost 36
% of its enzyme activity and isolate K has lost 53 % of its enzyme activity. Bacillus macerans
ATCC 8244 exhibited maximum CGTase activity in the medium that contains corn starch as the
carbon source, NH4NO; as the nitrogen source, while the isolate K exhibited maximum enzyme
activity in the medium that contains potato starch and (NH4),SO,. Enzyme activities were
decreased 90 % for Bacillus macerans ATCC 8244 and 94 % for the isolate K by addition
of 10 mM Hg"™ ions to the enzyme solution obtained by centrifugation of enzyme production
medium. In the studies of purification of enzymes, CGTase from both microorganisms was
precipitated by 55-80 % ammonium sulfate and CGTase from Bacillus macerans ATCC 8244
was purified with a yield of 26.56 %, CGTase from the isolate K was purified with a yield of
28.24 % by process of dialysis applied after precipitation.
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1. GIRIS

Enzimler; yasayan canlilar tarafindan salgilanan protein ve molekiil olarak siniflandirilan
katalitik kimyasal yapilardir. Hiicre icerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizini ve

Ozgiilliigiini diizenlerler (Karademir vd. 2002).

Endiistrinin - hemen her alaninda kullanilan enzimler, gilinimiizde genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni, mikroorganizma kaynakli
enzimlerin bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok
yiiksek olmasi, yan {iriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalar1 ve fazla miktarda

elde edilebilmeleridir (Wiseman 1987).

Enzim teknolojisi; son ylizyilda ekonomik, etkili ve biyoteknolojik tekniklere olan biiyiik
ihtiya¢ nedeni ile 6nemli bir ilerleme kaydetmistir. Giliniimiide, biyoteknoloji sayesinde,
yeni tiir enzimlerin biiyiik 6lgeklerde ve ekonomik olarak iiretilmesi saglanmistir. Buna
gore, bir enzimin herhangi bir endiistri alaninda kullanilabilirligi; maliyet bakimindan ucuz
olmasini, ¢ok farkli alanlarda kullanilabilme o6zelliginde olmasin1 ve en Onemlisi de

enzimin alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasini gerektirmektedir (Wiseman 1987).

Siklodekstrin glukanotransferazlar (SGTaz), nisastayr ve diger 1,4 bagh a-glukanlar
parcalayarak indirgen olmayan siklodekstrinleri olusturan bakteriyel enzimlerdir.
SGTaz’lar; siklizasyon (cyclization), birlestirme (coupling) ve disproporsiyonasyon
(disproportionation) reaksiyonlarmi da katalizleyerek endiistriyel Oneme sahip
siklodekstrinleri olustururlar (Tonkova 1998). Siklodekstrinler a-1,4 glikozidit bagl,
glikoz  Unitelerinden  olusan  siklik  maltooligosakkaritlerdir ~ ve 3 tip
siklodekstrin bulunmaktadir: a-siklodekstrin, B-siklodekstrin, y-siklodekstrin. a-, B- ve
v- siklodekstrinleri a-(1,4) bagh sirasiyla 6, 7 ve 8 glikoz iinitelerinden olusmustur,
B-siklodekstrin en ¢ok ve en ucuz bulunan, en ¢ok kullanilan siklodekstrindir (Del Valle

2004).



Siklodekstrinler, konuk molekiilleri sararak inkliizyon kompleksi (inclusion-complex)
olustururlar. inkliizyon kompleksleri, konuk molekiilleri konakg1 kavitesinde hapsederek ya
da kilitleyerek konuk molekiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinde 6nemli degisiklere neden
olurlar. Bu ozellikler; ¢6ziiniirliiglin artmasi, oksidasyon, 1s1, 151k ve UV 151k gibi yikic
etkilerine karst konuklarin stabilizasyonu, siiblimasyonun ve ucuculugun kontroli,
istenmeyen koku ve tatlarin maskelenerek modifikasyonu, istenmeyen bilesiklerin fiziksel
olarak ayrilmasidir. Bu nedenle siklodekstrinler; gida, eczacilik, kozmetik, c¢evre,

paketleme, biodoniisiim ve tekstil endiistrisinde kullanilmaktadir (Del Valle 2004).

1986 yilinin sonuna kadar, siklodekstrin ve uygulamalar1 ile ilgili 750 patent
yaymlanmistir. Siklodekstrin tiretiminin, 1989 yilinda 890 ton, 1995 yilinda 5600 ton
oldugu bildirilmistir. Siklodekstrinlerin  ¢esitli uygulamalarda kullanilmasinin artmasi
tikketiminde ¢arpici bir artis gostermektedir. Son 10 yilda Almanya, Macaristan, Japonya,

Fransa ve ABD’de siklodekstrin tliretimi i¢in tesisler kurulmustur (Wan 2005).

Endiistriyel 6neme sahip siklodekstrinlerin birgok kullanim alan1 bulunmakla beraber,
kullanimlarim1 yaygin hale getirmek teknolojik proses kosullarina dayanikli, verimliligi

yiiksek ve maliyeti diisiik kaynaklarin belirlenmesiyle miimkiin olabilecektir.

Bu ¢alisma, dogal kaynaklardan izole edilen Bacillus’lardan, SGTaz enzimi elde etmek ve

enzimin bazi 6zelliklerini belirlemek amaci ile gergeklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Siklodekstrin Glukanotransferaz (SGTaz) Enzimi

Siklodekstrin glukanotransferaz (1,4-a-D-glukan: 1,4-a-D-glukopiranoziltransferaz, EC
2.4.1.19) nisastay1 ve diger 1,4 bagh oa—glukanlar1 parcalayarak indirgen olmayan
siklodekstrinleri olusturan bakteriyel enzimlerdir (Tonkova 1998, Higuti et al. 2004,
Sian et al. 2005).

Bakteriyel SGTaz’larin ¢ok fonksiyonlu enzimler oldugu, siklizasyon (cyclization),
birlestirme (coupling) ve disproporsiyonasyon (disproportionation) reaksiyonlarini
katalizleyerek endiistriyel 6neme sahip siklodekstrinleri olusturduklart agiklanmistir

(Tonkova 1998).

SGTaz, glikozil- hidrolazlarin o-amilaz ailesine (13. aile) bagli enzimler oldugu, bu ailede
yer alan enzimlerin, (B/a)s’den olusan A katalitik bolgesini icerdikleri ve a-baglama
mekanizmasini kullandiklart belirlenmistir. a-amilaz tipik nisasta hidrolizini katalizlerken,
SGTaz’m {i¢ 6nemli transglikozilasyon (transglycosylation) reaksiyonunda (siklizasyon,
birlestirme, disproporsiyonasyon) gorev aldig1 ve bunun yani sira diisiik oranda hidrolitik
aktivite gosterdigi bildirilmistir. Hem SGTaz’da hem de «-amilazlarda A, B, C olarak
bilinen 3 yapisal bolge bulundugu, SGTaz’in a-amilazdan farkli olarak D ve E
bolgelerini igerdigi anlasilmistir. A ve B bolgelerinin  katalitik merkezi (aktif bolge)
olusturdugu, C ve E bodlgelerinin ise substrati bagladigi, D bolgesinin ise heniiz
fonksiyonun tam olarak bilinmedigi ag¢iklanmistir (Jemli et al. 2008). Sekil 2.1°de Bacillus
circulans 251 susu tarafindan tiretilen SGTaz’1n yapist A, B, C, D ve E bolgeleri ile birlikte

goriilmektedir.



Sekil 2.1 Bacillus circulans 251 SGTaz’min yapisi (Qi and Zimmermann 2005)

2.2 Siklodekstrin Glukanotransferaz (SGTaz) Ureten Mikroorganizmalar

Gilintimiizde SGTaz enzimi daha ¢ok, bakterilerden elde edilmekte ve gogunlukla hiicre dis
enzimi olarak iretilmektedir. SGTaz’larin 6zelliklerinin bakteriden bakteriye farklilik
gosterdigi, enzimin ilk olarak, Bacillus macerans’tan firetildigi ve B. megaterium,
B. circulans, B. Stearothermophilus, B. ohbensis, B. Licheniformis, B. cereus, B. firmus,
Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Micrococcus lutens, M. varians, Clostridium spp.,
Thermoanaerobacter spp., Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes, Anaerobranca
gottschalkii suslarinin SGTaz iireticisi oldugu saptanmistir (Illias et al. 2002, Biwer et al.
2002). SGTaz’larin baz1 6zellikleri Cizelge 2.1°de verilmistir.

Bakteriyel SGTaz’larin molekiil agirliklarinin ortalama 75 kDa olduklari, Bacillus
SGTaz’larinin yaklasik olarak 680 aminoasit residiisti icerdigi, molekiil agirliklarinin 74
kDa oldugu, optimum pH’larmin 4.5-7.0, sicakliklarinin ise 50-85°C arasinda oldugu
belirlenmistir (Alcalde et al. 2001).

Termostabil SGTaz’larin bazi Thermoanaerobacter tiirlerinden, Thermoanaerobacterium
thermosulfurigenes ve Anaerobranca gottschalkii suslarindan iiretildigi, Anaerobranca
gottschalkii SGT’azinin genis bir pH araliginda (4.0-10.5) ve 65°C sicaklikta aktif oldugu



saptanmistir. Nisasta substrat olarak kullanildiginda bu enzimin, a-siklodekstrin ve uzun
stire inkiibasyondan sonra B ve y-siklodekstrin olusturdugu, optimum olarak 100°C’de
aktivite gosteren bir SGTaz’in, yeni izole edilmis olan Thermococcus sp.’den elde edildigi
bildirilmistir (Bertoldo and Antranikian 2002).

Yapilan bir arastirmada, Bacillus macerans tarafindan tiretilen SGTaz enzimi saflastiriimig
ve hiicre i¢ci SGTaz’min molekiiler agirligi 139.000, hiicre dist SGTaz’inin ise 145.000
olarak belirlenmistir. Ayrica enzimin pH 8-10 araliginda stabil oldugu ve 60°C altindaki
sicakliklarda aktivitesini % 100 korudugu bildirilmistir (Tonkova 1998).

Cizelge 2.1 Bazi bakteri SGTaz’larmin 6zellikleri (Tonkova 1998)

Uretici Mikroorganizma Optimum Optimum Olusan
pH sicaklik Siklodekstrin

Bacillus macerans ATCC 8514 6.1-6.2 60 -

Bacillus macerans IFO 3490 5.0-5.7 55 a-CD
Bacillus macerans IAM 1243 - - a-CD
Bacillus megaterium No 5 5.0-5.7 55 B-CD
Bacillus circulans var. alkalophilic ATCC 21783 4.5-4.7 45 B-CD
Bacillus sp. AL-6 7.0-10.0 60 y-CD
Bacillus cereus NCIMB 13123 5.0 40 a-CD
Bacillus sp. INMIA T6 (Termofilik sug) - 55 a-CD
Bacillus sp. INMIA T42 (Termofilik susg) 39574 55 B-CD
Bacillus sp. INMIA A7/1 6.0 50 B-CD
Bacillus sp. INMIA 1919 4.0 50 a-CD
Bacillus halophilus INMIA 3849 7.0 60-62 B-CD
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes 4.5-7.0 80-85 B-CD
Bacillus ohbensis sp. nov.C-1400 5.0 55 B-CD

Son 20 yilda, bircok arastirmacinin dikkati bakteriyel SGTaz’larin saflastirilmasi ve
karakterizasyonuna yonelmis ve bu ilginin en biiyilk nedeninin siklodekstrinlerin

endiistride giderek dnem kazanmasi oldugu bildirilmistir (Tonkova 1998).



