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Oz

Tirkiye'nin batisindaki iki kaplica, termofilik mikroorganizmalarin mevcudiyetine gore arastirildi ve iki termal
kaplicadan,23 termofilik bakteri izole edildi. izolatlardan, 4 tanesinin glikoz izomeraz iiretimi agisindan pozitif oldugu
belirlendi. BTS, CT6SARI ve CT1.2 izolatlarinin glikoz izomerazlari, pH 6.5°te optimum biiyiime gosterdi; buna
karsilik izolat BT1 enzimi, pH 7.5'te optimal aktivite gosterdi. Bu enzimler arasinda BT1 izolatinin optimal biiyiime
sicakligi 75 °C olarak belirlenirken, diger ii¢ izolatin enzimleri ise 80 °C'de optimal biiyiime gosterdi. 16S rRNA gen
dizi analizleri ile 4 izolatin, Geobacillus cinsine ait tiirler olduklar1 belirlendi. recN dizisi benzerlik analizine dayanarak,
izolat CT6SARI’'min, G. termodenitficans’a; izolat BT1’in de, G. stearothermophilus’a ait suslar olduklar
belirlendi.BTS ve CT1.2 izolatlarinin kesin tiir tayinleri yapilamadi.

Anahtar kelimeler: Geobacillus, Glikoz izomeraz, recN, 16S rRNA

Abstract

Two hot springs located in west of Turkey were investigated with respect to presence of thermophilic microorganisms.
23 thermophilic bacteria were isolated from two hot springs. Among these, 4 strains were found positive for glucose
isomerase production. The glucose isomerases of strains BT5, CT6SARI and CT1.2 showed optimal growth at pH 6.5,
whereas the enzyme of strain BT1 represented optimal activity at pH 7.5. The strain BT1 had the lowest temperature
optima (75 °C) among these strains whereas the other three strains showed optimal growth at 80 °C. On the basis of the
16S rRNA gene sequence analysis, the 4 isolates are members of the genus Geobacillus. Based on recN sequence
similarity analysis, the isolate CT6SARI is a strain of G. thermodenitficans. The isolate BT1 is a strain of G.
stearothermophilus. The species identity for the isolates BT5 and CT1.2 are uncertain.
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1. Giris

Geobacillus cinsi, Bacillus cinsinden ayrilmig
olup, tip tiirti Geobacillus stearothermophilus'tur.
Termofilik, asidofilik, alkalifilik ve halofilik
Ozelliklere sahip birgok tiir bu cinse dahil
edilmistir ~ (Nazinavd.,, 2001). Bu tiirlerin
geleneksel biyokimyasal tekniklerle tanimlanmast,
kesin olmayan ve zaman alict bir islemdir.
Prokaryotik  organizmalar boyunca oldukca
korunan 16S rRNA gen dizilerinin analizleri,
filogenetik iligkileri belirlemek icin en yaygin
sekilde kullanilmaktadir (Meintanisvd., 2008).
Bununla birlikte, 16S rRNA geninin siklikla,
yakindan iligkili bazi tiirler arasindaki filogenetik
iligkilerin ¢dziimlenmesi icin yetersiz oldugu da
kanitlanmistir (La Ducvd., 2004). Bu nedenle, pek
¢ok teknik mevcut olsa da, DNA-DNA
hibridizasyon degerlerinin analizi bakteri tiirlerini
tanimlamak igin "altin standart” olarak kabul
edilmektedir (Stackebrandt ve Goebel 1994,
Stackebrandt vd., 2002; Zeigler, 2003). Ancak,
hibridizasyon  yontemleri  ¢ogunlukla  6zel
ekipman ve ¢ok fazla zaman gerektirdigi icin,
laboratuarlar arasindaki hibridizasyon degerlerinin
gerekli  hassasiyetle  tekrarlanabilmesi  zor
olmaktadir. Sonu¢ olarak; sistematik, DNA
dizilerinin ~ 6zellikle protein kodlayan gen
dizilerinin karsilagtirllmasina giderek daha fazla
giivenilir sonuglar elde etmeye baglamigtir
(Stackebrandt ve Goebel, 1994). Son zamanlarda,
bakteriyel sistematikte kullanilabilen otuzdan
fazla gen tespit edilmis olup; bunlarin arasinda
DNA onarimi ve genetik rekombinasyon protein
(recN) geni, genom benzerlik tahmini i¢in en
gliclii adaylardan biridir (Zeigler, 2005). recN dizi
benzerlik skorlari, iki organizma tarafindan
paylasilan biitiin genom dizisi benzerligini yiiksek
bir dogruluk derecesinde tahmin edebilir.
Incelenen tiirler igin, recN analizi ile éngoriilen
genom benzerlik skorlar1 dogrudan genomik
hizalanmalarda olgiilenlerden sadece % 4.4
oraninda farklidir. Geobacillus cinsi igin, recN,
16S rRNA geninden agik¢a iistiin olup, tir
diizeyinde ¢ok daha biiylik bir ¢oziiniirliik giicii
vardir. Bdoylece recN, Stackebrandt vd.’lerinin
(2002)  gereksinimlerini  karsilamaktadir  ve
Geobacillus cinsi igindeki tiirlerin tayini igin
basariyla kullanilmaktadir (Zeigler, 2005).

Endiistriyel agidan Onemli termostabil enzim
kaynaklart olmalari nedeniyle, Bacillus cinsi
termofilik endospor olusturan bakteriler, son
yillarda 6nemli bir ¢alisma alani olmustur (Beg
vd., 2000; Touzel vd., 2000). Proteazlar,
amilazlar, pullulanazlar, peroksidaz, glukozizo-
merazlar, lipazlar, ksilanlar ve DNA kesim
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enzimleri gibi endiistriyel agidan 6nemli pekgok
termostabil enzimlerin kaynag1 olma
potansiyelleri nedeniyle bu termofilik basillerin
onemi artmistir. Glikoz izomerazlar, gida, yem,
tekstil endiistrisi, hemiseliilozdan etanol lretimi
ve atik aritimi gibi pekcok endiistri alaninda genis
olarak kullanilmaktadir. Bu islemlerin ¢ogu,
yiksek sicakliklarda  gerceklestirildigi  igin,
termostabil enzimler biiylik avantaj saglamaktadir
(Bhosale vd., 1996; Brosius vd., 1978; Calik vd.,
2009; Canakci vd., 2007).

