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AMAC

Son yillarda ekstrem sartlarda yasayan bakterilerin kesfi ve bunlarin
biyoteknolojik agidan Onemli biyomateryalleri iizerinde ¢aligmalar yogunluk
kazanmugtir. Ozellikle, termofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler
giiniimiizde gida ve tekstil dahil bir ¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Ulkemiz
ve bolgemiz sicak su kaynaklar1 acisindan oldukg¢a zengindir. Bu caligmanin amaci,
Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgesinde yer alan ve daha Once bakteri
identifikasyonu amacli ¢caligmalar yapilmamis olan K6s-Bingdl ve Tashidere-Batman
sicak su kaynaklarmmdan termofilik karaktere sahip bakterilerin izolasyonu ve
identifikasyonunu yapmaktir. Identifikasyonlar1 yapilms olan bu termofilik
bakterilerin yeni tiir veya alt tiir olup olmadiklarinmn tespit edilmeleri taksonomik
acidan Onem arz etmektedir. Ayrica Antartica’dan izole edilen ve termofilik bir
bakteri oldugu tespit edilen Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. rittmannii’nin
biyoteknolojik 6neme sahip B-galaktozidaz enzimini saflagtirmak ve saflastirilan bu

enzimin bazi 6zelliklerinin tespit edilmesi amaglanmusgtir.
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OZET

Taghdere-Batman ve Kos-Bingdl sicak su kaplicalarindan izole edilen
bakterilerin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal oOzellikleri, lipit ve yag asidi
icerikleri, kinon tipleri ve 16S rRNA dizi analizleri yapilarak identifikasyonlar1
yapilmistir. Ayrica Antartika’dan izole edilmis diger bir termofilik basil olan
Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. rittmannii’nin biyoteknolojik Oneme sahip

olan B-galaktozidaz enzimi saflagtirilmis ve saf enzimin bazi 6zellikleri caligilmustr.

Kos-Bingdl kaplicasindan izole edilen ve KGS5 olarak adlandirilan izolat,
cubuk sekilli, Gram-pozitif, fakiiltatif anaerob, hareketli ve endosporlar1 oval sekilli
sentral konumlu oldugu bulunmustur. KGS5 i¢in iireme sicaklik araligr 15-45 °C
(optimum 40 °C) olarak bulundugundan mezofilik karakterde bir bakteri olarak
tanimlanmugtir. KG5 bircok ozellik bakimindan Bacillus cereus tiiriine benzerlik
gostermektedir. KG5’in sadece katalaz ve glukoz kullaniminin negatif olmasindan

dolay1 Bacillus cereus’un diger varyetelerinden farkli oldugu tespit edilmistir.

KGS5 ile Bacillus cereus tirii arasinda yag asidi profili bakimindan da
benzerlik bulunmustur. Her iki bakteride de nC16:0 major yag asidi, iC15:0 ise ikinci
biiylik yag asididir. KG5’te nC18:0 yag asidinin B.cereus’tan cok daha fazla
oranlarda bulunmustur. Ayrica, KG5’in 16S rRNA dizisi % 100 oranma yakin B.
cereus’a, % 99.9 oraninda Bacillus thrungiensis’e ve % 99.8 oraninda Bacillus

anthracis’e benzedigi bulunmustur.

Tashdere-Batman kaplicasindan izole edilen ve KG9 olarak adlandirilan izolat
cubuk sekilli, Gram-pozitif, fakiiltatif anaerob ve hareketli, endosporlar1 oval sekilli
subterminal konumlu oldugu bulunmus ve iireme sicaklik araligi 30-55 [IC
(optimum 50 [JC) olarak bulundugundan ilimli termofil karakterde bir bakteri

olarak tanimlanmistir. KG9 bir¢ok 6zellik bakimindan Bacillus licheniformis tiirtine
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benzerlik gosterdigi bulunmustur. % 15 Oranindaki NaCl’ de iireyen KG9’ un
halotolerant oldugu tespit edilmistir.Yag asidi profiline gore KG9 ve
B.licheniformis’te major yag asidi iC15:0’tir. Diger tiirlerde tespit edilmeyen yag
asidi nC18:0, KG9’da bulunmustur. KG9’un 16S rRNA dizisinin % 99 oraninda

Bacillus licheniformis’e benzedigi tespit edilmistir.

Tashdere-Batman kaplicasindan izole edilen ve KG8 olarak adlandirilan diger
izolatin ¢ubuk sekilli, Gram-pozitif, fakiiltatif anaerob, hareketli, endosporlar1 oval
sekilli subterminal konumlu oldugu bulunmus ve {iireme sicaklik araligi 35-65 °C
(optimum 55 °C) olarak bulundugundan 1limli termofil karakterde bir bakteri olarak
tanimlanmustir. Yag asidi profilinden KG8 izolatinin Anoxybacillus cinsinin iiyesi
oldugunu ve KG8’in 16S rRNA dizisinin Anoxybacillus kamchatkensis’ € % 99,
A.flavithermus, A. ayderensis ve A. gonensis’ € % 98 ve A. pushchiensis’ e ise % 97

oraninda benzerlige sahip oldugu bulunmustur.

KG8 izolatinin 16S rRNA dizi analizine gore %99 oranda benzerlik
gosterdigi  A. kamchatkensis, katalaz negatif, nisasta hidrolizi negatif, optimum
tireme sicakligi 60 °C iken, KG8, katalaz (+), nisasta hidrolizi (+), ve optimum
iireme sicakhig1 55 °C olarak tespit edilmistir. Iki bakteri arasindaki yiiksek oranda
16S rRNA dizi benzerligine ragmen bu gibi farkliliklarin goriilmesi KG8’in ayr1 bir
tir olabilecegini gostermektedir. A. kamchatkensis tiri ile DNA-DNA
hibridizasyonu sonucunda elde edilecek homoloji ile bu izolatin yeni bir tiir veya alt

tiir olup olmadig1 ortaya ¢ikacaktur.

Calisilan bakterilerin lipit analizi yapildiginda ise 3 bakterinin gliko ve
fosfolipit ve aminolipitler bakimindan basillere benzedigi, KGS5’ in farkli olarak
fosfo-gliko lipit icerdigi tespit edilmistir. Ayrica tiir teshisinde kullanilan kinon tipleri
calisilmig, tiim calisilan izolatlarn menakinon igerdigi ve KG8 icin yapilan ileri

calismada da bu menakinon tipinin MK-7 oldugu bulunmustur.

Ekstrem sartlara dayanikli tiirlerin enzim kaynagi olarak kullanilma
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potansiyelleri nedeniyle, Antartika’dan izole edilen ve tiir teshisi daha once yapilan
Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. rittmanii’nin endiistriyel acidan dneme sahip
intraseliiler bir B-galaktozidaz enzimi saflastirilmis ve enzimin bazi 6zellikleri

calisiimastir.

Saf enzim 113 U/mg spesifik aktivite, 163 kat saflagtrma ve % 8’lik bir
verimle elde edildi. Km degeri 8.9 mM olarak hesaplandi. Saf enzim icin elde edilen
optimum pH ve sicaklik sirasiyla 6.0 ve 65 -C’dir.

FPLC sistemini kullanarak [-galaktozidazin nativ (non-denatiire) molekiil
agirhigi 165 kD, denatiire sartlar altinda ise 76 kD oldugu bulunmustur. Saflastirilan
B-galaktozidaz 1n molekiil agirhigina, izole edildigi organizmaya ve afinite
kromatografisine baglanamama veya zayif baglanma yetenegine bakildiginda GH-42
ailesinin bir iiyesi olabilecegi diisiiniilmektedir. Jel filtrasyon ve SDS-PAGE yontemi
ile enzimin benzer veya aymi alt tinitelerden (76 kD) olusan oligomerik (dimer veya

trimer; non-denatiire molekiiler agirlik 165 kD) bir yapiya sahip oldugu bulunmustur.

Bu c¢alismada saflastirilan A. acidocaldarius subsp. rittmannii  3-
galaktozidazinin optimum pH ve sicakliginm uygunlugu, hem kendiliginden
sentezlenen hem de sentezi artirilabilen (indiiklenebilen) 6zelliklerinden dolay1 siit
ve peynir alti suyu laktozunun hidrolizinde uygun bir kullanim alanina sahip
olabilecegini gostermektedir. Bu enzimin endiistride kullanilabilirligi ileri seviyede

test edilmesi gerekmektedir.

KG9’un nisasta ve kazein hidrolizi pozitif, katalaz pozitif, KG5’in kazein ve
jelatin pozitif, KG8’ in ise nisasta hidrolizi pozitif olmasi bu bakterilerin endiistriyel
acidan Onemli olan enzimlerin (amilaz, proteaz vs.) kaynagi olabileceklerini
gostermektedir. Termofilik olmalarmmdan dolayr KG8 ve KG9'un 6nemi daha da

artmaktadir .

Anahtar Kelimeler: Bacillus, Anoxybacillus, Alicyclobacillus, Bakteri tanimlanmasi,

16S rRNA, B-Galaktozidaz saflastirilmasi



SUMMARY

The morphological, physiological, biochemical characteristics, as well as
lipid and fatty acid composition, quinone types and 16S rRNA sequence analyses of
bacteria isolated from Taslhidere (Batman) and Ko6s (Bingdl) hot springs were carried
out in order to identify the isolates. Moreover, B-galactosidase enzyme, which has
biotechnological importance, of a thermophilic Alicyclobacillus acidocaldarius
subsp. rittmannii isolated from Antarctica was purified and some properties of this

enzyme were studied.

The isolate named as KGS5 isolated from Kos hot spring was rod-shaped,
Gram-positive, facultatively anaerobic, motile and endospores are oval and centrally
located. KG5 grows at at a temperature of 15-45 °C (optimum 40 °C), which has
been considered as mesophilic strain. KGS5 for its catalase and glucose utilisation

being negative was found to be different from other Bacillus cereus strains.

The fatty acid profiles of KGS5 and B. cereus were also found to be similar. In
both bacteria, nC16:0 is major fatty acid, while 1C15:0 is the second most aboundant
fatty acid. However, KG5 was found to possess nC18:0 much more than B.cereus.
Moreover, 16S rRNA sequence of KGS5 was similar to B. cereus at a ratio of 100 %,

Bacillus thrungiensis at 99.9 % and Bacillus anthracis at 99.8 %.

The isolate named as KG9 isolated from Taslidere hot spring was rod-shaped,
Gram-positive, facultatively anaerobic, motile and endospores are oval at
subterminal location. KG9 grows at at a temperature of 30-55 °C (optimum 50
°C), which has been considered as moderatively thermophilic strain. KG9 was found
to be very similar to Bacillus licheniformis. KG9 is a halotolerant strain which grows
in 15 % salt. The fatty acid profiles of KG9 and B. licheniformis showed that major
fatty acid is 1C15:0. However, nC18:0 was found in KG9, but not in other B.
licheniformis  strains. 16S rRNA sequence of KG9 was 99 % similar to

B.licheniformis.
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The isolate named as KG8 also isolated from Taghidere hot spring was rod-
shaped, Gram-positive, facultatively anaerobic, motile and endospores are oval at
subterminal location. KG9 grows at a temperature of 35-65 °C (optimum 55 °Cwhich
has been considered as moderatively thermophilic strain. The fatty acid profile of
KGS8 indicated that this strain was a member of Anoxybacillus and 16S rDNA
sequence of KG8 was found to be similar to Anoxybacillus kamchatkensis at a ratio
of 99 %, A.flavithermus, A. ayderensis and A. gonensi’ at 98 % and A. pushchiensis
at 97 %.

A. kamchatkensis, of which 16S rDNA sequence is 99 % similar to KGS, is
catalase-negative, starch hydrolysis-negative and grows at an optimum temperature
of 60 °C, while KG8 is catalase (+), starch hydrolysis (+) and grows at an optimum
temperature of 55 °C. Although the similarity of 16S rRNA sequence is high for both
strains, KG8 is probably different species due to the differences mentioned above.
The homology obtained by DNA-DNA hybridisation with A. kamchatkensis will

reveal whether this isolate is a new species or a subspecies.

The lipid analysis showed that three strains resemble bacils for their
glicolipid, phospholipid and aminolipid content. KG5 possessed phospho-glicolipid,
compared to other two strains. In addition, quinone types were studied for
identification, which all had MK types. Further investigation showed quinone type

for KG8 to be MK-7.

Because of the potantial use of extremophile species as enzyme sources, the
industrially  important, intracellular  [-galactosidase of  Alicyclobacillus
acidocaldarius subsp. rittmanii previously isolated from Antarctica was purified and

some properties of this enzyme were studied.

The homogenous enzyme had a specific activity of 113 U/mg protein, with a
fold purification of 163 and a yield of 8%. The Km value for ONPG were determined

as 8.9mM in the purified B-galactosidase from A. acidocaldarius subsp. rittmannii.
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The pH and temperature optima for the purified enzyme are 6.0 and 65 °C,

respectively.

The molecular mass of the purified enzyme determined by gel filtration on
FPLC (native) and SDS-PAGE (under denatured conditions) was 165 and 76 kDa,
respectively. It is clear that the P-galactosidase from A. acidocaldarius subsp.
rittmannii is very likely to belong to GH-42, according to its molecular weight, the
organism isolated from, and its weak or no binding ability to an affinity column. The
results of gel filtration and SDS-PAGE demonstrate that A. acidocaldarius subsp.
rittmannii -galactosidase is oligomeric (dimeric or trimeric; native mass 165 kDa),

composed of similar or identical subunits (mass 76 kDa).

The optima of pH and temperature, both constitutive synthesis and
inducibility of A. acidocaldarius subsp. rittmannii 3-galactosidase indicate that this
enzyme may be suitable for hydrolysis of lactose in milk and sweet whey. Further
study is needed in order to evaluate A. acidocaldarius subsp. rittmannii 3-

galactosidase for use in milk and whey processing.

The starch and casein hydrolysis-positive, catalase-positve characteristics of
KG9, casein and gelatine hydrolysis positive characteristics of KG5 and starch
hydrolysis-positive characteristics of KG8 showed that these strains can be used as
sources of industrially important enzymes (amylase, protease etc.). Particularly the

thermophilic species, KG8 and KG9 deserve more attention in this regard.

Key Words: Bacillus, Anoxybacillus, Alicyclobacillus, Identification, 16S rRNA, [3-

Galactosidase purification.



1.GIRIS

1.1.BAKTERI TAKSONOMISININ TARIHCESI

Mikroorganizmalar1 ilk mikroskopta gozlemleyen ve sekillerini cizen ve
hareketlerini izleyen A. Van Leeuwenoek’dan sonra, Isvegli bir botanist olan Carl
Von Linne bakterileri kendisinin yaptig1 bir smiflamaya dahil etmis ve ilk defa
binominal sistem ic¢inde bunlar1 tanimlamaya calismigtir. Bunlardan biri cins digeri
tiir ismidir. Danimarkali bir doga bilimcisi olan Otto Frederich Miiller, 1773’ te
mikroorganizmalar1 siniflandirmaya calismis ve kendi sistematiginde bakteri iceren
iki cinse yer vermistir. 1-Monas:oval ve yuvarlak bakteri tiirlerini ve 2-Vibrio:uzun
formlu olanlar1 i¢ine almaktadir. Mikroorganizmalarin morfolojik karakterlerini esas
alan bir klasifikasyon F.Cohn tarafindan 1872'de yapilmistir. Bu siniflamada bircok
sporlu bakteriye de yer verilmistir. Migula, 1897'de, mikroplar1 sadece
morfolojilerine gore degil, ayn1t zamanda koloni rengi ve baz1 fizyolojik
karakterlerini dikkate alan (nitrojen fiksasyonu gibi) bir sistem gelistirmis ve bunu
"System of the Bacteria" ad1 altinda yayimlamistir. D.F.Chester, 1899 ve 1901 yillar1
arasinda, "Manual of Determinative Bacteriology"yi yayimlamis ve bu eser,
"Society of American Bacteriologists"in kurulmasina onderlik etmistir. Bakterileri
modern anlamda ilk olarak sistematize etmek, 1917 yilinda Buchanan ile baglamistir.
Basta Buchanan olmak iizere kendinden once yiizden fazla mikrobiyologun tegviki
ve yardimi ile, ilk defa, 1923'de Society of American Bacteriologists tarafindan
"Manual of Determinative Bacteriology" yaymmlanmistir. Bu kitabi hazirlayan
komitenin basina da D.H. Bergey getirilmistir. Bu manual zamanla gelistirilerek
1974'de 8. baskismi yapmistir. 1984-1986 yillarinda "Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology" adi altinda ve 4 ciltlik bir kitap yaymlanmistir. Determinative

Bacteriology’nin 1994 de 9. baskis1 yapilmistir (ARDA, 2000).



Tarihsel gelisim i¢cinde bakterilere ait bazi kriterler ele alinmig ve bunlara

gore bir smiflandirma ¢esitleri ortaya ¢ikmistir. Bunlardan bazilar1 sunlardir:

1-Dogal (filojenik) klasifikasyon: Birbirine benzeyen mikroorganizmalari

morfolojik, kiiltiirel, fizyolojik, biyokimyasal, kimyasal, patolojik vs. 6zelliklere gore

bir araya toplayarak sistematize eder.

2-Numerik klasifikasyon: Bu sistemde mikroorganizmalarin benzeyen ve

benzemeyen yonleri degerlendirmeye tabi tutulur, boylece taksonomik uzaklik ortak

olan karakterlerin toplam karakterlere oranindan hesaplanir.

3-Genetik klasifikasyon: Bakterilerin niikleik asit analizlerini gerektirmekte ve bu

islem icin DNA dizi analizleri, DNA-DNA hibridizasyonu ve G+C oranlar1 dikkate

almarak siniflandirma yapilir.

4-Kemotaksonomi: Bakterilerin kimyasal yapisini esas alan bu siniflamada incelenen

kimyasal karakterler arasinda hiicre duvar kompozisyonu, lipit ve yag asidi

kompozisyonu, enzim karakterleri vs. yer alir.

1.2. BAKTERI SINIFLANDIRMASI

Canlilar 16S rRNA vel8S rRNA analizlerine gore filogenetik olarak Archaea,
Bacteria ve Eukarya olarak smiflandirilmistir  (Sekil 1.1). Bakterilerin
smiflandirilmasi, bitkiler ve hayvanlarda oldugu gibi Alem, Boliim, Sinif, Takim,

Familya, Cins ve Tiir esasma gore yapilmaktadir (OZCELIK, 1998).
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Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology kitabinda bakteriler fenotipik
ozelliklerine gore 4 biiyiik kategoriye ayrilmiglardir (HOLT ve ark. 1994).
I. Hiicre duvarina sahip Gram-negatif Eubacteria
II.Hiicre duvarina sahip Gram-pozitif Eubacteria
1.Grup: Gram-pozitif koklar
2.Grup: Endospor olusturan Gram-pozitif basiller (cubuklar) ve koklar
3.Grup: Diizenli, sporsuz, Gram-pozitif cubuklar
4.Grup: Muntazam olmayan, sporsuz, Gram-pozitif ¢gubuklar
5.Grup: Mycobacteria
6.Grup: Actinomycetes

III.Hiicre duvarina sahip olmayan Eubacteria
IV.Archaeobacteria

Bu calismada izole edilen, tanimlanan ve enzimi calisilan bakteriler, 2.
Kategorinin endospor olusturan Gram-pozitif basiller iceren 2. grubuna dahil

oldugundan bu kategori iizerinde durulacaktir.

1.2.1. Endospor Olusturan Gram-pozitif Basiller

Onemli Ozellikleri: Sicakliga direncli endospor iiretirler. Hareketli cubuklar

veya filamentlidirler. Genellikle gram-pozitiftirler. Zorunlu aerob, fakiiltatif anaerob

veya zorunlu anaeroblardir.



Tablo 1.1. Gram-pozitif aerob endospor olusturan bakterilerin (AEOB), cins
icerisindeki tiir sayisina ve 16S rRNA/DNA dizilerine gore sistematik pozisyonu

(FRITZE, 2004)

Sistematik Pozisyon

Tiir/Alttiir sayisi

Domain Bacteria

Filum BXIII. Firmicutes phy. nov.

Sif II1. Bacilli

Ordo 1. Bacillales AL
Familya I. Bacillaceae AL
Cins 1. Bacillus AL

Cins II. Amphibacillus VP
Cins III. Anoxybacillus VP
Cins IV. Exiguobacterium VP
Cins V. Filobacillus VP

Cins VI. Geobacillus VP

Cins VII. Gracilibacillus VP
CinsVIII. Halobacillus VP
Cins IX. Jeotgalibacillus VP
Cins X. Lentibacillus VP
Cins XI. Marinibacillus VP
CinsXII. Oceanobacillus VP
Cins XIII. Paraliobacillus VP
Cins XIV. Saccharococcus VP
Cins XV. Salibacillus VP
Cins XVI. Ureibacillus VP
Cins XVIL. Virgibacillus VP
Familya II. Alicyclobacillaceae
Cins I. Alicyclobacillus VP
Cinsll. Pasteuria AL

Cins III. Sulfobacillus VP
Familya III. Caryophanaceae AL
Cins 1. Caryophanon AL
Familya IV. Listeriaceae

Cins 1. Listeria AL

Cins II. Brochothrix AL
Familya V. Paenibacillaceae
Cins 1. Paenibacillus VP

Cins II. Ammoniphilus VP
Cins III. Aneurinibacillus VP
Cins IV. Brevibacillus VP
Cins V. Oxalophagus VP

Cins VI. Thermicanus VP
Cins VII. Thermobacillus VP
Familya VI. Planococcaceae AL
Cins 1. Planococcus AL

Cins II. Filibacter VP

88/2

45/2
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Cins 1. Kurthia AL
Cins IV. Planomicrobium VP

Cins V. Sporosarcina AL 3
Familya VII. Sporolactobacillaceae
Cins L. Sporolactobacillus AL 572

Cins II. Marinococcus VP

Familya VIII. Staphylococcaceae

Cins L. Staphylococcus AL

Cins II. Gemella AL

Cins III. Jeotgalicoccus VP

Cins IV. Macrococcus VP

Cins V. Salinicoccus VP

Familya IX. Thermoactinomycetaceae
Cins . Thermoactinomyces AL 6
Famillya X. Turicibacteraceae

Cins 1. Turicibacter AL

Niikleik asit dizileri “Taxonomic Outline of Bergey’s Manual”’den alinmustir.
AL kabul edilen listelerde yer alan isimlerdir.
VP yayinlanan kabul goren isimlerdir. Kalin harflerle gosterilenler spor olusturan cinslerdir.

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (2nd ed. 2001)’de “Basiller”
Ordo Bacillales, Familya Bacillaceae ve buna bagli Bacillus ve birka¢ yeni cins
seklinde smiflandirilmistir. Tablo 1.1° de goriildiigii gibi 16S rRNA dizi analizleri baz
alinarak yapilan en son smiflandirmada endospor olusturan basiller Bacillaceae ve
Alycyclobacillaceae  familyalar1 dahil 10 familyaya ayrilmistir.  Bacillus ve
Anoxybacillus gibi ¢ok sayida cins Bacillaceae familyasi icerisinde yer alirken
Alicyclobacillus cinsi ise Alycyclobacillaceae familyasma dahil edilmistir (FRITZE,
2004). Tablo 1.1 de alt1 ¢izili olan cinslerden Bacillus, Anoxybacillus ve
Alicyclobacillus bu c¢alismada izole edilen veya enzim saflastirma amaciyla

kullanilan varyeteleri kapsadigindan 6zellikleri burada detayl olarak aciklanacaktur.

1.2.1.1. BACILLUS CiNSi

Cohn tarafindan 1872’de belirlenen Bacillus cinsi ¢ok biiyiik taksonomik
degisikliklere ugramistir. Ilk 6nce endospor olusturan Bacillus anthracis ve Bacillus
subtilis basta olmak lizere bu cinse yerlestirilen tiir sayis1 Bergey's Manual of

Determinative Bacteriology’ nin 5. baskisinda (1939) 146’ ya ulasmistir. 1974’ te



yaymnlanan 8. baskida ise bu say1 22 iyi tamimlanmus tiire indirgenmistir. Ik 6nceleri
Bacillus cinsinin smiflandirmasi aerobik cogalma ve endospor olusturma gibi iki
ozellige dayamiyordu. Son yillarda fizyolojik biyokimyasal ve genetik Ozelliklerin
ortaya cikarilmasinda daha yeni ve daha gelismis metodlarmn karakterizasyon ve
teshis amacl kullanilmasi giindeme gelmis, 6zellikle 16S rRNA dizi analizlerinden
yararlanilmaktadir. Dizi analizi 6zellikle bir¢ok tiirii Bacillus cinsinden ayirarak yeni
cinslerin olusumuna yol a¢cmustir. Giiniimiizde Bacillus cinsi aerobik endospor
olusturan bircok cinsten birisini teskil etmektedir. "Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology’ nin 2. baskisinda (2003), 16S rRNA/DNA dizi benzerliklerine gore
Bacillus cinsinin en yakin komsular1 gosterilmistir (Tablo 1.1). Tablo 1.1° de spor
olusturan cinsler koyu renkle belirtilmistir. Aerobik ve spor olusturan bakterilerin 25

cinsi ve 200 ii askin tiirii 2003’ te yayinlarla tespit edilmistir (FRITZE, 2004).