2.3 Siklodekstrinler

Siklodekstrinler; Sekil 2.2°de goriildiigi gibi, alt1 (a-siklodekstrin), yedi (B-siklodekstrin),
sekiz (y-siklodekstrin) yada daha fazla glikopiranoz iinitelerinden olusan a-(1,4) bagl
oligosakkaritlerdir. ~Siklodekstrinler; sikloamilozlar, siklomaltozlar ve Schardinger
dekstrinleri olarak da bilinirler (Del Valle, 2004). Bu bilesiklerin, SGTaz enzimi
tarafindan nisastanin molekiil i¢i transglikozilasyon reaksiyonu ile olustugu belirlenmistir

(Stella 1997).

%‘{
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Sekil 2.2 B-siklodekstrinin yapisi (Del Valle 2004)

Siklodekstrinler ilk olarak 1981 yilinda, Viller tarafindan yapilan ¢aligmada, Bacillus
amylobacter’in nigastay1 par¢alamasi sonucu saptanmis ve o yillarda seliilozin olarak

adlandirilmistir (Del Valle 2004).

X 1gimlart ile yapilan ¢aligmalarda; siklodekstrinlerin yapilarindaki, sekonder hidroksil
gruplarinin (C; ve C3), halkanin genis olan kenarinda, primer hidroksil gruplarmin ise (Ce)
diger tarafta, apolar C; ve Cs hidrojenleri ve oksijen kopriilerinin ise molekiiliin

i¢ kisminda oldugu belirlenmistir. Bu yerlesimin bir sonucu olarak suda ¢oziinebilen



hidrofilik dis kismin ve hidrofobik apolar i¢ boslugun (kavite) (Sekil 2.3) olusturdugu

molekiil mikroheterojen ¢evre olarak tanimlanmistir (Del Valle 2004).

Hidrofobik i¢ yiize
Kavite —_, ¢ yuzey

-~

Hidrofilik dis ylizey

Sekil 2.3 Siklodekstrinlerin hidrofilik ve hidrofobik yiizeyleri (Del Valle 2004)

Kavitenin, apolar 6zelligi nedeni ile siklodekstrinlerin bir¢ok hidrofobik konuk bilesikle

inkliizyon kompleksleri denilen yapilart meydana olusturduklar1 (Del Valle 2004).

Daha once de belirtildigi gibi, a-siklodekstrin, B-siklodekstrin, y-siklodekstrin olmak tizere
3 tip siklodekstrin bulundugu ve bunlarin sirasi ile 6, 7 ve 8 glikoz {initelerinden olustugu
(Sekil 2.4) bildirilmistir (Del Valle 2004). Siklodekstrinlerin bazi 6zellikleri Cizelge 2.2°de

verilmistir.
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Sekil 2.4 a-, B- ve y- siklodekstrinlerinin yapisi (Biwer et al. 2002)

Cizelge 2.2 Degisik siklodekstrinlerin 6zellikleri (Del Valle 2004)

Ozellik a-siklodekstrin | B-siklodekstrin | y-siklodekstrin

Glikoz say1s1 6 7 8

Molekiil agirligi (g/mol) 972 1135 1297

25°C’de suda ¢oziintirliik 14.5 1.85 23.2

Dis cap (A) 14.6 15.4 17.5

Kavite cap1 (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Yiikseklik (A) 7.9 7.9 7.9

Kavite hacmi (A%) 174 262 427
Siklodekstrinlerin, birgok kati, gaz ve sivi bilesik ile inkllizyon kompleksi

(konakgi-konuk) olusturdugu ve bu inkliizyon komplekste; konuk molekiiliin konake1
siklodekstrin molekiiliniin i¢ kavitesinde (Sekil 2.5) tutuldugu belirlenmistir. Kompleks
olusumunda konakg¢1 kavitesi ile konuk molekiilii boyutsal olarak birbiri ile uyumlu olmasi
gerektigi, siklodekstrin molekiiliindeki lipofilik kavitenin, boyutsal olarak uyumlu apolar

kisimlarin gegisini saglayarak inkliizyon kompleksi olusumu i¢in mikrogevre sagladigi

aciklanmugtir (Singh et al. 2002).
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Sekil 2.5 Inkliizyon kompleks olusumu (Szejtli 2004)

Inkliizyon komplekslerinde, konuk molekiillerinin konakg1 kavitesinde hapsedildigi ya da
kilitlenerek konuk molekiillerin fizikokimyasal Ozelliklerinde 6nemli degisiklere neden
oldugu anlasilmistir. Degisen fizikokimyasal Ozelliklerin ise; ¢Oziiniirliiglin artmasi,
oksidasyon, 1s1, 151k ve UV vb. yikict etkilerine karsi stabilizasyon, siiblimasyon ve
ucuculugun kontrolii, istenmeyen koku ve tatlarin maskelenerek modifikasyonu,
istenmeyen bilesiklerin fiziksel olarak ayrilmasi oldugu saptanmistir. Bu nedenle
siklodekstrinlerin; gida, eczacilik, kozmetik, ¢evre, paketleme, biodoniisim ve tekstil

endiistrisinde kullanildigi belirtilmistir (Del Valle 2004).

2.4 Siklodekstrinlerin Endiistriyel Uygulamalarn

Siklodekstrinler, konuk molekiilleri enkapsiile ederek inkliizyon kompleksi olustururlar ve
bu yolla  konuk molekiillerin kimyasal ve fiziksel 06zelliklerini degistirirler. Bu
ozellikleri nedeni ile eczacilik, tarim, kosmetik, kimya ve gida alanlarinda (Cizelge 2.3)
kullanilirlar (Sian et al. 2005). Siklodekstrinlerin bilesikler ile olusturdugu inkliizyon
komplekslerinin sagladigi avantajlar asagida verilmistir (Del Valle 2004):

e Isik veya oksijene duyarli maddeleri stabilize ederler,
¢ Konuk molekiillerin kimyasal 6zelliklerini modifiye ederler,

e Ucucu bilesikleri ile inkliizyon bilesigi olusturarak uguculugu azaltirlar,



e Suda ¢oziinmeyen bilesiklerin ¢ozliniirliigiiniin arttirirlar,

e Siv1 bilesikleri modifiye ederek toz haline getirilmesini saglarlar,

e Bazi bilesiklerin mikroorganizmalar tarafindan bozulmasinin engellerler,

e Kotii koku ve tatlarin, pigment ve renk maddelerinin maskelenmesini saglarlar.

Cizelge 2.3 Siklodekstrinin kullanim alanlar1 (Singh et al. 2002)

Uygulama alani

Kullanim

Siklodekstrinin roli

Eczacilik (T1p) Anti-kanser Coziliniirligiln arttirilmast
Eczacilik (T1p) Optik Berrak ¢ozelti
Kotii tat ve koku
Eczacilik (T1p) Oral ilag maskeleme
Bilesiminin standardize
Dogal ilaglar edilmesi Etkinin arttirilmasi
Yapistirici Katalizor Siki ve hizli bag olusumu
Gida Tat bileseni Maliyetin diisiiriilmesi
Akis 6zelliginin
Yapistirici Viskozitenin ayarlanmasi tyilestirilmesi
Gida Emiilsifiyer Raf 6mriinii arttirmak
Gida Bakterisid Raf 6mriinii arttirmak
Gida Lezzet verici Kullanimin arttirilmasi
Firgalama etkinliginin
Dis Dis temizligi arttirilmasi
Dis Dis temizligi Anti-plak etki
Deterjan Parfiim kokusu Uzun siire kalici etki
Daha 6nce miimkiin
Deterjan Koti kokunun uzaklastirilmas: | degildi
Reaktifin etkinliginin
Tani testi arttirilmasi Daha dogru sonug
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2.4.1 Kozmetik, Kkisisel bakim ve temizlik iiriinlerinde siklodekstrinlerin kullanimi

Siklodekstrinler; kozmetik iiriinlerinin hazirlanmasinda da kullanmilmaktadir. inkliizyon
kompleksleri bilesiminde tutulan hos kokularin kontrollii salinmasini saglayarak ozellikle

parfiim, oda spreyleri ve deterjanlarda kullanildigi bildirilmistir (Singh et al. 2002).

Bu sektorde kullanilan siklodekstrinlerin sagladig: yararlar; stabilizasyon, koku kontrolii,
stv1 bilesenlerin kat1 forma doniistiiriilmesi vb. 6zelliklerdir. Siklodekstrinlerin en ¢ok dis
macunu, cilt kremleri, sivi ve kati kumas yumusaticilari, kagit havlular, kagit mendiller ve

koltukalt1 koruyucularinda kullanildig: bildirilmistir (Del Valle 2004).

Talk pudrasi gibi bazi bakim iiriinlerinde, siklodekstrin ile kompleks olusturan koku
bilesiklerinin buharlasma ile kaybinin 6nlendigi ve uzun siire depolamada oksidasyona

kars1 stabil kaldig1 agiklanmistir (Hedges 1998).

Siklodekstrinin konuk molekiil ile etkilesimi sonucu olusan yiiksek enerjili bariyer, koku
bilesigin uguculugunu azaltir ve bdylece kokunun kalici olmasi saglanir (Prasad et al.

1999).

Pargacik ¢ap1 12 mm’den kiiglik, kuru toz siklodekstrin preperatlarinin; ¢cocuk bezi, kadin
pedi, kagit havlu vb. iiriinlerde koku kontrolii i¢in kullanildig1, ayrica bunlarin, kétii kokulu
merkaptanlarin uguculugunu azaltarak sa¢ bakim iiriinlerinde yer aldiklar1 bildirilmistir

(Woo et al. 1999).

Dis macunlarinda kullanilan silika bazli siklodekstrinlerin antimikrobiyel bir madde
olan triklosanin kullanilabilirligini 3 kat arttirdig1 aciklanmistir. Siklodekstrinlerin glines
kremlerinin hazirlanmasinda 1:1 oraninda (giines koruyucu/ hidroksipropil B-siklodekstrin)
kullanilarak cilt ile UV filtresi arasindaki etkilesimi ve formiilasyondaki yan etkileri

azalttig1 bildirilmistir (Del Valle 2004).
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2.4.2 Gida ve aroma maddelerinde siklodekstrinlerin kullanimi

Siklodekstrinler gida formiilasyonlarinda, aroma bilesiklerinin korunmasi ve taginmasinda
kullanilmaktadirlar. Dogal ve yapay aroma maddelerinin siklodekstrinlerle kompleks
olusturmasi, aroma bilesiklerinin korunmasinda uygulanan geleneksel kapsiilleme
yontemine iyi bir alternatif oldugu anlasilmistir. Ayrica siklodekstrinlerin pasta ve et
tiriinlerinin tekstiiriinii  gelistirdigi belirtilmis, gidalardaki aciligi, kotii koku ve tadi
azaltmasi, uzun stireli depolamalarda aromalarin stabilizasyonunu sagladigi bildirilmistir

(Hedges 1998).

Siklodekstrinlerin; donmus gidalarda aroma maddelerini kapsiilleyerek  korudugu,
molekiiller bir kapsiil olan B-siklodekstrinin, diger mikro kapsiillere oranla, aroma
bilesiklerinin miktarin1 daha uzun siire muhafaza ettigi bildirilmistir. Japonya’da 20 yil
askin siiredir, taze gidalarin kokularinin maskelenmesi ve balik yaglarmin stabilizasyonu
gibi uygulamalarda siklodekstrinler modifiye nisasta olarak kabul edilmis ve kullanilmasi
saglanmigtir. Macaristan ve bazi Avrupa iilkelerinde, dusiik toksik etkisi nedeniyle
y-siklodekstrinlerin belli uygulamalarda kullanimina izin verildigi agiklanmistir (Del Valle

2004).