Glukozun fruktoza, ksilozun ksiluloza
isomerizasyonunu katalizleyen ve ksiloz izomeraz
olarak da adlandirilan glukoz izomeraz (D-
xyloseketol-isomerase E.C  5.3.1.5) bir¢ok
mikroorganizmada bulunmaktadir. Bu enzim, hem
hemiselliillozdan etanol iiretimine yardimci oldugu
icin hem de frilkktoz surubu diger adiyla HFCS
(High  Fructose Corn Syrup) iiretiminde
kullanildig i¢in biiyiik endiistriyel 6neme sahiptir.
Ozellikle glukozu friiktoza déniistiirerek HFCS
tiretiminde kullanimi ile glukoz izomeraz, gida
endiistrisinde en ¢ok kullanilan enzimlerden biri
haline gelmistir (Calik vd., 2009). Fruktoz surubu;
% 42 veya 55 fruktoz igeren tatli, besleyici
sakkarit karigimi olup, misir nisastasi glukozunun
GI enzimi kullanilarak fruktoza doniistiiriilmesi
ile elde edilen bir iirlindiir (Bandlish vd., 2002;
Mu vd., 2012).HFCS'nin baslica kullanim alanlari
icecek, firincilik, konserve ve sekerleme
endiistrileridir (Bhosalevd.,1996).

HFCS siirecinde, fruktoz:glikoz dengesinin nihai
konsantrasyonu, sicakliklara baglidir. HFCS
iiretiminde mezofilik organizmalardan elde edilen
glikoz izomeraz enzimleri ile %40-42 oraninda
fruktoz retilebilmektedir. Fakat endiistriyel
uygulamalarda kullanilan HFCS’de % 55 fruktoz
igerigi aranmaktadir. Dolayis1 ile bu oran
kromatografik olarak %55 seviyelerine getirilir.
Fakat bu islem {iiretim maliyetini arttirmaktadir.
Sicakligin  artmasiyla fruktoz-glukoz —dengesi
fruktoz tarafina kaymakta bdylece pahali olan
kromatografik saflastirmaya gerek kalmamaktadir
(Bhosale, 1996; Karaoglu vd., 2013; Xu vd.,
2014). Bu yilizden bu uygulamalarda yiiksek
sicakliklarda ¢alisan termofilik mikroorganizma-
lardan elde edilen enzimler tercih edilmektedir
(Hartley vd., 2000; Yanmis vd., 2014). Fakat
yiksek pH degerlerinde yiiksek sicaklik
uygulamalari, istenmeyen mannoz, psikoz ve
diger asidik yan drilinlerin olusumuna sebep
verdiginden diisiik pH degerlerinde ¢alisan bir
enzime ihtiya¢ bulunmaktadir (Karaoglu vd.,
2013; Xu vd., 2014). Ayrica, ticari olarak glikoz
izomeraz uygulamasi, nisasta sivilastirma ve
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glikoz izomerlesmesinin tek bir asamada
gergeklestirilebilmesini  miimkiin  kilmak i¢in
asidik bir optimumpH’ya ihtiya¢ duymaktadir.
Elde edilebilir en yiiksek fruktoz seviyesini
arttirmak i¢in termostabil ve asidik ortamda aktif
glikoz izomerazlara ihtiyag duyulmaktadir. Bu
nedenle bu Ozelliklere sahip glikoz izomeraz
iretebilen yeni mikroorganizmalar1 bulmak
endiistriyel acidan oldukca onem arz etmektedir
(Calik vd., 2009).

Bu calismada, Hisarkdy Kaplicasi (Balikesir) ve
Hidirlar Kaplicasindan (Canakkale) izole edilen
bazi termofilik Geobacillus suslar1 tizerinde
molekiiler tanimlama calismalari yapildi. Bu
suslarin glikoz izomeraz aktiviteleri arastirildi ve
endiistriyel kullanim potansiyelleri belirlendi.

2. Aracg ve Yontemler
2.1. Ornekleme ve Izolasyon

Bu caligmada, Hisarkdy Kaplicasi (Balikesir) ve
Hidirlar Kaplicasin’dan  (Canakkale) toplanan
camur ve su Orneklerinden, termofilik bakteriler
izole edilmistir. Bu kaplicalarin su sicakligi 70 -
130 °C arasindadir. Kaplicalarin ¢amur ve su
ornekleri 4° C'de laboratuvara getirilmis ve bu
numuneler hemen Luria-Bertani (LB) besiyerinde
60 °C'de zenginlestirme igin kullanilmustir. Bir
giinliik zenginlestirme kiiltlirlerinin, 10 ml'de
Luria-Bertani sivi ortaminda alt kiilttirleri yapildi
ve Triptik Soy Agar petrilerine ¢izgi ekim
gergeklestirildi.  Birbirlerinden  farkli  koloni
morfolojisine sahip oldugu diisiiniilen koloniler
secildi ve izole edildi. Izolasyon igin kullanilan
yontem daha oOnceki calismamizda detayli bir
sekilde aciklanmustir (Inan vd., 2011). izolatlarn
saflig1 ve koloni morfolojisi mikroskop ile kontrol

edildi.
2.2. Glikoz Izomeraz Aktivitesi

Tiim izolatlar, LB besiyerinde 60 °C’de bir gece
cogaltildilar. Gece kiiltiirlerinden, optik yogunluk
(O.D.) 0.1 olacak sekilde taze LB besiyerlerine
yeniden ekim yapildi ve O.D. 0.6 oluncaya kadar
60 °C’de calkalamaya birakildilar. Glikoz
izomerazin ekspresyonu i¢in O.D. 0.6'da (600
nm)son konsantrasyon % 0.5 olacak sekilde D-
ksiloz ile indiiklendiler ve 4 saat daha 60 °C’de
calkalandilar. Hiicreler, 11.000 rpm'de 5 dakika
santrifiijlenerek toplandi1 ve ¢oken hiicreler ve 50
mM MOPS (pH6.5) tamponu ile c¢dziildiiler.
Ardindan hiicre i¢i proteinleri salmak igin
Sartorius Labsonic marka sonikatorile hiicreler
patlatildi. Hiicre kalintilarin1 gidermek igin 14.800
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rpm'de 15 dakika santrifiij edildi. Pellet kismu
atildi1 ve s1vi kismu olusturan hiicre 6ziitii, enzim
kaynag1 olarak glikoz izomeraz aktivitesi bakildi.