Bacillus tirlerinin dogadaki essizligi, kimyasal ve fiziksel ajanlara
endsporlariin anormal derecede direncliligi, antibiyotik iiretimi, protein yapisindaki
toksinlerin  bocekler icin toksik etki yapmasi ve patojen olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Bacillus tiirleri laboratuarda kolayca ¢ogaltilabilir. En basit
teknik, aerobik spor olusturan tiirleri 80 °C’de 15 dakika muamele ettikten sonra
nutrient broth ve agar iizerinde (24 saat inkiibasyon) elde etmektir. Bacillus tiirleri
genelde katalaz-pozitif, Gram-pozitif, endospor olusturan basillerdir. Topraktan izole
edilen bircok bakteri Bacillus cinsi iiyeleridir ve bunlarin toksik bilesiklerin
parcalanmas1 ve uzaklastirilmasinda kullanabilirligi de arastirilmistir (CHAO ve

HSU, 2004)

Termofilik basiller, sicaklikla muamele edilmis besin iiriinlerinin
kontaminantlar1 olarak diisiiniilseler de esas potansiyelleri proteaz, amilaz, lipaz ve
DNA restriksiyon enzimleri gibi termostabil enzimlerin kaynagi olarak Oneme
sahiptirler. Termofilik basiller 1994 yilinda iki cins halinde (Bacillus ve
Alicyclobacillus) smiflandirilmaktayd: ve tiirlerin cogu Bacillus cinsi igerisinde yer

almaktaydi (RAINEY ve ark. 1994).

Bacillus cinsi aerobik fakiiltatif anaerobik ¢ubuk sekilli gram pozitif endospor

olusturan bakterileri i¢cine alan biiyiik ve ¢esitlik arz eden bir koleksiyonu kapsar.



Bacillus cinsi, termofilik, psikrofilik asidofilik, alkalofilik tatli su ve halofilik tiirleri
kapsadig1 gibi, hetetrofik biiyiime i¢in degisik karbon kaynaklarmi kullanabilen
bakterileri de kapsar.

2001 yilinda 7 filogenetik grup Bacillus cinsinden ayr1 olarak tekrar
siniflandirilmastir: Alicyclobacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Aneurinibacillus,
Virgibacillus, Salibacillus ve Gracilibacillus. Tespit edilen termofilik tiirlerin 16S
rRNA dan yola cikarak gruplandirilmis, Bacillus cinsi genetik olarak 1. ve 5. gruba
dahil edilmistir (NAZINA ve ark., 2001).

Son yillarda Bacillus cinsinin endospor olusturan termofilik iiyeleri iizerinde
ilgi artmustir. Bu ilginin sebebi sicak yiyeceklerde kontaminasyonlara sebep olmalar,
termostabil enzimlerin kaynagi olmalar1 ve endiistride biyoteknolojik {iriin
iiretiminde kullanilmalarindan kaynaklanmaktadr. Izolatlarm fenotipik ve genotipik
cesitliliklerinden dolay: karakterizasyonlar: ve tanimlanmalarinda biiyiik zorluklarla

karsilagiimaktadir (MORA ve ark. 1998).

Cok sayida farkli metod, Bacillus tiirlerinin teshisinde kullanilmstir.
Antibiyogram, plazmid tiplendirilmesi, hiicresel yag icerigi analizi, kiiciik alt tinite
16S rRNA dizisinin karsilastirilmas:t ve genom analizi teshis icin  kullanilan

metotlardandir (BERBER, 2004).

Bacillus cinsinin mezofilik ve termofilik liyelerinin tanimlanmasi analizler
sonunda ortaya ¢cikan benzerliklerden dolay1 olduk¢a giic olmustur. Ornegin Bacillus
cereus grubunu ayirt etmede fizyolojik, morfolojik, yag asidi ve 16S rRNA analizi
yeterli olmamustir. Tam bir teshis icin DNA-DNA homolojisi ve GC igeriginin
belirlenmesi gerekir (KRIEG, 1970; SHARP ve ark., 1980; PRIEST ve ark., 1988;
SHINAGAWA, 1990).

Bacillus cinsinin iki sec¢ilmis grubu taksonomik agidan dikkati ¢cekmistir. Bu
gruplar Bacillus subtilis ve Bacillus cereus grubudur. Bu bakteri tiirlerinin bazilariin
toksin irettikleri bulunmustur. B.licheniformis ve B.cereus endiistride islenen
gidalarin ve kliniklerin en 1yi bilinen kontaminantlaridir (DE CLERCK ve DE VOS,
2002).



Bacillus cereus: Bacillus cereus, spor olusturan vejetatif formlardir. Cevrede fazla

miktarda bulunmaktadirlar (toprak, toz, sebze, siit ve siit iiriinlerinde, ette, igslenmis
yiyeceklerde ve mineral igme sularinda). Ureme sicakliklarina gore, B. cereus ‘u iki
gruba ayirmak miimkiindiir; psikrofilik ve mezofilik. B.cereus’un bazi varyeteleri 5
°C gibi diisiik sicakliklarda tirerken, digerlerinin ise 15-50 °C arasinda iiredikleri
goriilmiistiir (HAQUE ve RUSSELL, 2005) .

B. cereus grubu iiyeleri aerobik endospor olusturan bakterilerin diger
iyelerinden kolayca ayirt edilmesine ragmen kendi aralarinda fenotipik ve genotipik
olarak yakin akraba olduklarindan kolayca ayirt edilememektedirler (MANZANO ve
ark. 2003). Bu bakteriler mezofilik ve notrofiliktirler. B. cereus ve Bacillus
thuringiensis genelde hareketli, B. cereus, B. thuringiensis ve Bacillus mycoides ise
penisiline  direnclidir. Bu  tiirlerin  tip varyeteleri arasinda DNA-DNA
hibridizasyonlar1 % 50-60 gibi tatmin etmeyen benzerlikler gostermistir ve 16S
rRNA dizilerinin bazilar1 hemen hemen aynidir. Sekil 1.2° de bu grubun taksonomik
gelisimi goriilmektedir. Bu grup icerisinde patojenik risk olusturan B. anthracis ve B.
cereus yaninda zararsiz toprak bakterisi olan B. mycoides ve bitki zararlilarin1 kontrol
etmek icin toksinleri kullanilan B. thuringiensis de vardir. Baz1 B. cereus varyeteleri
hayvan yemlerine katilarak biiyiimeyi artirict olarak kullanilmaktadir. B. anthracis,
B. cereus ve B. thruringiensis bir tiiriin alttiirleri olarak ele almmasi gerektigini
savunanlarin yaninda, bunlarin ayr1 ayri ele alinmasi gerektigini savunanlar da vardir

(FRITZE, 2004; PIRTTIJARVI ve ark. 2000; MANZANO ve ark. 2003).

B. thuringiensis ve B. cereus‘un diyare toksinlerini {irettigi ve besin
zehirlenmesinde etken olduklar1 tespit edilmistir. Dolayisiyla besin endiistrisinde
Ooneme sahiptirler. B. anthracis ile B. cereus grubunun basilleri fenotipik dzelliklerine
dayali ticari veri bankalarmmi kullanan arastiricilar B. cereus’un yanhshkla B.
anthracis olarak tanimlanabilecegini ifade etmislerdir (PIRTTIJARVI ve ark., 2000).
Son zamanlarda farkli tekniklerle bu iki tiirii ayirt etmek kolaylagmistir (WANG ve
ark. 2004).

Gram pozitif bakterilerde, Ornegin basillerde, esas fosfolipitler genelde

fosfatidiletanolamin, fosfatidilgliserol ve difosfatidilgliserol bulunur, ancak oranlar1
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ayn1 cinsin farkl tiirleri arasinda degisebilmektedir. Fosfolipitler, B. cereus’un esas

elemanlar1 oldugu bulunmustur. Ayrica fosfatidilkolin, fosfatidilserin fosfatidil asit,

fosfatidilinositol vb. yaglar1 eser miktarlarda icerdikleri bulunmustur. Esas yaglar

tiim B. cereus varyetelerinde bulunmasina ragmen eser miktarlarda olanlar degisiklik

gostermektedir. Bu da yaglarin ayirt edilmede kullanilmasini giiclestirmektedir. Yag

asidi analizi Bacillus dahil yeni bakteri tanimlamada faydal bir yontemdir. Bir¢cok

arastirici dalli iso ve anteiso 12-17 karbonlu yag asidinin dominanthgmni tiim Bacillus

tiirlerinin genel karakteristigi oldugunu gozlemislerdir. B. cereus’ un yag asidi icerigi

nl14:00, 114:00, a15:00, i15:00, n16:00, 116:00, a17:00 ve i17:00 (i15:00, a15:00’ e

gore daha fazla bulunmaktadir (Kaneda, 1977). Dall1 zincirli yag asitlerin toplam yag
asitlerinin % 60’1n1 olusturdugu bulunmustur (HAQUE VE RUSSELL, 2005).

before ‘52
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Gordonetal. ‘73
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up to 2003
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Sekil 1.2. Bacillus cereus grubunda taksonomik gelisme (FRITZE, 2004)
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before 73 [>{Gordon et al. 73 Appr. Lists 80 up to 2003
87 89 94'95'96 99 ‘01
~ 30 named =] B. subtilis B. subtilis i p——+——— B. subtilis subsp. subtilis v
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SPECIES
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BRSLol0lSodl @ T —————— v

Sekil 1.3. Bacillus subtilis grubunun taksonomik gelisimi (FRITZE, 2004)

Bacillus licheniformis: Bacillus subtilis grubu genetik arastirmada endiistriyel

fermantasyon isleminde ve zirai alanda enzim, antibiyotik veya probiyotik

bilesenlerin iiretimlerinde kullanilmaktadir. Bu grubun tiirleri birbirine yakin olup

B.cereus grubu iiyeleri gibi kolay ayirt edilememektedir. Genelde mezofilik ve

notrofilik karakterli olup daha yiiksek pH seviyelerine tolere edebilirler. Fenotipik

testler uygulanarak bu grubun

tiirlerinden bazilar1 birbirinden ayirt edilebilir.

Ornegin, Bacillus licheniformis propiyanat pozitif ve 55 °C ye kadar olan

sicakliklarda cogalabilir. B. subtilis’in iki alt tiirli Bacillus. mojavensis ve Bacillus
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vallismortis fenotipik olarak birbirinden ayirt edilemiyor ve ayni zamanda B.
licheniformis ve B. sonorensis de birbirinden ayirt edilememektedir. B. subtilis
grubunun taksonomik gelisimi Sekil 1.3’ te sunulmustur (MANZANO ve ark. 2003;
FRITZE, 2004).

Biitiin B. licheniformis varyeteleri genelde 55 °C de ve %12 ye kadar olan
NaCl konsantrasyonlarinda iirerler (YAKIMOV ve ark., 1997). B. licheniformis’in
anaerobik biiyiime kabiliyetinde oldugu ve kinon olarak yalniz menakinon ihtiva

ettigi 1y1 bilinmektedir (GOODMAN ve ark. 1976) .

1.2.1.2. ANOXYBACILLUS CiNSi

Bu cins ilk kez 2000 yilinda Pikuta ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmustir.
A. pushchinoensis DSM12423T cinsin ilk tamimlanan tiiriidiir. Anoxybacillus cinsinin
tiyeleri daha once Bacillus cinsi igerisinde yer almaktaydi. Tablo 1.1° de goriildiigi
gibi Anoxybacillus aerobik endospor olusturan bakteri olarak Bacillus’tan farkl bir
cins olarak tanimlanmustir. Cins, A. gonensis, A. flavithermus, A. contaminans, A.
voinovskiensis, A. ayderensis, A. kestanbolensis, A. pushchinoensis adinda yedi tiir
icermektedir (POLI ve ark., 2006). Tanimlanan tiim Anoxybacillus tiirleri genellikle

termofilik, Gram-pozitif, spor olusturan basil sekilli bakterilerdir.

1.2.1.3. ALICYCLOBACILLUS CiNSi

1992 yilina kadar bu cinsin iiyeleri Bacillus cinsi adi altinda yer almaktaydi.
16S rRNA analizi ve Alicyclobacillus’lara 6zgii aromatik halkali yag asidi bulunusu
yeni bir cinsin ortaya ¢cikmasina neden olmustur (PETTIFER ve ark., 1997). Son
calismalara gore Alicyclobacillus cinsi iiyelerinin sistematikteki yeri Tablo 1.1° de

verilmistir.

Alicyclobacillus; patojen olmayan, spor olusturan ve meyve sularmnin

bozulmasina yol agtiklar1 tespit edilen bakterilerdir. Bu spor olusturan toprak
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mikroorganizmasi, meyve suyu endiistrisinde 6zellikle elma, armut, portakal, seftali,
domates suyu ve beyaz iiziim sularinda bozulmalara yol actig1 gdzlenmistir. Sporlar
pastorizasyona dayanarak bozulmalara yol agmaktadir. Termoasidofilik bakteriler
ozellikle Alicyclobacillus terrestris Ingiltere ve Almanya’da son yillarda meyve suyu
bozulma olaylarinda rol aldiklar1 bilinmektedir. A. acidocaldarius, Alicyclobacillus
acidiphilus, Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. rittmannii, Alicyclobacillus
acidoterrestris, Alicyclobacillus cycloheptanicus, Alicyclobacillus hesperidum,
Alicyclobacillus pomorum, Alicyclobacillus sendaiensis. Alicyclobacillus cinsine ait

tirlerdir. (NICOLAUS ve ark. 1998)

Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. rittmannii: A. acidocaldarius

subsp. rittmannii, ilk kez BROCK (1971) tarafindan tanimlanan ve daha sonra
WISOTZKEY ve ark. (1992) tarafindan tekrar isimlendirilen ve Alicyclobacillus
cinsi icerisine yerlestirilen A. acidocaldarius tiiriine ait bir alt tiirdiir. Alicyclobacillus
cinsine ait bu alt tiir Antartika’da ayak basilmamis bir bolgedeki toprak
numunelerinden izole edilerek MRI1 varyetesi olarak isimlendirilmistir. Bu izolat,
terminal bir siklohekzan ihtiva eden yag asitleri iceren lipitler ihtiva etmektedir.
Ayrica bu varyetenin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genotipik Ozellikleri

detayl olarak calisilmistir (NICOLAUS ve ark. 1998; GUVEN, 2004).

1.3. BAKTERI IDENTIFiKASYONU

Mikrobiyolojide identifikasyon, izole edilmis bir mikroorganizmanin cins ve
tirtinin ~ belirlenmesidir. Bakteri identifikasyonu icin morfolojik, fizyolojik,

biyokimyasal, genetik analizler, kinon, lipit ve yag asidi analizleri yapilmaktadir.
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1.3.1. Morfolojik ozellikler

Bakterilerin bireysel morfolojileri boyutlarinin kiiciik olmalar1 nedeniyle
mikroskobik olarak incelenirler. Uygun sivi ve kati besi yerlerinde iiretilen
bakterilerden hazirlanan preparatlar faz kontrast mikroskobuyla direkt veya Ozel
boyalarla boyanarak incelenirler. Bakteri hiicrelerinin sekil (kok, c¢ubuk, spiral ve
virgiil), biiyiikliik, dizilis (kiime, zincir vs.), spor durumu (var veya yok, terminal,
santral vs.) ve boyama 0Ozellikleri (Gram boyama) onlarin morfolojik 6zelliklerini
olusturmaktadir. Hiicrenin dig goriiniisiine ait olan bu 6zellikler yaninda mikroskop

altinda hareket muayenesi de yapilabilmektedir (HOLT ve ark., 1994).
1.3.2. Fizyolojik Ozellikler

Bakterilerin cinslerine gore fizyolojik karakterleri de degismektedir. Ureme
sicakliklari, inkiibasyon siireleri, oksijene ihtiya¢ durumlari, besi yerinin bilesimi ve

diger fizyolojik 6zelliklerinin arastirilmasi ve saptanmasi gereklidir.
1.3.3. Biyokimyasal Ozellikler

Mikroorganizmalarin  identifikasyonlarnda  biyokimyasal  aktivitenin
belirlenmesinin 6nemi ¢ok fazladir. Bu amagcla, cok degisik testler kullanilir. Bunlar
arasinda, nisasta, jelatin, katalaz, iire, oksidaz, nitrat ve nitrit rediiksiyonu,
karbonhidrat kullanimi gibi testler, mikroorganizmalarin tiiriine gore secilerek
kullanilir (Arda, 2000). Ornegin Bacillus cinsi i¢in hareketlilik, katalaz, oksidaz,
nitratin  nitrite  rediikksiyonu, %3-12 NaCl konsantrasyonlarinda iireme
identifikasyonda kullanilan 6nemli testlerdir (HOLT ve ark., 1994; ALEXANDER ve
STRETE, 2001) .

KATALLAZ TESTI: Bakteri hiicreleri aerobik solunum esnasinda hidrojen peroksit

iretirler. Hidrojen peroksit hiicrede biriktiginde toksik etki yapar. Bu nedenle aerobik
ve fakiiltatif bakteriler hidrojen peroksidi parcalayan katalaz enzimine sahiptirler
(ALEXANDER ve STRETE, 2001). Katalaz testi asagidaki reaksiyona
dayanmaktadir.
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katalase
ZHO.+ HOD y 2H.0+0
(substrat) (danor) {su} [oKslen

OKSIDAZ TESTI: Elektron tasima zinciri bakteriyel hiicre solunumunun son

asamasin temsil eden reaksiyon dizisidir. Son reaksiyon sitokrom oksidaz enzimi
tarafindan  katalizlenir (ALEXANDER ve STRETE, 2001). Bu test,
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve intraselliiler olan oksidaz enziminin
varhigm ortaya koymada kullanilmaktadir. Kullanilan ayiracn  oksitlenmesiyle
renkli bilesik olusur. Oksidaz reaksiyonu sitokrom oksidaz sisteminin bulundugunu
ifade etmektedir. Anaerobik mikroorganizmalarda oksidaz sistemi yoktur (ARDA,
2000). Oksidaz testi asagida verilen reaksiyonlara dayanir.

SHOKram
1) 2 redlkte sitokrom C + 2H' + ¥ O,—
oksidase
2 okside olmusg sitokrom C + H.O
aksidasvon

2) 2 okside olmus sitokram C+ayirag
renkl bilesik

HIPPURAT TESTI: Bakterilerce sentezlenen hippurat hidrolaz enzimi yardimiyla

sodyum hippurat1 asagidaki reaksiyonda gosterildigi gibi hidrolize ederek benzoik

asit ve glisine ayristirir. Bazi bakteri tiplendirmesinde kullanilmaktadir.

Hippurat hidrolaz
Hippurik asit+H,O ——— Benzoik asit+glisin

Hidrolizasyon

NISASTA HIDROLIZI: Nisasta o- D-glikoz iinitelerinin tekrarindan olusmus bir

polisakkarittir. Bu test, bazi1 mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ekstraseliiler

bir enzim olan amilazin hidrolizasyon islemini ortaya koymak amaci ile
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yapilmaktadir (ALEXANDER ve STRETE, 2001; ARDA, 2000).

o-amilaz

Nisasta + HLO ——— Glikoz alt {initeleri

JELATIN HiDROLIZI: Bu test mikroorganizmalarin, jelatini hidrolize eden jelatinaz
enzim sentez yetenegini Olcmede kullanilir. Jelatin, jelatinaz olarak adlandirilan
ekstraseliilar enzim tarafindan parcalanan bir proteindir. Proteinler aminoasitlere
parcalandiktan sonra hiicre icerisine alinirlar (ALEXANDER ve STRETE, 2001;
ARDA, 2000).

Jelatinaz

1) Protein + HHO ——— Polipeptid

Proteinaz
Jelatinaz

2) Polipeptid + HHO ———— Amino asitler

Peptidaz

KAZEIN HiDROLIZI: Bu test, siit proteini olan kazeinin bakterilerce sentezlenen

(0rnegin B. cereus’ta), proteolitik ve ekstraselliller bir enzim olan kazeinaz
tarafindan  hidrolize edebilme durumunu saptamak i¢in kullanilmaktadir

(ALEXANDER ve STRETE, 2001; ARDA, 2000).

Kazeinaz

Kazein ———— Aminoasitler (petri lizerindeki kolonilerin etrafinda olusan seffaf
alan) (Beyaz)
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NITRAT REDUKSIYON TESTI: Bu test bakterilerin nitrat1 indirgeme yetenegini

belirlemede kullanilan bir testtir. Olay anaerobik kosullarda ve rediiktaz enzimlerinin
katalitik etkisiyle siirdiiriiliir. Bakteriler nitratlar1 nitritlere hatta daha ileri amonyak

ve azot gazina kadar ayristirabilmektedir.

1.3.4. Genetik Ozellikler

Tam bir tiir teshisi i¢in morfolojik ve fizyolojik testler tek basma yeterli
degildir. Bakteri klasifikasyonunda kullanilan metotlar (fizyolojik, biyokimyasal ve
morfolojik) cok zahmetli oldugundan bir ¢ok yeni metotlar gelistirilmeye
calistlmisti. Dogru teshis icin genetik analizlerin de yapilmasi gerekmektedir

(FOLMSBEE ve ark., 2006).

Bakterilerin genetik materyalleri, kompozisyon bakimindan farklar gosterir.
Tiirler arasinda baz siras1 ve sayis1 hemen hemen ayn ve sabit olmasina karsin, ayni
cinsin farkl tiirleri arasinda da degisiklik bulunmaktadir. Ozellikle, G+C oraninin %
olarak degeri tiirler arasinda aywrimda kullanmilmaktadir. Genetik yonden yakinliklar:
saptamada, genelde 16S rRNA dizi tespiti, bu dizilerin veri bankasindaki mevcut
dizilerle karsilagtirilmasive DNA  homolojisinin ~ belirlenmesi (DNA/DNA
hibridizasyonu) dnem tagimaktadir (ARDA, 2000).

Bacillus cinsi ¢ok degisik besinsel ihtiyaglara, fizyolojik ve metabolik
cesitlilige ve DNA baz kompozisyonuna sahip fenotipik olarak heterojen tiirleri
kapsar. 1988 yilinda bir ¢cok karakterin degerlendirildigi niimerik siniflandirmayla
368 Bacillus varyetesi 79 gruba dahil edilmistir. Bu tarihlerde rRNA dizileri, tiim
organizmalarda mevcut olmasi nedeniyle ve niikleotid degisikliklerin evrimsel
stirecte gerceklestiginden, filogenetik iligkileri ortaya c¢ikarmak icin en faydal
molekiiler kronometre olarak kullanilmaya baslanmistir (XU ve COTE, 2003).

16S rRNA dizi analizine gore % 97°den daha diisiik dizi benzerligine sahip
olan iki organizmanm biiyiik bir olasilikla % 70’den daha az DNA-DNA homolojisi

gosterir ve bu iki organizma birbirinden farkl tiirler olarak degerlendirilir
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(STACKEBRANDT ve GOEBEL, 1994; DE CLERCK ve DE VOS, 2002). Buna
ragmen, B. cereus, B. thruingiensis ve B. anthracis % 100 16S rRNA dizi benzerligi
gosterdigi tespit edilmistir. Bundan dolayi, 16S rRNA dizi analizinin tek basina bu

tiirleri tammmlamak i¢in yeterli olmadig1 sonucuna varilmistir (ASH ve ark, 1991).

Bakterilerin tanimlanmasinda 16S rRNA dizi benzerligi analizinin yan sira,
PCR yardimiyla bakterilerin 6zel plazmidlerinde bulunan genlerin belirlenmesi,
Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), toplam hiicresel protein
profili metotlar1 da kullanilir. Bu yontemlerle ayn1 zamanda Bacillus cinsi ve yakin
cinslerde tiir ve alt tiir seviyelerinde prokaryotik cesitliligi arastirilmistir (XU ve
COTE, 2003; RUDI ve ark. 2007; WANG ve ark. 2004; HAQUE ve RUSSELL,
2005; LOPEZ ve ALIPPI, 2007)

1.3.5. Kinon analizi

Izoprenoid kinonlar bakterilerin plazma membranlarinda yer alirlar ve
elektron tasima sisteminde onemli bir rol oynarlar (oksidatif fosforilasyon ve aktif
transportta). Izoprenoid kinonlar tarafindan sergilenen yapisal farkliliklar mikrobiyal
sistematikte dnemli kullanim alanina sahiptir. Bakteriyel izoprenoid kinonlarin iki
biiytik yapisal grubu naftokinon ve benzokinondur. Naftokinon da fillokinon ve
menakinon olmak tizere 2 gruba ayrilir. Fillokinon veya vitamin K1 ilk kez
Alfalfa’dan 1939 yilinda izole edilmis, MacCorquodale ve arkadaslar1 tarafindan 2-
methyl-3-phytl-1,4 naftokinon oldugu gosterilmistir. Normalde fillokinon bitkilerde
bulunur ve bakterilerde daha az bulunur. Menakinon ailesinin ilk temsilcisi (6nceleri
vitamin K2 olarak adlandirilmaktaydi) McKee ve arkadaslar1 tarafindan balik
yeminden saflastirilmig ve 2-methyl-3- farnesyl - farnesyl-1,4 naftokinon oldugu
zannedilmisti. Menakinon (MK) ilk kez toprak bakterisi Bacillus brevis’ de bulunmus
daha sonralar1 bir ¢cok bakterinin farkli MK tiplerini ihtiva ettigi bulunmustur (Sekil
1.4). Menakinonlar ihtiva ettikleri izopren unitelerine gore MK-7, MK-8, MK-9 vs.
olarak adlandirilirlar. Bakteriyel izoprenoid kinonlarin ikinci major smifi
benzokinonlardir. Benzokinonlarin baslica iki tipi vardir; plastokinon ve ubikinon

(KoenzimQ). Plastokinon bitkilerin fotosentetik dokularinda, kirmizi, kahverengi ve
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yesil alglerde, mavi-yesil alglerde bulunur. Fotosentetik bakterilerde yoktur. Bu
kinon tipleri igcerisinde ubikinon ve menakinonlar dogada genis bir dagilim gosteriler

(COOLINS ve JONES, 1981; SHIMIDA ve ark., 2001)

Bakteriyel kinon profilleri mikrobiyal taksonomide kullanilir ki bu yaygin bir
kemotaksonomik metottur. Bu yOntem, kinon molekiil tiplerine gore bakteri
profillerini kantitatif olarak ortaya ¢ikarmak i¢in kinonlarin direkt analizini kapsar.
Kinon molekiil tipleri filogenetik gruplari tanimlamada kullanilabilir, ancak kinon
profilleri daha c¢ok filum seviyesindeki yapilar1 ortaya c¢ikarmada kullanilmasma
ragmen, filogenetik olarak daha alt gruplardaki bakterileri, farkli kinon tiplerine
sahip olabildiklerinden, tanimlamada kullamilabilir (SHIMIDA ve ark. 2001;
KURISU ve ark., 2002).