Siklodekstrinlerin aspartam gibi tatlandiricilarla olusturdugu komplekslerin tathilig
arttirdig1 ve stabilize ettigi, ayrica steviosid ve rubusoid gibi dogal tatlandiricilarda da
aciligin giderilmesinde kullanildigi bilinmektedir. Viski ve bira gibi alkollii i¢eceklerde
siklodekstrinlerin tat zenginlestiricisi olarak kullanimmin diistintildigi agiklanmistir

(Del Valle 2004).
Turunggil meyve sularinda, limonid (limonin) ve bazi flavonoidlerden (narjinin)

kaynaklanan aciligin, 6nemli bir problem oldugu ve bu bilesiklerin ¢apraz bagh

siklodekstrin polimerler ile giderilebilecegi bildirilmistir (Del Valle 2004).
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Siklodekstrinlerin proses yardimcisi olarak en yaygm kullanim alanlarindan biri; siit,
tereyagi ve yumurta gibi hayvansal iirtinlerden kolestroliin uzaklastirilmasidir. Kolestroliin,
siklodekstrin ile muamele edilen iirlinden % 80 oraninda ayrilabildigi, mayonez, krema,
margarin gibi emiilsiyonlarin a-siklodekstrin ile stabilize edildigi ve B-siklodekstrin ile
kolestroliin uzaklastirilarak diisiik kolestrollii siit {iriinlerinin elde edildigi bildirilmistir.
Ayrica, siklodekstrinlerin kullanilarak yaglarda bulunan serbest yag asitlerinin ayrilabildigi

ve boylece yagin kizartma kapasitesinin arttirildigi belirlenmistir (Singh et al. 2002).

Meyve ve sebze sularinda bulunan polifenoloksidaz enzimi, renksiz fenolik bilesikleri
renkli bilesiklere doniistlirerek enzimatik kararmaya neden olmaktadir. Siklodekstrinlerin
polifenoloksidaz enzimini ya da fenolik bilesikleri ortamdan ayirarak kararmaya engel

olduklar1 belirlenmistir (Sojo et al. 1999).

Siklodekstrinin gidadaki bir diger uygulama alan1 ise paketleme materyali olarak
kullamlmasidir. Ornegin, plastik film materyallerinde siklodekstrinler kullanilarak,
gidadaki aroma kaybini Onledigi, ayrica antimikrobiyel ajanlarla kompleks olusturmus
siklodekstrinlerin depolama siiresince mikrobiyel bozulmaya engel oldugu aciklanmistir

(Szente and Szejtli 2004).

2.4.3 Eczacilikta siklodekstrinlerin kullanimi

Siklodekstrinlerin bir diger kullanim alam eczacilik ve ila¢ endiistrisidir. ilag aktif
maddelerinin bir ¢ogu suda yeterince ¢oziinmedikleri i¢in organik c¢oziiciiler ya da
surfaktanlar ile muamele edilirler. Bu geleneksel yontemlerin baz1 dezavantajlar1 vardir,
fakat siklodekstinlerin kullanimi ile bu dezavantajlarin ortadan kaldirildigi, aktif
bilesiklerin stabilizasyonunun saglandigi ve ilag molekiillerinin uguculugu azaltilarak

ilaglarin kotii tad1 ve kokusunun maskelendigi agiklanmigtir (Del Valle 2004).

Siklodekstrinlerin suda az ¢oziinen bazi maddelerin ¢oziintirliigiinti arttirabildigi, bdylece

¢Oziinilirliigii artan ilacin dozunun azaltilarak farmakolojik etkisinin artmasina yardimci
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oldugu, ucucu bilesilerin tutulmasim1 kolaylastirdigi ve bu 0Ozellikten yararlanilarak
siklodekstinlerin ilaglarin tablet formunun olusturulmasinda kullanildigi agiklanmistir

(Singh et al. 2002).

2.4.4 Siklodekstrinlerin diger kullamim alanlar:

Siklodekstrinler; herbisitler, insektisitler, fungusitler, bocek kovucular, feremonlar ve
hormonlar gibi bir¢ok tarimsal ilag ile kompleks olusturabilmektedir. Siklodekstinlerin
tohumlarda nisastayr pargalayan enzimleri inhibe edirek tohumlarin ¢imlenmesini

geciktirdigi bildirilmistir (Del Valle 2004).

Kimya endiistrisinde  siklodekstrinler; atik suda bulunan toksik maddelerin

uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir (Szetjli 1989).

Son yillarda siklodekstrinler tekstil endiistrisinde de kullanilmaya baslanmustir. Ornegin;
kumaglara tutuklanan siklodekstrinlerin, ter ve sigara gibi istenmeyen kokular1 maskeledigi,
ayrica kumas boyamada kullanilarak boyanin kumas tarafindan alimini arttirdigi ve atik

sudaki boya miktarini da azalttig1 agiklanmustir (Singh et al. 2002).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Mikroorganizmalar

Bu ¢alismada cesitli toprak ve patates 6rneklerinden, Bacillus cinsine ait 30 bakteri izole
edilerek bunlarin SGTaz aktiviteleri arastirilmigtir. SGTaz aktivitesi en yiiksek olan ve K
olarak kodlanan Bacillus cinsine ait bakteri izolati1 ¢galismada kullanilmistir. Ayrica, SGTaz
tiretiminde kullanilan Bacillus macerans ATCC 8244 susu ile de ¢alisiimis ve elde edilen

sonuglar kiyaslanmustir.

3.2 Yontem

3.2.1 Bacillus suslarimin izolasyonu

Cesitli bolgelerden alinan toprak ve patates ornekleri, 1 g tartilarak 10 ml destile su ile
siispansiyon haline getirilmis ve bu siispansiyon 60°C’de 30 dakika inkiibe edilerek sporsuz
bakterilerin 6lmesi saglanmistir (Lennete et al. 1985). Daha sonra, siispansiyon gesitli
oranlarda seyreltilerek nutrient-agar besiyerine ekim yapilmis ve 30°C’de 24-48 saat

inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri iizerinde gelisen farkli morfolojik 6zellikteki 40 adet
koloni se¢ilmis ve Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’ye (Sneath et al. 1986)
gore tanimlanmustir. Izolatlarin gram reaksiyonu, mikroskobik gériintiisii, spor olusturup
olusturmadig1 saptanmis ve katalaz testi uygulanarak elde edilen sonuglara gore izolatlar

tanimlanmustir.
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3.2.2 Mikroorganizmalarin gelistirilmesi ve muhafazasi

Bilesiminde; % 1 ¢oziiniir nisasta, % 0.5 pepton, % 0.4 maya 0ziitii; % 0.1 K,HPOy;
% 0.02 MgS04.7H20 ve % 0.06 Na,COj igeren besiyeri (besiyeri I) (Arya and Srivastava
2006), mikroorganizmalar1 ¢ogaltmak icin kullanilmistir. Besiyeri tiiplere 10 ml olacak
sekilde dagitilip 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Uygulamada, Na,COs ayr1 olarak
sterilize edilmis ve besiyerine pH degeri 8 olacak sekilde sonradan ilave edilmistir. Daha
sonra, kiiltiirler 10 ml besiyeri igeren tiiplere % 10 oraninda inokiile edilerek 37°C’de
inkilibasyona birakilmistir. Sivi besiyerinde gelistirilen kiiltiirler her {i¢ giinde bir taze

besiyerine aktarilarak calisma siiresi boyunca aktif halde 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3 Bakterilerin enzim sentezini gerceklestigi pH arahgmm ve sicakhiginin
belirlenmesi

Bakterilerin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik degerinin belirlenmesi i¢in, K izolat1 ve
Bacillus macerans ATCC 8244 susu 35, 36, 37, 38 ve 39°C’lerde besiyeri I’de sirasiyla 48

ve 65 saat gelistirilmis ve enzim aktivitelerine bakilmistir.

Enzim sentezinin gergeklestigi pH araliginin belirlenmesi icin, K izolat1 ve Bacillus
macerans ATCC 8244 susu, baslangi¢c pH’lar1 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 ve 9.0 olan

besiyeri I’de sirastyla 48 ve 65 saat gelistirilerek enzim aktiviteleri 6lgiilmiistiir.

3.2.4 Enzim iiretiminde kullanilan besiyerleri

Optimizasyon ¢aligmalart sonucu bilesimi verilen besiyeri I, hem K susu hem Bacillus
macerans ATCC 8244 susu i¢in ayr1 ayr1 modifiye edilmistir. Bacillus macerans ATCC
8244 susu icin; % 2.5 ¢Ozlinlir misir nisastasi, % 0.4 maya 0ziitii, % 0.5 NH4NOs, % 0.1
KoHPO4, % 0.02 MgSO4.7H,0, % 0.06 Na,COs5 (besiyeri II) ve izole edilen K izolati i¢in
% 1.5 ¢0Oziliniir patates nisastasi, % 0.4 maya 6ziitii, % 0.5 (NH4),SOs, % 0.1 K;HPOy,
% 0.02 MgSO47H,0, % 0.06 Na,COs (besiyeri III) kullanilmistir. Besiyerleri 121°C” de
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15 dakika sterilize edilmis, ayr1 olarak sterilize edilen Na,CO;3 besiyerine pH 8 olacak

sekilde sonradan ilave edilmistir.

3.2.5 Mikroorganizma gelismesinin izlenmesi

Mikroorganizmalarin gelismeleri, pH degerlerinin ve 600 nm dalga boyundaki 151k ile optik
yogunluk (OD) degerlerinin Olgiilmesi ile izlenmistir. Bu amagla, Bacillus macerans
ATCC 8244 ve K izolat1 10 mI’lik uygun gelistirme besiyerlerinde 37°C’de sirasiyla 48 ve
24 saat inkiibe edilip daha sonra taze kiiltiirlerden 100 ml’lik serum siselerindeki 50’°ser
ml’lik gelistirme besiyerlerine % 10 (v/v) oraninda aktarilip, 37°C’de inkiibe edilmistir.
Bacillus macerans ATCC 8244 susu besiyeri II de K izolati ise, III nolu besiyerinde
gelistirilmistir. Inkiibasyon siiresince serum sisesindeki kiiltiirlerden belirli zaman
araliklarinda ornekler alinmis ve bu orneklerin 600 nm dalga boyu 1siktaki OD degerleri
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1208) taze besiyerine kars1 dlciilmiistiir. Orneklerin pH
degerleri ise pH metre (GP-353 ATC) ile belirlenmistir. Ol¢iimlerden elde edilen pH ve
ODygoo degerlerinin zamana kars1 grafigi cizilerek mikroorganizmalarin gelisme egrileri

olusturulmustur.

3.2.6 Protein tayini

Gelisen bakteri kiiltiiriiniin toplam protein miktart Lowry’ye gore (Lowry et al. 1951)

saptanmigtir. Kullanilan ¢ozeltiler:

e Lowry A: % 2 Na,COs ve 0.1 M NaOH

e Lowry B: % 1 CuSOq4

e Lowry C: % 2 sodyum potasyum tartarat (NaKC4H4O¢ 4H,0)

e Lowry stok ¢ozeltisi: 49 ml Lowry A, 0.5 ml Lowry B, 0.5 ml Lowry C’den

olusmaktadir.
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e Folin ciocalteu ¢ozeltisi: 2N Folin - Ciocalteau reaktant1 kullanimdan hemen 6nce

destile su ile 1:1 oraninda seyreltilmistir.

1 ml Lowry stok c¢ozeltisine 100 pl ornek eklenerek oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmistir. Daha sonra 100 pl folin reaktanti1 ilave edilerek tekrar oda sicakliginda 30
dakika bekletilmis ve sonra 595 nm’de taniga kars1 absorbans olgiilmiistiir. Protein standart
kurvesinin hazirlanmasinda 0-1 mg/ml arasinda BSA (Bovine Serum Albumin) iceren
standart kurve hazirlanmis (Sekil 3.1) ve protein miktar1 bu kurveler yardimiyla mg/ml

protein olarak hesaplanmustir.