Glikoz izomeraz aktivitesi, Belfaquih ve
arkadaslar1 (2000) tarafindan gelistirilen metod ile
tayin edildi. 10 mM MgS0,, 1 mM CoCl,, 0.1 M
glikoz ve farkli hacimlerde enzim 6ziitii, 50 mM
MOPS tamponunda (pH 7.0) 100 pl tepkime
hacminde 30 dakika boyunca 85 °C'de inkiibe
edildi. Uzerine 100 pl 0.5 M perklorik asit ilave
edilerek reaksiyon durduruldu. Enzim
reaksiyonundan sonra olusan fruktoz miktari,
sistein-karbazol-siilfiirik asit yontemi (Dische ve
Borenfreund, 1951) ile tayin edildi. Reaksiyon
cozeltisi tlizerine, 40 pl % 1.5 sistein hidrokloriir
ve 40 ul % 0.12 karbosol eklendi ve vortekslendi.
Uzerinel.2 ml % 70 siilfiirik asit ilave edilip,
tekrar vorteks yapildi ve oda sicakliginda 30
dakika inkiibe edildi. Spektrofotometrede 560 nm
dalga boyunda ol¢iimler gergeklestirildi.

Sicakligin glikoz izomeraz aktivitesine etkisi, 250
mM glukoz varliginda MOPS tamponunda (pH
6.5) belirlendi. Glikoz izomerazin en iyi calistig1
optimum sicaklik degeri 25, 37, 45, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95 ve 100 °C'de ayarlanmig 1sitict
bloklarda gerceklestirilen seri reaksiyonlar sonucu
belirlendi.

Glukoz izomeraz aktivitesine pH’in etkisi farklh
pH araligindaki cesitli tamponlarda, 250 mM
glukoz konsantrasyonunda, 85 °C’de 30 dakikalik
reaksiyon sartlarinda incelendi. Asetat tamponu
pH 5 — 5.5; fosfat tamponu pH 6 — 7.0; Tris-HCI
tamponu pH 7.5 — 9.0 ve glisin tamponu pH 9.5
10.0araliginda kullanildu.

2.3. Glikoz Izomeraz Ureten Izolatlarin
Morfolojik Karakterizasyonu
Glikoz 1zomeraz 1reten 1izolatlarin  hiicre

morfolojisi ve hareketi, logaritmik fazdaki sivi
kiiltirlerin faz-kontrast mikroskobunda (Nikon
Eclipse  E600;  Olympus) incelenmesiyle
belirlendi. Kolonilerin morfolojisi ve
pigmentasyonu, 60 °C'de 1 giinliik inkiibasyondan
sonra Triptik Soy Agar iizerinde gézlemlendi.

Ardindan izolatlarin hiicre duvar1 &zelliklerinin
ortaya c¢ikarilmasi amactyla Gram boyama yapildi
ve bu yonteme gore izolatlarin Gram boyama
tipleri belirlendi (Dussault, 1955; Powers, 1995).
Izolatlarm spor yapilarini olusturup olusturmadi-
ginm ve sporun hiicre igerisindeki poziSyonunun
belirlenmesi amaciyla, spor boyamalar yapildi
(Smibert ve Krieg, 1994).
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2.4. 16S rRNA ve recN Gen Dizilerinin PCR
Amplifikasyonu ve Klonlanmast

16S rRNA genleri, izole edilen genomik
DNA'dan, bakteriyel 16S rRNA genlerinin 5've 3'
bolgelerindeki korunmus bolgelere baglanacak
sekilde tasarlanmigs oligoniikleotit primerler
kullanilarak segici olarak gogaltild. ileri primer,

UNI16S-L (5'-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTTCA),
Escherichia  coli 16S tRNAmin 11-26

pozisyonlarina karsilik gelirken; geri primer,
UNI16S-R (5-
ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTTGTA),

E. coli 16S rRNA'min 1411 ila 1393
pozisyonlarinin tamamlayicisi seklinde dizayn
edilmistir (Brosiusvd., 1978). PCR

reaksiyonlarinin sartlar1 Beffa ve arkadaglarina
(1996) gore olusturuldu. PCR reaksiyonu ile
cogaltilan 16S rRNA genleri, pGEM-T Easy
Klonlama Kiti kullanilarak, pGEM-T
Easyklonlama vektoriine firmanin Ongordiigii
konsantrasyonlar ve sartlar gergeklestirilerek
klonlandi.

recN genleri, Geobacillus spolVB ve ahrC
genlerinin (Zeigler, 2003) 5 've 3' bolgelerindeki
korunmus  bolgelere  baglanacak  sekilde
tasarlanmis oligoniikleotit primerler kullanilarak,
izole edilen genomik DNA'dan PCR yardim ile
cogaltildi. F1-2- (5-CGA TTT GCG GCG ACG
ATA C-3 ) ileri primeri ve R1-1- (5-TAC ACC
ATG CAA AAA CGG TTA C-3') geri primeri
olarak  kullanmilmistir. PCR  reaksiyonlariin
sartlar1 Zeigler’e (2003) gore olusturuldu ve elde
edilen recN dizileri pPGEM-T Easy vektor sistemi
kullanilarak klonlama yapildi.