Bacillus’ larda genelde MK-7 tipi kinon bulunur. Bakterilerde solunuma ait
kinonlar sadece kemotaksonomik amagl degil ayn1 zamanda son yillarda ¢evredeki
mikrobiyal popiilasyon yapisini ortaya ¢ikarmada kullanilmaktadir (HIRAISHI ve
ark., 1989).

o
Chiy
'|:'.-|‘|1
I
IiCHy — CH={_— CHa lgH
o

Sekil 1.4. Menakinon

1.3.6. Lipit ve Yag asitleri analizi

Yag asitleri lipitlerin esas maddesidir. Basit lipitler trigliseritler olarak
adlandirilirlar. Kompleks lipitler, fosfat, azot, kiikiirt, seker vb. maddeler bulunduran
lipitlerdir. Fosfolipitler ve glikolipitler kompleks lipitlerdir. Fosfolipitler sitoplazma
zarmin yapisinda bulunan 6nemli bilesiklerdir. Lipitlerin hidrofilik ve hidrofobik
uclarinin olmasi sitoplazma zarmin bariyer 6zelligi gostermesinde cok Onemli ve
istenen bir Ozelliktir. Fosfolipit c¢esitlerinden biri olan fosfatidiletanolamin

mikroorganizmalarda fazla bulunabilir. Fosfatidilserin ve fosfatidilinositol da
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bakterilerde bulunan fosfolipitlerdendir. Glikolipitler membranin dis yapisinda
bulunurlar. Hiicrenin cevre ile iletisim kurmasinda gorevlidirler. Sfingolipitler ise

uzun zincirli alifatik aminler ihtiva eden lipitler sinifin1 olusturur (CHRISTIE, 1989).

Yag asitleri hiicre materyallerinin en 6nemli yap1 birimlerinden biridir.
Bakteri hiicrelerinde yag asitleri fosfolipitlerin agil bilesenleri olarak hiicre
membranlarinda olusurlar. Membran yag asitleri biyosentetik iliskileri temel alinarak
iki temel familyaya ayrilabilir. Birincisi; diiz zincirli yag asidi ailesidir (palmitik,
stearik, hekzadekanoik, oktadekanoik vb.). Bu yag asitleri bakterilerde yaygm bir
sekilde bulunur. Ikincisi; dalli zincirli yag asitleri ailesidir (iso, anteiso, w-alicylic
yag asitleri). Bakterilerde bu yag asitlerinin olusumu diiz zincirli yag asitleri kadar
yaygin degildir. Bakterilerde esas bilesen olarak dalli zincirli yag asitlerinin olusumu
ilk kez Bacillus subtilis’ te rapor edilmistir. Bacillus cinsi psikrofil, mezofil, termofil
ve endiistriyel enzim ireticileri gibi fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklere sahip
bakteri tiirlerini kapsar. Bu cins, yag asitleri bakimindan en yogun ¢alisilmis cinstir.
Bakteriyel lipitlerdeki yag asitleri rutin olarak gaz kromatografisi ile analiz
edilmesinin yaninda NMR spektrometresi, infrared kromatografisi, mass
kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi gibi metotlar da yag asitlerinin
tanimlamasinda gaz-sivi kromatografisine yardimci olarak kullanilmaktadir. Gaz
kromatografisi ile diiz zincirli doymus ve doymamis yag asitlerinin pikleri belirgin
bir sekilde analiz edilir. Bununla beraber dalli zincirli yag asitleri daha zor sartlarda
analiz edilir. Gaz-sivi kromatografisi, tutunma karakteristikleri temel alinarak yag

asitlerini tammmlamada kullanilir (KANEDA, 1991).

Bakterilerdeki yag asidi kompozisyonu bakterilerin tanimlanmasinda
yardime1 olmustur. Bakterilerin ¢ogunlugu diiz zincirli yag asitlerinden olusan basit
yag asidi kompozisyonuna sahiptir. Fakat bu basit yap1 bakteriler arasindaki
farklhiliklar1 yeterince ortaya c¢ikaramamaktadir. Tam tersine iso ve anteiso
serilerinden olusan dall1 zincirli yag asitleri bakterilerde yaygin bir sekilde bulunur.
Kompleks bir yap1 ortaya cikarir. Bu nedenle bakteri sistematigi agisindan ¢ok daha
biiyiik bir degere sahiptir. Dall1 zincirli lipit tipine sahip bir bakterinin yag asidi
profili biiylime sartlarma (sicaklik, pH, karbon kaynagi) bagh oldugu bulunmustur
(KANEDA, 1991).
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Membran lipitlerinin akigskanligi, yag asitlerinin ortalama erime sicakligina
baghdir. Bacillus cinsi bakterilerde sicaklikla birlikte membran akiskanligini
degistirmek i¢in membran yag asidi iceriginde de degisiklikler gozlenebilir. Bu
durumda iso yag asitlerinin miktarinda artis, anteiso yag asitlerinin miktarinda azalis,
uzun zincirli yag asitlerinde artis ve kisa zincirli yag asitlerinde azalig goriilmektedir.

B. cereus’ un benzer bir egilim gosterdigi gozlenmistir (KANEDA, 1991).

Bakteri teshisinde, yag asidi metil esterleri (FAME) analizi benzerlik indeksi
kullanilir. Izolatlarm yag asitleri icerikleri veri bankasina girilerek tiir
tanimlanmasinda kullamilir (CHAO ve HSU, 2004). Bacillus cinsi bakterilerin
tanimlanmasinda yag asidi analizinden oldukc¢a ¢ok faydalanilmistir (DE CLERCK
ve DE VOS, 2002).

1.4. TERMOFILLER VE BIYOTEKNOLOJIK ACIDAN ONEMLI
ENZIMLERI

Sicak su kaplicalarindan izole edilen termofilik bakterilerin en 6nemli 6zelligi
ekstrem sartlara dayanikli enzimlere sahip olmasidir ve bu da onlar1 biyoteknolojik

acidan onemli kilmaktadir.
1.4.1. Termofiller

Bu organizmalar yiiksek sicakliklarda yasamaya adapte olmuglardir. Bunlar
kendi aralarinda 1limli termofiller (45-65 °C), hipertermofiller (85 °C), mezofiller
(35-50 °C) seklinde ayrilirlar (Tablo 1.2). Denizin hidrotermal kisimlarinda, sicak su
kaynaklar1 ve siilfatarik alanlar gibi ekolojik alanlarda yasamaya adapte olmuslar.
Bu ozellikler endiistriyel amach kullanilmalarinda kolayliklar saglar (DEMIRJIAN
ve ark. 2001; HAKI ve RAKSHIT, 2003).

Ekstrem sartlarda yasamak ve ¢cogalmak icin organizmalar metabolik ve diger
hiicresel fonksiyonlarmi bu ortamlara adapte etmek zorundadir. Termofillerin hiicre
membrant doymus yag asitlerinden yapilidir. Bu yag asitleri hiicreye hidrofobik bir

ortam saglar ve yiiksek sicaklikta yasamasi i¢in hiicreyi yeterince siki ve sert tutar.
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Termofilik organizmalarin hiicresel elemanlar1 (hiicre membrani) ve bilesenleri
(enzimler, proteinler, niikleik asitler vb.) yiiksek sicakliga dayanikhdir (65-85 °C).
Ayrica ekstrem derecede asidik ve alkali sartlar gibi denatiirantlara ve de proteolize
dayaniklidirlar (KRISTJANSSON ve ASGEIRSSON, 2002; HAKI ve RAKSHIT,
2003).

Termofillerin DNA’s;y, DNA’da pozitif siiper sarmallar olusturan geri
doniisiimii (reversible) saglayan bir DNA Giraz ihtiva eder. Bu da DNA’ nin erime
noktasmi en azindan organizmanm maksimum biiylime sicakligina kadar yiikseltir.
Termofiller ayrica non-termotolerant organizmalarin kullandig: elektrostatik disiilfit
kopriisii ve hidrofobik etkilesimler gibi artan etkilesimleri kullanarak yiiksek
sicakliklara tolerans gostermektedirler (FUIIWARA, 2002; HAKI VE RAKSHIT,
2003). Yiiksek sicakliklarda polimerik subsratlarin ¢oziiniirliiklerinin artmasi ve
istenmeyen komplikasyonlara yol agan kontaminasyon riskinin yiiksek sicakliklarda
azalmas1 gibi nedenler termofilik organizmalarin biyoteknolojik olarak endiistride

kullanimin arttrmistir (GUVEN, 2004).

Tablo 1.2. Mikroorganizmalarin minimal, optimal ve maksimal tireme sicakliklarina
gore siniflandirilmast (ARDA, 2000).

Mikroorganizma Minimum °C Optimum °C | Maksimum °C
Psikrofiller -5-5 15-30 19-35
Mezofiller 10-15 30-45 35-47
Fakiiltatif termofiller 37 45-55 70
Zorunlu Termofiller 40-45 55-75 60-80
Ekstrem Termofiller 60 75-80 85-110
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Yiiksek sicakliklara dayaniklilik bir ¢ok endiistriyel enzimlerde fazla

istenen bir Ozelliktir, ¢linkii enzimlerin kullanildig: islemler genelde yiiksek

sicakliklarda (>50 °C) gerceklestirilir (KRISTJANSSON VE ASGEIRSSON,
2002). Bu nedenle, ekstremofilik organizmalardan yeni enzimlerin kesfinde artig

olmustur.

Ozellikle

termofillerden elde edilen enzimler

sahip olduklar1

dayanikliliktan dolay1 giintimiizde en fazla pratik ticari kullanim alan1 bulmustur
(Tablo 1.3) (NIEHAUS ve ark.,1998; DEMIRIJIAN ve ark., 2001).

Agirlikli olarak calisilan ekstrem termofilik ve hipertermofilik Archaea ve
bacteria‘dan elde edilen biyoteknolojik agidan Oneme sahip termostabil enzimler
sunlardir; galaktozidaz, amilaz, pullulunaz, seliiloz, kitinaz, ksilinaz ve pektinaz. Bu
enzimler besin, kimyasal ve farmasotik endiistrileri ile c¢evre biyoteknolojisinde
potansiyel kullanim alanina sahiptir (NIEHAUS ve ark.1999; EICHLER, 2001;
HAKI ve RAKSHIT, 2003).

Tablo 1.3. Ekstremofiller ve enzimlerinin endiistriyel uygulamalar1

Ekstremofil
Termofil

Psikrofil

Asidofil

Alkalofil

Halofil
Piezofil
olusumunda
Metalofil
Radyofil

Mikroaerofil

(*DEMIRIJIAN, 2001’den modifiye edilmistir)

Habitat
Yiiksek sicaklik

Iliml1 termofiller (45—65°C)
Termofiller (65—385 °C)

Hipertermofiller (<85 °C)
Diisiik sicaklik (<15 °C)

Diisiik pH (<4)

Yiiksek pH (>9)

Enzimler
Amilazlar

Ksilanaz
Beta-galaktozidaz

Proteazlar

DNA polimerazlar
Proteazlar
Dehidrojenazlar
Amilazlar

Siilfiir oksidasyonu

Seliilazlar

Yiiksek tuz konsantrasyonu (2-5 M NaCl)

Yiiksek basing

Yiiksek metal konsantrasyon
Yiiksek radyasyon seviyeleri

<21% O, ortamda ¢ogalma

Tiim mikroorganizma

Tiim mikroorganizma
Tiim mikroorganizma

Uygulama alanlan
tatlandiricilar i¢in glukoz,
fruktoz hidrolizi

Kagit beyazlatmada

Siit ve siit tiriinlerinde
laktoz

hidrolizi

Ekmekgilikte, deterjanlar
Genetik mithendisligi
Peynirin mayalanmasinda,
Biyosensorler
Deterjanlarda polimer
par¢canmasinda

Komiiriin
desiilfiirizasyonunda

Deterjanlarda polimer
parcalanmasinda
Nisasta graniilleri
Mineral islemeciliginde

Radyoaktif maddelerin
temizlenmesinde
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Ekstremofilik enzimlerin endiistriyel islemlerde sik¢a kullanilmalarinin
sebebi, yiiksek sicaklikta bakteriyel ve viral kontaminasyon riskinin
olmasidir. Termostabil proteinler degisik denatiire sartlara yiiksek tolerans
gostermektedirler. Bu proteinler mezofilik proteinlere nazaran daha yiiksek o heliks
ve P tabakasi igerigine sahiptirler. Ayrica bu proteinler ¢ok yavas katlanma hiz1
gosteriyorlar. Bu 0Ozelligin degisik denatiire sartlarinda dogal yapiyr korumada
onemli oldugu sanilmaktadir (FUJIWARA, 2002; HAKI ve RAKSHIT, 2003; VAN
DEN BURG, 2003).

Termostabil proteinlerin  sicakliga  dayamiklilik  stratejileri  mevcuttur.
Termostabil proteinler ve mezofilik olanlar1 benzer sekonder ve tersiyer yapilarina
sahiptir. Termostabil ve mezofilik proteinler arasindaki bir ¢ok karsilastirmali
analizleri, amino asit iceriginin ve yan zincir etkilesimlerinin az oranda fakat acik
bir sekilde farkli oldugunu gostermektedir. Termostabil proteinler ¢ok sayida yiiklii
ve hidrofobik amino asitleri ihtiva eder (FUJIWARA, 2002). Cok farkl
termostabilite Ozelliklerine ragmen termofilik enzimler ve onlarin mezofilik
homologlar1 aym: katalitik mekanizmayi, yiiksek dizi benzerligi ve ii¢ boyutlu yap:
benzerligi gosterirler. Farkli termozimlerde termostabilite, genel bir evrensel strateji
seklinde degil, daha ¢cok bireysel stratejilerin bir kombinasyonu ile basarildigi
goriilmektedir. Ornegin; artan hidrojen sayis1 ve tuz kopriileri, hidrofobik merkezin
optimize olan paketlenmesi, artan prolin amino asit sayis1 ve gomiilii olan amino
asitlerde artig. Protein esnekligi ayn1 zamanda termal adaptasyonun anahtar

elamanlarindan biri olarak goriilmektedir (FITTER ve ark 2001).

Proteinlerin konformasyonel dayaniklilig: iki zit faktor arasindaki dengenin
sonucudur. Bunlar fleksibilite ve sertliktir. Termozimler mezofilik olanlara nazaran
oda sicakliginda daha fazla sert yapidadirlar. Bu sertlik onlar1 bozulmadan korur ve
katalitik olarak aktif yapiy1 korumalarini saglar. Bundan dolay1 daha denatiire sartlar
altinda optimal olarak daha aktiftirler (BRUINS ve ark. 2001).
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Termostabil enzimlerin endiistride kullanilma nedenleri;

= Yiiksek dayaniklilik.

= Detarjanlara, organik ¢oziiciilere ve proteazlara dayaniklilik

= Yiksek sicaklikta kullanilma avantaj, azalan kontaminasyon
riskidir. Yiiksek sicaklikta patojenik bakteriler 6ldiiglinden besin
endiistrisinde kontaminasyon sorununu azaltir (SCHIRALDI ve DE
ROSA, 2002).

= Termostabil enzimler biyolojik olarak oldukca giic bir sekilde
parcalanabilen ve coOziinmeyen cevresel Kkirleticilerinin olusumunu
engeller (NIEHAUS ve ark.1999).

Yiiksek sicaklikta enzimatik islemlerin Onemli bir dezavantaji
secicilik kayb1 ve ara iiriin olusumu, ve ayrica bazi iglemler ilave 1sitma
gerektirdiginden dolay1 yiiksek bir maliyete sebep olmaktadir (BRUINS ve
ark. 2001).

1.4.2.1. B-Galaktozidaz

B-galaktozidaz termofillerde en ¢ok ¢alisilmis enzimlerden birisidir.
B-Galaktozidazin kullanim yerleri ve 6nemi;

B-galaktozidaz iireten termofiller non-patojenik ve 37 °C’ de ¢ogalamamasi
(insan viicut sicakligil) nedeniyle potansiyel bir uygulama alani bulmaktadir
(TANRISEVER ve DOGAN, 2002).

Memeli siiti % 3.8 (w/v) laktoz ihtiva etmektedir. Baz1 popiilasyonlarda
laktoz intolerans: goriilmekte ve bundan dolay1 diisiik laktozlu siit ve siitlii
irtinlerin ~ hazirlanmas1  i¢cin  B-galaktozidaz  besin  endiistrisinde
kullanilmaktadir. Yiiksek sicakliklarda artan substrat (laktoz) ve iiriin
¢Oziinlirliigli ve bu sicakliklarda azalan mikrobiyal ¢cogalma riski de avantaj
saglar.

Bu enzim kullanilarak besin degeri yiiksek olan peynir suyunun laktozdan
kaynaklanan kristalizasyonu engellenmekte ve cok yiiksek oranlardaki laktoz
(% 70-80 kuru agirlik), glikoz ve galaktoza hidrolizlenerek daha tath ve



26

sindirilebilir hale getirilmektedir (PISANI ve ark.1990).

* B-galaktozidaz [-1,4-D-glikozidik baglarin hidrolizini katalizler. Laktozla
birlikte ONPG (o-nitrophenyl-galactopyranoside) ve BNG (6-bromo-2-
naphthyl- [-D-galactopyranoside) gibi substratlar hem enzim aktivitesinin
kalitatif hem de kantitatif olarak saptanmasina kolay bir sekilde izin

vermektedir.

1951 yilinda 6zellikleri tanimlanan B-galaktozidaz enzim iizerinde ¢ok sayida
caligmalar yapimistir. Bu enzim c¢ok degisik mikroorganizma tiplerinde,
hayvanlarda ve bitkilerde bulunmustur; yani bu enzim dogada yaygm dagilis
gostermektedir (COHN VE MONOD, 1951; APPELL ve ark.1965; KURZ ve
WALLENFELS, 1974). Sadece mikroorganizmalardan elde edilen enzimler
endiistride kullanilir. Fungal orijinli enzimler asidik peynir suyunda, mayalar ve
bakteriler tarafindan iretilen enzimler ise siit igindeki laktoz hidrolizi ig¢in
kullanilmaktadir.

E. coli B-galaktozidazi en ¢ok calisilan enzim olup indiiklenebilir bir
karakterdedir.Termostabil [-galaktozidaz termofillerde en c¢ok c¢alisilmig
enzimlerden birisidir. B-galaktozidazlar laktoz ihtiva eden sivilarin endiistriyel
islenmesinde muhtemel kullanimlarindan dolay: biiyiik bir dikkat cekmistir. Su
ana kadar detayli ¢alisilan termoasidofilik [-galaktozidaz 87 °C’de pH 3 te
aerobik olarak cogalan bir Archaea olan Sulfolobus solfataricus ‘dan izole
edilmis ve bu enzimin konstitutif (sentezi kendiliginden siirekli olan) ve sitozolde

lokalize olan bir aktivite sergiledigi bulunmustur (PISANI ve ark. 1990).

B-Galaktozidaz iki veya daha fazla karbonhidrat arasinda veya bir
karbonhidrat ile diger bir bilesik arasindaki glikozidik baglarini kiran enzim
olarak bilinen glikozil hidrolazlarin (EC 3.2.1-3.2.3) bir iiyesidir. Bu enzim grubu,
fonksiyonel benzerlik baz almarak son yillara kadar geleneksel olarak
smiflandirilmisti.  Bununla beraber, son gelismeler 1s18inda aminoasit dizi
benzerlikleri temel alinarak 106 glikozil hidrolaz ailesi seklinde simiflandirilmistir

(GH’lar; http://afmb.cnrs.mrs.fr/CAZY/; HENRISSAT, 1991; HENRISSAT ve

BAIROCH, 1996). Bu sistem ayn1 zamanda GH’lar icin evrimsel baglantilar
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aciklayan veriler sunmakta ve reaksiyon mekanizmalarimi agiklamaktadir
(COKER ve ark. 2003). Bu kriterler goz Oniine alindiginda [3-galaktozidaz
aktivitesi gosteren enzimler (E.C. 3.2.1.23) su an 4 farkli familyaya ayrilmistir:
GH-1, GH-2, GH-35 ve GH-42. Bunlardan GH-2 en iyi ¢alisilam olup, E.coli,
Aspergillus, Bacillus megatherium ve S. solfataricus B-galaktozidazlari igine alir,
oysa termofilik basiller dahil termofilik bakteriler, psikrofilik ve halofilik
mikroorganizmalar GH-42’ye aittir (OHTSU ve ark.1998; HOLMES ve DYALL-
SMITH, 2000; SHERIDAN ve BRENCHLEY, 2000; HIDAKA ve ark. 2002;
http://afmb.cnrs.mrs.fr/CAZY/ ).

B-Galaktozidaz, laktozun ve o-nitrophenyl-B-D-galactoyranoside (ONGP), p-
nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (PNGP) ve 6-bromo-2-naphthyl-
galactopyranoside (BNG) gibi ilgili kromojenlerin [-1,4-D-galaktozidik
baglantilar1 hidrolize eder. Bu enzim, bitki ve hayvan dokular: ile ¢ok cesitli
mikroorganizmada bulunarak dogada yaygin bir sekilde dagilim gosterir (KURZ
ve WALLENFELS, 1974). Bu enzim, gida endiistrisinde iki biyoteknolojik
kullanima sahiptir; 6rnegin, laktoz intolerasina sahip kisiler icin siitten laktozun
uzaklastirilmas: ve probiyotik yiyeceklerde kullanim i¢in galakto-oligosakkarit
iiretimi (KARASOV’A-LIPOVOV’A ve ark. 2003). Ozellikle, siit ve peynir alt1
suyu gibi gida iiriinlerinde B-galaktozidazin laktoz hidrolizi uygulamasi ¢ok 6nem
kazanmustir. Ticari olarak mevcut galaktozidaz tabletler diisiik laktozlu siit iiretimi
endiistrisinde kullanilmaktadir (BISWAS ve ark. 2003). Bu alanda termostabil [3-
galaktozidazlar da onem kazanmistir (OHTSU ve ark.1998).

Bakteri ve Archaca (HIDAKA ve ark. 2002; MORACCI ve ark.1995;
LADERO ve ark. 2002) dahil, 6zellikle de Antarktika ‘dan izole edilen bakteriler
daha c¢ok dikkat c¢ekmistir (KARASOV’A-LIPOVOV’A ve ark. 2003;
CIESLINKI ve ark.2005). Sayisiz mikroorganizmadaki ekstremofil [3-
galaktozidazlar lizerinde bircok calisma gerceklestirilmistir.

Sicak su kaynaklar1 ve jeotermal topraklar gibi ekstrem sartlarda iireyen
termofilik basiller aerobik, endospor olusturan organizmalar olup, optimum iireme
sicaklik aralig1 >45 °C - <75°C arasinda yer alir. Termofilik basiller en iyi bilinen
iki cinsi Bacillus ve Alicyclobacillus’tur (RAINEY ve ark. 1994; GOTO ve ark.,
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2003). Bu termofilik basillerin hem 1s1 ile muamele edilmis yiyeceklerde
kontaminasyona yol a¢malari, hem de PB-galaktozidaz, amilaz, protez, lipaz ve
DNA restriksiyon enzimleri dahil termostabil enzim kaynagi olmalar1 agisindan
onem kazanmiglardir (RAINEY ve ark. 1994).

Alicyclobacillus  cinsi A. acidocaldarius, A. acidoterrestris, A.
cycloheptanicus, A. acidophilus, A. pomorum ve A. sendaiensis gibi birkag
termoasidofilik ve heterotrofik bakterileri kapsar (GOTO ve ark. 2003;
MATSUBARA ve ark. 2002; TSURUOKA ve ark. 2003). Termoasidofilik
Alicyclobacillus cinsinin {liyeleri, Ozellikle A. acidoterrestris Ingiltere ve
Almanya’da son donemlerde meyve suyu bozulma vakalarinda rol aldiklari
bulunmugtur. Bu organizma pastorizasyon islemine direngli olup guaiacol ve diger
zararli maddeleri iiretir (MACIUNSKA ve ark. 1998).

Alicyclobacillus cinsinin birka¢ enzimi ¢alisilmistir. Bunlar arasinda proteaz
(TSURUOKA ve ark. 2003), a-amilaz (MATZKE ve ark 1997), amilopullulanaz,
cyclodekstrinaz ve tip 2 alfa-glukozidaz (MATZKE ve ark. 2000-a ),
neopullulanaz (MATZKE ve ark. 2000-b) ve bir maltoz-baglayan protein
(HULSMANN ve ark. 2000) yer almaktadir.Termoasidofilik Alicyclobacillus
cinsinin iyelerinde P-galaktozidaz enzimi iizerinde herhangi bir caliymaya
rastlanmamaistir.

Son zamanlarda biyoteknolojik islemlerde kullamilan enzimler, 6zellikle de
Antartika’ da yasayan ekstremofillerden elde edilenler dikkat g¢ekmistir
(KARASOV’A-LIPOVOV’A ve ark. 2003; CIESLINKI ve ark.2005; POLI ve
ark. 2006). NICOLAUS ve ark. (1998) Antartika’ daki Rittmann dagindan toprak
numunelerinden MR1 varyetesi izole etmis ve Alicyclobacillus cinsi i¢in tipik
olan halkal1 yag asitlerine sahip lipit icerdiklerini tespit etmislerdir.Bu varyetenin
fenotopik Ozellikleri ve genotipik analizleri sonucunda karakterize edilerek
termoasidofilik karakterde 63 °C optimum sicaklik (45-70 °C) ve 3.5-4.0 optimum
pH’ye sahip oldugu bulunmustur. DNA'nin G+C yiizdesi, 16S rDNA ve DNA-
DNA homolojisi A.acidocaldarius varyeteleri ile karsilastirildiginda, MRI1
varyetesi A.acidocaldarius subsp. rittmannii olarak tanimlanmistir (NICOLAUS
ve ark. 1998).