1,00 - y = 0,8408x + 0,1465
R?=0,9914

0,00 T T T T T
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
mg/ml protein

Sekil 3.1 Protein standart kurvesi

3.2.7 Siklodekstrin glukanotransferaz aktivitesinin belirlenmesi

Belirtilen besiyerlerinde gelistirilen kiiltlirlerden belli siirelerde alinan 6rnekler  10.000
rpm’de 5 dakika santrifiijlendikten sonra elde edilen berrak siipernatantta enzim aktiviteleri
Olctlilmiistiir. Bu amagla % 1’°lik ¢oziiniir nisasta stok ¢ozeltisi (50 mM pH 6 sodyum fosfat
tamponunda) 121°C’de 5 dakika tutularak hazirlanmistir. Daha sonra, stok ¢6zeltiden 3 ml
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aliarak 50°C’de 5 dakika su banyosunda bekletilmis ve siire sonunda bu ¢ozeltiye 0.1 ml
ornek ilave edilerek, ayni sicaklikta 10 dakika daha inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda,
reaksiyon 1.5 ml 0.15 M NaOH ilave edilerek durdurulmus, iizerine 0.5 ml fenolftaleyn
¢oOzeltisi [S mM Na,COs iginde % 0.02 (w/v) fenolftaleyn] eklenmis ve oda sicakliginda 15
dakika bekletildikten sonra, 550 nm’de absorbans degerleri saptanmistir (Pocsi et al.

1998).

Enzim aktivitesi Ol¢iimlerinde, tanik olarak mikroorganizma ile asillanmamis besiyerinin
santrifiij edilmesiyle elde edilen berrak sivi kullanilmistir. Enzim aktivitesi, li¢ paralel

olarak ol¢iilmiis ve elde edilen sonuglarin ortalamasi alinmustir.

Enzim aktivitesinin hesaplanmasi igin standart kurvenin (Sekil 3.2) hazirlanmasinda
reaksiyon ortamina konsantrasyonu 0-0.1 pmol arasinda degisen [ siklodekstrin ilave

edilmis ve tanik, 50 mM pH 6 sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmstir.

25 | y = 72,55x + 0,2819
R?=0,9928

% OD azalma

O T T T T T T T T
0 0,05 0,1 015 02 025 03 03 04 045
pmol/ml siklodekstrin

Sekil 3.2 Siklodekstrin standart kurvesi
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Belirtilen kosullar altinda, 1 iinite enzim aktivitesi, 1 dakikada 1 pmol B siklodekstrin
tireten enzim miktar1 olarak tanimlanmis ve enzim aktivitesi agsagidaki gibi hesaplanmistir

(Freitas et al. 2004).

Serbestlesen siklodekstrin miktari (umol)

Enzim aktivitesi (U/ml) =
Ornek miktar1 (ml) x inkiibasyon siiresi (dk)

3.2.8 Farkh karbon kaynaklarinmin bakteri gelismesi ve enzim iiretimine etkisi

Bakteri gelismesi ve SGTaz aktivitesine karbon kaynaklarinin etkisini belirlemek igin,
farkli karbon kaynaklari iceren besiyerleri hazirlanmigtir. Bu amagla besiyeri I’'e % 1
oraninda nisasta yerine laktoz, galaktoz, ksiloz, dekstroz, maltodekstrin, glikoz, nisasta,
misir nisastasi, patates nisastasi veya sakaroz ilave edilmistir. Bakteri ornekleri % 10
oraninda inokiile edilerek 37°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve bu silire sonunda enzim

aktivitesi belirlenmistir.

Farkli karbon kaynaklar1 igeren besiyerlerinde gelistirilen kiiltiirlerden alinan orneklerin
600 nm dalga boyunda optik yogunluk degerleri Ol¢iilmiis ve 10.000 rpm’de 5 dakika

santrifiijlendikten sonra elde edilen enzim ¢ozeltisinde SGTaz aktivitesi belirlenmistir.

3.2.9 Farkh azot kaynaklarinin bakteri gelismesi ve enzim iiretimine etkisi

Bu amagla, besiyeri I’e pepton yerine % 0.5 oraninda maya 0ziitii, lire, kazein, tripton,
pepton, KNO;, (NH4),SO4 veya NH4NO; ilave edilerek denemeler yapilmistir. Bakteriler
steril besiyerlerine % 10 oraninda inokiile edilmis ve 37°C’de 48 saat gelismeye

birakilmistir.
Farkli azot kaynaklar1 igeren besiyerlerinde gelistirilen kiiltiirlerden alinan 6rneklerin 600

nm dalga boyunda optik yogunluk degerleri Olgiilmiis ve 10.000 rpm’de 5 dakika

santriflijlendikten sonra elde edilen berrak kisimda SGTaz aktivitesi belirlenmistir.
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3.2.10 Baz1 mineral tuzlarin enzim iiretimine etkisi

Bu amagla, besiyeri I’de bulunan % 0.02 oranindaki MgS0O,.7H,0 yerine ZnSO4, FeSOy,
K>S0y, CaCl,, KCI, NaCl, MnSOQO., FeCl;, FeCl,, MgCI, ve CuSOy ilave edilmistir. Tuz
icermeyen besiyeri kontrol olarak kullanilmis, bakteriler steril besiyerlerine % 10 oraninda
inokiile edilmis ve 37°C’de 48 saat gelismeye birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasi alman orneklerin, 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmesi ile elde

edilen slipernatantta SGTaz aktivitesi belirlenmistir.

3.2.11 Substrat konsantrasyonun enzim iiretimine etkisi

Optimum substrat konsantrasyonunu belirlemek amaciyla K izolati, alti farkh
konsantrasyonda patates nisastas1 iceren (% 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 , 2.5 ve 3.0) besiyerinde 48
saat; Bacillus macerans ATCC 8244 susu ise alt1 farkli konsantrasyonda musir nisastasi
iceren (% 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5) besiyerinde 37°C sicaklikta 65 saat inkiibe edilmis ve

bu siire sonunda elde edilen siipernatantta enzim aktivitesi belirlenmistir.

3.2.12 Optimum sicakhgin ve termal stabilitenin belirlenmesi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklig1 belirlemek i¢in, 30-90°C’ler arasinda enzim
aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Bunun i¢in enzim ¢dzeltisi % 1 substrat igeren pH 6 sodyum fosfat
tamponu (0.05 M) ile birlikte 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90°C’lerde 10 dakika inkiibe
edilmis ve bu siire sonunda enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Olgiilen SGTaz aktivitesi
sonuglarina gore enzim igin optimum reaksiyon sicakligi belirlenmis ve daha sonra yapilan

caligmalarda bu sicaklik derecesi kullanilmistir.
Termal stabilitenin belirlenmesi amaciyla kaba enzim sivilar1 % 1 substrat iceren pH 6

sodyum fosfat tamponu (0.05 M) ile birlikte 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90°C’deki sicak su

banyosunda 1 saat inkiibe edilmis ve bu orneklerin enzim aktiviteleri belirlenmistir.
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3.2.13 Enzimin optimum pH ve pH kararhhiginin belirlenmesi

Enzimin optimum reaksiyon pH’sinin belirlenmesinde pH 4.0, pH 5.0 degerleri i¢in 0.5 M
sodyum asetat; pH 6.0 degeri i¢in 0.5 M sodyum fosfat; pH 7.0, 8.0, 9.0 degerleri igin tris-
HCI ve pH 10.0 degeri i¢in 0.5 M karbonat-bikarbonat tampon cozeltileri kullanilmstir.
Belirtilen farkli tamponlarda enzim aktivitesi Olclilmiistiir. Ayrica, pH kararliliginin
belirlenmesinde pH 11 tamponu olarak glisin-NaOH tampon ¢ozeltisi kullanilmis ve daha
once belirlenmis optimum reaksiyon sicakligi uygulanmistir. Enzimin pH kararliligini
belirlemek icin enzim ¢ozeltisi farkli pH’lardaki tamponlarla 60°C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. Her bir 6rnek icin kalan oransal aktivite, optimum reaksiyon pH’inda aktivite

degerleri 100 kabul edilerek oransal aktivite olarak belirlenmistir.

3.2.14 Metal iyonlarimin ve inhibitorlerin enzim aktivitesine etkisi

Farkli metal iyonlarinin SGTaz aktivitesi lizerine olan etkisini belirlemek amaciyla ZnCly,
MgCl,, CaCl,, CuCl,, FeSO4, MnSO4, CoSO4 ve HgCl, ¢ozeltileri kullanilmistir. Son
konsantrasyonlar1 4mM ve 10 mM olan bu metal ¢ozeltileri kaba enzim sivilar1 ile 30°C
sicaklikta 30 dakika inkiibe edildikten sonra alinan 6rneklerde aktivite ol¢lilmiistiir. Metal
¢oOzeltisi icermeyen kaba enzim sivisina ayni islemler uygulanmis ve saptanan aktivite

kontrol olarak almmustir.

Inhibitorlerin  enzim  aktivitesine etkisini  belirlemede inhibitor olarak son
konsantrasyondaki 4 mM ve 10 mM SDS ve EDTA ¢ozeltileri kullanilmistir. Bu ¢ozeltiler
kaba enzim sivilari ile 30°C sicaklikta 30 dakika inkiibe edildikten sonra alinan 6rneklerde
aktivite Slgtilmiistiir.

3.2.15 Siklodekstrin glukanotransferaz enzimin saflastirilmasi

SGTaz enziminin saflastirilmasi, amonyum siilfatla ¢oktiirme ve diyaliz olmak iizere iki

asamada gergeklestirilmistir. Besiyeri olarak Bacillus macerans ATCC 8244 susu i¢in
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besiyeri II, K izolat1 i¢in besiyeri III kullanilmistir. Besiyerleri 100 ml’lik serum siselerine
50 ml olacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra bu besiyerlerine Bacillus macerans ATCC
8244 susu 48, K izolat1 igin 24 saatlik kiiltiirlerden % 10 oraninda asilama yapilarak
37°C’de gelistirilmistir. Bacillus macerans ATCC 8244 susu 65, K izolat1 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, kiiltiirler 5000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmis ve
siipernatant enzim saflastirilma islemlerinde kullanilmak {izere alinmis, santrifiij islemi 2

kez tekrarlanmustir.

3.2.15.1 Amonyum siilfat ile ¢oktiirme

Besiyerindeki proteinlerin amonyum siilfatla ¢oktiirtilmesi i¢in kati amonyum stilfat
kullanilmigtir. Santrifiij ile mikroorganizmalardan ayrilan berrak siipernatant 4°C’de,
siirekli olarak manyetik karistiricida karistirilirken {izerine yavag yavas katt amonyum
siilfat ilave edilerek proteinlerin ¢okmesi saglanmis ve bu islem 6-8 saat igerisinde
tamamlanmigtir. Amonyum siilfat oranini belirlemek tizere % 0-85 arasinda degisen farkl
konsantrasyonlarda amonyum siilfat kullanilarak denemeler yapilmistir. Coktlirme
isleminden sonra, amonyum siilfatli stipernatant 1 gece 4°C’de bekletilmis ve daha sonra
4°C’de, 10.000 rpm’de 15 dakika iki kez santrifiijlenerek pelletler kendi hacminin iki kati
kadar 0.05 M sodyum fosfat tamponu (pH 6) ile ¢ozlindiiriilmiistiir.