Klonlanan 16S rRNA ve recN genlerinin baz dizin
analizi, otomatik dizi analizatorleri araciligi ile
(Macrogen, Hollanda) belirlendi. recN geninin
yaklagik 1600 nt ve 16S rRNA genin de yaklasik
1400 nt’likbaz dizileri belirlendi. Bu diziler,
BLAST aramasi (Altschulvd., 1990) kullanilarak
GenBank’ta var olan diger bakteriyal dizilerle
karsilastirildi ve aralarindaki benzerlik oranlar1
belirlendi (Bensonvd., 1999).

16S rRNA ve recN gen dizileri, ¢coklu hizalama
programi  olan CLUSTAL W  programi
kullanilarak hizalandi (Thompsonvd., 1994).
Kimura'nin iki parametre modeli (Kimura, 1980)
kullanilarak evrimsel uzakliklar hesapland1 ve
filogenetik analizler neigbour-joining yontemi ile
gergeklestirildi  (Sharmavd., 2008). Filogenetik
agaclar, MEGA4 paket programi (Felsenstein
1985; Tamuravd., 2007) kullanilarak olusturuldu.
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3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Bakteri Izolasyonu ve Glikoz Izomeraz
Aktivitesinin Belirlenmesi

Glikoz izomeraz, glukozu fruktoza izomerize
etmesi sebebiyle endiistriyel alanda, oOzellikle
HFCS iiretiminde ticari bir dneme sahiptir. Glikoz
izomeraz, sahip oldugu bu endiistriyel Onem
nedeniyle bugiine kadar bir¢ok bilim insan
tarafindan ¢aligilmig olup, farkli glikoz izomeraz
dreticilerinin ~ tipik  olarak  orta  dereceli
mezofilikler oldugu bilinmektedir (Abdel-rassol
vd., 2012; Karaoglu vd., 2013). HFCS iiretiminde
sicakligin  artmasiyla fruktoz-glukoz dengesi
fruktoz tarafina kaymakta bdylece pahali olan
kromatografik saflastirmaya gerek kalmamaktadir
(Bhosale, 1996; Xu vd., 2014). Bu yiizden bu
uygulamalarda yiiksek sicakliklarda calisan
termofilik mikroorganizmalardan elde edilen
enzimler tercih edilmektedir.

Bu ihtiyaglardan dolay1 bizde bu c¢alismada, pek
¢ok aragtirmaci gibi termofilik karakterli
bakterilerin glikoz izomerazlarini arastirdik. Bu
calisma kapsaminda Hisarkdy Kaplicasindan
(Balikesir) 10 ve Hidirlar Kaplicasindan
(Canakkale) 13 izolat olmak {izere toplam 23
termofilik bakteri izole edildi. 23 izolatin glikoz
izomeraz aktiviteleri arastirlldi ve sadece 4
izolatin (BT1, BTS, CT6SARI ve CT1.2) glikoz
izomeraz aktivitesine sahip oldugu belirlendi. Bu
izolatlarin  irettikleri  glikoz  izomerazlarin,
optimum sicaklik ve pH degerleri belirlendi.
Sicakligin glikoz izomeraz aktivitesi {lizerine
etkisi, 25-100 °C araliginda spektrofotometrik
olarak test edildi. Izolatlar arasinda, BTI'in
glikoz izomerazinin en diisiik optimum sicaklhiga
(75 °C) sahip oldugu, diger 3 izolatin (BTS5,
CT6SARI ve CT1.2 ) enzimlerinin ise optimum
sicakliklarmin 80 °C oldugu belirlendi (Tablo 1).

HFCS iiretiminde mezofilik organizmalardan elde
edilen glikoz izomerazlar, ticari olarak immobilize
edilmis bir sekilde 55-65 °C’de pH 7.5 ile 8.5
araliginda kullanilmaktadir (Schenck, 2000; Xu
vd., 2014).Termofilik A. gonensis glikoz
izmerazinin optimum 85 °C’de aktivite gosterdigi
bulunmustur  (Karaoglu vd., 2014). Benzer
sekilde Streptomyces sp. (Inyang vd., 1995) ve
Bacillus sp.(Chauthaiwale vd., 1994) tiirlerine ait
glikoz izomerazlari optimum calisma
sicakliklarmmin da 85°C oldugu gosterilmistir.
Thermotoganea politana glikoz izomerazinin ise
optimum 95°C’de c¢alistigir gosterilmistir (Hess
vd., 1998).
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Tablo 1. Izolatlarin iirettikleri glikoz izomerazlarm sicaklik-aktivite (%) tablosu.

Sicakhik Aktivite (%)

(°C) BT1 BT5 CT6SARI CT1.2
25 5 10 12 8
37 9 15 15 13
45 14 20 21 20
55 23 36 34 35
60 43 40 41 39
65 75 51 50 47
70 95 80 85 78
75 100 89 95 89
80 85 100 100 100
85 71 90 94 88
90 65 78 84 80
95 41 70 55 68
100 23 40 25 51

Bu glikoz izomerazlar haricindeki diger glikoz
izomerazlar genel olarak optimum 60°C ile 80°C
arasinda aktivite gostermektedirler. Bu verilere
dayanilarak, 80°C’lik optimum c¢aligma sicakligi
ile BT5  CT6SARI ve CT12 glikoz
izomerazlarimin  termofilik enzimler oldugu
sOylenebilir.

Ticari olarak glikoz izomeraz uygulamasi, nigasta
sivilastirma ve glikoz izomerlestirme islemlerinin
tek bir asamada gergeklestirilmesini saglamak
icin, optimum asidik bir pH istemektedir. Diisiik
pH'ta izomerizasyon avantajindan dolayi, ticari
olarak glukoz izomeraz uygulamalar: icin asidik
pH'lar arzu edilir. (Karaoglu vd., 2013; Xu vd.,
2014). Bununla birlikte, endiistride kullanilan
mevcut glikoz izomerazlarin optimum pH araligi
ise genellikle pH 7.0 ile 9.0 arasindadir (Benson
vd., 1999, Karaoglu vd., 2013). Bu nedenle, asidik
ortamda  yliksek aktivite gosteren glikoz
izomerazlar endiistride aranan enzimlerdir ve
arastirmacilar sanayide hali hazirda
kullanilanlardan daha fazla asidik ve termostabil

enzim Uretebilen mikroorganizmalari izole etmeye
yonelik caligmalar yapmaktadirlar.