Bu c¢alismanm konusu olan Alicyclobacillus acidocaldarius’un alt tiirti
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tizerinde farkli cogalma sartlar altinda daha 6nce yapilan ¢calismada bu bakterinin
B-galaktozidaz aktivitesi gosteremedigi rapor edilmesine ragmen (NICOLAUS ve
ark. 1998), B-galaktozidaz aktivitesinin varligin1 daha onceki c¢alismada tespit
edilmistir (GUVEN, 2004). Yapilan taramalarda Alicyclobacillus cinsi iiyeleri

icerisinde B-galaktozidaz enzimi ile ilgili bir bulguya rastlanmamustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

FITZ-JAMES ve YOUNG (1959), Bacillus cinsinin varyete ve tiirlerini spor
yapilarina gore karsilastirmiglardir. Calismada B. cereus (strain alesti) ve Bacillus
sotto ‘nun RNA miktar1 ile spor biiyiikliigii arasinda bir iligki oldugunu tespit

etmislerdir.

HUANG ve ark.(2005), topraktan izole ettikleri  bakteriyi  Bacillus

nemotocida olarak tanimlamiglardir.

VALERO ve ark. (2002), taze sebze ve buzdolabindaki islem gormiis
yiyeceklerden (domates piiresi) izole ettikleri izolatlarin, fizyolojik ve biyokimyasal

testler kullanarak B. licheniformis ve B. cereus olduklarmi tespit etmislerdir.

SUIHKO ve STACKEBRANDT (2003), kagit endiistrisinde geri doniisiimler
esnasinda izole edilen bakterilerin cogunun Bacillus cinsine ait B. licheniformis ve

B. cereus tiirler oldugunu tespit etmislerdir.

BATRAKOV ve ark. (2003), sicak sulardan termofilik ve halotolerant B.
licheniformis st. 603’i 1izole etmisler ve bu tiirlin ekstraseliilar lipopeptid

sentezledigini bulmuslardir.

LEMMA ve ark. (1991), B. subtilis’in suksinat solunumunda menakinonlarin

yer aldigmi tespit etmislerdir.

PANDYA ve KING (1996), Escherichia coli, Bacillus megaterium,
Micrococcus lysodeikticus ve Psuedomonas aeruginosa’da menakinon veya
ubikinonun varligmi test etmislerdir. Test sonucunda calistiklar1 organizmalarin
tiimiinde menakinon bulundugunu, menakinon ve ubikinon’un yaklasik olarak esit

miktarlarda oldugunu tespit etmislerdir.

MINNIKIN ve ark.(1984), Bacillus subtilis’in polar lipitlerini ve isoprenoid
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kinonlarini analiz etmislerdir.

GOODMAN ve ark. (1976), B. licheniformis’in anaerobik biiylime
kabiliyetinde oldugunu ve kinon olarak yalniz menakinon ihtiva ettiklerini

belirtmislerdir.

COLINS ve JONES (1981), bakterilerde izoprenoid kinonlarin dagilimini ve onlarin
taksonomik uygulamalarin1 ¢aligmislardir. Gram-pozitif bakterilerin ya menakinon
ya da dimetil menakinon icerdigini veya isoprenoid kinonlar1 icermediklerini tespit
etmislerdir. Solunum kinonlarmin yapisal tiplerinin dagilimmin bir ¢ok bakteri
gruplar1 arasindaki taksonomik iligkiyi belirlemede kullanilabilecegini ifade

etmislerdir.

SHIMADA ve ark. (2001), Thermoplasma acidophilum HO-62’nin kinon
profillerini HPLC, Mass spektrometresi ve NMR ile analiz etmisler ve bu bakterinin

aerobik sartlarda menakinonlarinda artis oldugunu tespit etmislerdir.

KURISU ve ark.(2002), kinon profil metodu kullanilarak bakterilerin
analizinin yapilabilecegini ve MK-7 yi ihtiva eden bakterilerin diisiik GC igerigine

sahip bakteriler oldugunu tespit etmislerdir.

TANG ve ark. (2004), termofilik popiilasyondaki degisiklikleri tanimlamak
icin kinon profil metodunu kullanmislar ve bu bakteri populasyonunda Bacillus

tiirlerinin baskin hale gelmesini MK-7 nin artmasiyla belirlemislerdir.

ROSA ve ark. (2000), Bacillus stearothermophilus’un hiicre membranlarinin
lipit iceriklerini standartlar kullanarak TLC yOntemiyle 4 major 2 mindr bant
icerdigini bu major yag asitlerinin fosfatidiletanolamin (PE), difosfstidil gliserol (
DPG ), fosfoglikolipit (PGL) oldugunu ve 2 tane fosfolipidin ise tanimlanamadigini

tespit etmislerdir.
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KANEDA (1968), Bacillus cinsinin yag asitleri ilizerine yaptig1 calismada B.
thuringiensis, B. anthracis ve B. cereus’un yag asidi icerigi benzerlikleri dikkat
cekmis ve bu yag asitlerinin cogunlukla yag asitlerinin toplaminm % 70 inin dalli

yag asitleri oldugunu tespit etmistir.

SHEN ve ark. (1970), Bacillus cinsinin mezofilik ve termofilik varyetelerinde
yag asidi dagilimini incelemisler. Hem mezofillerde (% 51) hem de termofillerde ( %
41 ) i- C15:0 yag asidinin en yaygim oldugunu ve ikinci en yaygin olan yag asidin
mezofillerde (% 22 ) a-C15:0, termofillerde (% 27) i-C17:0 oldugunu bulmuslardir.
Ayrica hem mezofillerde (%61) hem de termofillerde (% 66) oramyla i-C15:0 ve i-
C17:0 yag asidi ¢iftlerinin en fazla oranlarda oldugunu tespit etmislerdir. Yag asidi
ciftlerinden a-C15:0 ve a-C17:0, mezofillerde (%30) termofillerden (% 15) daha
yiiksektir.

LAWRENCE ve ark. (1991), Gaz kromatografisi yontemiyle yaptig1 biitiin
hiicre yag asidi analizi ile birbirine benzeyen B. anthracis’ in  B. cereus’ tan
farkliigin1 bilgisayar programu ile bulunabilecegini bildirmislerdir. iso/anteiso yag
asidi oranlar1 B. anthracis varyetelerinde hemen hemen esit olmasina ragmen B.
cereus varyetelerinde ise iso yag asitlerinin fraksiyonlarmin anteiso yag asidi

fraksiyonlarindan en az iki kat daha fazla oldugunu bulmuslardir.

KANEDA (1991), hiicresel total yag asitlerinin dalli zincirli yag asitlerine
sahip olan bakteri tiirlerini karsilastirmig ve sistematikte kullanilabilecegini
tartigmistir. Yeni bir tiirlin bir cins icerisinde siniflandirilabilmesi organizmalarin
lipitlerindeki dalli zincirli yag asitlerinin c¢ogunlukla bulunusu temel olarak
incelenebilecegini soylemistir. Bacillus tiirlerinde dalli zincirli yag asitleri esas
hiicresel yag asitleri olarak bulundugunu ve B. cereus’ un dalli zincirli yag asitlerinin
oraninin % 80, B. subtilis’in % 95 B. mycoides’in %75 B. anthracis’ in %83 olarak
bulundugunu tespit etmistir. Bacillus tiirleri cok az oranlarda diiz zincirli yag

asitlerini (%0-10), geri kalan ise dall1 zincirli yag asitleri oldugunu ifade etmistir.

KAMEFER (1994), Bacillus 313 varyetesinin yag asitleri icerikleri ile yaptigi
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niimerik caligmada, tiim varyetelerin dallanmis zincirli yag asitlerini baskin bir
sekilde icermesiyle karakterize edildiklerini bulmustur. Esas grup olarak i-C15:0 ve
a-C15:0, sik sik 1-C17:0 ve a-C17:0 ve ender olarak diger dalli yag asitleri ihtiva
ettikleri, total yag asitlerinin % 40 ile % 90’1 teskil ettiklerini tespit etmistir ve bu
yag asitlerinin oranlarini kullanarak varyeteleri degisik gruplara ayirmistir. Kantitatif
olarak baskin olan yag asitlerinden i-C15:0 ve a-C15:0 oranlarina bagli olarak

Bacillus tiirlerini iki esas gruba ayirmislardir.

WHITAKER ve ark. 2003, hiicresel yag asidi metil esterlerini infrared
spektroskopi yontemi ile besinlerde bulunabilen bakterilerin tanimlamasini tiir veya

varyete seviyesinde yapmislardir.

CHAO ve HSU (2004), topraktan izole ettikleri Bacillus tiirlerini kategorize

etmek icin yag asidi benzerlik oranimi kullanmiglardir.

NAZINA ve ark.(2001), aerobik, termofilik basillerin taksonomisini
calisgmiglar. Bu calismada bakterilerin hareketli, ilimli termofil, spor olusturan,
aerobik veya fakiiltatif anaerobik olduklarini bulmuslardir. Ayrica major izoprenoid
kinonun menakinon 7, hiicresel yag asidi profillerinin de biiytik miktarlarda (% 61.7-
% 86.89) is0-C15:0, i1s0-C16:0, iso-C17:0 yag asitlerinden olustugunu, 16S rRNA
analizi yapilarak bu varyetelerin termofilik basillerin 5. grubuna dahil olduklarini

filogenetik olarak tespit etmislerdir.

CASTANHA ve ark. (2006), B. anthracis’ 1 kiitle spektrometresi yardimiyla
asitte ¢oziiniir kiiciik proteinlerin amino asit dizisi yardimu ile cereus grubunun diger

tiyelerinden ayirt etmislerdir.

Bacillus varyeteleri SDS-PAGE kullanilarak elde edilen toplam hiicresel
proteinlere gore karakterize edilmis, protein profil sonucglar1 esas alinarak yapilan

niimerik smiflandirmada % 47 benzerlik diizeyinde iki ayri grup bulunmustur

(BERBER, 2004).



34

MORA ve ark. 1998, farkli bolgelerde aldiklar1 topraktan izole ettikleri 85
termofilik Bacillus izolatmin genotipik karakterizasyonunu referans termofilik

Bacillus tiirlerini kullanarak yapmuslardir.

DE SOUZA ve MARTINS (2001), topraktan izole ettikleri termofilik
bakterileri morfolojik fizyolojik, biyokimyasal testler ve 16S rRNA dizi analizinden
yararlanarak izolatin Bacillus’un 5. grubuna ait oldugunu tespit etmislerdir. Izole
ettikleri bakterilerin gram-pozitif, termofilik, zorunlu aerobik, katalaz-pozitif, nitrat1

rediikte edebilen 6zelliklere sahip oldugunu bulmuslardir.

MATSUMOTO ve ark.(2002), izole ettikleri Toluene toleransli gram pozitif
bakteriyi fizyolojik testler, yag asidi profili analizi ve16S rRNA analizini kullanarak

tanimlamis ve bakteriyi Bacillus cereus olarak adlandirmiglardir.

PIRTTIJARVI ve ark. (2000), izole ettikleri bakterilerin fenotipik
Ozelliklerinden ve yag asitleri iceriginden yola c¢ikarak Bacillus cereus grubunun
diger basil gruplarindan ayirt edilemedigini ve 16S rRNA analizinin de gerekli

oldugunu tespit etmislerdir.

DE CLERK ve DE VOS (2002), jelatin iiretiminde kontaminasyona yol acan
ve endospor olusturan bakterilerin Bacillus ve yakin cinslerin iiyeleri lizerinde
yapilan calismada yag asidi ve 16S rRNA dizi analizi sonucunda bunlarin
B.licheniformis, B. cereus grubunun iyeleri, B. subtilis ve Alicylobacillus

acidocaldarius’ a ait izolatlar oldugunu tespit etmislerdir.

HEYRMAN ve SWINGS (2001), agirlikli olarak izole ettikleri Bacillus
cinsine ait izolatlarin rDNA dizi analizi ile yag asidi profillerini kullanarak

tanimlamaya gitmislerdir.

HAQUE ve RUSSELL (2005), piringten izole ettikleri Bacillus cereus’un
fenotipik ve genotipik karakterizasyonu calismislar. Ayrica kapiler GC/MS analizi ile

yaglarin yag asitleri igerigi sayesinde izolatlar1 gruplandirmada ilk kez
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kullanmiglardir. Ayrica RFLP ve 16S rRNA dizi analiz teknikleri ile ileri asamada

B.cereus varyeteleri analiz etmislerdir.

NIELSEN ve ark. (1994), 14 tane alkalifilik veya alkali tolerant, aerobik ve
endospor olusturan Bacillus cinsine ait bakterilerin karsilastirmali 16S rRNA dizi

analizlerini yapmuslardur.

NICOLAUS ve ark.(1996), Antartika’dan bakteri izole edip morfolojik -
fizyolojik testler, lipid analizleri ve 16S rRNA analizinden yararlanarak izolatin

Bacillus thermoantarcticus oldugunu tespit etmislerdir.

YAKIMOV ve ark.(1997), petrol rezervlerinden izole edilen bakterilerin
cogunun Bacillus licheniformis varyeteleri olduklarin1 yag asidi analizi 16S rRNA

dizi analizi gibi taksonomik ve fizyolojik testlerle tespit etmislerdir

GIFFEL ve ark. (1997), besin zehirlenmesinde etkili olan Bacillus cereus ve
B. thruingiensis’ 1 hizli ve duyarli bir metot gelistirerek ilk kez kolayca ayirt
etmislerdir. Bunun i¢in spesifik DNA problar1 kullanarak 16S rRNA'nin degisken
dizilerden faydalanarak spesifik DNA problar1 kullanilarak PCR ile
gergeklestirilmigtir

WINTZINGERODE ve ark (1997), izole ettikleri aerobik, gram pozitif, spor
olusturan 131 tane bakterinin yag asidi analizi ve 16S rDNA oligoniikleotit probu
kullanarak bunlardan 34’iiniin Bacillus mycoides tiirleri oldugunu tespit ettiler. Daha
once B. mycoides, B. cereus, B. thruingiensis ve B. anthracis yakin benzerlik
gosterdiklerinden ayirt edilmeleri giic olmustur. Ancak 16S rDNA probu kullanilarak
acik bir sekilde B. mycoides diger 3 tiirden ayirt etmislerdir.

FRITZE (2004), Bacillus, Anoxybacillus ve Alicyclobacillus’un da yer aldigi
bir cok yakin akraba cinslerin aerobik, endospor olusturan bakterilerin taksonomisini

16S rRNA dizi analizi ile yapmigstr.
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Bir bakterinin 16S rRNA nin hizli dizi analizi filogenetik pozisyonunun
belirlenmesinde yeterli olmadigi, bu korunmus genin ve iriiniiniin dizi analizinde
bazi smirlamalar mevcut oldugunu ve bu yiizden % 97 ve daha yiiksek rRNA dizi
benzerliklerinde bile DNA-DNA hibridizasyonunun yapilmasi gerektigi ortaya
cikmistir (STACKEBRANDT ve GOEBEL, 1994; DE CLERCK ve DE VOS, 2002).

Multiplex PCR kullanarak B. anthracis’ te bulunan diger yakin tiirlerde
bulunmayan plazmidleri {iizerindeki viriilans genler baz alinarak bu tiiriin

karakterizasyonu ve tanimlanmas1 miimkiin hale gelmistir (WANG ve ark. 2004)

16S-23S ITS (internal transcribed spacer) niikleotid bolgesi ¢ok degisken
olup, korunmus 16S rRNA kodlama bdolgesi ile birlikte tiir teshisinde daha iyi sonug
verdigi bulunmustur. Bu yontemle ayn1 zamanda Bacillus cinsi ve yakin cinslerde tiir

ve alt tiir seviyelerinde prokaryotik cesitliligi arastirilmistir (XU ve COTE, 2003).

MANZANO ve ark. 2003, yiyeceklerden izole ettikleri B. cereus, B. mycoides
ve B.thuringiensis arasindaki farkliliklar1 tespit etmede PCR-RFLP teknigini

kullanmiglardir.

LOPEZ ve ALIPPI (2007), Arjantin’den toplanan bal numunelerinden izole
ettikleri Bacillus tiirleri ve 6zellikle B. cereus izolatlarinin karakterizasyonunu 16S
rRNA gen fragmentinin RFLP’si, morfolojik ve biyokimyasal testler yardimiyla
yapmislardir.

DE CLERCK ve DE VOS (2002), jelatine kontamine olmus ve zarar veren
bircok bakteri izole edip bu bakterilerin fenotipik ve genotipik karakterlerini
calismiglardir. Bu ¢alismalar sonucunda izolatlarin Anoxybacillus tiirleri oldugunu
tespit edip bu izolatlardan bir tanesini aerobik, endospor olusturan Anoxybacillus

contaminans sp. nov. olarak tanimlamiglardir.

PIKUTA ve ark. (2000), izole ettikleri spor olusturan ilimh termofilik (37-66

°C) ve zorunlu anaerobik bakteriyi A. pushchinensis gen.nov., sp. olarak
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isimlendirmisler, fakat daha sonra bu bakterilerin aerobik ¢ogalma yetenegine de sahip

aerotolerant karakterde olduklarimi bulmuslardir (PIKUTA ve ark. 2003).

BELDUZ ve ark.(2003), Goénen ve Diyadin kaplicalarindan aldiklar1 su ve
camur numunelerinden izole ettikleri endospor olusturan termofilik basiller icerisinde

Anoxybacillus gonensis sp.yi tanimlamiglardir.

DULGER ve ark. (2004), Ayder ve Kestanbol sicak su kaplicalarindan aldiklar1
su ve camur numunelerinden izole ettikleri bakterileri 16S rRNA dizi analizi ve DNA-
DNA homolojisinden faydalanarak tamimlamis ve termofilik basilleri Anoxybacillus

ayderensis ve Anoxybacillus kestanbolensis olarak adlandirmislardir.

YUMOTO ve ark. (2004), sicak su kaynagmdan 1limh termofilik
mikroorganizma izole etmislerdir. Fenotpik karakterizasyon, 16S rRNA dizi analizi ve
DNA-DNA hibridizasyonunu iceren filogenetik analizler, izole edilen bakterinin yeni
bir  Anoxybacillus tirii oldugunu gostermisti. Bu bakteri  Anoxybacillus

voinovskiensis olarak adlandirilmistir.

KEVBRIN ve ark. (2005), yeni bir termofilik fakiiltatif aerobik bakteri izole
etmisler ve Anoxybacillus kamchatkensis olarak adlandirmuslardir. Izole ettikleri
bakterinin gram-pozitif, hareketli, katalaz ve oksidaz negatif, alkalitolerant oldugunu
ve 16S rRNA dizi analizine gore A. ayderensis’e %99.2 oraninda benzerlik gosterdigi

tespit edilmistir.

COLAK ve ark. (2005), yeni bir termofilik bakteri olan A. gonensis G2’den

termoalkalofilik esteraz enzimi iizerinde ¢alismalar yapmislardir.

POLI ve ark (2006), Antarktika’nin jeotermal topragmdan termofilik ve amilaz
tireten Anoxybacillus amylolyticus izole edip tammmlamiglardir. Bu bakterinin iireme
sicaklik araligini 45-65 °C optimum iireme sicakligini 61 °C , pH iireme araligini 5.0-
6.5 optimum pH y1 5.6 olarak tespit etmislerdir. Kemotaksonomik verilere goére kinon

tipini MK-7 ve bakterinin major yag asitlerinin iso-C15:0 ve iso-C17:0 oldugunu
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tespit etmislerdir. Bu veriler izole edilen bakterinin Bacillus cinsine ait oldugunu
desteklemis ayrica genotipik ve fenotipik analizler de bu bakterinin yeni bir

Anoxybacillus tiirii oldugunu kanitlamistir.

RAINEY ve ark. (1994), Bacillus cinsi igerisinde yer alan termofilik
basillerin 16S rRNA analizleri sonucunda, bu cinste filogenetik olarak bazi farkh
tiirlerin yer aldigini bulmus ve bunlar1 Alicyclobacillus adli yeni bir cins altinda

siniflandirmislardir.

Alicyclobacillus  cinsi A. acidocaldarius, A. acidoterrestris, A.
cycloheptanicus, A. acidophilus, A. pomorum ve A. sendaiensis gibi birkag
termoasidofilik ve heterotrofik bakterileri kapsar (GOTO ve ark. 2003;
MATSUBARA ve ark. 2002; TSURUOKA ve ark. 2003).Termoasidofilik
Alicyclobacillus cinsinin iiyeleri, 6zellikle A. acidoterrestris Ingiltere ve Almanya’da
son donemlerde meyve suyu bozulma vakalarinda rol aldiklar1 bulunmustur

(MATSUBARA ve ark. 2002).

NICOLAUS ve ark. (1998), Alicyclobacillus cinsine ait 3 farkli varyeteyi
Antartica’nin  Rittmann dagindaki jeotermal topraktan izole etmisler ve bu
varyetelerden birisinin  (MR1) genetik analizleri yapilarak bunu alt tiir
Alicyclobacillus acidocaldarius subspecies rittmannii olarak smiflandirmislardir (Bu
bakteri enzim saflastirma caligmasinda kullanilan varyetedir). Alicyclobacillus cinsi
icin tipik olan aromatik halkali yag asitlerine sahip lipit icerdiklerini, bu varyetenin
termoasidofilik karakterde 63 °C optimum sicaklik (45-70 °C ) ve 3.5-4.0 optimum
pH’ya sahip oldugunu buldular.

GOTO ve ark (2003), yeni bir termoasidofilik endospor olusturan bakteri
Alicyclobacillus pomorum sp. nov.’u karistk meyve suyundan izole ederek
tanimlamiglardir. Ayrica, bu bakterinin Alicyclobacillus’a 6zgii w-alicyclic yag
asitleri istisnai olarak ihtiva etmediklerini tespit etmislerdir. Ribozomal RNA tabanli
filogenetik analiz ve DNA-DNA hibridizasyon degerleri (% 74.4) bu tiiriin

Alicyclobacillus cinsine ait oldugunu bulmuslardir.
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Termofilik basillerin hem 1s1 ile muamele edilmis yiyeceklerde
kontaminasyona yol agmalari, hem de [-galaktozidaz, amilaz, protez, lipaz ve DNA

restriksiyon enzimleri dahil termostabil enzim kaynagi olmalar1 acisindan Onem

kazanmislardir (RAINEY ve ark. 1994).

Son zamanlarda biyoteknolojik islemlerde kullanima sahip enzimler, 6zellikle
de Antartika’ dan yasayan ekstremofillerden elde edilenler dikkat c¢ekmistir
KARASOV’A-LIPOVOV’A ve ark. 2003; SHERIDAN ve BRENCHLEY, 2000;
POLI ve ark. 2006).

Alicyclobacillus cinsinin birka¢ enzimi ¢alisilmistir. Bunlar arasinda proteaz
(TSORUOKA ve ark. 2003), a-amilaz (MATZKE ve ark. 1997), amilopullulanaz,
cyclodekstrinaz ve tip 2 alfa-glukozidaz (MATZKE ve ark. 2000a), neopullulanaz
(MATZKE ve ark. 2000-b) ve bir maltoz-baglayan protein (HULSMANN ve ark.
2000) yer alir.

TSURUKA ve ark (2003, Alicyclobacillus sendaiensis strain NTAP-1’den
yeni bir kollajenolitik serin-karboksil proteinaz enzimi saflastirmislar, karakterize
etmisler ve bu enzimin genini klonlamislardir. Bu ekstraselliiler enzimin optimum

pH’smi 3.9 olarak bulmuslardir.

Termoasidofilik A. acidocaldarius’dan elde edilen o-amilaz enzimi asidofilik
ve asidostabil enzimlerin Ozelliklerini ortaya ¢ikarilmasi amaciyla en cok c¢alisilan

enzim olmustur (SCHWERMANN ve ark. 1994; MATZKE ve ark. 1997).

MATZKE ve ark. (2000-b), A. acidocaldarius hiicre ekstraktlarinda
neopullulanase aktivitesinin sitoplazmik oldugunu ve ayrica 5.5 degerinde bir
optimum pH’sinin oldugunu ki bu degerin sitoplazmanin pH degerine yakin
seyrettigini bulmuglardir. Bu enzimin optimum sicakhigi da 55-57 °C olarak

bulunmustur.
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BATRA ve ark.(2002), sicak su kaynaklarindan izole ettikleri Bacillus
coagulans RCS3’un [-galaktozidaz enziminin optimum pH ve sicaklik sirasiyla 6-7
ve 65 °C olarak bulmuglar ve bu enzimin hidroliz iiriinii galaktoz tarafindan yarigmali
olarak inhibe edildigi bulunmustur. Ayrica, hem laktoz soliisyonu hem de peynir

suyundaki laktoz 36 saat boyunca 50 derecede hidrolize edilebilecegi gdsterilmistir.

HOLMES ve DYALL-SMITH (2000), halobakteri Haloferax alicantei’ye ait
B-galaktozidaz genini baska mikroorganizmaya aktararak bu genin o organizmada

calisir oldugunu bulmuslardir.

HIDAKA ve ark. (2002), ekstrem termofil Thermus thermophilus A4’ den

elde ettikleri B-galaktozidaz enzim yapisi iizerinde calisma yapmuslardir.

VETERE ve PAOLETTI (1998), Bacillus circulans’dan p-galaktozidaz elde
etmisler ve non-denatiire jel elektroforezi ile BNG substratini kullanarak bu

izoformlari molekiil agirliklarini 212, 145 ve 86 kD olarak tespit etmislerdir.