3.2.15.2 Diyaliz

Bu asamada 10.000 MWCO (Molecular Weight Cut Off) diyaliz tiipleri kullanilmistir.
Uygun boyutlarda kesilen diyaliz tiipleri % 2 NaHCOs ve % 0.05 EDTA igeren ¢ozeltide 10
dakika kaynatilmig, bu silire sonunda demineralize su i¢ine alinarak tekrar 10 dakika
kaynatilmig ve bu islem iki kez tekrarlanmistir. Sogutulduktan sonra diyaliz tiipleri
kontaminasyonun 6nlenmesi i¢in % 20’lik etil alkol i¢inde, 4°C’de saklanmistir (Temizkan
ve Arda 2004). Diyaliz tiipii kullanilmadan 6nce tiiplerin i¢i ve dis1 destile su daha sonra

0.05 M fosfat tamponu (pH 6) ile yikanmustir.
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Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu olusan pelletler kendi hacminin iki kati1 kadar 0.05 M
sodyum fosfat tamponu (pH 6) ile ¢oziindiiriilerek diyaliz tiipiine alinmis daha sonra tiipiin
iki ucu iyice baglanarak ortamdaki amonyum siilfatin uzaklastirilmasi amaci ile 0.05 M
sodyum fosfat tamponuna kars1 4°C’de 24 saat diyaliz edilmistir. Tampon diyaliz islemi
boyunca iki kez yenilenmistir. Diyaliz sonrasinda diyaliz tiiplerindeki ¢ozeltilerde protein
miktar1 ve SGTaz aktivitesi dl¢iilmiistiir. Islemler sonucunda elde edilen protein miktar1 ve
aktivite degerlerinden yararlanilarak spesifik aktivite, saflastirma katsayis1 ve verim

degerleri hesaplanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Siklodekstrin Glukanotransferaz Ureten Bakterilerin izolasyonu

Bakterilerin izolasyonu amaciyla c¢esitli toprak ve patates drnekleri alinmis ve bunlardan
toplam 40 adet bakteri izole edilmistir. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de
(Sneath et al. 1986) belirtilen testler kullanilarak gram pozitif, ¢ubuk seklinde, spor
olusturan ve katalaz pozitif olan 30 adet bakteri Bacillus olarak tanimlanmistir. izole edilen
bakterilerin SGTaz aktiviterli arastirilmis ve elde edilen bulgular grafiklenerek Sekil 4.1°de

verilmistir.

Sekil 4.1°den anlasildig1 gibi, K izolatinda diger bakterilere gore yiiksek oranda aktivite

bulunmus (0.025 U/ml) ve bu nedenle arastirmalarda K izolat1 kullanilmistir.

0,030

0,025 +

0,020 +

0,015 4

0,010 4

SGTaz aktivite (U/ml)

ABCDEFGHI JKLMNOPRSTUVYZX123456

Mikroorganizma

Sekil 4.1 Izole edilen bakterilerin SGTaz aktiviteleri
Georganta et al. (1993) tarafindan yapilan bir c¢aligmada denizden alinan camur

orneklerinden 2000 Bacillus kolonisi izole edilmis ve bunlardan 2 tanesinin SGTaz lireticisi

oldugu belirtilmistir. Higuti et al. (2003), tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise, ¢esitli
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toprak orneklerinden 75 adet SGTaz aktivitesi gosteren bakteri izole edilmis ve izolatlarin

hepsi Bacillus firmus olarak tanimlanmustir.

4.2 Bakterilerin Enzim Sentezini Gergeklestigi Optimum pH ve Sicakhigimin
Belirlenmesi

Enzim iiretimin gergeklestigi optimum sicakligin belirlenmesi igin, K izolat1 ve Bacillus
macerans ATCC 8244 susu 35, 36, 37, 38 ve 39°C’lerde besiyeri I’de gelistirilerek enzim

aktivitelerine bakilmis ve sonuglar Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Enzim sentezinin gergeklestigi pH araliginin belirlenmesi i¢in, K izolat1 ve Bacillus
macerans ATCC 8244 susu, baslangic pH’lar1 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 ve 9.0 olan
besiyeri I’de gelistirilerek  enzim aktiviteleri Ol¢lilmiis ve sonuglar Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.1 Bakterilerin farkli sicakliklarda besiyeri I’deki SGTaz aktiviteleri

St (' | Bl macerans | K oty A
Aktivite (U/ml)
35 0.044 0.009
36 0.049 0.013
37 0.054 0.024
38 0.050 0.020
39 0.048 0.019

Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi aktivite degerleri, K izolat1 i¢cin 35°C’de 0.009, 36°C’de
0.013, 37°C’de 0.024, 38°C’de 0.020 ve 39°C’de 0.019 U/ml olarak, Bacillus macerans
ATCC 8244 susu igin 35°C’de 0.044, 36°C’de 0.049, 37°C’de 0.054, 38°C’de 0.050 ve
39°C’de 0.048 U/ml olarak bulunmustur. Elde edilen bu bulgulara gére en yiiksek enzim
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aktivitesi her iki bakteride de 37°C’de gozlenmis ve bu nedenle ¢alismalarda bu sicaklik

degeri uygulanmigtir.

Cizelge 4.2 Bakterilerin farkli pH’da besiyeri I’deki SGTaz aktiviteleri

Bacillus macerans
pH ATCC 8244 K izolat1 Aktivite
Aktivite (U/ml) (U/ml)
6.0 0.014 0.000
6.5 0.019 0.006
7.0 0.034 0.010
7.5 0.042 0.018
8.0 0.052 0.021
8.5 0.044 0.019
9.0 0.038 0.007

Cizelge 4.2°den anlasildig1 gibi en yiiksek enzim aktivitesi, her iki bakteride de pH 8’de
gozlenmis ve K izolatinin ve Bacillus macerans ATCC 8244 susunun enzim aktiviteleri
sirastyla 0.021 ve 0.052 U/ml olarak belirlenmistir. Bu pH degerinden daha diisiik ve
yliksek degerlerde enzim liretiminde azalma oldugu saptanmis ve bu nedenle ¢alismalarda

besiyeri pH’s1 8’e ayarlanmustir.

4.3 Mikroorganizma Gelismesinin izlenmesi

Mikroorganizmalarin gelisimlerinin izlenmesi amaci ile Bacillus macerans ATCC 8244
besiyeri II’de, K izolat1 besiyeri III’de 37°C’de gelistirilmis ve belirli siirelerde alinan
orneklerde 600 nm dalga boyundaki absorbans ile pH degerleri dl¢lilmiistiir. Elde edilen
bulgular grafiklenerek mikroorganizmalarin gelisme egrileri Sekil 4.2°de ve Sekil 4.3’de

verilmistir.
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Sekil 4.2 Bacillus macerans ATCC 8244 susunun 37°C’de besiyeri [I’deki OD ve pH
degisimi
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Sekil 4.3 K izolatinin 37°C’de besiyeri [II’deki OD ve pH degisimi
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Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’den anlasildig1 gibi; Bacillus macerans ATCC 8244 ve K 6rnekleri
logaritmik gelisimini inkiibasyonun yaklasik sirasiyla 48. ve 25. saatlerinde tamamlamis ve
bu siire sonunda duragan devreye gecmistir. Gelisme sirasindaki pH degisimine
bakildiginda her iki kiiltiir de baslangigta 8 olan pH degerinin mikroorganizma gelismesine
paralel olarak Bacillus macerans ATCC 8244 kiiltiiriinde 53. saatten sonra 5.0 pH’ya, K
kiiltiirtinde ise 24. saatten sonra yaklasik 5.5 pH’ya diistiigii belirlenmistir.

Bacillus macerans ATCC 8244 susu, K izolatina gore daha yavas fakat yogun bir gelisme
gostermistir. 600 nm’de Slgiilen en yiiksek OD, Bacillus macerans ATCC 8244 igin 48.
saatte 2.04, K izolat1 i¢in ise 24. saatte 1.27 olarak Ol¢lilmiistiir. Ayrica her iki bakteri de
besiyeri pH’sin1 logaritmik evre boyunca hizli bir sekilde diisiirmiis, duragan evre siiresince

ise pH’daki diisiis yavaslamistir.

Savergave et al. (2008) Bacillus firmus ile yaptiklar1 ¢alismada SGTaz fiiretimi igin,
baslangicta 9.2 olan besiyeri pH’sinin fermentasyon sonunda 8.2’ye diistiiglinli, bakterinin
logaritmik gelisimini inkiibasyonun yaklasik 24. saatinde tamamladigini ve bu siire
sonunda duragan devreye gectigini belirtmislerdir. Georganta et al. (1993) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada ise, SGTaz liretimi i¢in izole edilen ve Bacillus subtilis olarak
tanimlanan 6rnegin logaritmik gelisimini inkiibasyonun 40. saatinde tamamladigini ve bu
saatteki absorbans degerinin (ODggo) 3 oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada elde edilen

OD degerleri literatiir bulgularindan daha diisiik bulunmustur.

4.4 Mikroorganizmalarin Enzim Aktiviteleri

Sekil 4.4 ve 4.5°te, 37°C’de gelistirilen mikroorganizmalarin ¢ogalma ortamlarinda

saptanan SGTaz aktivitelerinin ve ODggo degerlerinin zamanla degisimi goriilmektedir.

Sekil 4.4’de goriildiigii gibi logaritmik evrenin ilk saatlerinden duragan evreye kadar

Bacillus macerans ATCC 8244 susunun optik yogunluk 6l¢iimii ile saptanan ¢ogalmasiyla
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SGTaz aktivitesi paralellik gostermistir. Ancak, duragan evrede mikroorganizmalarin
gelismesi durmus ve SGTaz aktivitesi artmistir. Maksimum enzim aktivitesi 65. saatte
gerceklesmis ve SGTaz aktivitesi 0.100 U/ml, protein miktar1 ise 0.321 mg/ml olarak

hesaplanmistir. Bu siireden sonra enzim aktivitesinde diisiis baslamistir.
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Sekil 4.4 Bacillus macerans ATCC 8244 susunun 37°C’de besiyeri II’de inkiibasyon
sirasindaki OD ve SGTaz aktivite degisimi

K izolatinin enzim aktivitesi ise, logaritmik evre siiresince artmis, inkiibasyonun 48.
saatinde en yiiksek degere ulasmis ve enzim aktivitesi 0.048 U/ml, protein miktar1 0.182
mg/ml olarak hesaplanmigstir. 52. saatte, enzim aktivitesi 0.045 U/ml olarak dl¢iilmiis ve bu

asamadan sonra enzim aktivitesinde diisiis gozlenmistir.

Elde edilen bu veriler, literatiir bulgular1 ile ortiismektedir. Ornegin; Georganta et al.
(1993) tarafindan yapilan c¢alismada, bir Bacillus tiirii ile SGTaz liretiminin logaritmik faz

boyunca artis gosterdigi ve duragan evrede maksimum seviyeye ulastigi belirtilmistir.
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Sekil 4.5 K izolatinin 37°C’de besiyeri III’de inkiibasyon sirasindaki OD ve SGTaz aktivite
degisimi

Bacillus sp. kullanilarak yapilan bir baska c¢aligmada ise, en yiiksek SGTaz aktivitesine
mikroorganizmanin 6liim fazinda ulasilmis ve bu asamada aktivitenin 19 U/ml oldugu
belirtilmistir (Illias et al. 2002). Larsen et al. (1998) Paenibacillus sp. F8 ile irettikleri
SGTaz aktivitesinin 0.0281 U/ml oldugunu bildirmislerdir.

Rosso et al. (2002) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, patatesten izole edilen Bacillus
circulans DF 9R ile patates nisastasindan SGTaz liretilmis ve maksimum enzim aktivitesine

48. saatte ulagilmis ve bu asamada SGTaz aktivitesinin 5.8 U/ml oldugu agiklanmistir.

Martins and Hatti-Kaul (2002) yaptiklar1 ¢calismada, Bacillus agaradhaerens ile ¢6ziiniir
nisastadan SGTaz iiretmisgler ve maksimum enzim aktivitesini inkibasyonun 25. saatinde
0.31 U/ml olarak belirlemisler ve ayrica hiicre i¢i SGTaz aktivitesinin olmadigin

aciklamiglardir.
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Ayrt bir g¢alismada, Bacillus firmus’tan {iretilen SGTaz’in maksimum aktivitesinin,

inkiibasyonun 33. saatinde gergeklestigi ve 6.8 U/ml oldugu bildirilmistir (Savergave et al.
2008).

Ancak bu ¢alismada elde edilen aktivite degerleri literatiirdeki degerlerden oldukga diisiik

bulunmustur ve bunun aktivite 6l¢iim yonteminden kaynaklandigi sanilmaktadir.