Bu c¢alisma kapsaminda izole edilen glikoz
iireticisi 4 bakterinin glikoz izomerazin aktivitesi,
5.0 ila 10.0 arasindaki pH araliginda test edildi.
BT5, CT6SARI ve CT1.2 izolatlarinin trettikleri
glikoz izomerazlarin, pH 6.5'te optimum aktivite
gosterdikleri; BT1 izolatinin glikoz izomerazinin
ise, pH 7.5'te optimum aktivite gosterdigi
belirlendi (Tablo 2).

Birgok glikoz izomeraz enziminin optimum
aktiviteleri genel olarak pH 7.0 ila 9.0 arasinda
degisen 6.5'den yiiksek pH'larda gozlenmistir
(Karaogluvd., 2013). Thermoanaerobacterium sp.
(Liu vd., 1996), Lactobacillus brevis (Yamanaka,
1975), Thermus aquaticus (Lehmbacher, 1990),
Anoxybacillus gonensis (Karaoglu vd., 2013)
glikoz izomerazlar1 haricindeki diger glikoz
izomerazlarm optimum pH degeri 6.5’ten
yukaridir.

Tablo 2. izolatlarm iirettikleri glikoz izomerazlarin pH-aktivite (%) tablosu

o Aktivite (%)
BT1 BT5 CT6SARI CTL2

5 6 5 8 4

55 28 30 26 39

6 45 70 80 79

6.5 69 100 100 100

7 90 80 76 90

75 100 50 43 60

8 78 30 32 43

85 56 19 12 34

9 43 10 8 16

9.5 23 4 4 0

10 18 0 0 0
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Streptomyces sp., T. thermophilus ve Clostridium
thermosulfurogenes'ten  elde  edilen  glikoz
izomerazlarin optimum pH’lart 7.0’dir (Karaoglu
vd., 2013). Tablo 2, dort termofilik izolatin 85
°C'de 30 dakika sonra dl¢iilen enzim aktivitesinin
pH bagimliligimi gosterir. BTS, CT6SARI ve
CT1.2 glikoz izomerazlari pH6.5’da en yiiksek
aktivite gostermektedir. Bu 6zelligi ile enzimler,
ozellikle endiistriyel olarak arzu edilen asidik pH
degerlerine, bircok mikroorganizmanin glikoz
izomerazina gore, daha yakindir. Bu enzimler, 6.0
ile 7.0 arasinda daha diisiik bir pH'ye sahip
Lactobacillus brevis gibi endiistriyel uygulamalar
icin uygun olduklart ve yiiksek kullanim
potansiyeline sahip olduklar1 disiiniilmektedir.

Izolatlarin

3.2. Glikoz Izomeraz Ureten

Morfolojik Karakterizasyonu

Yapilan boyamalar ve mikroskop incelemeler
sonucunda, dort izolat hiicresinin ¢ubuk seklinde,
Gram pozitif ve endospor olusturan bakteriler
olduklar belirlendi. Olgun sporlar, aerobik olarak
yetistirilen kiiltiirlerde bol miktarda gézlemlendi.

Tiim izolatlarda sub-terminal sporlar gézlemlendi,
ancak CT6SARI ve BTI1 izolatlarinin ayrica
merkezi sporlara da sahip olduklari belirlendi.
Sporulasyon, tiim izolatlarda 60 °C'de 18 saat
inkiibasyon sonrasi gozlendi.

3.3. 16S rRNA Gen Dizisi Analizi

Dort izolatin 16S rRNA gen dizileri hizaland1 ve
ilgili  bakterilerin dizileri ile karsilastirildi.
Filogenetik aga¢, neighbour-joining yontemi ile
MEGA4 paket programi kullanilarak olusturuldu
(Sekil 1). 16S rRNA gen dizisi analizine
dayanarak, dort izolatin Geobacillus cinsine ait
tirlere > % 97 benzerlik gosterdigi ve Geobacillus
cinsinin tiyeleri olduklar1 belirlendi.

Stackebrandt ve Goebel (1994), % 97'den daha az
16S rRNA gen dizilimi benzerligi gdsteren ayni
cins ait suglarin, farklh bir tiirliin iiyeleri olarak
degerlendirilmesi gerektigini belirledi. Bununla
birlikte literatiirde, 16S rRNA dizilerinin
analizinin yakindan iligkili bazi tiirleri ayirt etmek
i¢in yetersiz oldugu da belirtilmektedir.

56 Geobacillus kaustophilus DSM 7263" (X60618)

37

63 - BT1

BTS
CT1.2

100

95

Geobacillus lituanicus DSM 15325" (AY044055)

78 | Geobacillus thermoleovorans DSM 5366 (AY608936)
Geobacillus vulcani DSM 13174 (AJ293805)

Geobacillus stearothermophilus NCDO 1768" (AB271757)

Geobacillus thermocatenulatus DSM 730" (Z26926)
wl

8 Geobacillus gargensis DSM 153787 (AY193888)
56 Geobacillus jurassicus DSM 15726 (AY312404)

76 Geobacillus uzenensis DSM 135517 (AF276304)

64 Geobacillus subterraneus DSM 135527 (AF276306)
5[,— Geobacillus thermodenitrificans DSM 465" (226928)
90 L CT6SARI

Geobacillus debilis DSM 16016 (AJ564616)

Geobacillus caldoxylosilyticus ATCC 700356" (AF067651)
42{ Geobacillus toebii DSM 14590" (AF326278)
97 Geobacillus thermoglucosidasius ATCC 43742 (AY608981)

Geobacillus tepidamans GS5-97" (AY563003)

U
0.01

Bacillus subtilis NCDO 1769 (X60646)

Sekil 1. Filogenetik agac, dort termofilik izolat ve diger ilgili organizmalarim 16S rRNA gen sekansi
verilerine dayanarak neigbour-joining yontemi ile olusturuldu.
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16S rRNA gen dizisi verileri cins seviyesinde
bakterilerin tanimlanmasi igin olduk¢a faydali
olmasina ragmen, tir seviyesinde genellikle
yeterli olmadig: bilinmektedir. Bu nedenle, sekans
verileri, tiir seviyesinde bakterileri ayirt etmek
icin daha giiclii ve gilivenilir yaklasim oldugu
diistiniilen diger genomik yontemlerle
desteklenmelidir.