MACIU’NSKA ve ark (1998), % 2’lik laktoz veya galaktoz ile birlikte
Thermus thermophilus’ta B-galaktozidaz sentezi konstitiitif degerlerden sirasiyla %

33 ve % 61°lik artis gosterdigini bulmuslardir.

PISANI ve ark (1990), thermoasidofilik archaea Sulfolobus solfataricus’da [3-
galaktozidazin sitozolde lokalize oldugunu ve enzimin konstitiitif yani siirekli
sentezlendigini rapor etmislerdir. Ayrica bu enzimin sodyum fosfat tamponu pH
6.5’te maksimum aktivite sergiledigini ve bu pH’nm E. coli dahil bir cok mezofilik

mikroorganizma kaynaklarma benzerlik gosterdigini bulmuslardir.

Daha once yaptigimiz caliymalarda A. acidocaldarius subsp. rittmannii’nin
konstitiif olarak intraselliiler -galaktozidaz enzimini iirettigini, ama laktoz ve diger
bazi indiikleyiciler (IPTG) yardimiyla enzim iiretiminin artabilecegini bulduk. [3-
Galaktozidaz spesifik aktivitesi 24 saatlik inkiibasyon sonunda laktoz yoklugunda
0.4 U/mg, oysa bu deger laktoz varliginda 0.6 U/mg protein olarak bulunmustur
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(% 33 artis). Bunun yaninda, laktoz varliginda 12 saatlik inkiibasyon siiresinde
enzim spesifik aktivite artis1 % 85 gibi bir degere ulastig1 bulundu (GUVEN, 2004).

Bu calismamiz disinda, termoasidofilik Alicyclobacillus cinsinin iiyelerinde
-galaktozidaz enzimi iizerinde herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu mevcut
calismamizda, termoasidofilik A. acidocaldarius subsp. rittmannii ‘nin intraselliiler
-galaktozidaz enzimi saflastirildi ve saflastirilan bu enzimin bazi1 6zellikleri tespit

edildi.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. BAKTERI iZOLASYONU VE IDENTIFIKASYONU

3.1.1. izole Edildikleri Sicak Su Kaynaklar ve Ozellikleri

Tashdere sicak su kaynagi, Batman ilinin Kozluk ilgesine baghh S$elmo

nahiyesinin 7 km kuzeybatisinda, Holi ile Ismailkan yerlesim merkezinin arasinda,
anayol kenarinda yer almaktadir (Resim 3.1). Su analiz raporuna gore su sicakligi 78
°C, pH ise 6.7 civarindadir. Su kaynagi su kimyasi agisindan incelendiginde
SO4>CI>HCOs3 ve Ca >Na >K seklinde anyon-katyon siralamasina sahip oldugu ve

kalsiyumlu, sodyumlu, siilfath, kloriirlii sucak su siifina girdigi belirlenmistir.

Resim 3.1. Batman-Taghdere sicak su kaynagi

Ko6s Kaplica Kaynaklari, Bingdl il merkezine 18 km. uzakliktadir (Resim
3.2). Su sicaklig1 45,5-47 °C, pH ise 6.57 civarindadir (2005 yil1 DSI Kalite Kontrol
ve Laboratuvari), (OZMEN ve DEMIREL, 2005).




43

Resim 3.2. Kos Kaplicasi

Su kaynag1 su kimyas1 agisindan incelendiginde HCO3>S0O4>Cl ve Na>Ca>K
seklinde anyon-katyon siralamasina sahip oldugu bulunmustur (2005 yili DSI Kalite
Kontrol ve Laboratuvari), (OZMEN ve DEMIREL, 2005).

Yukarida oOzellikleri agiklanan Bingdliin Kos ve Batman'nin Taghdere
Kaplicalarindan alinan ve soguk sartlarda muhafaza edilen su ve ¢amur Ornekleri
laboratuvarda steril su ile steril sartlarda seyreltildi (10-100 kat). Su ve camur
numunelerinde endospor olusumu i¢cin numuneler 80 °C de 15 dakika inkiibe edildi.
50 ml Nutrient broth s1v1 besiyeri igeren 250 ml lik erlenlere 2 ml seyreltilmis su ve
camur numuneleri ilave edildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra sivi besi
yerinde iireyen bakterilerden kati besiyerine ekim yapildi. 24 saatlik inkiibasyondan
sonra petrilerde iireyen kolonilerden tek koloni alinip kat1 besi yerine ekim yapild.

24 saat sonunda bu petrilerden saf kiiltiir elde edildi.

Bingol'iin Kos Kaplicalarindan bir bakteri (5 nolu izolat) ve Batman'nin
Tashdere Kaplicalarindan dort bakteri (6, 7, 8 ve 9 nolu izolatlar) izole edildi. Bu
bakterilerin bazi morfolojik 6zellikleri, lipit ve kinon analizleri sonucunda bazi
bakterilerin benzerlik arz etmesinden dolay1 taksonomik ¢alismalar 3 izolat {izerinde
yogunlasti. Bingdl'iin Kos Kaplicalarindan izole edilen izolat KG5 ve Batman'nin

Tashdere Kaplicalarindan izole edilenler ise KG8 ve KG9 olarak adlandirildi.
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3.1.2. Calismada Kullanilan Besiyeri Bilesimi

S1vi besi verinin bilesimi:
Nutrient Broth (Oxoid):13 gr
Saf su:1000 ml

Kat1 besi verinin bilesimi:

Nutrient Broth (NB):13gr

Agar (Difco):20 gr
Saf su:1000 ml

Bakterilerin karbon kaynaklarini kullanma yeteneklerini tespit etmek i¢in

minimal besi yeri kullanildi. Minimal besi yerini hazirlamak i¢in 0.2 gr /It yeast
eksrakt (Sigma), 0.5 gr/lt pepton (Oxoid), 5 gr /1t NaCl kullanild:.
Besi yeri sterilizasyonu 20 dakika 121 °C’de yapild.

3.1.3. Cihazlar

Calkalamali su banyosu

Spektrofotometre

Sogutmal1 santrifiij
Vortex
PH metre

Deep-freeze
Etiiv
Inkiibator

Digital gostergeli hassas terazi

Faz kontrast mikroskobu

(Julabo)
(Unicam, 8625, uv/vis), (Perkin elmer UV -VIS
Lambda 12)
(Sigma Christ2K15)
(Stuart)
(Denway 3010, PCB 501 electrod), (PHM 210
meter lab.)
(Harris, -95 °C), (Ocean)
(Heraus)
(Heto HMT 200), (Heto OBN / 8), (Heraus
Instruments kelvitron t )
(Gec Avefy, 0.0001), (Bosh SAE 200)
(Nikon Eclipse E400 Faz Contrast 0.90 Japan)



Magnetik karistirici
TLC 1siticist
Sonikator
Calkalayici

Vakum

Rotavapor

Jel kurutucu
Bioreaktor
Ultrafiltrasyon
HPLC

Saf su cihazi
Elektroforez Aleti
Otoklav

Steril kabin
Ultrasantrifiij

FPLC
GC-MS
NMR
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(Heidolph MR 3002), (Heidolph MR 3001)

(Bocsh PHG 500-2)

(Sonikator ultrasonic processor XL)

(Innova 4300 )

(Edwards oil mist filter EMF 10)

( Biich1 R-200, Biich1 Heating Bath B-490 )

(Bio- RAD 583)

(B. Braun -Biotech 90-1)

(Amicon)

(LCD Analytical refracto Monitor IV, Millipore

600 E , LCD Analytical SM 400

programmable)

(Millipore Elix 5)

(Midi Bio-Rad)

PBI International Fedegari

Faster Bio 48

(Heraus Rotor:8570 6x94; Beckman
Coulter Avanti J-25 230 v, J-20 XP)

Amersham-Biosciences

Hewlett-Packard 5890A

Bruker DPX-300 (300 MHz)

3.1.4. Optimum Ureme Sartlarinin Belirlenmesi

Deneyler esnasinda Nutrient Broth siv1 besiyeri (NB) ve NB kat1 besi yeri

kullanildi. Bakterilerin optimum iireme sicakligini tespit etmek i¢cin 15-75 °C (5
°C'lik araliklarla) sicaklik derecelerinde bakteriler inkiibe edildi. Tespit edilen

optimum iireme sicakliginda optimum iireme pH’s1 belirlendi. Bunun i¢in pH 4-11

araligindaki pH lar denenerek bakteri iiremesinin en fazla oldugu pH, 470 nm de

spektrofotometrik dl¢iimlerden faydalanarak tespit edildi.
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Bakterilerin uygun iireme zamanini tespit etmek i¢in bakteriler Nutrient Broth

(NB) s1v1 besi yerinde 6, 12, 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildi.

3.1.5. Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Testler

Bakterilerin optimum tireme sicakligi ve optimum iireme pH's1 belirlendikten

sonra izolatlarin morfolojik tanimlanmalar: yapildi.

BAKTERI KOLONILERININ MORFOLOJIK INCELENMESI: Petri kutusunda

gelisen bakteri kolonilerinin sekil, kenar ve ylizey sekilleri incelenerek ozellikleri
tespit edildi (OZCELIK, 1998).

BAKTERILERIN GRAM OZELLIKLERININ BELIRLENMESI: Gram 6zelliginin
tespiti i¢in ti¢ ayr1 teknik kullanildi.

1.Baktident:_

Her bir bakteri i¢in cam deney tiipiine 200 ml distile su birakild.
\!

Cam tiiplere bir giinliik kat1 besi yerinde iiremis bakteri kolonisinden kiiltiir birakildi.
\!

Tiiplere L-alanin aminopeptidaz kiti (Merck) birakild.

2
Cam tiipler en az 10 -30 dak. inkiibatorde tutuldu.
2

Degerlendirme: Koyu sar1 renk olustugunda bakteriler gram negatif, koyu sar1 renk

olugsmamas1 durumunda ise bakteriler gram pozitif olarak degerlendirildi.

2.KOH Testi:

Lam iizerine bir giinliik kat1 besi yerinde tiremis bakteri kolonisinden kiiltiir

birakildi. Bunun iizerine ise % 3’liik KOH’ten 1-2 damla birakildi. Ciplak gozle
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inceleme yapildi (HALEBIAN ve ark. 1981).
Degerlendirme : Ipliksi yapilar gézlenmesi durumunda bakteriler Gram (-) olarak
degerlendirildi.

3.Gram Boyama Metodu:

Kullanilan ¢ozeltiler:

Karbol fuksin:

Cozelti A

Bazik fuksin: 0.3 g

Etil alkol (% 95): 10.0 ml
Cozelti B

Fenol: 5.0 g

Destile su : 95.0 ml
Cozelti A ve B karistirilir.

Kristal viyole:

Cozelti A

Kristal (Jansiyen ) viyole: 2.0 g

Etil alkol (%95 ): 20.0 ml

Cozelti B

Amonyum oksalat: 0.8 g

Destile su: 80.0 ml

Cozelti A ve B karistirilir, destile su ile 1:10 oraninda sulandirilir ve filtre kagidindan
siiziiliir.

Liigol ¢cOzeltisi:

Iyot : 1.0g

Potasyum iyodiir: 2.0 g
Destile su: 300.0 ml

Metilen mavisi:

Metilen mavisi: 0.3 g

Etil alkol (% 95): 30.0 g

Metilen mavisi etilalkol icinde eritildikten sonra, hacim 100 ml ye destile su ile
tamamlanur.

Temiz bir lam {izerine 1-2 damla su birakildi. Bir giinliik bakteri kiiltiiriinden
1-2 damla lam iizerinde su ile karistiriip yaydiriddi. Daha sonra lam havada
kurutulup alevden gecirilerek fikse edildi ve sonra lam kristal viyole salesinde 1 dak.
tutuldu. Boya dokiildiikkten sonra lam iizerine liigol ¢ozeltisi damlatiip 1 dak.

beklendi ve liigol ¢ozeltisi dokiildiikten sonra lam kurutuldu. Lam % 96 lik etil
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alkole daldirilip ¢ikarildi. Daha sonra lam saf su ile yikanip kurutma kagidi ile
kurutuldu. Karbol fuksin lam iizerine damlatildiktan sonra 0.5 dak. boyama yapild1.
Lam su ile yikanip kurutma kagidi ile kurutulup mikroskopta inceleme yapildi.

Degerlendirme: Mikroskop altinda inceleme esnasinda bakterilerin mavi veya mor
renkte goOriilmesi durumunda bakteriler Gram-pozitif, pembe renkli goriilmesi

durumunda ise bakteriler Gram-negatif olarak degerlendirildi (OZCELIK, 1998).

BAKTERILERDE SPOR BOYAMA: Spor boyama i¢in hazirlanan preparatlar 6nce

karbol fuksin ile isitilarak boyandi ve daha sonra % 10’luk nitrik asit ile 10 sn
muamele edildi. Metilen mavisi ile 2 dak. boyanan preparatta bakterilerin spor

ozellikleri mikroskop altinda incelendi.

SODYUM HIPPURAT DENEYI: Hippurat hidrolizi testinde her bir bakteri igin 3

tiip hazirlandu.

L.tliip: 9ml besi yeri +1ml inokulum (gece boyunca iiretilmis geng bakteri iceren besi
yeri)

2.tiip: 9ml besi yeri +1ml inokulum +Sodyum Hippurat (10 gr/lt)

3.tiip: 10 ml besi yeri +Sodyum Hippurat (10 gr/It)

Her 3 bakteri icin tiipler yukaridaki gibi hazirlandiktan sonra tiipler 5 ve 10 giin i¢in
inkiibatorde tutuldu. 5. giin 0.22 um‘lik filtre (Millex GP) ve siringa kullanilarak
tiiplere hippurath besiyerlerinden 1 ml birakildi. Tiiplerin iizerine % 50’ lik H,SO4’
ten 1.5 ml eklendi. Reaksiyon icin 15-20 dak. beklendi. 2. tiiplerde kristal olusumu
kontrol edildi (GORDON ve PANG ,1973).

Degerlendirme: Calkalama esnasinda erimeyen c¢okelti gozlenmesi durumunda

reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi.

OKSIDAZ AKTIVITESI: % (v/v) tetrametil-p-fenilendiamin dihidrokloriir’ den bir

damla ile filtre kagidmin ortas1 1slatildi. Bunun iizerine 6ze ile bir giinliik bakteri
kolonisinden alman bakteri kiiltiirii filtre kagidinin iizerine yayildi. 10 sn i¢inde koyu
mor bir rengin olugmas1 gozlendi.

Degerlendirme: Koyu mavi bir rengin 10 sn icinde olusmasi pozitif reaksiyon
olarak degerlendirildi (KOVACS, 1956).



49

LiZOZIM DUYARLILIGI: Her bakteri i¢in 9 ml besi yeri +1ml inokulum iceren

kontrol tiipii ve 9 ml besi yeri +1ml inokulum +0.9 ml (% 0.001gr ) lizozim igceren
tipler hazirlandiTiipler 1-3 giin  inkiibe edildi. Sonuglar 470 nm’de
spektrofotometrik olarak okunarak kontrolle karsilastirildi (GORDON ve PANG,
1973).

KATAILAZ TESTI : Her bir bakteri icin 9 ml besi yeri +1 ml inokulum igeren tiipler

bir giin inkiibatorde tutuldu. Bu bakteri numunelerinden 5 ml almip cam tiiplere
birakildi.Bu tiiplere % 3 oraninda 10 ml olarak hazirlanmis H,O, ‘ den yaklasik 5

damla ilave edildi. Tiipler baloncuk olusumunu gézlemek icin hafifce karigtirildi.

Degerlendirme: Gaz c¢ikisinin olmasi veya baloncuk gozlenmesi pozitif reaksiyon

olarak degerlendirildi (SKERMAN, 1967).

SODYUM AZID DUYARLILIGI: Her bir bakteri icin 9 ml besi yeri +1 ml inokulum
+0.006 gr. sodyum azid (% 0.02) igeren tiipler hazirlandi. Tiipler 1 ve 3 giin
inkiibatorde tutuldu. 470 nm’ de absorbans degerleri okunarak kontrolle

kargilastirildi (GORDON ve PANG ,1973).

NaCl TOLERANSI: % 3 ve % 5’lik NaCl ’de iireme olup olmadigini test etmek i¢in
her bir bakteri i¢in 9 ml besi yeri +1ml inokulum +%3 veya % 5 oraninda NaCl
iceren tiipler hazirland1. Hazirlanan tiipler 1 ve 3 giin inkiibatérde tutuldu. 470° nm
de absorbans degerleri okunarak kontrolle karsilastirildi. Gerektigi durumlarda bu
degerler artirilarak NaCl tolerans sinirlar: tespit edildi (GORDON ve PANG ,1973).

HAREKETLILIK VE OKSIJEN GEREKSINIMI : % 4 oraninda agar iceren NB besi
yeri hazirland1 ve 121 °C de 20 dak. otoklavlandi. Her bir bakteri i¢cin agarli NB” den
50 ml’lik tiiplere 15 ml birakildi. Oze ile 24 saatlik petrideki genc bakteri
kiiltiiriinden agarli besi yerine dik bir sekilde batirma yontemi ile ekim yapildi.
Numuneler bir giin inkiibe edildi.

Degerlendirme: Agarli besi yerinin alt kisminda radyal sekilde iiremenin olmasi

durumunda bakteriler hareket yetenegine sahip olarak degerlendirildi. Bakterilerin

oksijene gereksinimi, lremenin inokiilasyon hattmin tiim kisminda goriilmesi
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sebebiyle fakiiltatif anaerob olarak degerlendirildi (ALEXANDER ve STRETE,

2001).

NISASTA HIDROLIZI :

10 gr. patates nigastas1 50 ml. saf suda ¢ozdiiriildii

2
1000 ml NB besi yeri +% 2 oraninda agar hazirland:
2
Agarli NB ile ¢oziindiiriilmiis nisasta karistirilip 121°C de 15 dak. otoklavland:

\)

Agarli NB iceren petrilere bir giinlik bakteri kolonisinden alinan bakteri

kiiltiiriinden ekim yapildil
Petriler 1-3 giin inkiibe edildi
\!

Liigol 1/5 oraninda seyreltildi

\)

Petrilerin yarisindaki koloniler alindi. Petrilere saf su ile seyreltilmis liigolden

yaklasik 3 ml dokiildii

Degerlendirme: Koloninin alindig1 yerin sar1 renk goriilmesi hidrolizin varlig: ile

degerlendirildi (COWAN ve STEEL, 1974).

TIROZIN DEGREDASYONU :

10 ml distile suda 0.5 gr L-Tirozin ¢6zdiiriildi
\!
Cozdiiriilmiis L-Tirozin ve 100 ml agarli besi yeri 121°C de 20 dak. steril edildi
\!
Tirozin ve NB besi yeri steril sartlarda karistirildi
\!
Her bir bakteri i¢in 50 ml lik tiiplere 10 ml Tirozinli NB besi yeri birakild:
\!

Tiiplere bir giinliik bakteri kolonisinden alinan bakteri kiiltiirtinden ekim yapildi
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2

Tiipler 1-3-5 ve 10 giin inkiibatorde tutuldu
2

Tiipler kontrol tiipiine gore degerlendirildi

Degerlendirme: Kontrol tiipiine gore L-Tirozinli tiipte daha koyu rengin olugmasi

durumunda L-Tirozin degredasyonu pozitif olarak degerlendirildi.

JELATIN HIDROLIZI: 12 gr jelatin ve 100 ml NB besi yeri 50 °C de karistirildu.

Jelatin iyice c¢oziindiiriildiikkten sonra pH 7’ye ayarlandi ve 121 °C de 20 dak.
otoklavlandi. Her bakteri icin tiiplere 9 ml jelatinli besi yeri ve 1 ml inokiilum
yapildi. Tiipler 1-3 giin inkiibatdrde tutuldu. Degerlendirme i¢in tiipler kontrol tiipler
ile birlikte buzdolabinda 1 saat tutuldu.

Degerlendirme:1 saat sonunda kat1 olan tiipler icin jelatin hidrolizi pozitif olarak
degerlendirildi.

NITRAT VE NITRIT REDUKSIYONU :

Reaktif ( 1): % 8 ( w/v ) siilfanilik asit +5N asetik asit

Reaktif ( 2): % 0.6 ( w/v ) dimetil - oi-naftilamin +5N asetik asit
Besiyeri (a): 0.8 gr NB+ 0.001 gr NaNO,

Besiyeri (b): 0.8 gr NB+ 0.1 gr KNO3

100 ml besiyeri (a) ve 100 ml besiyeri (b ) hazirland1
\!
Her iki besi yeri 121 °C de 20 dak. otoklavlandi
\!
Her bir bakteri i¢in besiyeri (a) ve besiyeri (b) yi iceren tiiplere bakteri ekimi yapildi
ve tiipler 1 giin inkiibe edildi
\!
Besiyeri (a) iceren ve besiyeri (b) iceren tiiplerden 5 ml almip 2 tane cam tiipe
aktarild1 (2 tane kontrol tiip kullanildi)
\!
Tiiplerin her ikisine 0.5 ml reaktif (1) den ve 0.5 ml reaktif (2) den birakildi.
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Degerlendirme: Kontrol tiipiine gore sonuglar degerlendirildi. NaNO; kullanimu icin
kontrol tiipii pembe ve besiyeri (a) y1 igeren tiip sar1 olmast durumunda NaNO,
kullanim1 pozitif olarak degerlendirildi. NO3z kullanimi i¢in kontrol tiipii sar1 ve
besiyeri (b) yi iceren tiipiin kirmizi veya koyu pembe olmasi durumunda NO;

kullanimi pozitif olarak degerlendirildi.

KAZEIN TESTI: Petri kutularina 10 ml NB agar dokiildiikten sonra katilasan

besiyerinin iizerine 15 ml' lik siit tozu igeren agarlh kati besiyeri (Siit tozu 115 °C 10
dakika ve % 3 agarli NB besiyeri 121 °C 15 dakika ayr1 ayn sterilize edilip
sogutulduktan sonra karistirilarak hazirlandi) bir tabaka halinde ilave edildi. Taze
kolonilerden bu petrilere yayma yontemi ile ekim yapildi. Kazein hidrolizi 1-3
giinliik inkiibasyondan sonra agar iizerinde acik saydam goriiniimlii zonlari olusumu

ile tespit edildi (GORDON ve PANG ,1973).

ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTI: Antibiyotik duyarhlik testi iki farkh
yontemle test edildi.

1.Yontem:700 ml agarli besi yeri hazirlandi. Besiyeri 121 °C de 20 dak.
otoklavlandi. Besiyeri iceren petrilere antibiyotik diskleri (6 mm, Oxoid) yerlestirildi
ve disklerin iizerine 1 damla bir giinliikk bakteri kiiltiirtinden birakildi. Petriler 1-2
giin inkiibatorde tutuldu.

Degerlendirme: Diskler etrafinda bakteri iiremesi oldugu durumda antibiyotik

duyarlilig1 negatif olarak degerlendirildi.

2. Yontem: Besi yeri igeren petrilere yayma yontemiyle bakteri ekimi yapildi
ve kuruyan petrilere antibiyotik diskleri yerlestirildi. Petriler 1-2 giin inkiibatorde
tutuldu.

Degerlendirme: Disk etrafinda bos bir zonun olusmasi durumunda antibiyotik
duyarlilig1 pozitif olarak degerlendirildi.

KARBON KAYNAGI KULLANIMI: Bakteri izolatlarmin karbon kaynaklarim

kullanma yeteneklerini ortaya c¢ikarmak icin bakterilerin tiremelerinin minimum
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oldugu minimal besi yeri hazirlanarak Tablo 3.1°de gosterilen % 1 oraninda karbon

kaynaklari ilave edildi.

Tablo 3.1. Kullanilan karbon kaynaklari.

Monosakkarid Disakkarid Trisakkarid Diger

Glikoz Sakkaroz Raffinoz Propiyonik asit

Ksiloz Maltoz Sodyum sitrat
Sodyum asetat

Galaktoz Sellobioz Etanol

Fruktoz Laktoz

Mannoz Trehaloz

Riboz

Arabinoz

Gliserol

Minimal besi yeri hazirlandi (0.2 gr /It yeast ekstrakti, 0.5 gr/lt pepton, 5 gr/lt NaCl)
2
Her sekerden 200 mg almip ayr1 ayr1 2-3 saat steril edildi
2
Steril sartlarda 200 mg veya 200 pl (sivilar i¢in) karbon kaynaklar1 +20 ml minimal
besiyeri igeren tiipler hazirlandu. Iki ayr1 tiipe 10 ml olarak taksim edildi
2

Farkli sekerleri iceren tiiplerin pH’lar1 6lciildii
2
Her bir tiip i¢in 1ml inokiilum ve 9 ml minimal besiyeri+ karbon kaynagi iceren
tiipler hazirland1
2
Tiipler 2-3 giin inkiibatorde tutuldu
2
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470 nm’de absorbanslar okundu
d

Kontrole gore tiipler degerlendirilerek uygun tiipler i¢cin 2. asamaya gecildi. 2.
asamaya gecen tiiplerden 2 ml almip 8 ml minimal +karbon kaynagi iceren tiipe

eklendi ve bir giin sonra 470 nm*‘de absorbans degerleri okundu.

3.1.6. Lipit Analizi

Kullanilan ¢ozeltiler:

Dittmer ve Lester

Soliisyon A:1 litre HySO4 (25 N % 70 v/v) e 40.11 g MoOs ilave edilir ve MoOs3
bitinceye kadar kaynatilir.

Soliisyon B:500 ml soliisyon A’ya 1.78g Mo ilave edilir ve 15 dak kaynatilir.
Soguyan karisimdan 50 ml ve soliisyon A dan 50ml alinip iizerine 200 ml distile su
ilave edilerek hazirlanir.

o-Naftalin

o-Naftalin: 2.2 g

Etil alkol:10.5 ml de ¢oziindiiriiliir ve buna

HQSO4I 6.5 ml

Etil alkol: 40.5 ml

Destile su: 4.0 ml

a-Naftalin 10.5 ml etil alkol de ¢6ziindiiriiliir ve bu karisima H>SOys, etil alkol ve su
karigtirilir.