4.5 Enzimin Optimum Reaksiyon Sicakhi

SGTaz’in optimum reaksiyon sicakliginin belirlenmesi i¢in enzim ¢6zeltisi, % 1 substrat
iceren pH 6 sodyum fosfat tamponu (0.05 M) ile birlikte 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve
90°C’lerde 10 dakika inkiibe edilmis ve siire sonunda enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Elde
edilen bulgular Sekil 4.6’da gosterilmis ve sekildeki oransal aktiviteler en yiliksek aktivite

% 100 olarak kabul edilerek hesaplanmistir.
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Sekil 4.6 SGTaz enziminin farkli sicakliklardaki oransal aktiviteleri
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Sekil 4.6’daki bulgulara gore; Bacillus macerans ATCC 8244’in SGTaz aktivitesi
30°C’den yiiksek sicakliklarda, 60°C’de en yiiksek aktivite gostermis, 70°C’de % 80,
80°C’de ise % 70 aktivite elde edilmistir. Benzer sekilde, K izolatinin SGTaz aktivitesi ise
60°C’ye kadar artmis; 60°C’nin {iizeri sicakliklarda diisiis gozlenmis ve 70°C’de % 82,
80°C’de % 64, 90°C’ de ise % 45 olarak hesaplanmustir.

Arya and Srivastava (2006), Bacillus macerans ATCC 8244 ile SGTaz iiretimi
gerceklestirmisler ve enzimin optimum sicakligini 60°C olarak agiklamislardir. Kim et al.
(2003) ve Qi et al. (2004) ise Bacillus macerans’tan SGTaz iiretilmisler ve enzimin
optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerini 60°C olarak bildirmislerdir. Buna karsin,
Georganta et al. (1993), SGTaz’in optimum sicakligin1 Bacillus sp. i¢in 40°C Bacillus
subtilis icin 50°C olarak saptamiglardir. Illias et al. (2002) yaptiklar1 caligmada, Bacillus sp.
SGTaz enziminin 70°C’de maksimum aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Bagka bir
caligmada ise, Wind et al. (1995) Thermoanaerobacter termosulfurigenes EM1’ in SGTaz
enzimini kodlayan amyA genini E. coli PC1990’ye klonlayarak SGTaz iiretimi yapmuislar

ve maksimum enzim aktivite sicakligini 80-85°C olarak saptamislardir.

Iyer et al. (2003), tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise, Bacillus circulans ATCC
21783 tarafindan iiretilen SGTaz enzimi silika destege immobilize edilmis ve tutuklanmis

enzimin maksimum aktivite sicakliginin 45°C oldugu belirtilmistir.

4.6 Enzimin Is1l Stabilitesi

Mikroorganizmalarin trettikleri SGTaz enziminin 1s1l stabilitesini belirlemek amaci ile
kaba enzim sivilar1 % 1 substrat igeren pH 6 sodyum fosfat tamponu ile birlikte 30, 40, 50,
60, 70, 80 ve 90°C’deki sicak su banyosunda 1 saat inkiibe edilmis, daha sonra alinan
orneklerin uygun optimum sicaklik degerlerinde aktiviteleri 6l¢iilmiis ve bulgular Sekil
4.6°da gosterilmistir. Sekil 4.7’deki oransal aktiviteler en yiiksek aktivite % 100 olarak

kabul edilerek hesaplanmistir.
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Sekil 4.7°de goriildigii gibi Bacillus macerans ATCC 8244 susunun SGTaz aktivitesinde;
degisen sicaklik ile birlikte biiyiik degisimler gozlenmemis, bununla beraber 90°C
sicaklikta onemli oranda aktivite kayb1 gozlenmistir. K izolatinin SGTaz aktivitesi ise,
degisen sicaklik ile birlikte, Bacillus macerans ATCC 8244 susuna oranla daha fazla
aktivite kaybetmis ve 90°C’de aktivite kayb1 K izolati i¢in % 53 iken, Bacillus macerans

ATCC 8244 i¢in % 36 olmustur.
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Sekil 4.7 SGTaz enziminin farkli sicakliklardaki stabilitesi

Benzer bulgulara bagka calismalarda da rastlanmig, 6rnegin Sian et al. (2005) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, Bacillus sp. tarafindan tiretilen SGTaz enzimi pH 6’da 80°C’de 30

dakika inkiibe edilmis ve siire sonunda aktivitesinin % 86’sin1 kaybettigi belirtilmistir.

Cao et al. (2005), bir Bacillus tiirii ile yaptiklar1 ¢aligmada, SGTaz enziminin alkali
tamponda (pH 8.5) aktivitesinin 40-70°C sicaklik araliginda stabil oldugunu, 70°C’den
sonra hizla aktivitesini kaybettigini ve 80°C’de ise akvitesinin % 86’sin1 kaybettigini

belirtmislerdir.
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4.7 Enzimin Optimum pH’s1

Farkli pH’lardaki 4 tampon ¢ozelti ile yapilan bu ¢alismada mikroorganizmalarin SGTaz
aktivitelerine pH 4’den pH 10’a kadar 7 farkli pH degerinin etkisi incelenmis ve elde
edilen bulgular Sekil 4.8’de gosterilmistir. Oransal aktivite grafigi pH 6’daki enzim
aktivitesi % 100 kabul edilerek ¢izilmistir.
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Sekil 4.8 Bakterilerin farkli pH degerlerindeki oransal aktiviteleri

Sekil 4.8’den anlasildig1 gibi pH 6.0 her iki mikroorganizmanin en yiiksek SGTaz aktivitesi
gosterdigi pH olmus, K izolatinin SGTaz aktivitesi pH 6’dan sonra ¢ok belirgin bir azalma
gostermis ve bu azalma pH 10’a kadar devam etmistir. Bacillus macerans ATCC 8244 ise
pH 7°de pH 6’ya nazaran daha diisiik aktivite gostermis, ama pH 7’den yiiksek degerlerde
aktivite artmis, bu artis pH 9’da son bulmustur.
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Literatiirlerde, bu bulgulara benzer olarak maksimum pH’st 6 olan pek cok bakteri
SGTaz’inm bulundugu goriilmiistiir. Ornegin, Georganta et al. (1993) Bacillus subtilis
tarafindan tretilen SGTaz enziminin pH 5-9 arasinda aktivite gosterdigini ve maksimum
aktivitenin pH 6 saptandigini bildirmislerdir. Sian et al. (2005) ise yaptiklar1 ¢alisma ile bir
Bacillus sp.’nin SGTaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi pH degerini 6 olarak

bildirmislerdir.

Wind et al. (1995) Thermoanaerobacter termosulfurigenes EM1’in SGTaz kodlayan amyA
genini E. coli PC1990’ye klonlayarak SGTaz iiretimi yapmuslar ve pH 4.5-7.0 arasinda

enzim aktivitesinin yiiksek oldugunu saptamiglardir.

Arya and Srivastava (2006) yaptiklar1 bir caligmada, Bacillus macerans ATCC 8244 SGTaz
enziminin maksimum aktivite gosterdigi pH degerini 7.5 olarak belirtmiglerdir. Iyer et al.
(2003) tarafindan yapilan bir diger ¢aligmada, Bacillus circulans ATCC 21783 tarafindan
tiretilen SGTaz enzimi silika destege immobilize edilmis ve bu kosulda enzimin maksimum
pH degeri 8.5 olarak bildirilmistir. Benzer sekilde, Higuti et al. (2003) Bacillus firmus
SGTaz’mm1 karakterize etmisler ve pH 8.5°de maksimum aktivite gdsterdiklerini

saptamiglardir.

4.8 Enzimin pH Stabilitesi

Mikroorganizmalarin iirettikleri SGTaz enziminin pH stabilitesini belirlemek amaciyla
kaba enzim sivilar1 pH 4’den pH 10’a kadar degisen tamponlarda 1’er saat bekletilmis,
daha sonra kalan aktivite standart kosullarda Olgiilerek bulgular  Sekil 4.9°da
gosterilmistir. Oransal aktivite en yiiksek aktivite % 100 olarak kabul edilerek

hesaplanmustir.
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Sekil 4.9 SGTaz’in pH 4-11 arasindaki aktivite degisimi

Sekil 4.9°da goriildiigii gibi her iki mikroorganizma en yliksek enzim aktivitesini pH 6’da
gostermis, K izolatt pH 7’de aktivitesinin % 20’sini, pH 9’da % 27’sini ve pH 11°de
% 58’ni, Bacillus macerans ATCC 8244 ise pH 7’de aktivitesinin % 10’nu, pH 9°da
% 5’ni ve pH 11°de % 50’sini kaybetmistir.

Cao et al. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bacillus sp. tarafindan iiretilen SGTaz
enziminin pH stabilitesi aragtirilmis, bu amagla enzim farkli pH’larda 60°C’de 30 dakika
inkiibe edilmis ve pH 6-10 arasi enzimin stabil oldugu belirtilmistir. Martins and Kaul
(2002), Bacillus agaradhaerens ile yaptiklar1 ¢aligmada SGTaz enzimini karakterize etmis

ve pH 5.4-11 arasinda enzimin aktivitesini yliksek oranda korudugunu belirtmislerdir.

4.9 Farkh Karbon Kaynaklarinin Bakteri Gelismesi ve Enzim Uretimine Etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin bakteri gelismesi ve enzim aktivitesi ilizerine etkisini
arastirmak amaciyla laktoz, galaktoz, ksiloz, dekstroz, maltodekstrin, glikoz, nigasta, misir

nisastasi, patates nisastasi ve sakaroz iceren besiyerlerinde bakterilerin optik yogunluklari
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ve enzim aktiviteleri dl¢lilmiistiir. Nisastali ortamda gelisen bakterilerin SGTaz aktivitesi
100 kabul edilerek, elde edilen bulgular oransal aktivite olarak hesaplanmis ve sonuglar

Cizelge 4.3’de gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Bakterilerin farkli karbon kaynagi iceren besiyerlerindeki SGTaz aktiviteleri ve

optik yogunluklar1
Bacillus macerans ATCC 8244 K izolati
Karbon
Kaynag Gelisme Oransal Aktivite Gelisme Oransal Aktivite
(ODs00) (%) (ODgo) (%)

Laktoz 0.745 6 0.791 0
Galaktoz 0.686 0 0.888 0
Ksiloz 0.532 21 0.555 27
Dekstroz 0.712 83 0.846 76
Maltodekstrin 0.999 77 0.735 49
Glikoz 0.866 27 1.021 42
Nisasta 1.503 100 0.998 100
Misir nigastasi 2.032 128 1.104 132
Patates nisastast 1.902 123 1.205 141
Sakaroz 0.978 0 0.891 0

Cizelgeden anlasildign gibi; Bacillus macerans ATCC 8244, musir nisastasi, patates
nisastasi ve ¢Ozliniir nisasta iceren besiyerlerinde, digerlerine oranla daha yiiksek SGTaz
aktivitesi gostermistir. En yiiksek oransal enzim aktivitesi misir ve patates nisastali
besiyerlerinde sirasi ile % 128 ve % 123 olarak hesaplanmistir. Sakaroz igeren besiyerinde
ise iyl gelisme olmasma karsin enzim aktivitesi saptanamamistir. Dekstroz iceren
besiyerinde gelisme, maltodekstrin iceren besiyerindekine oranla daha diisiik olmus ancak
dekstrozlu besiyerinde oransal aktivite % 83 iken maltodekstrinli besiyerinde % 77 olarak
hesaplanmistir. En diisiik gelismeye ksiloz igeren besiyerinde rastlanmis ve bu kosulda

oransal aktivite % 21 olarak hesaplanmustir.
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K izolat1; karbon kaynagi olarak ¢oziiniir nisasta, patates nigastasi, misir nisastasi, sakaroz,
galaktoz ve dekstroz igeren besiyerinde daha hizli bir gelisme gosterirken, laktoz,
maltodekstrin ve ksilozlu ortamlarda daha yavas bir gelisme gostermistir. Coziiniir nisasta,
misir nisastast ve patates nisastast iceren besiyerlerindeki SGTaz aktivitesi diger
besiyerlerine gore daha yiiksek diizeyde olmus, en yiiksek oransal aktivite ve en yiiksek
gelisme patates nisastali besiyerinde sirasiyla % 141 ve 1.205 olarak hesaplanmustir. Her
iki bakteri ile yapilan ¢alismalarda sakaroz, laktoz ve galaktoz igeren besiyerinde enzim

aktivitesine rastlanmamustir.