3.4. recN Gen Dizisi Analizi

16S rRNA dizilerinin sonuglarina dayanarak, dort
izolatin, Geobacillus cinsinin iiyeleri oldugu tespit
edildi. Dort izolatin recN gen dizileri belirlendi,
hizalandi ve ilgili bakterilerin dizileri ile
karsilagtirildi. Filogenetik agag, neighbour-joining
yontemi kullanilarak olusturulmustur (Sekil 2).
recN gen dizilerinin benzerlikleri incelendiginde,
CT6SARI  izolatimin recN  dizisinin, G.
thermodenitficans recN dizisine % 99; BT1recN
dizisinin, G. stearothermophilus recN dizisine %
99; BT5 ve CT1.2 recN dizilerinin, Grup 3 recN
dizilerine (G. termoleoverans, G. kaustophilus, G.
vulcani, G. lituanicus, G. stearothermophilus ve
G. thermocatenulotis) % 9loraninda benzerlik
gosterdikleri ortaya cikarildi.

Zeigler (2003), recN dizi karsilagtirmalarinin,
Geobacillus cinsi i¢in genom benzerliklerini
dogru bir sekilde Slgebilecegini ve eger iki bakteri
izolat1 i¢cin recN DNA dizileri % 84'ten daha az
benzer ise, genom dizilerinin % 70 ayni oldugunu
ve bakterilerin farkli tiirlere ait oldugunu ortaya
koydu. recN DNA sekanslar1 % 96'dan fazla

benzer ise, % 95 eminlikle bakterilerin ayni tiire
ait olduklar belirlenebilir. Eger recN dizileri %
84 ile % 96 arasinda benzerlik gdsteriyor ise,
genom dizilimi 6zdesliginin % 70'den biiyiik ya
da daha diisiik olup olmadig: sorgulanabilir, bu da
bu bakterilerin tiir kimliklerini belirsiz hale getirir.
Zeigler (2005), Geobacillus tiirlerini, dokuz
homoloji grubu (Grup 1A, 1B, 2, 3, 4A, 4B, 5,
6A, 6B) icerisine yerlestirdi. Gruplar 1A, 2, 4A, 5
ve 6A sirasiyla, G. termodenitrificans, G.
stearothermophilus, G. thermoglucosidasius, G.
toebii ve G. caldoxylosilyticus tiirlerini
icermektedir. Halihazirda taninan tiirler ile diger
dort homoloji grubunun (1B, 3, 4B ve 6B)
tanimlanmasi biraz daha zordur.

recN dizisi benzerlik analizi sonuglarina
dayanarak, izolat CT6SARI izolatinin, G.
termodenitficans’a; izolat BT5’in de, G.
stearothermophilus’a ait yeni birer sus olduklart
belirlendi. BT5 ve CT1.2 izolatlarinin kesin tiir
tayinleri ise mevcut analizler sonucunda
belirlenemedi. BT5 ve CT1.2 izolatlarinin recN
dizileri yukarida tartisilan Geobacillus tiirlerine %
91 oraninda benzerlik gosterdigi igin, recN dizi
analizi  tlir analizi i¢in  kesin  sonug
verememektedir ve daha fazla analize ihtiyag
duyulmaktadir.  Bu  c¢alisma  kapsaminda,
Geobacillus cinsine ait glikoz izomeraz {ireten
dort yeni termofilik bakteri izole edildi, sistematik
caligmalart yapildi ve dort izolatin glikoz
izomeraz aktiviteleri incelendi.

e3/Geobacillus kaustophilus DSM 7263" (AY609001)
71lGeobacillus thermoleovorans DSM 5366 (AY609003)

9
99

o L
M 98

9 |Geobacillus vulcani DSM 131747 (AY609007)

Geobacillus lituanicus DSM 15325' (AY609012)
Geobacillus thermocatenulatus DSM 730" (AY609002)
CT1.2
BTS
IGeobacillus stearothermophilus ATCC 12980" (AY608995)

100 100 L BT1

99

o7 (Geobacillus subterraneus DSM 135527 (AY609023)
Geobacillus uzenensis X (AY609026)
100 [Geobacillus thermodenitrificans DSM 465" (AY609027)

CT6SARI

Geobacillus caldoxylosilyticus TS2A (AY609018)

98 —|: Geobacillus toebii DSM 145907 (AY609049)
99

Geobacillus thermoglucosidasius DSM 2542 (AY609051)

| |
0.05

Bacillus subtilis 178 (NC_000964)

Sekil 2. Filogenetik agag, neigbour-joining yontemi kullanarak dort Geobacillus izolatinin ve
diger ilgili organizmalarin recN gen dizi verilerine dayanilarak olusturulmustur.
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Sonug olarak izole edilen bakterilerin, literatiirde
mevcut glikoz izomerazlara kiyasla daha iyi
ozelliklere sahip glikoz izomerazlara sahip
olduklari ve bu enzimlerin endistrinin
ihtiyaclarin1 karsilayabilecek potansiyele sahip
olduklar diislincesindeyiz.

4. Sonu¢

Asidik pH ve yiksek sicaklikta optimum
aktiviteye sahip olan bir glikoz izomeraz, renkli
karbonil bilesiklerinin olusumunu azaltir ve daha
diisik iyon degisimi ve karbon temizleme
maliyetine yol agar. Bu nedenle, daha yiiksek
sicakliklarda ve asidik ortamda faal olarak aktif
olan glikoz izomerazlar, endiistriyel uygulamalar
icin arzu edilen enzimlerdir.