Ninhidrin:
Ninhidrin: 0.2 g
Etil alkol: 100 ml.

Ce (SOQQ
120 ml H,SOy destile su ile 1000 ml ye tamamlanarak hazirlanir.

Lipit analizinde kullanilmak iizere her bir bakteri i¢in 1.5 litre NB besi yeri
hazirland1 (NB: 13gr / It ). Bakteriler bir giin inkiibatorde tutuldu. Bakteri kiiltiirti 50
ml lik tiiplerde 7000 rpm’de 10 dak. santrifiij edildi. Pelet kism1 ayr1 bir tiipte
toplandi. Tiim peletlerin oldugu tiip 2 defa saf su ile yikanip 7000 rpm’ de 10 dak.
santrifiij edildi. Daras1 alinmus tiipteki yas bakterilerin agirlig: 6l¢iildii ve bakteriler
60 °C ‘de kurutuldu.
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Tablo 3.2. Lipit analizi i¢in kullanilan bakteri miktarlar1

Bakteri Besiyeri Yas agirhk Kuru
varyeteleri (ml) (2 agirhk(g)
KGS5 650 4.233 0,442
KG8 1500 8.644 0,438
KG9 1500 11.065 0,918

Besiyerinde iiretildikten sonra kurutulan bakteri numunelerine (Tablo 3.2)

CHCI3/CH30H/HyO (65/25/4) ilave edildikten sonra 24 saat karistirict iizerinde
tutuldu. Siipernatant kismu filtre edildikten sonra rotavapordan (40°C) gegirildi.
Numune CHCl3/CH30H/HyO (65/25/4) tamponuyla yikandi ve N, altinda
kurutulan numunelere 1 ml CHCl3/CH30H/H,O (65/25/4) ilave edildi. 20x20

ebatindaki TLC’lere (Thin Layer Chromatography, Silika jel 60F,ss, 0.25 mm,
Merck) bu numuneler ve standardlar (Thermus ve Bacillus tiirlerine ait) uygulandi.

Uygulanan bu numuneler solventte (CHCl3/CH30H/H,O (65/25/4)) yiiriitiildiikten
sonra TLC'ler bakterilerin fosfolipitleri icin Dittmer ve Lester soliisyonu,
glikolipitleri i¢in alfa-naftalin, aminolipitleri i¢in ninhidrin soliisyonu ve ayrica

gliko-fosfo-aminolipitleri ig¢in Ce (SO4), ile muamele edilerek bakterilerin lipit

profilleri bakimindan, Thermus ve Bacillus 'a olan benzerlikleri analiz edildi.

Bakterilerin igerdikleri fosfolipit ve glikolipitleri daha belirgin bir sekilde
analiz etmek i¢in iki yonlii TLC'ler (20x20 ebatlarda) kullanild1 (Nicolaus ve ark.
2001).

3.1.6.1.Fosfolipit Analizi

Iki yonli TLC (Ince Tabaka Kromotografisi) ile 8 tane fosfolipit standarti
kullanilarak bakterilerin icerdikleri fosfolipit gesitleri tespit edildi. Bunun i¢in 10x10
ebatindaki TLC’ lere bakterilere ait numuneler ve 8 farkli fosfolipit standart1 (1/1)
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uygulandi. Kullanilan standartlar: 1(3-sn-fosfatidil)-rac-gliserol) sodyum kloriir,
bovine heart cardiolipin disodyum tuzu, phospmatidylethanolamine, bovine brain 3-
sn-fosfatidil L-serin, -rac-1,2, dipalmitol-gliserol-3-fosfoetanolamine, 1-2 dipalmitol-
sn-gliserol-3-fosfocolinmonohidrat, = DL-a-fosfoasidik ~ asit  dipalmitol  ve

sfingosilfosforil colin (Sigma).
3.1.6.1.Fosfo-glikolipit Analizi

Bakterilerin fosfo-glikolipitleri, 10x20 ebatlardaki TLC'ler ikiye boliinerek

fosfolipit ve glikoliptler icin ayr1 ayr1 kimyasallarla muamele edilerek tespit edildi.
3.1.6.1.Yag Asidi Analizi

Kurutulan bakteriler bir giin karistirilip siizdiiriiliip rotavapordan gegirildi (40 °C)

\)

Azot altinda kurutulup agirhiklar1  tespit edilen numunelere 1 ml

CHCI3/CH30H/H,O (65/25/4) ilave edildi
2

Numuneler azot altinda kurutuldu

\)

I¢inde 20 mg lipit olan tiiplere CH3;O0H / HCI (9/1) den 1 ml birakildi
2

Tiipler 24 saat 75 °C’de tutuldu
2

Tiipler azot altinda kurutulup 4 kez metanolle yikandi

\)

Tiiplere 100 pl metanol ilave edildi
2

Yag asidi standardina (Metilici abano esteri ) 200 pl CHCl; ilave edildi

5x10 ebatindaki TLC’ye bakteri numuneleri ve standart uygulandi

\!
TLC Exan /etil asetat (96/4) te yiiriitiildi
\!
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Solventten ¢ikarilan TLC 5 dak. I, ile muamele edildi
2

Olusan bantlar ¢izildi

2
TLC Ce (S0y);ile muamele edildi

Bakteri numunelerini igeren tiipler Azot altinda kurutulduktan sonra bu
tiiplere 500ul CHCI; ve 500ul CH30OH ten 100 pl birakildi. 3 tane 20x20 ebatindaki
preparatif TLC’ye (Silica jel 60F,s4, 0.5 mm, Merck) standart (Metilici abano esteri)
ve numuneler uygulandi. TLC’ler hexan/etil asetat (96/4 ml) solventinde yiiriitiildii.
TLC’ler I, ile muamele edildikten sonra olugan bant kazinilarak i¢inde silika (0.040-
0.063 mm) olan cam kolona dolduruldu. Kolon 50 ml CHCl3/CH3OH (25/25 ml) ile

yikandi. Azot altinda kurutulan numunelerin agirliklar1 tespit edildi. Bakterilerin
icerdigi yag asitlerinin tiplerini ve miktarlarini tespit etmek i¢in numuneler GC-MS
(Gaz Kromotografisi/Kiitle Spektrometresi) ile analiz edildi (NICOLAUS ve ark.
2001).

3.1.7. Kinon Analizi

Bakterilerdeki kinonlarm varligini tespit etmek icin besiyerinde iretildikten

sonra kurutulan bakteri numunelerine CHCl3/CH30H/H,O (65/25/4) ilave

edildikten sonra 24 saat karistirict iizerinde tutuldu. Siipernatant kismu filtre
edildikten sonra rotavapordan (50 °C) gecirildi. Azot altinda kurutulan numunelere
100-200 ul kloroform ilave edildi. 20x20 TLC'lere bu numuneler uygulandi.
Uygulanan bu numuneler solventte (hexan/etil asetat (96/4 ml) yiiriitiildiikten sonra
TLC'ler iizerindeki kinon bantlar1 UV altinda tutularak isaretlendi. Daha sonra Ce

(SOy4), ile muamelesi ile kinon bantlari tespit edildi.

Kinon saflastirilmasi icin 3 bakteriye ait azot altinda kurutulmus numunelere

CHCI3/CH30H (1/1ml) den 1 damla ilave edildi. Numune spotlanmig TLC'ler

hexan/etil asetat (96/4 ml) solventinde yiiriitiilldiikten sonra elde edilen bantlar
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kazilarak, silika iceren cam kolon birakildi. Kolon 50 ml CHC13/CH3OH (25/25 ml)

ile yikandi. Azot altinda kurutulan numunelerin agirliklar: tespit edildi. Bakteri
numunesi iceren siselere 100 pl kloroform brrakildi. Bakteri numunesinden 5 pl
alind1 ve HPLC’de(Yiiksek Performans Likit Kromotografisi) sisteme enjekte edildi.
HPLC'leri (akis oranm1 1ml/1dak., A 254 nm, 100 Rp-18.5 wum ve kullanilan kolon:
LiChroCART HPLC Cartridge 100Rp-18.5 um) yapilarak kinonlarm safliklar1 test
edildi (NICOLAUS ve ark. 2001).

Azot altinda kurutulmus bakteri numunelerine kloroform-d 99.8 atom % D’
den 700 pl birakildi. Bu karisim 6zel NMR tiipiine birakildi. Numunelerin '"H NMR
(Niikleer Manyetik Rezonans), (300 MHz) analizleri yapildi. NMR analizi
sonucunda elde edilen pikler, kinon tiplerinin verdigi spesifik pik degerleri ile

karsilastirarak bakterilerin kinon tipi belirlendi.

NMR analizi ile bakterilerin kinon tipleri belirlendikten sonra LC- MS ile
kinonlarin icerdigi izopren iiniteleri tespit edildi. Bunun icin NMR analizinden sonra
agirliklar: belli olan bakteri numunelerine net agirliklar: oraninda kloroform ilave
edilip LC-MS (Likit Kromatografisi /Kiitle Spektrometresi) ile kinonlarin
agrrliklarinm tespiti i¢cin analiz yapildi (% 100 metanol, akis orami 1.2 ml/dak.,
Reverse Phase C 18 kolonu, 254 nm. dalga boyu).

3.1.8. rRNA Dizi Analizi

rRNA dizi analizi i¢in kat1 besi yerinde iiremis bir giinliik bakteriler alinarak
Genomik DNA ekstraksiyonu yapildi (Poli ve ark. 2006) ve sonra 16S rRNA nin
PCR ile amplifikasyonu ve PCR iirlinlerinin saflagtiriimast RAINEY ve ark.
1994;1996, tarafindan agiklanan yonteme gore gerceklestirildi. Saflastirilan PCR
triinlerinin Taq Dye-DeoxyTM Terminator Cycle Sequencing Kiti (Applied
Biosystems) kullanilarak dizileme (sequencing) yapildi. Dizi reaksiyonlar1 Applied
Biosystems 373A DNA Sequencer kullanarak elektroforetik olarak analiz edildi.
Bakteri izolatlarin1 teshis etmek icin 16S rDNA dizileri belirlenen KG5, KGS8 ve
KG9 ve yakin tiirler arasindaki 16S rRNA benzerlik degerleri, hem EMBL-EBI
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(European Bioinformatics Institute) niikleotit dizileri veri bankasindan hem de

GenBank (NCBI Blast-nucleotide sequencing) veri tabanindan elde edildi.

Filogenetik agac olusturmak icin veri tabanindan elde edilen 16S rRNA gen
dizi benzerlikleri (16 S rRNA gene similarity) oranlar1 girilen bir program kullanildi
(PHYLIP package), (FELSENSTEIN, 1993). JUKES ve CANTOR (1969)
yontemiyle mesafe matriksi hesaplandiktan sonra filogenetik aga¢ neighbour-joining

metodu ile ¢izildi.

3.2.ALICYCLOBACILLUS ACIDOCALDARIUS  SUBSP.
RITTMANNIP’NIN ~ INTRASELLULER  B-GALAKTOZIDAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI

3.2. 1. Kimyasal Maddeler

o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (ONPG) ve 6-Bromo-2-naphthyl-f3-D-
galactopyranoside (BNG), Diazo blue B, Sodyum dodesil siilfat (SDS) ve laktoz

Sigma’dan temin edilmistir.
3.2.2. Biyolojik Materyal

B-Galaktozidaz enziminin saflagtirilmasinda kullanilan termoasidofilik —A.
acidocaldarius subsp. rittmannii italya’nin Ulusal Arastirma Merkezi Biyomolekiiler
Kimya Enstitiisii’'nde gorev yapan Barbara Nicolaus ve ekibi tarafindan Antartika’nin
Rittmann daginin jeotermal topraklarindan izole edilerek tanimlanmistir

(NICOLAUS ve ark.1998).
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3.2.3. Enzim Saflastirma Asamalar

A. acidocaldarius subsp.rittmannii’nin intraselliiler 3-galaktozidaz enziminin
saflastirilmasinda asagidaki asamalar uygulanmistir.
1. Bakterilerin kiiltiire alinmasi.
2. Enzimin saflastirilmasi.

a. Hiicrelerin parcalanmasi ve ekstraksiyonu.

b. Amonyum siilfat ile ¢oktiirme, Diyaliz ve Ultrafiltrasyon.

c. Jel filtrasyon kromatografisi, Diyaliz ve Ultrafiltrasyon

d. Iyon -degisim(DEAE) kromatografisi, Diyaliz ve Ultrafiltrasyon

e. Afinite kromatografisi, Diyaliz ve Ultrafiltrasyon

f. Preparatif elektroforez

g. Enzim iinitesinin belirlenmesi ve tiim saflagtirma asamalarinda enzim

spesifik aktivitesinin belirlenmesi
3. Enzimin 6zelliklerinin belirlenmesi

a. Elektroforetik analiz

b. Enzimin molekiiler agirliginin hesaplanmasi (FPLC ile gel filtrasyonu ve
SDS-PAGE)

¢. Optimum pH ve sicaklik tespiti

3.2.3.1.Bakterilerin Kiiltiire Alinmasi

A. acidocaldarius subsp. rittmannii (Strain MR 1) nin kiiltiire alinmasi
Nicolaus ve ark. 1998’e gore yapildi. Kiiltiirlere enzim indiiksiyonu ve iiretiminin
artirdmasi i¢in ayrica laktoz ilave edildi. 24 saat 61 °C’de 90 litrelik biyoreaktor
icerisinde % 1’lik laktoz iceren asagida bilesimi verilen 42 litrelik besi yerinde 56 gr
yas hiicre tiretildi (Santrifiij islemi; 4 °C, 15 dak., 18.500xg).

Yeast extract (4g/1),
(NH4)2 SO4 1g/1,
KH,PO4 (2g/1),
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2 ml/l A soliisyonu

2 ml/1 B soliisyonu

(A soliisyonu: 125 g/l (NH4)2 SO4 ,+ 50 g/l MgS0O4.7H,0)
(B soliisyonu: 62.5 g/l CaClL,.2H,0)

pH 0.1 M H,SOy ile 3.6-3.8’e ayarlanda.

3.2.3.2. Enzimin Saflastirilmasi

Biitiin saflastirma asamalar1 aksi yazilmadigi durumlarda oda sicakliginda
gergeklestirildi. Biitiin kromatografik deneyler 500 ml’ lik ultrafiltration system
(Corning) kullanilarak elde edilen ultrapure sterilize su kullanilarak gerceklestirildi.
Kullanilan tamponlar: (A) 0.1 M Tris HCI (pH 7), 30 mM MgCl,, 80 mM NaCl ; (B)
10 mM sodium phosphate (pH 7.0), 1 mM MgSOy ; (C)10mM Tris-acetate (pH 7.5),
10 mM MgSO4, 10 mM NaCl; (D) 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 2.5 mM MgCl,. (E) 50
mM Tris-HCI (pH 7.3), ImM MgCl1,; (F) 0.1 M sodium phosphate (pH 6.0).

Biitiin saflagtirma asamalarinda her bir fraksiyondaki protein igerigi 280 nm

ve enzim aktivitesi ise 405 nm’de Ol¢iilmiistiir.

A-Hiicrelerin parcalanmast ve ekstraksiyonu

Tampon A (175 ml)‘da cozdiiriilen dondurulmus 56 g hiicre sonikatorde
(Sonicator Ultrasonic Processor, Heat System) parcalandiktan sonra 4°C, 20 dak.
18.500 xg' de santrifiij islemi yapildi. Sonikator ile hiicre duvar1 veya membraninin
biitiinliigii bozularak doku parcalandi. Oncelikle, sonikator probu 1sinmay1 6nlemek
amaciyla buz altindaki ornek icine daldirildi ve istenilen titresim siddeti (Power 5) ile
ayarlanma yapildi ve 4 kez birer dakika araliklarla parcalanma gerceklestirildi.
Mikroskop altinda hiicre parcalanmasi teyit edildikten sonra santrifiij islemi (4°C, 20
dak.18.500 xg) gerceklestirildi ve elde edilen siipernatant ham ekstrakt olarak
degerlendirildi.
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B-Amonyum siilfat ile ¢oktiirme

Hiicre ekstraksiyonuna (175 ml) son konsantrasyon %50 [ w/v ] olacak
sekilde karistirict ve buz kullanarak yavas yavas amonyum siilfat (toplam 55.125 gr)
ilave edilerek coktiirme islemi saglandi. Cokelti santrifiijlendikten sonra (4°C, 45
dak.18.500 xg) belirli bir miktarda B tamponuyla (40 ml) tekrar ¢ozdiiriildii.

Yeniden ¢oziilen ¢okelek dikkate deger miktarlarda amonyum siilfat igerir.
Genellikle bir sonraki agamaya ge¢cmeden Once bu uzaklastirilmalidir. Bu amagla
diyaliz islemi uygulandi. Diyaliz islemi i¢in ilk dnce diyaliz tiipii kaynar distile suda
yumusatildi ve daha sonra enzim soliisyonu (40 ml) icerisine birakilarak sikica
baglandi. Diyaliz islemi 100 kat hacimde ki B tamponuyla gece boyunca 4 °C’de iki
kez tampon degistirilerek yapild.

Soliisyon icerisinde proteini daha fazla konsantre etmek icin ultrafitrasyon
islemi uygulandi. Amicon Ultrafiltrasyon Sistemi (Amicon YMI10 membrane)
kullanarak iistten tazyikli azot gazi altinda ve buz kabi icerisinde konsantrasyon

islemi (toplam 4.5 ml) gerceklestirildi.

C-Jel filtrasyon kromatografisi, Diyaliz ve Ultrafiltrasyon

Diyaliz edilmis enzim soliisyonu (1 ml) daha dnce C tamponuyla kararl hale
getirilen (etanolde korunan kolon 6nce ultrapure su ile 3 saat ve sonra C tamponuyla
3 saat yikand1) superdex 200 iceren bir kolona (40 cmx1.5 cm) uygulandi. Kolondan
inen numuneler her bir tiipte 3 ml olacak sekilde 0.5ml/dak akis hiziyla enzim
aktivitesi ve protein igeriklerinin belirlenmesi igin toplandi (25 tiip). B-galaktozidaz
iceren fraksiyonlar bir havuza almarak (110 ml) ultrafiltrasyonla konsantre edilip (4
ml) 5 litre D tamponuyla gece boyunca diyaliz edildi.
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D-Iyon-degisim (DEAE) kromatografisi, Diyaliz ve Ultrafiltrasyon

Hazir olarak alinan slatilmis (pre-wet) selluloz ile doldurulan (24x1.5 cm) ve
D tamponuyla karali hale getirilen DEAE-selluloz (DE52 Whatman) kolona 6nceki
adimdan elde edilen enzim soliisyonu iistten ilave edildi. Kullanilan kolonun
hacmine es degerdeki D tamponuyla yikandiktan sonra 1.5 ml/1 dak.akis hiz1 (3 ml
fraksiyonlar) ile ayni tamponda 0-0.3 M NaCl'nin bir lineer gradiyenti ile yikama
(elusyon) programi (50 ml D tamponu, 150 ml 0-0.3 M NaCl, 50 ml D tamponu)
uygulandi. 0.16 M NaCl konsantrasyonunda kolondan yikanan enzim fraksiyonlar1
topland1 (34 ml). Toplanan fraksiyonlar ultrafiltrasyonla konsantre edildikten sonra
(6 ml) E tamponunda gece boyunca diyaliz edildi.

E- Afinite kromatografisi, Diyaliz ve Ultrafiltrasyon

Onceki asamadan (DEAE seliiloz) elde edilen numune (2 ml) daha 6nce E
tamponuyla yikanan kolona (agarose-p-aminobenzyl-I-thio-p-D-galactopyranoside;
1x25 cm, Sigma) uygulandi. Kolon ayni tamponla bir kez daha yikandi. 0.2 ml/dak.
akis hiz1 (3 ml fraksiyonlar) ile ayn1 tamponda 0-1 M NaCl'nin lineer bir gradiyenti
ile yikama programi uygulandi (toplam 205 ml, 17 saat). 10 ve 100 mM borat
tamponu ile 1 ml/dak akis hiz1 ile kolon yikandi, fakat onemli oranlarda enzim
aktivitesi elde edilemedi. Kolonda tutulmayan ve toplanan enzimce aktif
fraksiyonlar (24 ml) F tamponunda diyaliz edilip ultrafiltrasyon ile konsantre edildi
(2.2 ml).

Enzim kolondaki liganta baglanmadigindan veya ¢ok zayif baglandigindan
daha sonra borat tamponu yerine %7.5' lik laktoz ve diisiik tuz konsantrasyonu gibi
alternatifler de kullanilarak proteinin saflastirma derecesi artirilmak istendi fakat bu

denemeler olumlu sonu¢lanmadi.
F-Preparatif elektroforez

Homojen enzim elde etmek icin preparatif PAGE (% 8) kullanildi. Affinite

kromatografisinden elde edilen enzim soliisyonu nativ PAGE ile ¢oziiniirlestirildi ve
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B-galaktozidaza denk gelen enzim bandi jelden koparildi (Fogel and Sypherd, 1968;
Galvani ve ark. 2001). Kesilen jel parcasi F tamponunda manuel olarak ogiitiildii.
Daha sonra jelden elute edildi. Enzim saflig1 sonra hem nativ hem de SDS-PAGE ile
kontrol edildi.

G- Enzim iinitesinin belirlenmesi ve tiim saflastirma asamalarinda enzim

spesifik aktivitesinin belirlenmesi

Tim saflastirma adimlar1 en az iki kez tekrarlanmustir. Tiim saflastirma
adimlarindan sonra 200 pl enzim soliisyonu alinarak enzim aktivitesi ve protein
miktar Olciimleri i¢cin derin dondurucuya alindi. B- galaktozidaz aktivitesi, 0.1 M
sodyum fosfat tamponu (pH 6.0) icinde 1.5 mM O-nitrophnyl-B-D-galactopyranoside
substratt (ONPG; Sigma; 18 mg/ml stok soliisyon) kullanilarak 65 °C de 6l¢iildii.
Substrat (1ml) ilgili sicaklikta 6n inkiibasyona tabi tutulduktan sonra enzim ilavesi
(10 pl) ile reaksiyon baglatildi. 10 dakikalik inkiibasyondan sonra 1 ml 1 M sodyum
karbonat ile reaksiyon durduruldu. ONPG’nin termal hidrolizini dikkate almak i¢in 1
ml tampon ve substrat iceren kor kullanildi. 405 nm de okunan absorbans degerleri
o-nitrofenol (iiriin) konsantrasyonlarma doniistiirmek icin, ONPG icin elde edilen
4376 mM" cm™ degerindeki millimolar extinction coefficient (€mnma05) sabitesinden
faydalanildi. Protein konsantrasyonlar1 BSA standart olarak kullanilan Bio-Rad
Assay Kiti yardimiyla tespit edildi.

Kinetik parametreler, 0.1 M sodyum fosfat tamponunda (pH 6.0) 0.1-50 mM
arasinda degisen ONPG konsantrasyonlar1 kullanilarak 65 °C’de olgiildii. Kinetik

parametre dlciimleri Lineweaver-Burk grafiginden faydalanarak yapilmistir.
3.2.3.3. Saflastirilan Enzimin Ozelliklerinin Belirlenmesi
A- Nativ PAGE ile Elektroforetik Analiz
Saflastirmanin cesitli agsamalarindan elde edilen aktif enzimatik fraksiyonlar

ve ham preparasyon (crude extract) Laemmli'nin nativ PAGE elektroforez teknigi ile

analiz edildi (Laemmli, 1970). Nativ PAGE teknigi soyle uygulandi; 4 °C' de % 8
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ik iki paralel jel kullanilarak non-denatiire sartlar altinda elektroforetik kosmadan
sonra jellerden biri protein bantlarim tespit etmek i¢in Coomassie Brillant Blue R-
250 (BioRad) ile boyanarak islemden gecirildi, diger jel ise bazi modifikasyonlarla
daha 6nce tamimlanan metotlar (Giiven ve ark.1994; Giiven ve ark.1995; Vetere ve
Paoletti, 1998; Becerra ve ark. 1998) kullanilarak [-galaktozidaz aktivitesi i¢in
boyandi. Aktivite jeli daha sonra %10 (v/v) metanol iceren 0.1 M sodyum fosfat pH
6.0 da % 0.025 6-bromo-2-napthyl-p-D-galaktopyranoside (BNG) de inkiibe edildi.
Inkiibasyon 65 °C’de 30 dakika uygulandi. Inkiibasyondan sonra distile suya %
0.125’1ik diazo-blue B soliisyonunda 2-5 dak. tutuldu. Enzimin varligi mor bir
bandin olusmasiyla tespit edildi. Daha sonra jel % 75’°lik asetik asit i¢cinde fikse
edildi ve durulandi. Bu islemlerden sonra jeller jel kurutucu aletinde 80 °C’de 2 saat

(gel dryer) kurutuldu.

B-Enzimin Molekiiler Agirligimin Hesaplanmast (FPLC ile gel filtrasyonu ve
SDS-PAGE kullanilarak)

Enzimin denatiire haldeki molekiil agirligi, Bio-Rad 'den alinan (fosforilaz b
(94 kDa), serum albumin (67 kDa), ovalbumin (43 kDa), karbonik anhidraz (30
kDa), tripsin inhibitor (20.1 kDa) ve a-laktalbumin (14.4 kDa) gibi diisiikk molekiiler
agirlikli SDS-PAGE molekiiler agirlik standartlar kullanilarak SDS-PAGE teknigi
ile belirlendi (Laemmli, 1970). Bunun icin % 8’lik jelde, proteinler, Coomassie
Brillant Blue R-250 ile boyandi ve boya cikarma soliisyonu ile iyice yikandiktan
sonra, jel kurutuldu ve enzimin aldig1 mesafe semilogaritmik bir skalada standart
proteinlerle karsilastirilarak belirlendi.