Ibrahim et al. (2005), bir Bacillus tiirii ile SGTaz iiretimi yapmislar ve c¢esitli karbon
kaynaklarinin enzim {iretimine etkisini arastirmislar, buna gore ¢oziiniir nisasta ile SGTaz
aktivitesini 16.71 U/ml, misir nisastasi ile ise 15.45 U/ml olarak belirlemislerdir. Glikoz,
fruktoz, laktoz ve ksiloz ile de sirasiyla 10.19, 11.96, 10.56, 11.36 U/ml enzim aktivitesi

degerlerine ulagmislardir.

Gawande et al. (1998) ise Bacillus firmus susundan SGTaz iirettikleri ¢alismada enzim
aktivitesini besi ortamina karbon kaynagi olarak ilave edilen ¢oziiniir nisasta ile 0.33 U/ml,
musir nisastasi ile ise 1.05 U/ml olarak saptamislardir. Ayn1 bakteri ile yapilan diger bir
caligmada ise % 2 ¢oziiniir nisasta kullanilarak SGTaz aktivitesi 0.195 U/ml olarak

bulunmustur (Higuti et al. 2003).

Rosso et al. (2002) yaptiklar1 ¢alismada Bacillus circulans susunun SGTaz aktivitesinin
cassava nisastasi i¢eren besiyerinde 2.9 U/ml, bugday nisastasi igeren besiyerinde 2.0 U/ml,
misir nisastasi iceren besiyerinde 2.2 U/ml, patates nisastasi iceren besiyerinde 2.4 U/ml
oldugunu saptamislardir. Ayrica bu besiyerlerindeki gelisim izlenmis ve optik yogunluklari

(ODgpo) strast ile 2.07, 1.37, 1.65 ve 1.64 olarak belirtilmistir.

Karbon kaynaklarinin Bacillus firmus susu tarafindan iiretilen SGTaz enziminin aktivitesi

lizerine etkisini saptamaya yonelik bir baska calismada ise, bu susun glikoz, galaktoz,
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laktoz, siikroz, maltoz igeren besiyerinde SGTaz aktivitesine rastlanmamustir (Higuti et al.

2004).

4.10 Farkhi Azot Kaynaklarinin Bakteri Gelismesi ve Enzim Uretimine Etkisi

Azot kaynaklariin bakteri gelismesi ve enzim aktivitesine etkisini belirlemek i¢in, azot
kaynag1 olarak; tripton, pepton, kazein, iire, amonyum siilfat, amonyum nitrat, potasyum
nitrat ve maya 0ziitii kullanilan besiyerlerinde gelistirilen bakterileri kiiltiirlerinin optik
yogunluklar1 ve SGTaz aktiviteleri Olcililmiistiir. Elde edilen bulgular Cizelge 4.4’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.4 Bakterilerin farkli azot kaynagi igeren besiyerlerindeki SGTaz aktiviteleri ve

optik yogunluklar1
Bacillus macerans ATCC 8244 K izolat1

Azot Kaynagi Gelisme Oransal Aktivite Gelisme Oransal Aktivite

(ODg0o) (%) (ODs0o) (%)
Ure 1.876 60 0.794 24
Kazein 1.754 50 0.879 29
Pepton 1.899 65 1.085 33
Tripton 1.876 76 0.733 44
(NH4),SO, 1.989 94 1.204 100
NH4NO; 2.004 100 0.904 73
KNO; 1.734 64 0.643 13
Maya Oziitii 1.576 49 0.865 67

Cizelge 4.4’de goriildigii gibi, Bacillus macerans ATCC 8244  en iyi gelisme ve en
yliksek aktiviteyi amonyum nitrat igeren besiyerinde goOstermistir. Maya Oziitii harig
denenen diger azot kaynaklarini igeren besiyerlerinde dlgiilen absorbans degerleri birbirine
cok yakin olmasina karsin aktivite degerleri arasinda biiyiik farkliliklar saptanmuis, iire,

maya 0zitii ve kazeinin SGTaz aktivitesini belirgin oranda azalttig1 anlasilmistir.
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Ayni ¢izelgeden anlasildig1 gibi, K izolat1 en yiiksek oransal aktivitesini amonyum siilfat
iceren besiyerinde gostermis, potasyum nitrat, pepton, kazein ve iire izolatin gelismesini ve
enzim aktivitesini azaltmistir. Maya Oziitli, amonyum nitrat izolatin gelismesini olumlu
yonde etkiledigi gibi bu besiyerlerinde oransal aktivite sirasiyla % 67 ve % 73 olarak

hesaplanmustir.

Benzer sekilde Rosso et al. (2002), patatesten izole ettigi Bacillus circulans susunun,
fermentasyon besiyerine azot kaynagi olarak NH4CI, NH4sNOs, NH4,SO, ilave ettiginde
SGTaz aktivitesinin arttigin1 bildirmistir. Ayni arastiricilar, tripton ve musir 1slatma
suyunun bakteri gelisimini arttirmasina karsin SGTaz aktivitesini diislirdiigiinii de

saptamiglardir.

Bu bilgilere karsin, besiyerine amonyum siilfat ve musir 1slatma suyu ilavesinin SGTaz
{iretimini inhibe ettigini ifade eden arastirmalar da vardir. Ornegin; Thatai et al. (1999)
tarafindan yapilan bir calismada besiyerinde amonyum siilfat kullaniminin aktiviteyi
azalttigi, Fujita et al. (1990) tarafindan yapilan bagka bir arastirmada ise, misir 1slatma
suyu kullanilmas1 durumunda aktiviteye rastlanmadigi belirtilmistir. Illias et al. (2002) ise,
Bacillus sp. G1 susunun pepton igeren ortamda yiiksek aktivite gosterdigini ancak iire

iceren ortamda SGTaz aktivitesine rastlanmadigini bildirmistir.

4.11 Cesitli Tuzlarm Enzim Uretimine EtKkisi

Bu amagla besiyeri I’e % 0.02 MgS04.7H,0 yerine ZnSO4, FeSO4, K,SO,4, CaCl,, KCI,
NaCI, MnSQy, FeCls, FeCl,, MgCIl, ve CuSOy ilave edilmistir. Mineral tuz icermeyen
besiyeri kontrol olarak kullanilmistir. Steril besiyerlerine bakteriler % 10 oraninda inokiile
edilmis ve 37°C’de 48 saat gelismeye birakilmistir. Bu ¢aligmada elde edilen sonuglar

Cizelge 4.5’te verilmistir.
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Cizelge 4.5 Bakterilerin farkli mineral madde igeren besiyerlerindeki SGTaz aktiviteleri

Bacillus macerans K izolats
Mineral ATCC 8244
Madde Oransal Aktivite Oransal Aktivite
(%) (%)

Kontrol 100 100
ZnS04 35 20
FeSO, 86 47
K,SO, 89 18
CaCl, 59 39
KCI 65 43
NaCl 76 45
MnSQO, 45 61
FeCl; 59 53
FeCl, 57 65
MgCl, 93 102
CuSO, 33 29
MgSO, 125 116

Cizelgeden anlagildi gibi, besiyerine MgSOy ilavesi ile Bacillus macerans ATCC 8244
susunun oransal aktivitesinin % 125 ylikseldigi belirlenmis, ancak diger mineral maddelerin
ortama ilavesi ise SGTaz aktivitesinin farkli oranlarda azaldigi anlagilmistir. K izolati, en
yiiksek aktiviteyi MgSO4 ve MgCl, igeren besiyerinde gostermis ve bu besiyerlerindeki
oransal aktiviteleri sirasiyla % 116 ve % 102 olarak hesaplanmis, ZnSO4 ve K;SO4’lin
ilavesi ile oransal aktivitenin % 20 ve % 18’e diistiigii gozlenmistir. Besiyerine MgSO4
ilavesi her iki bakteride gozlenen enzim aktivitesi artisina kofaktor etkinin neden oldugu

distiniilmektedir.
Illias et al. (2002) Bacillus sp. G1 susu ile yaptiklart bir ¢aligmada, besiyerine % 0.02

oraninda MgSQO4, MgCl,, FeCl,, KCI, ZnSO4, CuSO; ilave etmisler; en yiiksek aktivitenin
MgSO;, igeren besiyerinde gozlendigini; ZnSO4, CuSO,4 iceren besiyerinde ise aktiviteye
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rastlanmadigini bildirmiglerdir. Bunlara karsin 2mM CuSOy igeren besiyerinde Bacillus
autolyticus‘un irettigi SGTaz enziminin % 92 oransal aktivite gosterdigi agiklanmustir
(Tomita et al. 1993). Diger bir ¢alismada ise, ZnClI, ve CaCl, igeren besiyeri kullanilarak
SGTaz iiretiminin arttirtldigi rapor edilmistir (Thatai et al. 1999).

4.12 Baz1 Metal Iyonlarinin ve Inhibitorlerin Enzim Aktivitesine Etkisi

Cesitli metal iyonlariin ve inhibitdr bilesiklerin farkli konsantrasyondaki ¢ozeltileri, kaba
enzim sivisina ilave edilerek 30°C sicaklikta 30 dakika inkiibe edlimis, sonra alinan
orneklerde SGTaz aktiviteleri belirlenmis ve sonuglar oransal aktivite olarak Cizelge
4.6’da gosterilmistir. Kontrol olarak metal ¢ozeltisi igermeyen enzim ¢dzeltisinin aktivitesi

% 100 olarak kabul edilmistir.

Cizelge 4.6 Bakterilerin bazi metal iyonlar1 ve inhibitér madde varhi§indaki enzim
aktiviteleri

Bacillus macerans ATCC 8244 K izolat1
Bilesikler 4 mM 10 mM 4 mM 10 mM
Oransal Aktivite | Oransal Aktivite Oransal Aktivite Oransal Aktivite

(%) (%) (%) (%)
Kontrol 100 100 100 100
ZnCl, 56 43 66 42
MgCl, 62 57 75 72
CaCl, 90 82 95 89
CuCl, 59 52 42 33
FeS0, 65 58 58 41
MnSO, 62 42 62 32
CoSO, 66 61 61 53
HgCl 40 10 25 6
SDS 66 42 55 43
EDTA 70 67 60 42
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Cizelge 4.6’ya gore, Bacillus macerans ATCC 8244 susunun SGTaz aktivitesinde metal
iyonlarmin ilavesi ile diigiis gozlenmis, en c¢ok diisiis % 90 olarak 10 mM son
konsantrasyondaki HgCI, ¢ozeltisi ilavesinde gerceklesmistir. 4mM ve 10 mM CaCl,
ilavesi ise baslangictaki SGTaz aktivitesinin siras1 ile % 90 ve % 82’sini korudugu
kaydedilmistir. 10 mM SDS ilavesi ile aktivitesinin yarisindan fazlasini kaybeden enzimin,

10 mM EDTA varliginda ise kalan aktivite degeri % 67 olarak ol¢iilmiistiir.