Bu nedenle bu c¢alismanin amaci, farkli iki
kaplicadan termofilik bakterilerin izole edilip,
glikoz izomeraz aktivitelerinin arastirilmasi,
enzimlerin optimum sicaklik ve pH degerlerinin
belirlenip yiiksek sicaklik ve diisiik pH’larda aktif
olan ve endiistriyel kullanim potansiyeline sahip
enzimlerin bulunmasi, enzim {retici bakterilerin
16S rRNA ve recN analizlerinin yapilarak
tanimlanmalar1 ve siniflandirilmalidir. Bu sebeple
izole dilen 23 termofilikizolatin glikoz izomeraz
aktiviteleri tarand1 ve glikoz izomeraz aktivisine
sahip dort izolat (BT1, BTS5, CT6SARI ve CT1.2)
bulundu. Bu dort izolatin irettikleri glikoz
izomerazlariin optimum sicaklik ve pH araliklar
belirlendi. BT5, CT6SARI ve CT1.2 glikoz
izomerazlaripH 6.5’da ve 80 °C’de en yiiksek
aktivite gosterdikleri, BT1’in isepH 7.5’da ve 75
°C’de optimum aktivite gosterdigi belirlendi.

Sonu¢ olarak bu baglamda, 6zellikle BTS,
CT6SARI ve CT1.2 izolatlarin firettikleri glikoz
izomerazlarinin, biyoteknolojik uygulamalar i¢in
iyi birer aday olabilecekleri diigiinlilmektedir
ancak bunun i¢in daha ileri arastirmalarla
desteklenmesi gerekmektedir.

Kaynaklar

Abdel-rassol, T.M.A., Badr, S.A. ve Omran, H.T.,
2012. Glucose (xylose) isomerase
production  from thermotolerant and

thermophilic bacteria, African Journal of
Biotechnology, 11, 15798-15801.

Altschul, S.F., Gish, W. ve Miller, W., 1990.
Basic local aligment search tool, Journal
Molecular Biology, 215, 403-410.

306

Bandlish, R.K., Michael, H.J., Epting, K.L.,
Vieille, C. ve Kelly, R.M., 2002. Glucose-
to-fructose conversion at high temperatures
with xylose (glucose) isomerases from
Streptomyces murinus and two
hyperthermophilic Thermotoga species.
Biotechnology Bioenergy, 80, 185-194.

Beffa, T., Blanc, M., Lyon, P.F., Vogt, G,
Marchiani, M., Fischer, J.L. ve Aragno, M.,
1996. Isolation of Thermus strains from hot
compost (60 to 80 °C). Applied and
Environmental Microbiology, 62, 1723-
1727.

Beg, O.K., Bhushan, B., Kapoor, M. ve Hoondal,
G.S., 2000. Production and characterization
of thermostable xylanase and pectinase
from Streptomyces sp. QG-11-3, Journal of
Industrial Microbiology and Biotechnology,
24, 396-402.

Benson, D.A., Boguski, M.S., Lipman, D.J.,
Oulette, B.F.F., Rapp, B.A. ve Wheelet,
D.L., 1999. GenBank, Nucleic Acids
Research, 27, 12-17.

Bhosale, S.H., Rao, M.B. ve Deshpande, V.V.,
1996. Molecular and industrial aspects of
glucose isomerase, Microbiological
Reviews, 60, 280-300.

Brosius, J., Palmer, M.L., Kennedy, P.J. ve
Noller, H.F., 1978. Complete nucleotide
sequence of a 16S ribosomal RNA gene
from Escherichia coli, Proceedings of the
National Academy of Sciences of the
United States, 75, 4801-4805.

Calik, P., Angardi, V. ve Isik, N., 2009. Glucose
isomerase production on a xylan-based
medium by Bacillus thermoantarcticus,
Biochemical Engineering Journal, 43, 8-15.

Canakci, S., Inan, K., Kacagan, M. ve Belduz,
A.O., 2007. Evaluation of Arabin-
ofuranosidase and Xylanase Activities of
Geobacillus spp. Isolated from Some Hot
Springs in Turkey, Journal of Microbiology
and Biotechnology, 17, 1262-1270.

Chauthaiwale, J.V. ve Rao, M.B., 1994.
Production and purification of extracellular
xylose 1somerase from an alkaliphilic,
thermophilic ~ Bacillus  sp,  Applied
Environmental Microbiology, 60, 4495-
4499,



Inan Bektas / GUFBED 8(2) (2018) 299-308

Dische, Z. ve Borenfreund, E., 1951. A new
spectrophotometric  method  for  the
detection and determination of ketosugars
and trioses, The Journal of Biological
Chemistry, 192, 583-587.

Dussault, HP., 1955. An improved technique for
staining red halophilic bacteria. Journal
Bacteriology, 70, 484-485.

Felsenstein, J., 1985. Confidence limits on
phylogenies: an approach using the
bootstrap, Evolution, 39, 783-791.

Hartley, B.S., Hanlon, N., Jackson, R.J.,
Rangarajan, M., 2000. Glucose isomerase:
insights into protein engineering for
increased thermostability. Biochimica et
Biophysica Acta, 1543, 294-335.

Hess, J.M., Tchernajenko, V., Vieille, C., Zeikus,
J.G. ve Kelly, R.M., 1998. Thermotoga
neapolitana ~ Homotetrameric ~ Xylose
Isomerase is Expressed as a Catalytically
Active and Thermostable Dimer in
Escherichia coli, Applied Environmental
Microbiology, 64, 2357-2360.

Inan, K., Canakci, S., Belduz, A.O. ve Sahin, F.,
2011. Brevibacillus aydinogluensis sp.
nov., a moderately thermophilic bacterium
isolated from Karakoc hot spring in Turkey.
International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 62, 849-855.

Inyang, C.U., Gebhart, U., Obi, S.K.C. ve
Bisswanger, H., 1995. Isolation and
characterization of a d-glucose/xylose
1somerase from a new thermophilic strain
Streptomyces sp. (Plc), Applied
Microbiology Biotechnology, 43, 632-638.