B-Galaktozidazin nativ sartlardaki molekiiler kiitlesini hesaplamak i¢in Bio-
Rad’in standart proteinleriyle (thyroglobulin (669 kDa), y-globulin (158 kDa),
ovalbumin (44 kDa), miyoglobulin (17 kDa), vitamin B12 (1.34 kDa) kalibre edilen
ve 50 mM sodyum fosfat pH 7.0 ile kararli hale getirilen FPLC Superdex 200 kolonu
(30x1.5 cm) kullanarak yapildi. Kolonun kararli hale getirilmesi, yiiklenmesi ve
elusyonu oda sicakliginda 0.5 ml/dak. akis hiz1 ile yapildi. Toplam 100 pl enzim
numunesi kolona enjekte edildi. Her bir standardin ve saf enzimin elusyon volumii

(Ve ; yani proteinlerin yikandigi fraksiyon)  bilgisayar uyumlu FPLC aleti
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(Amersham-Biosciences) ile 280 nm'de absorbansin Ol¢iilmesiyle belirlenirken, f-
galaktozidaz’m V.si ise aktivite Slgiimii ile belirlendi. B-Galaktozidazin nativ
molekiiler agirlig, her bir standart proteinin log molekiiller agirliklarmin ilgili V. ye
kars1 grafige gecirerek kalibrasyon egrisinden hesaplanmistir (PISANI ve ark.,
1990).

C- Optimum pH ve Sicaklik Tespiti

B-Galaktozidaz enzimi iizerine pH etkisi 65 °C ’de pH 3.5-8.5 araliginda (0.1
M sodyum nitrat (pH 3.5-6.0) ve sodyum fosfat (pH 6.0-8.5) tamponu kullanilarak ve
sicaklik etkisi 0.1 M sodyum fosfat tamponunda (pH 6.0) 35-95 °C araliginda test
edilmistir. Kullanilan substrat konsantrasyonu 1.5 mM ONPG. Tiim tamponlar enzim
katilmadan once istenen sicakliklarda on 1sitmaya tabi tutuldu. Kuvars kiivetler de

sabit 1silarda tutuldu.
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4. BULGULAR

4.1. BAKTERILERIN OPTiMUM UREME SICAKLIK VE OPTIMUM
UREME PH DEGERLERININ TESPITi

Materyal ve Metod’da belirtildigi gibi bakteri cogalmasi 470 nm’de
spektrofotometrik Olgtimle tespit edildi. KGS5'in tireme sicaklik araligi 15-45 °C,
optimum iireme sicakligi 40 °C olarak tespit edildi. KG8'in tireme sicaklik araligi 35-
65 °C, optimum iireme sicakligi 55 °C olarak tespit edildi. KG9' un iireme sicaklik
araligr 30-55 °C, optimum iireme sicakligr 50 °C olarak tespit edildi (Sekil 4.1).
Boylece, KG5’in mezofilik, KG8 ve KG9 izolatlarmin ise ilimh termofil bakteriler

smifina girdikleri goriilmektedir.

—4—-KG5 4 KG8 —— KG9

Absorbans (470 nm)

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Sicaklik (°C)

Sekil 4.1. Sicakligin Bakterilerin Uremesi Uzerine Etkisi

KG5'in iireme pH araligi pH 6-9.5, optimum pH 7.5 olarak tespit edildi.
KG8' in lireme pH aralig1 pH 5.5-9.5, optimum iiremenin ise pH 7.5 oldugu bulundu.
KG9 i¢in iireme pH araligi pH 5-10.5, optimum pH ise 7.5 olarak tespit edildi (Sekil
4.2).



Absorbans (470 nm)

3 - —a—-KG5 —4—KG8 —e—KG9

Sekil 4.2. pH’nin Bakterilerin Uremesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.3 izolatlarin optimum sicaklik ve pH’da 6, 12, 24 ve 48 saatlerdeki

tireme grafigini gostermektedir.

Absorbans (470 nm)

1.4
1,2

0.8
0,6
0.4
0,2

—a—KG5 —+—KG8 —e— KG9

0 6 12 24 36 48

Ureme zamani (saat)

Sekil 4.3. Bakterilerin Zamana Bagl Ureme Grafigi
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4.2. MORFOLOJIK ANALIZLER

KGS5' in endosporlar1 oval sekilli, sentral konumlu (Sekil 4.4 ve 4.5), gram
pozitif (Sekil 4.6), fakiiltatif anaerobik, hareketli, kolonileri diiz mat ve piiriizli
oldugu tespit edildi (Sekil 4.7).

Sekil 4.4. KG5'e ait Endospor Goriiniisii
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Sekil 4.5. KG5'in Mikroskopik Goriintiisii

Sekil 4.6. KG5'in Gram Boyama Ozelligi
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Sekil 4.7. KG5'in NB Agar Uzerindeki Koloni Gériiniimii
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KG8'in endosporlar1 oval sekilli, subterminal konumlu (Sekil 4.8 ve 4.9),
gram pozitif (Sekil 4.10), fakiiltatif anaerob, hareketli, kolonileri diiz mat ve piiriizlii

oldugu tespit edildi (Sekil 4.11).

Sekil 4.8. KG8'e ait Endospor Goriiniisii
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Sekil 4.9. KG8'in Mikroskopik Goriintiisii

Sekil 4.10. KG8'in Gram Boyama Ozelligi
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Sekil 4.11. KG8'in NB Agar Uzerindeki Koloni Goriiniimii
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KG9'in gram pozitif (Sekil 4.12), fakiiltatif anaerob, hareketli, endosporlari

oval sekilli, subterminal veya paraterminal konumlu (Sekil 4.13), kolonileri diiz mat

ve piriizlii oldugu tespit edildi (Sekil 4.14).

Sekil 4.12. KG9'un Gram Boyama Ozelligi
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Sekil 4.13. KG9'un Mikroskopik Goriiniimii

Sekil 4.14. KG9'un NB Agar Uzerindeki Koloni Goriiniimii
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4.3.BiYOKIMYASAL VE FiZYOLOJiK ANALIiZLER

4.3.1.Karbon Kaynaginin Kullanim

Tablo 4.1’de KGS5' in maltoz, fruktoz, sellobioz, riboz, sodyum asetat,
proponoik asit ve sakkarozu karbon kaynagi olarak kullandigini, Tablo 4.2°de ise
KG8'in galaktoz ve az oranda da sodyum asetat ve proponoik asiti karbon kaynagi
olarak kullandigini acik bir sekilde gostermektedir. KG9'un maltoz, sellobioz, laktoz,
ksiloz, raffinoz, sodyum asetat ve galaktozu karbon kaynagi olarak kullandig: tespit
edildi (Tablo 4.3). Tablolarda verilen OD degerleri iki ayr1 testin ortalamasini

gostermektedir.

Tablo 4.1. KG5'in Degisik Karbon Kaynaklarinda Uremesi (OD 470 nm)

1. GUN 2. GUN 3.GUN SONUC
KGS5 (Kontrol) 0.519 (T) 0.255 0.145
KG5+Glukoz ND 0.427 0.227 --
KG5+Sakkaroz 1.245 (T) 0.569 0.525 +
KG5+Maltoz ND 1.241 1.124 ++
KG5+Sellobiyoz 1.120 (T) 0.984 ++
KG5+Laktoz 0.850 (T) 0.391 0.207 w
KG5+Ksiloz 0.680 0.248 --
KG5+Trehaloz 0.915 (T) 0.404 0.270 w
KG5+Galaktoz ND 0.290 --
KG5+Fruktoz 1.216 (T) 1.053 ++
KG5+Mannoz ND 0.180 --
KG5+Raffinoz ND 0.368 --
KG5+Riboz 1.259 (T) 1.134 ++
KG5+Arabinoz 0.693 0.433 --
KG5+Gliserol ND 0.105 --
KG5+Sodyum 0.968 (T) 0.730 0.872 ++
asetat
KG5+Sodyum ND 0.060 --
sitrat
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1. GUN 2. GUN 3.GUN SONUC
KG5+Propiyonik ND 0.780 0.700 ++
asit
KG5+Etanol ND 0.210 --

T: Taze besi yerine transfer edilerek tekrar tireme 6zelliklerinin test edilmesi
ND: Ureme tespit edilmedi
w: Ureme zayif; + Ureme yeterli; ++ Ureme oldukca iyi; -- Ureme saglanamadi

Tablo 4.2. KG8'in Degisik Karbon Kaynaklarinda Uremesi (OD 470 nm)

1. GUN 2. GUN 3.GUN SONUC
KG8(Kontrol) 0.290 0.130 0.125
KG8+Glukoz ND 0.217 --
KG8+Sakkaroz ND 0.270 --
KG8+Maltoz ND 0.240 --
KG8+Sellobiyoz 0.382 0.250 w
KG8+Laktoz 0.410 0.273 0.236 w
KG8+Ksiloz ND 0.160 --
KG8+Trehaloz ND 0.225 --
KG8+Galaktoz ND 0.695 (T) 0.400 +
KG8+Fruktoz ND 0.260 --
KG8+Mannoz ND 0.210 --
KG8+Raffinoz ND 0.310 0.312 --
KG8+Riboz ND 0.185 --
KG8+Arabinoz ND 0.125 --
KG8+Gliserol ND 0.200 --
KG8+Sodyum 0.477 0.545 0.314 w
asetat
KG8+Sodyum ND 0.139 --
sitrat
KG8+Propiyonik ND 0.410 0.420 w
asit
KG8+Etanol ND 0.176 --

T: Taze besi yerine transfer edilerek tekrar tireme 6zelliklerinin test edilmesi
ND: Ureme tespit edilmedi
w: Ureme zayif; + Ureme yeterli; -- Ureme saglanamadi



Tablo 4.3. KG9'un Degisik Karbon Kaynaklarinda Uremesi (OD 470 nm)

1. GUN 2. GUN 3.GUN SONUC
KG9 (Kontrol) 0.390 (T) 0.149 0.112
KG9+Glukoz 0.760 0.730 (T) 0.173 w?
KGY+Sakkaroz 0.671 0.848 (T) 0.200 w?
KG9+Maltoz ND 0.808 (T) 0.725 ++
KG9+Sellobiyoz ND 0.801 (T) 0.785 ++
KGY9+Laktoz 0.816 (T) 0.517 0.400 +
KG9+Ksiloz 0.805 (T) 0.574 0.538 +
KGY9+Trehaloz 0.734 0.701 (T) 0.220 w?
KG9+Galaktoz ND 0.615 (T) 0.550 +
KGY9+Fruktoz ND 0.825 (T) 0.220 w
KG9+Mannoz ND 0.711 (T) 0.170 W
KGY9+Raffinoz 0.799 (T) 0.546 0.475 +
KG9+Riboz 0.938 (T) 0.418 0.336 w
KGY9+Arabinoz ND 0.210 --
KG9+Gliserol ND 0.370 --
KG9+Sodyum 0.853 (T) 0.600 0.500 +
asetat
KG9+Sodyum ND 0.174 --
sitrat
KGY9+Propiyonik ND 0.552 0.350 w
asit
KGY9+Etanol ND 0.210 0.176 --

T: Taze besi yerine transfer edilerek tekrar tireme Ozelliklerinin test edilmesi
ND: Ureme tespit edilmedi
w: Ureme zayif; + Ureme yeterli; ++ Ureme oldukga iyi; -- Ureme saglanamadi
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4.3.2.Katalaz Testi

Katalaz testinde KGS5'in negatif, KG8'in pozitif ve KG9'un ise gii¢clii pozitif
reaksiyon gosterdigi tespit edildi (Tablo 4.6; Sekil 4.15).

Sekil 4.15. KG5, KG8 ve KG9'un Katalaz Aktivite Testi

4.3.3.0ksidaz Testi

KGS5, KG8 ve KG9'un oksidaz aktivite testinde negatif reaksiyon gosterdigi
tespit edildi (Tablo 4.6.)



81

4.3.4.Nisasta Hidrolizi

Nisasta hidrolizi testiyle KG5'in negatif, KG8'in pozitif ve KG9'un ise gii¢lii
pozitif reaksiyon gosterdigi tespit edildi (Tablo 4.6; Sekil 4.16-4.18).

Sekil 4.16. KG5'e ait Nisasta Hidrolizi Testi
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Sekil 4.17. KG8'e ait Nigasta Hidrolizi Testi

Sekil 4.18. KG9'a ait Nisasta Hidrolizi Testi
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4.3.5.Kazein Hidrolizi

Kazein hidrolizi testiyle KGS5' in gii¢lii pozitif, KG8' in negatif ve KG9'un ise
pozitif reaksiyon gosterdigi tespit edildi (Tablo 4.6; Sekil 4.19 ve 4.20).

Sekil 4.19. KG5'e ait Kazein Hidrolizi Testi
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Sekil 4.20. KG9'a ait Kazein Hidrolizi Testi
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4.3.6. Jelatin Hidrolizi

Jelatin hidrolizi testiyle KGS5'in pozitif (Sekil 4.21), KG8 ve KG9'un negatif

reaksiyon gosterdigi tespit edildi (Tablo 4.6).

Sekil 4.21. KG5'e ait Jelatin Hidrolizi Testi

4.3.7. L-Tirozin Degredasyonu

KG5 ve KG8'in pozitif (Sekil 4.22 ve 4.23), KG9'un ise negatif reaksiyon
gosterdigi tespit edildi (Tablo 4.6).
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Sekil 4.22. KG5'e ait L-Tirozin Degradasyonu Deneyi

Sekil 4.23. KG8'e ait L-Tirozin Degradasyonu Deneyi
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4.3.8. Nitrit Rediiksiyonu

KG5 ve KG8'in pozitif, KG9'un ise giiclii pozitif reaksiyon gosterdigi renk
olusumuyla tespit edildi (Tablo 4.6; Sekil 4.24-4.26).

Sekil 4.24. KG5'e ait Nitrit-Nitrat Rediiksiyonu Deneyi
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Sekil 4.25. KG8'e ait Nitrit-Nitrat Rediiksiyonu Deneyi

Sekil 4.26. KGY'a ait Nitrit-Nitrat Rediiksiyonu Deneyi
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4.3.9. Nitrat Rediiksiyonu

KGS5'in negatif, KG8'in pozitif ve KG9'un ise giicli pozitif reaksiyon
gosterdigi tespit edildi (Tablo 4.6; Sekil 4.24-4.26).

4.3.10. Hippurat Hidrolizi

KG5'in zayif, KG8'in pozitif, KG9'un ise negatif reaksiyon gosterdigi tespit
edildi (Tablo 4.6; Sekil 4.27 ).

Sekil 4.27. KG5, KG8 ve KG9'a ait Sodyum Hippurat Hidrolizi Testi
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4.3.11. Sodyum Azid Duyarhhg

Tablo 4.4’te goriildiigii gibi 1 ve 3 giinliik inkiibasyon siiresinden sonra

KG5'in ve KG8' in pozitif, KG9'un negatif reaksiyon gosterdigi tespit edildi (Tablo

4.6).

Tablo 4.4. Sodyum Azid (SA) Duyarlilig1 (OD 470 nm)

Kontrol (% 0.02 SA) Kontrol (% 0.02 SA)
1.giin 1. giin 3.giin 3. giin

KGS5 1.100 0.200 1.300 0.260

KG8 1.150 0.095 1.200 0.078

KG9 0.550 0.747 0.890 0.500

4.3.12. Lizozim Duyarhhg:

Tablo 4.5’te goriildiigi gibi 1 giinliik inkiibasyon siiresinden sonra KG5 ve

KG8'in pozitif, KG9'un ise zayif reaksiyon gosterdigi tespit edildi (Tablo 4.6).

Tablo 4.5 Lizozim Duyarlilig1 (OD 470 nm)

Kontrol | (% 0.001 Lizozim)
1.giin 1.giin

KG5 0.820 0.703

KGS8 1.141 1.015

KG9 1.220 0.780




Tablo 4.6. izolatlarin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Ozellikler KG5 KG8 KGY
Katalaz - + ++
Oksidaz - - -
Gram Boyama + +
Nisasta hidrolizi - ++
Kazein hidrolizi ++ - +
Jelatin hidrolizi - -
L-tyrosine degredasyonu + -
Nitrit rediiksiyonu + ++
Nitrat rediiksiyonu - + ++
Hippurat hidrolizi w + -
Lizozim duyarlilig1 - - W
Sodyum azid duyarlilig1 -
Hareketlilik
Aerobik

+ pozitif; ++ giiclii pozitif; -- negatif; w zayif

4.3.13. NaCl Toleranslari
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Tablo 4.7°de goriildigi gibi ¢ok genis NaCl konsantrasyon araliklar1 24
saatlik siirede test edilmis, KG5'in %5, KG8'in %3 ve KG9'un ise %15 oranindaki

NaCl konsantrasyonlarina tolere ettigi tespit edildi. OD degerleri 3 ayr1 ¢alismanin

ortalamasimi gosterir.

Tablo 4.7. izole Edilen Bakterilerin Degisik Konsantrasyonlardaki NaCl'e

Toleranslar1 (OD 470 nm)
Strains | Kontro| Y%3 %5 %7 | %10 | %12.5 | %15 |%l17.5| %20 | 925
l
KG5 1.079 | 1.259 | 1.180 | 0.523 | 0.057 | ND ND ND ND ND
KG8 1.380 | 0.905| 0.240 | ND | ND ND ND ND ND ND
KG9 1.368 | 1.043 | 1.395 | 1.307 | 1.198 | 1.180 | 1.102 | 0.079 | 0.080 | 0.085

ND: Ureme tespit edilmedi.
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4.3.14. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Materyal ve Metod kisminda belirtilen birinci yOntemle antibiyotik
duyarliliklar1 test edilen KGS5'in Penicillin 2, Penicillin 10, Nystatin 100, Ampicillin
25'e direngli oldugu (Tablo 4.8; Sekil 4.28-4.32), ikinci yontemle duyarhiliklari
inhibisyon zon ¢aplar1 baz alinarak test edilen KG8'in sadece Nystatin 100'e direngli
oldugu (Duyarli olanlarin inhibisyon caplart 20 mm'den daha biiyiik oldugu
bulunmusgtur; Tablo 4.8; Sekil 4.33-4.38) ve birinci yontemle duyarlilig: test edilen
KG9'un Penicillin 2, Penicillin 10, Chloramphenicol 10, Nystatin 100, Ampicillin 25,
Lincomiysin 15, Fosidik asit 10 ve Bacitrin 10'a direngli oldugu tespit edildi (Tablo
4.8; Sekil 4.39-4.44).

Sekil 4.28. KG5'in NV30, K30 ve NS100 Antibiyotiklerine Duyarlilig



Sekil 4.30. KG5'in C10, C50, S25 ve MY 15 Antibiyotiklerine Duyarlilig
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Sekil 4.32. KG5'in B10, P10, FD10 ve P2 Antibiyotiklerine Duyarlilig1



Sekil 4.34. KG8'in VA30, B10, N30 ve AMP25 Antibiyotiklerine Duyarlilig1
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Sekil 4.36. KG8'in CN30, E5 ve E30 Antibiyotiklerine Duyarlilig1
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Sekil 4.39. KG9'un NV30, NS100 ve K30 Antibiyotiklerine Duyarlilig1

Sekil 4.40. KG9'un FD10, MY 15, AMP25 ve S25 Antibiyotiklerine Duyarlilig1



Sekil 4.42. KG9'un ES5, E30 ve P10 Antibiyotiklerine Duyarlilig1
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Sekil 4.43. KG9'un N30, VA30 ve CN30 Antibiyotiklerine Duyarlilig1

Sekil 4.44. KG9'un TE30, TES0 ve P2 Antibiyotiklerine Duyarlilig1



Tablo 4.8. Antibiyotik Duyarlilik Testi

Antibiyotikler

Strain KG5

Strain KG8

Strain KG9

P2 iu Penicillin G

—+

—+

ES mcg Erythromycin

P10 1u Penicillin G

—+

C10 mcg
Chloramphenicol

S25 mcg Streptomycin

NS100 iu Nystatin

K30 mcg Kanamycin

NV30 mcg Novabiacin

CN 30 mcg Gentamycin

N30 mcg Neomycin

VA 30 mcg Vancomycin

AMP25 mcg Ampicillin

TE30 mcg Tetracycline

TES0 mcg Tetracycline

MY 15 mcg Lincomycin

C50 mcg
Chloramphenicol

FD10 mcg Fusidic acid

B10 iu Bacitracin

E30 mcg Erythromycin

+ Qreme var (Direncli)
- Ureme yok (Direngsiz)

4.4.LiPiT VE YAG ASIDi ANALIiZi:

4.4.1.Lipit Analizi
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Thermus ve Bacillus standartlar1 ile yapilan karsilastirmalarda izole edilen

bakterilerin fosfolipit, glikolipit ve aminolipitlerinin Bacillus standartlarina biiyiik

oranda benzerlik gosterdikleri tespit edildi (Sekil 4.45-4.50).
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Sekil 4.45. Bakteri Izolatlarina ait Glikolipitlerin Thermus Cinsi Bakterilerin
Glikolipit Standartlar1 ile Karsilagtirilmasi
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Sekil 4.46. Bakteri izolatlarina ait Fosfolipitlerin Thermus Cinsi Bakterilerin

Fosfolipit Standartlar1 ile Karsilastirilmasi
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Sekil 4.47. Bakteri Izolatlarina ait Glikolipitlerin Bacillus Cinsi Bakterilerin
Glikolipit Standartlar1 ile Karsilagtirilmasi
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Sekil 4.48. Bakteri Izolatlarma ait Fosfolipitlerin Bacillus Cinsi Bakterilerin

Fosfolipit Standartlar1 ile Karsilastirilmasi
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Sekil 4.49. Bakteri izolatlarma ait Aminolipitlerin Thermus Cinsi Bakterilerin

Aminolipit Standartlar1 ile Karsilastirilmasi
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Sekil 4.50. Bakteri Izolatlarma ait Fosfo-gliko-aminolipitlerin Thermus Cinsi
Bakterilerin Fosfo-gliko-aminolipit Standartlar1 ile Karsilagtirilmasi
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Bakterilerin icerdikleri fosfolipit ve glikolipitleri iki yonlii TLC'ler
kullanilarak daha belirgin bir sekilde analiz edildi (Sekil 4.51-4.56).

< IR P B PO - ks |

Sekil 4.51. KG5'e ait Glikolipitlerin Iki Yonlii TLC ile Analizi
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Sekil 4.52. KGS5'e ait Fosfolipitlerin Iki Yonlii TLC ile Analizi
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Sekil 4.53. KG8'e ait Glikolipitlerin Iki Yonlii TLC ile Analizi
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Sekil 4.54. KG8'e ait Fosfolipitlerin Iki Yonlii TLC ile Analizi
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Sekil 4.55. KG9'a ait Glikolipitlerin Iki Yonlii TLC ile Analizi
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Sekil 4.56. KG9'a ait Fosfolipitlerin iki Yonlii TLC ile Analizi
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Sekiz tane lipit standardi kullanilarak 3 bakteri izolatin igerdigi fosfolipit
cesitleri iki yonlii TLC ile tespit edildi. KG5'in toplamda 4 fosfolipit bandi igerdigi
ve bunlardan birinin mindr (3-sn-fosfatidil L-serin, bovine brain ) diger ii¢ bantin ise
major oldugu (1,3-sn-fosfatidil-rac-gliserol sodyum kloriir, -rac-1,2, dipalmitol-
gliserol-3-fosfoetanolamine, bir tanesi de standartlara karsilik gelmedi) tespit edildi
(Sekil 4.57). KG8'in toplamda 6 bant igerdigi ve bunlardan 3 bantin mindr (1,3-sn-
fosfatidil-rac-gliserol sodyum kloriir, 3-sn-fosfatidil L-serin (bovine brain), bir tanesi
de standartlara karsilik gelmedi) 3 bantin major oldugu (-rac-1,2, dipalmitol-gliserol-
3-fosfoetanolamine, DL-o-fosfoasidik asit dipalmitol, bir tanesi de standartlara
karsilik gelmedi) tespit edildi (Sekil 4.58). KG9'un ise toplamda 4 fosfolipit band1
icerdigi ve bunlardan 1 bantin mindr (3-sn-fosfatidil L-serin ) 3 bantin major
(cardiolipin disodyum tuzu (bovine brain), -rac-1,2, dipalmitol-gliserol-3-

fosfoetanolamin, DL-a-fosfoasidik asit dipalmitol) oldugu tespit edildi (Sekil 4.59).
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Sekil 4.57. Fosfolipit Standartlar1 Kullamlarak KG5'e ait Fosfolipit Cesitlerinin iki
Yonlii TLC ile Tespiti (a, b, ¢ ve d)
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Sekil 4.58. Fosfolipit Standartlar1 Kullamlarak KG8'e ait Fosfolipit Cesitlerinin iki
Yonlii TLC ile Tespiti (a, b, c, d ve e)
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Sekil 4.59. Fosfolipit Standartlar1 Kullanilarak KG9'a ait Fosfolipit Cesitlerinin iki

Yonlii TLC ile Tespiti (a, b, ¢, d ve e)
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Bakterilerin tek yonlii TLC ile yapilan fosfo-glikolipit analizleri sonucunda
yalniz KGS5'in bir tane fosfo-glikolipit icerdigi tespit edildi. KG8 ve KG9'un ise
icermedigi tespit edildi (Sekil 4.60-4.62).

Sekil 4.60. KG5'e ait Fosfo-glikolipit Tek Yonlii TLC ile Tespiti
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Sekil 4.61. KG8'e ait Fosfo-glikolipit Tek Yonlii TLC ile Tespiti
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Sekil 4.62. KG9'a ait Fosfo-glikolipit Tek Yonlii TLC ile Tespiti
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4.4.2.Yag Asidi Analizi

GC-MS analizi sonucunda bakterilerin total hiicre yag asitlerinin c¢esidi ve
yiizde oranlar1 (FAME kompozisyonu) tespit edildi. Tablo da goriildiigii gibi KGS en
fazla oranda nC16:0 (% 28) , KG8 iC15:0 ( % 44.6) ve KG9 ise iC15:0 (% 37.6)’ien
fazla oranda ihtiva ettigi tespit edildi. KG5, KG8 ve KG9 varyetelerine ait yag
asitlerinin GC-MS spektrumlar: incelenerek yag asidi cesitleri tespit edilmis (Sekil
4.63-4.65), yiizde oranlar1 ise otomatik olarak bilgisayar programindan elde

edilmistir (Tablo 4.9).