K izolatinin SGTaz aktivitesi; 10 mM HgCl,, MnSO4 ve CuCl, varliginda ¢ok fazla diisiis
gostermis ve sirasiyla % 6, % 32, % 33 olarak belirlenmistir. CaCl, ilavesi ile enzim
aktivitesi yliksek oranda korunmus ve 4mM CaCl, ilavesi ile aktivitesi % 95, 10 mM
konsantrasyondaki aktivitesi ise % 89 olarak Ol¢iilmiistiir. SDS ve EDTA ilavesinin, enzim
aktivitesi {izerine inhibitdr etki yaratti§i gozlenmis, SDS ve EDTA 10 mM
konsantrasyonda kullanildiklarinda enzim aktivitesi sirasiyla % 43 ve % 42 olarak

hesaplanmustir.

Higuti et al. (2003) Bacillus firmus ile yaptiklari bir ¢alismada; SGTaz enzimini Ca™,
Mg, Fe'?, Cu™, Mn" ve Zn" iyonlarmin inhibe ettigini, magnezyumun inhibitér etkisinin
kalsiyumdan daha yiiksek oldugunu ve en fazla inhibitér etkiyi Cu™ ve Zn™ iyonlarmimn

gosterdigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada ise, Ca™ iyonu Bacillus macerans ATCC 8244 ve K izolat: tarafindan
tretilen SGTaz enziminin diisiik oranda aktivite kaybina neden olmus, buna karsin,
Paenibacillus sp. F8 (Larsen et al. 1998) ve Bacillus autolyticus (Tomita et al. 1993)

SGTazlarinin Ca*™ iyonu varhiginda aktivitelerini koruduklari bildirilmistir.

Yapilan bir diger ¢alismaya gore; ortama ilave edilen demir ve civa iyonlar ile Bacillus
agaradhaerens SGTaz’ i yiiksek oranda aktivitesini kaybettigi belirtilmistir (Martins and
Kaul 2002). Uitdehaag et al. (1999) inhibitor etkinin enzimin siklizasyon reaksiyonunda
onemli rol oynayan aminoasit rezidiilerinin oksidasyonuna bagli olarak olustugunu

varsaymistir.
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4.13 Substrat Konsantrasyonun Enzim Uretimine Etkisi

Substrat konsantrasyonunun aktiviteye etkisinin incelendigi ¢aligmada, bakterilerin altt
farkli konsantrasyonda substrat igeren besiyerlerindeki aktivite degerleri saptanmis ve
sonuglar Sekil 4.10°da verilmistir. Bacillus macerans ATCC 8244 susu i¢in substrat olarak

musir nisastasi, K izolati i¢in patates nisastast kullanilmistir.

0,120

0,100

0,080

0,060

0,040 -

SGTaz aktivite (U/ml)

0,020 A

0,000 -
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
M Bacillus macerans ATCC 8244

(1)
OK izolati Substrat Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.10 Bakterilerin farkli konsantrasyonda substrat igeren besiyerlerindeki SGTaz
aktiviteleri

Bacillus macerans ATCC 8244 susunun en yiiksek aktivitesi % 2.5 substrat
konsantrasyonunda 0.097 U/ml olarak saptanmis, K izolatinin aktivitesi ise % 1.5 substrat
konsantrasyonuna kadar artmis ve bu kosullardaki SGTaz aktivitesi 0.044 U/ml olarak
hesaplanmistir. Subtsrat inhibisyonu Bacillus macerans ATCC 8244 susu igin % 3 substrat

konsantrasyonunda, K izolat1 i¢in ise % 2 substrat konsantrasyonunda goriilmektedir.

Freitas et al. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada Bacillus alkalophilic CGII susu ile

SGTaz iiretimi yapilmis ve substrat konsantrasyonun enzim iiretimine etkisi arastirilmistir.
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Elde edilen bulgulara gore, en yiiksek SGTaz aktivitesine % 1.5 nisasta i¢eren besiyerinde

rastlanmistir.

Pishtiyski et al. (2008) tarafindan Bacillus megaterium ile yapilan bir baska ¢alismada ise

30g/L substrat igeren besiyerinde SGTaz aktivitesinin 0.11 U/ml oldugu bildirilmistir.

4.14 Siklodekstrin Glukanotransferaz Enzimin Saflastirilmasi

Enzimin amonyum siilfat ile ¢oktiiriilerek ayrilmasi i¢in kaba enzim sivilarina ayri ayri
% 0-20, % 20-30, % 30-40, % 40-45, % 45-50, % 50-55, % 55- 60, % 60-65, % 65-70,
% 70-75, % 75-80, % 80-85 araliklarinda kati amonyum siilfat eklenmistir. Amonyum
stilfat ¢oktiirmesinin her araliginda ¢okeltide ve siipernatantta enzim aktivitesine ve protein
miktaria bakilarak uygun amonyum siilfat konsantrasyonu % 55-80 olarak belirlenmistir.
Kullanilan amonyum siilfat ortama yavas yavas ilave edilerek ¢cokme gozle de izlenmis ve

islem sonunda siipernatant 4°C’de bir gece bekletilmistir.

Amonyum stilfat ¢oktiirmesi ile olusan pelletler 0.05 M sodyum fosfat tamponu (pH 6) ile
coziindirtilerek diyaliz tiipiine alinmig, ortamdaki amonyum siilfatin uzaklagtirilmasi amaci
ile 0.05 M sodyum fosfat tamponuna karsi 4°C’de 24 saat diyaliz edilmistir. Diyaliz
sonrasinda diyaliz tiiplerindeki ¢ozeltilerde protein ve aktivite tayinleri yapilmstir. Islemler
sonucunda elde edilen protein miktar1 ve aktivite degerlerinden yararlanilarak spesifik
aktivite, saflagtirma katsayis1 ve verim degerleri hesaplanmis ve elde edilen sonuglar

Cizelge 4.7 ve 4.8’de verilmistir.

Anlasildig1 gibi, Bacillus macerans ATCC 8244 susundan elde edilen siipernatanttin
toplam aktivitesi 10.20 U iken amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonras1 2.71 U, diyaliz sonrasi
ise 1.40 U, toplam protein miktarlar1 da sirasiyla 32.20, 0.750, 0.735 mg olarak
bulunmustur. Buna gore spesifik aktivite degerleri sirasi ile 0.316, 3.613 ve 1.904 U/mg
olarak hesaplanmistir. Verim degerleri ise amonyum siilfat ¢coktlirmesi sonrast % 26.56,

diyaliz uygulamasi sonrast % 13.72 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.7 Bacillus macerans ATCC 8244 susunun saflastirilmasi asamalarinda

edilen sonuglar

Enzim

Toplam

Toplam

Spesifik

elde

S;f::rtr‘l:gla H*(‘Iigl aktivite | Aktivite (irlg;f;‘f) Protein | Aktivite Sliﬂ?sf‘yﬁa V(?;l)m
0
(U/ml) (0)] (mg) (U/mg)
Stipernatant 100 0.102 10.20 0.322 32.20 0.316 1 100
%55—%380
5 0.542 2.71 0.150 0.750 3.613 11.43 26.56
(NH4),S04
Diyaliz 35 | 0400 1.40 0210 | 0735 | 1.904 6.027 13.72
Uriini
Cizelge 4.8 K izolatinin saflastirilmasi asamalarinda elde edilen sonuglar
Saflagtirma | Hacim Er}z¥m Toplam Protein Top la.m Spe.s1f.'1k Saflagtirma | Verim
Basamag: (ml) Aktivite | Aktivite (mg/ml) Protein | Aktivite Katsay1st (%)
(U/ml) L) (mg) (U/mg)
Stipernatant 100 0.054 5.4 0.182 18.20 0.296 1 100
%55—%380
5 0.305 1.525 0.11 0.55 2.773 9.367 28.24
(NH4),S04
Diyaliz 35 | 0202 | 0707 | 0193 | 0.755 1.047 3.536 13.09
Urilini

K izolat1 ile yapilan ¢calismada 100 ml’lik siipernatanttan toplam 5.4 U enzim aktivitesi ve

18.20 mg protein elde edilmis, amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi da toplam aktivite

1.525 U, protein miktar1 da 0.55 mg olarak bulunmustur. Diyaliz uygulamasi ile enzim

aktivitesi 0.707 U’ye diismiis, ancak protein miktar1 ise 0.193 mg’a yiikselmistir. Bu

degerlere gore verim; amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonrast % 28.24, diyaliz uygulama

sonrasi ise % 13.09 olarak hesaplanmustir.

Wind et al. (1995) Themoanaerobium thermosulfurigenes EM1’in SGTaz genini E. Coli’ye

klonlayarak yaptiklar1 ¢alismada 3 L’ lik fermentérden toplam 324 U enzim aktivitesi ve

130 mg protein elde etmisler,
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saflagtirmiglar ve bunun sonucunda da 225 U enzim aktivitesi ve 2.9 mg protein elde

etmislerdir.

Cao et al. (2004) tarafindan yapilan arastirmada SGTaz iiretimi ig¢in Bacillus sp. 7-12 ile
calisilmus, 500 ml siipernatanttan toplam 1.01x10° U enzim aktivitesi ve 1675 mg protein
elde edilmis, amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi da toplam aktivite 5.05x10° U, protein

miktar1 320 mg, verim ise % 50 olarak bulunmustur.

Sian et al. (2005) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Bacillus sp. G1 susu kullanilarak SGTaz
tiretimi  gerceklestirilmis, enzimin saflagtirilmast i¢in amonyum siilfat, affinite
kromatografisi kullanilmis ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonras1t % 39.57, kromatografi
uygulamasi sonrasi ise % 4.18 verime ulasilmistir. Bu yiiksek lisans g¢alismasinda ise
amonyum siilfat sonrasi elde edilen verim literatiirdeki amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi

ulasilan verim degerinden daha diisiik bulunmustur.

Thiemann et al. (2004) tarafindan yapilan aragtirmada SGTaz iiretimi icin Anaerbranca
gottschalkii susu ile galisilmis, 16 litre siipernatanttan toplam 273 U enzim aktivitesi ve
14.38 mg protein elde edilmis, saflastirma sonrasi da toplam aktivite 37 U, protein miktar

0.12 mg, verim ise % 13.5 olarak bulunmustur.
Pishtiyski and Zhekova 2006 yilinda yaptiklar1 bir calismada, Bacillus megaterium

susundan SGTaz iiretimi gergeklestirmisler ve siipernatanti vakum evaporasyonu ile 3 kat

konsantre ederek enzim aktivitesini 1.61 U/ml olarak belirlemislerdir.
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5. SONUC

Bu c¢alismada, Bacillus macerans ATCC 8244 susu ve bazi toprak Orneklerinden
izole edilen K izolatimin, {rettigi SGTaz’in karakterizasyonu ve saflastirilmasi

gergeklestirilmistir.

Maksimum SGTaz aktivitesi Bacillus macerans ATCC 8244 i¢in 65. saatte 0.100 U/ml, K
izolat1 i¢in 48. saatte 0.048 U/ml olarak bulunmus ve enzimlerin optimum sicaklik ve pH
degeri her iki bakteri i¢cinde 60°C ve pH 6 olarak belirlenmistir. Bacillus macerans ATCC
8244 maksimum SGTaz aktivitesini karbon kaynagi olarak misir nisastasi, azot kaynagi
olarak NH4NO; iceren besiyerinde, K izolat1 ise karbon kaynagi olarak patates nisastasi,
azot kaynagi olarak (NH4),SO4 iceren besiyerinde gostermistir. Bacillus macerans ATCC
8244 ve K izolat1 SGTaz’lar1, % 55-80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz ile sirasiyla

% 26.56 ve % 28.24 verimle saflastirilmistir.

Bu iki bakterinin irettigi enzim miktarinin diigsiik diizeylerde oldugu ve besiyerinde
yapilacak modifikasyonlarla aktivitenin arttirilabilecegi saptanmistir. Bu nedenle bu
calismada bulunan sonucglar daha sonra yapilacak olan benzer ¢alismalara kaynak olmasi

nedeniyle 6nem tagimaktadir.
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