Karaoglu, H., Yanmis, D., Sal, F.A., Celik, A.,
Canakci, S. ve Belduz, A.O. 2013
Biochemical characterization of a novel
glucose isomerase from Anoxybacillus
gonensis G2' that displays a high level of
activity and thermal stability. Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, 97, 215-
224.

Kimura, M., 1980. A simple method for
estimating evolutionary rates of base
substitutions through comparative studies
of nucleotide sequences, Journal of
Molecular Evolution 16, 111-120.

La Duc, M.T., Satomi, M. ve Agata, N., 2004.
gyrB as a phylogenetic discriminator for
members of the Bacillus anthracis-cereus-
thuringiensis group, Journal of
Microbiological Methods, 56, 383-394.

Lehmbacher, A. ve Bisswanger, H., 1990,
Isolation and characterization of extremely
thermostable D-xylose 1somerase from
Thermus Aquaticus Hb8, Journal Genom
Microbiolology, 136, 679-686.

Liu, S.Y., Wiegel, J. ve Gherardine, F.C., 1996.
Purification and cloning of a thermostable
xylose (glucose) 1somerase with an acidic
ph optimum from Thermoanaerobacterium
strain Jw/SI-Ys 489, Journal Bacteriology,
178, 5938-5945.

Meintanis, C., Chalkou, K.l. ve Kormas, K.A.,
2008. Application of rpoB sequence
similarity analysis, REP-PCR and BOX-
PCR for the differentiation of species
within the genus Geobacillus, Letters in
Applied Microbiology, 46, 395-401.

Mu, W., Wang, X., Xue, Q., Jiang, B., Zhang, T.
Ve Miao, M., 2012. Characterization of a
thermostable glucose isomerase with an
acidic pH optimum from Acidothermus
cellulolyticus. Food Research International,
47, 364-367.

Nazina, T.N., Tourova, T.P., Poltaraus, A.B.,
Novikova, E.V., Grigoryan, A.A., Ivanova,
AE., Lysenko, A.M., Petrunyaka, V.V.,
Osipov, G.A., Belyaev, S.S. ve Ivanov,
M.V., 2001. Taxonomic study of aerobic
thermophilic  bacilli:  descriptions  of
Geobacillus subterraneus gen. nov., sp.
nov. and Geobacillus uzenensis sp. nov.
from petroleum reservoirs and transfer of
Bacillus  stearothermophilus,  Bacillus
thermocatenulatus, Bacillus thermoleovo-
rans, Bacillus kaustophilus, Bacillus
thermoglucosidasius and Bacillus thermo-
denitrificans to Geobacillus as the new
combinations G. stearothermophilus, G.
thermocatenulatus, G. thermoleovorans, G.
kaustophilus, G. thermoglucosidasius and
G. thermodenitrificans, International
Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, 51, 433-446.

Powers, E.M., 1995. Efficacy of the Ryu
nonstaining KOH technique for rapidly
determining Gram reactions of food-borne



Inan Bektas / GUFBED 8(2) (2018) 299-308

and waterborne bacteria and yeasts, Applied
and Environmental Microbiology, 61,
3756-3758.

Schenck, F., 2000. High fructose syrups - a
review, Indian Sugar, 50, 281-287.

Sharma, A., Pandey, A, ve Shouche, Y.S., 2008.
Characterization and identification of
Geobacillus spp. isolated from Soldhar hot
spring site of Garhwal Himalaya, India,
Journal Basic Microbiolgy, 48, 1-8.

Smibert, R.M. ve Krieg, N.R. 1994, Phenotypic
characterization. In Methods for General
and Molecular Bacteriology. Gerhardt, P.,
Murray, R.G.E., Wood, W.A. and Krieg
N.R. (eds.), Washington, DC: American
Society for Microbiology. pp. 607-654.

Stackebrandt, E. ve Goebel, B.M., 1994
Taxonomic note: a place for DNA-DNA
reassociation and 16S rRNA sequence
analysis in the present species definition in
bacteriology, International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology,
44, 846-849.

Stackebrandt, E., Frederiksen, W. ve Garrity,
G.M., 2002. Report of the ad hoc
committee for the re-evaluation of the
species  definition in  bacteriology,
International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 52, 1043-1047.

Tamura, K., Dudley, J. ve Nei, M., 2007.
MEGA4: Molecular evolutionary genetics
analysis (MEGA) software version 4.0,

Molecular Biology and Evolution, 24,
1596-1599.

Thompson, J.D., Higgins, D.G. ve Gibson, T.J.,
1994, CLUSTAL W: improving the

308

sensitivity of progressive multiple sequence
alignment through sequence weighting,
position-specific gap penalties and weight
matrix choice, Nucleic Acids Research, 22,
4673-4680.

Touzel, J.P., O’donohue, M. ve Debeire, P., 2000.
Thermobacillus xylanilyticus gen. nov., sp.
nov., a new aerobic thermophilic xylan-
degrading bacterium isolated from farm
soil. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 50, 315-320.

Yamanaka, K., 1975. D-Xylose isomerase from
Lactobacillus brevis, Methods Enzymo-
logy, 41, 466-471.

Yanmus, D., Karaoglu, H., Colak, D.N., Sal, F.A.,
Canakci, S. ve Belduz A.O., 2014.
Characterization of a novel xylose
isomerase from Anoxybacillus gonensis
G2". Turkish Journal of Biology, 38, 586-
592.

Xu, H., Shen, D., Wu, X.Q., Liu, ZW. ve Yang,
Q.H., 2014. Characterization of a mutant
glucose isomerase from Thermoanaero-
bacterium saccharolyticum, Journal Indian
Microbiology Biotechnology, 41, 1581-
1589.

Zeigler, D.R., 2003. Gene sequences useful for
predicting relatedness of whole genomes in
bacteria, International Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology, 53, 1893-
1900.

Zeigler, D.R., 2005. Application of a recN
sequence similarity analysis to the
identification of species within the bacterial
genus Geobacillus, International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology,
55, 1171-1179.