Sekil 4.63. KG5’e ait Yag Asitlerinin GC-MS Spektrumlari (a [total FAME profili],
b [iC15:0], ¢ [nC16:0] )

a)

Abundance s e © TICFPO.D
300000¢

280000|
260000
240000/
220000/
200000|
160000|
160000/
140000|
120000]
100000)
80000,
60000}

40000‘
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Orrrrrrfrrerery YT Ty _ yrereTe L AR TITYT T rrerys
Time-> 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18 00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32 00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.0046.00 48 (M
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b).
Abundance Scan 3652 (26.312 min): FPS.0
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Sekil 4.64. KG8’e ait Yag Asitlerinin GC-MS Spektrumlari (a [total FAME profili],
b [iC15:0], ¢ [iC17:0] )

Abundance e = = TIC:STRAINBD

3500000
3000000|
2500000
2000000
1500000
1000000 l

? | nAFLb.._/ ,IL}L . " N

Ol o

Time—> 22,00 23.00 24,00 25,00 26,00 27,00 26.00 29.00 30.00 31.00 32.00 33.00 34,00 35.00 36.00 37.00 35.00 39,00 40.00 41.00 42.0

T Scan 3664 (26.325 min). STRANBD
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c). ) _ e

Abundance e s Scan 4283 (30,327 min): STRAIN D
J n 4283 (30 y

N4
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Sekil 4.64. KG9’a ait Yag Asitlerinin GC-MS Spektrumlari (a [total FAME profili],
b [iC15:0], ¢ [iC17:0] )
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Tablo 4.9.KG5, KG8, KG9’un Yag Asidi Profilleri

FAME KG5
nC14:0 2.8%
iC15:0 22.5%
aiC15:0 5.1%
nC15:0 0.6%
iC16:0 13.8%
nC16:0 28%
nC17 :0 10%
nC18 :0 16.9%
FAME KGS8
nC14:0 2%
iC15:0 44.6%
aiC15:0 3.8%
nC15:0 1.1%
bC16:0 8.9%
nC16:0 16%
iC17 :0 20%
nC18 :0 3.3%
FAME KG9
iC15:0 37%
aiC15:0 16.8%
nC15:0 T
nC16:0 10%
iC17 :0 22%
aiC17 :0 11.8%
nC17 :0 T
nC18 :0 2.0%

1180 ; ai anteiso ; n normal.
b dall1 yag asidi metil esteri.
T iz miktarda yag asidi.
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4.5.KINON ANALIZI

Tek yonlii TLC ile tiim bakteri varyetelerinin tek tip kinon icerdigi UV altinda
tespit edildi (Sekil 4.66) Preparatif TLC yontemi ile kazinan kinon banti, silika
iceren kolondan gegirilerek saflastirildi.  Safligi  kontrol etmek icin HPLC
kromatografisi yapildi. HPLC sonucunda kinonlarin saflastirildig: tespit edildi (Sekil
4.67-4.69).

'H-NMR (300 MHz) kullanilarak bakterilerin icerdigi kinon tipleri tespit
edildi. Analiz sonucunda bakterilerin MK tipi kinonlar i¢erdigi bulundu (Sekil 4.70-
4.72).

Bakteri izolatlar1 icerisinden KG8'e ait kinon tipinin sahip oldugu isopren

unite sayist LC-MS yontemi ile hesaplanarak MK-7 oldugu tespit edildi (Sekil 4.73.).

Sekil 4.66.Bakteri izolatlarmin icerdigi kinonlarin tek yonlii TLC iizerinde UV'deki

goruniimii
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Sekil 4.67. HPLC ile KG5'e ait Kinon Analizi
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BAKTERILERIN FiLOGENETIK POZISYONLARININ
BELIiRLENMESI

Materyal ve Metot kisminda belirtildigi gibi KG5 ve KG8'in 16S rRNA'sma
ait 1500, KG9'a ait 500 niikleotit dizisi belirlendi. Bakterilerin filogenetik
pozisyonlarii belirlemek i¢in tespit edilen 16S rRNA gen dizileri (Tablo 4.10-4.12)
gen bankasinda (EMBL-EBI; European Bioinformatics Institute) mevcut olan diger

mikroorganizmalara ait 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirildi.



Tablo 4.10. KG5'in 1500 Baz Cifti Uzunlugundaki 16S rRNA Baz Dizilimi
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5'-CCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGA
TTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG
CCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCG
CATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCAT
TAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGC
TTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTT
GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
GTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGA
AAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTT
AGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
ACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGT
TCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAG
CATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG
TTTGTAACACCCGAAGTCGGTGRGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGAC

AGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACC-3'
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Tablo 4.11. KG8'in 1500 Baz Cifti Uzunlugundaki 16S rRNA Baz Dizilimi

5'-CTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACGATT
CAAAAGCTTGCTTTTGRATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGC
CCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGAAAYACGAAAGRYCGC
ATGGTCTTTCGTTGAAAGRCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATT
AGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCC
TTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGCAGTCACTGGCGGTACC
TTGACGGTACCTAACGAGGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTG
AGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT
GTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTGCTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAA
CCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACC
TTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGCTAAAAGTCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGGCGGTACAAAGGGTCGCGAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAAAAAGCCGCTCTC
AGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGA
TCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGA
GAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCCTTACGGGAGCCAGCCGCCGAAGGT
GGGGCAAATGATTGGGGTGAA-3'
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Tablo 4.12. KG9'un 500 Baz Cifti Uzunlugundaki 16S rRNA Baz Dizilimi

5'-GATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCG
AGCGGACCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGT
AACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGG
CTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGCTT
TCAGCTACCACTTGCAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATG
AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTC
GAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAATAGCCACG-3'

KG5 ve KG8’in tespit edilen 1500 Baz uzunlugundaki 16S rRNA gen dizileri
gen bankasinda (EMBL-EBI; European Bioinformatics Institute) mevcut olan diger
mikroorganizmalara ait 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirilmig, KG5'in % 100
oraninda B. cereus'a, % 99.9 oraninda B. thrungiensis'e ve % 99.8 oraninda B.
anthracis'e benzedigi bulunmustur. KG8'in 16S rRNA dizileri karsilastirildiginda
Anoxybacillus kamchatkensis'e % 99, A. flavithermus, A. ayderensis ve A. gonensis'e
% 98 ve A. pushchiensis'e ise % 97 oraninda homolojiye sahip oldugu bulunmustur.

KG9'un tespit edilen kismi 500 baz dizisinin karsilastirilmasi sonucunda bu
izolatin Bacillus licheniformis'e biiyiik bir benzerlik (%99'dan daha fazla) gosterdigi

bulunmustur.

Almanya'daki DSMZ-Alman Mikroorganizma ve Hicre Koleksiyonu
Merkezi'ne depolanmak iizere gonderilen, morfolojik ve 16S rRNA dizi analizi ile
dogruluklar: tekrar teyit edilen bakteri varyetelerine asagida gosterilen DSM giris
kod numaralar1 (accession number) verilmistir.

DSM 18475: Anoxybacillus sp. KG8
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DSM 18502: Bacillus sp. KGS (B. cereus grubu iiyesi)
DSM 18503: Bacillus sp. KG9 (B. licheniformis benzeri)

Materyal ve Metot kisminda belirtildigi gibi JUKES ve CANTOR (1969)
yontemiyle mesafe matriksi hesaplandiktan sonra filogenetik aga¢ neighbour-joining
metodu ile ¢izildi. Sekil 4.74 ve 4.75’te swrasiyla Bacillus sp. KG5 ve Anoxybacillus
sp. KG8' in pozisyonunu gosteren filogenetik dendrogramlar goriilmektedir. Bacillus
sp. KG9'a ait 500 baz dizisi filogenetik dendrogram ¢izimi i¢in yeterli olmadigindan

filogenetik aga¢ olusturulamadi.
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Sekil 4.74. KG5’in Filogenetik Pozisyonu
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Sekil 4.75. KG8’in Filogenetik Pozisyonu
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47. ALICYCLOBACILLUS ACIDOCALDARIUS SUBSPECIES
RITMANNIPNIN B-GALAKTOZIDAZ ENZIiM SAFLASTIRILMASI

4.7.1. Bakterilerin Intraselliiler B-Galaktozidaz Enzim Uretimi icin

Kiiltiire Alinmasi

Daha Once yaptigimiz calismalarda A. acidocaldarius subsp. rittmannii’nin
konstitiif intraselliiler B-galaktozidaz enzimini turettigini, laktoz ve diger bazi
indiikleyiciler yardimiyla enzim iiretiminin artabilecegi bulunmustur (GUVEN,
2004). Bu nedenle, 56 gr yas MRI1 varyetesi % 1’lik laktoz igeren besi yerinde

tretilmistir.

4.7.2. Enzim Saflastirma Asamalari

Enzim saflagtirma asamalar1 swrasiyla amonyum siilfatla ¢oktiirme, jel
filtrasyon, iyon-degisim ve afinite kromatografileri ve en sonunda preparatif

elektroforezi kapsar.

A-Ham ekstrakt, Amonyum siilfat coktiirmesi ve diyaliz sonrasinda

enzim spesifik aktivitesi ve verimlilik

56 gr Yas MRI varyetesinin sonikasyonu sonucunda ham ekstraktta total
protein, total enzim aktivitesi ve spesifik aktivite oranlari sirasiyla 2187 mg, 1514 U
ve 0.692 U/mg olarak hesaplanmistir (Tablo 4.13). Amonyum siilfat (% 50)
coktiirmesi ve diyaliz sonrasinda ise total protein, total enzim aktivitesi, spesifik
aktivite ve saflastirma (kat; fold) oranlar1 sirasiyla 630 mg, 828.3 U, 1.31 U/mg ve
1.90 olarak bulunmustur. Verimlilik ise % 100’den % 54.6’ya inmistir.
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B-Jel Filtrasyon Kromotografisi

Sekil 4.76’da, jel Filtrasyon (permeation) kromatografisine ait eliisyon profili
goriilmektedir. Fraksiyonlarda 280 nm’de protein analizi ve 405 nm ‘de enzim
aktivite Olciimii yapilarak deneyler gerceklestirildi. Enzimce aktif fraksiyonlar
toplandiktan sonra diyaliz gerceklestirildi ve sonrasinda total protein, total enzim
aktivitesi, spesifik aktivite ve saflastirma (kat; fold) oranlar1 sirasiyla 320 mg, 559.5
U, 1.75 U/mg ve 2.53 olarak bulunmustur. Verimlilik ise % 36.9 olarak

hesaplanmigtr.

(® ) Absorbans 280 nm
(V) Absorbans 405 nm

0 5 10 15 20 25
Fraksiyon sayisi

Sekil 4.76. Gel Filtrasyon Kromatografisinde Eliisyon Profili
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C-DEAE-Seliiloz Kromotografisi
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Sekil 4.77. DEAE-Seliiloz Kromatografisinde Eliisyon Profili

Sekil 4.77°de, DEAE-selilloz kromatografisine ait eliisyon profili
goriilmektedir. 0-0.3 M NaCl'nin bir lineer gradiyenti ile yikama (elusyon) programi
uygulandi. 0.16 M NaCl konsantrasyonunda enzimin kolondan yikandigir bulundu.
Fraksiyonlarda 280 nm’de protein analizi ve 405 nm’de enzim aktivite Olciimii
yapilarak deneyler gerceklestirildi. Enzimce aktif fraksiyonlar toplandiktan sonra
diyaliz gerceklestirildi ve sonrasinda total protein, total enzim aktivitesi, spesifik
aktivite ve saflastirma (kat; fold) oranlar1 sirasiyla 186.5 mg, 510 U, 2.73 U/mg ve
3.95 olarak bulunmustur. Verimlilik ise % 33.6 olarak hesaplanmuistr.
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D-Afinite Kromotografisi
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Sekil 4.78 . Afinite Kromatografisinde Eliisyon Profili. Sekildeki paralel

¢izgi 0-1 M NaCl'nin lineer bir gradiyentini gostermektedir.

Sekil 4.78’de, afinite kromatografisine ait eliisyon profili goriilmektedir. 0-1
M NaCl'nin lineer bir gradiyenti ile yikama programi uygulandi. Fraksiyonlarda 280
nm’de protein analizi ve 405 nm’de enzim aktivite Ol¢iimii yapilarak deneyler
gergeklestirildi. Eliisyon program sonrasinda 10 ve 100 mM borat tamponu ile 1
ml/dak akis hiz1 ile kolon yikandi, fakat Onemli oranlarda enzim aktivitesi elde
edilemedi. Enzim kolondaki liganta baglanmadigindan veya c¢ok zayif
baglandigindan daha sonra borat tamponu yerine % 7.5'lik laktoz ve diisiik tuz
konsantrasyonu gibi alternatifler de kullanilarak proteinin saflagtirma derecesi
artiridmak istendi fakat bu denemeler olumlu sonu¢lanmadi.

Kolonda tutulmayan ve toplanan enzimce aktif fraksiyonlar diyalize alind1 ve
sonrasinda total protein, total enzim aktivitesi, spesifik aktivite ve saflastirma (kat;
fold) oranlar1 swrasiyla 26.2 mg, 218.2 U, 8.30 U/mg ve 11.99 olarak bulunmustur.
Verimlilik ise % 14.4 olarak hesaplandu.



E-Preparatif Elektroforez
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Homojen enzim elde etmek icin preparatif PAGE kullanildi. Afinite

kromatografisinden elde edilen enzim soliisyonu nativ PAGE ile ¢oziiniirlestirildi.

Nativ jelin her iki kdsesinden ince seritler halinde kesitler alinarak BNG boyama

ile enzimin yeri belirlendikten sonra -galaktozidaza denk gelen enzim bandi geri

kalan jelden koparildi. Kesilen jel parcasi F tamponunda manuel olarak ogiitiildii.

Daha sonra jelden elute edildi. Enzim saflig1 sonra hem nativ hem de SDS-PAGE

ile konrol edildi. Enzimin total protein, total enzim aktivitesi, spesifik aktivite ve

saflagtirma (kat; fold) oranlar1 swrasiyla 1.10 mg, 124 U, 112.7 U/mg ve 162.9

olarak bulunmustur. Verimlilik ise % 8.20 olarak hesaplandu.

Tablo 4.13. A. acidocaldarius subsp. rittmannii’ nin B-Galaktozidaz Enziminin Saflastirma

Adimlarinin Bir Ozeti. *

Saflastir. adim1 Total protein Total aktivite Spesifik aktivite Saflastirma Verim
(mg) U) (U/mg) (kat; fold) (%)
Ham ekstrakt 2187 1514 0.692 0 100
(NH4)2SOy ile ¢oktiirme
+ Diyaliz 630 828.3 1.31 1.90 54.6
Gel Filtrasyon 320 559.5 1.75 2.53 36.9
DEAE 186.5 510 2.73 3.95 33.6
Afinite 26.2 218.2 8.30 11.99 14.4
Preparatif elektroforez 1.10 124 112.7 162.9 8.20

* 56 g yas bakteri pelleti (24 saat % 1 lik laktoz igeren besi yerinde kiiltiire alinmistir).

Bu sonuglar, iki ayr1 numunelerden elde edilen ortalama verileri temsil etmektedir
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Tablo 4.13’te goriildiigii gibi en sonunda 112.7 U/mg spesifik aktiviteye
sahip, 162.9 kat ve % 8.2’lik bir verimle homojen enzim elde edilmistir. [-
Galaktozidaz enziminin afinite kromatografisine baglanmamas: veya zayif
baglanmas1 nedeniyle preparatif elektroforez asamasi saflastrma isleminde

uygulanmustir.

4.7.3. Enzim Ozelliklerinin Belirlenmesi

A-Elektroforetik Analiz

Sekil 4.79, tiim saflagtrma safhalarindan enzim preparasyonlarmin nativ
(non-denatiire) ve SDS-PAGE analizi gostermektedir. Sekil 4.79 A ve B’de iki
paralel kosulan non-denatiire jel goriilmektedir. Sekil 4.79A’da Commassie
Brillant Blue R-250 ile protein boyamasi, B’de ise BNG ile enzim aktivite
boyamasi gerceklestirilmistir. Sekil 4.79C’de ise saflastirilan homojen enzimin
denatiire SDS-PAGE ile analizi goriilmektedir. Her iki durumda da (Sekil 4.79A
bant 7 ve Sekil 4.79C bant 2) enzimin saf olarak elde edildigi goriilmektedir.
Biitiin kromatografik asamalar (jel filtrasyon, DEAE ve afinite) homojen saf
enzim eldesi icin gerekli olup, son adim olan preparatif elektroforezin kolaylikla

uygulanmasina yardimci olmaktadir.
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Sekil 4.79. . A.acidocaldarius subsp. rittmannii’ nin - Galaktozidaz
Enziminin Nativ ve SDS-PAGE Elektroforezi.
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B-Enzimin Molekiiler Agirhgimin Hesaplanmasi (FPLC ile jel filtrasyonu
ve SDS-PAGE)

Saflastirilan enzimin denatiire sartlar altinda standart proteinler yardimiyla yapilan
SDS-PAGE analizinde enzimin 76 kDa’luk monomerlerden olustugu tespit

edilmistir (Sekil 4.79C).

Ayrica non-denatiire sartlarda protein standartlar1 kullanilarak yapilan
molekiiler agirlik hesaplanmasi icin yiiksek performans kolonu (Superdex) iizerinde
gerceklesen jel filtrasyon kromatografisi (FPLC sistemi) kullanilmistir. Kullanilan
standartlar (thyroglobulin (669 kDa), y-globulin (158 kDa), ovalbumin (44 kDa),
miyoglobulin (17 kDa), vitamin B12 (1.34 kDa) ve bunlarin elusyon volumii (Ve ;
yani proteinlerin yikandigi fraksiyon hacmi) Sekil 4.80°’de gosterilmistir. Kolona
enjekte edilen saf enzimin elusyon volumu (V.) yaklasik 12 ml’de gerceklestigi
tespit edilmistir.

Non-denatiire protein standartlarinin ve saf enzimin elusyon volumii (V.; yani
proteinlerin yikandig1 fraksiyon) bilgisayar uyumlu FPLC aleti (Amersham-
Biosciences) ile 280 nm'de absorbansin Ol¢iilmesiyle belirlenirken, B-Galaktozidaz’in
V.si ise hem 280 nm’de absorbans 6lciimiiyle hem de aktivite Sl¢iimii ile teyit
edilmistir. f-Galaktozidazin non-denatiire (nativ) molekiiler agirligi, her bir standart
proteinin molekiiller agirhiklarimin ilgili Ve ye karsi grafige gecirerek kalibrasyon
egrisinden hesaplanmistir (PISANI ve ark., 1990). B-Galaktozidaz enziminin non-
denatiire molekiiler agirhigi 165 kDa olarak belirlenmistir. Boylece saflastirilan
enzimin oligomerik (birden fazla alt birim) oldugu, ya dimerik ya da trimerik yapida

olabilecegi tespit edilmistir.

C- B-Galaktozidaz Uzerine Ph Etkisi

Sekil 4.81°de goriildiigii gibi genis pH araliklarinda gerceklestirilen
caligmada saflastirilan B-galaktozidaz enziminin optimum pH’s1 6 olarak tespit

edilmistir (hem sodyum fosfat hem de sodyum sitrat tamponu kullanildiginda)
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C- B-Galaktozidaz Uzerine Sicakhgin Etkisi

Sekil 4.82” de goriildiigii gibi genis sicaklik araliklarinda gerceklestirilen
caligmada saflastirilan B-galaktozidaz enziminin optimum sicakligi 65 °C olarak

tespit edilmistir.

120

Rolatif aktivite (%)

0 T T T T T T T T 1
35 40 50 60 65 70 80 90 95

Sicaklik ( °C)

Sekil 4.82. p-Galaktozidaz Uzerine Sicakhigin Etkisi



156

D- B-Galaktozidazin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Kinetik parametre, 0.1 M sodyum fosfat tamponunda (pH 6.0) 0.1-50 mM
arasinda degisen ONPG konsantrasyonlar1 kullanilarak 65 °C’de ol¢iildii. Km degeri
Lineweaver-Burk grafiginden faydalanarak elde edilmistir. ONGP substrat1 icin Km
degeri 8.9 mM olarak hesaplanmustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada kullanilan bakteriler Tashdere-Batman ve Ko&s-Bingol
kaplicalarindan identifikasyon amacli olarak izole edilmistir. Bu kaplicalardan bes
bakteri varyetesi izole edilmis (KG5-KG9) ve bunlar icerisinde birbirinden farkli
oldugu tespit edilen 3 izolat (KGS5, KG8 ve KGY) iizerinde caligmalar
siirdiiriilmiistiir. Izole edilen bu bakterilerin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal
ozellikleri, lipit ve yag asidi icerikleri, kinon tipleri ve 16S rRNA dizi analizleri
yapilarak identifikasyonlar1 yapilmistir. Ayrica Antartika’dan izole edilmis diger bir
termofilik basil olan A. acidocaldarius subsp. rittmannii’ nin biyoteknolojik dneme
sahip olan P-galaktozidaz enzimi saflastirilmis ve saf enzimin bazi Ozellikleri

calisiimastir.

Son yillarda yapilan bir cok calisma sicak su kaynaklari gibi ekstrem
sartlardan izole edilen bakterilerin tanimlanmasi ve bunlarin dnemli iiriinleri tizerinde
yogunlasmistir (POLI ve ark. 2006). Ekstrem sartlarda yasamak ve cogalmak icin
organizmalar metabolik ve diger hiicresel fonksiyonlarin1 bu ortamlara adapte
etmislerdir. Termofilik organizmalarin hiicresel elemanlar1 (hiicre membrani) ve
bilesenleri (enzimler, proteinler, niikleik asitler vb.) yiiksek sicakliga dayanmklhidir
(65-85 °C). Ayrica ekstrem derecede asidik ve alkali sartlar gibi denatiirantlara ve de
proteolize dayaniklidirlar (KRISTJANSSON ve ASGEIRSSON, 2002; HAKI ve
RAKSHIT, 2003). Sicak su kaplicalarindan izole edilen termofilik bakterilerin en
onemli 0zelligi ekstrem sartlara dayanikli enzimlere sahip olmasidir ve bu da onlar1
biyoteknolojik a¢idan 6nemli kilmaktadir (NIEHAUS ve ark.,1998; DEMIRJIAN ve
ark., 2001).

Kos-Bingdl kaplicasindan izole edilen ve KGS5 olarak adlandirilan izolat,
“Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” de Bacillus cinsi i¢in verilen
ozelliklere uygunluk gostermektedir (HOLT ve ark. 1994). Bu bakteri ¢ubuk sekilli,
Gram-pozitif, fakiiltatif anaerob ve hareketlidir. Endosporlar1 oval sekilli olup,

sentral konumludur. KG5 i¢in iireme sicaklik araligi 15-45 °C (optimum 40 °C)
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olarak bulundugundan, mezofilik karakterde bir bakteri olarak tanimlanabilir. Tablo
5.1°de goriildiigii gibi KG5 bircok ozellik bakimindan iki B. cereus varyetesine
benzerlik gostermektedir. KG5’in sadece katalaz ve glukoz kullaniminin negatif

olmasi nedeniyle, B. cereus’un diger iki varyetesinden farkli oldugu tespit edilmistir.

Bacillus veya ona yakin cinslere bagli tiirlerin jelatinaz dahil proteazlar
tirettikleri bilinmektedir. Calisilan izolatlardan sadece KG5’in jelatini hidrolize ettigi

bulunmustur (DE CLERCK ve DE VOS, 2002).

Tablo 5.1. KG5’in fenotipik 6zelliklerinin diger B. cereus varyeteleri ile
kargilastirilmasi

Ozellikler B .cereus R11 B .cereus? KG5
Hiicre sekli Cubuk Cubuk Cubuk
Gram reaksiyonu + + +
Spor sekli; elipsoid-oval sekilli, + + +
sentral konumlu
Hareket + + T
Katalaz + +
Oksidaz
Anaerobik gelisim + + +
Biiyiime sicakligi (°C) maksimum 35 35-45 45
% 0.001 lizozimde biiylime + + +
% 5’lik NaCl ‘de gelisme - + +
Nisasta hidrolizi + + +
Sitrat kullanim - +
NO3 it NO2 ye indirgeme + + +
Kazein + + +
Tirozin ayrigmasi + + +
Glukoz kullanim1 + +

+ pozitif; - negatif
IMATSUMOTO ve ark. 2002
2YILMAZ, 2002
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Tablo 5.2’de goriildiigii gibi, KGS ile B. cereus varyetesi arasinda yag asidi
profili bakimindan benzerlik vardir. Her iki bakteride de nC16:0 major yag asidi,
1C15:0 ise ikinci biiyiik yag asididir. KG5’te nC18:0 yag asidinin B. cereus’tan ¢ok
daha fazla oranlarda bulunmasi (16.9) dikkat ¢ekicidir.

Tablo 5.2. KGS5 varyetesi ve diger B. cereus varyetesine ait yag asidi metil ester
(FAME) profillerinin karsilastirilmasi

Yag asidi | B.cereus KG5
BR5-529!
iC13:0 0.7 -
aCl13:0 0.1 -
iC14:0 1.8 -
nC14:0 2.9 2.8
iC15:0 21.4 22.5
aC15:0 6.0 5.1
nC15:0 1.8 0.6
iC16:0 12.5 13.8
nC16 24.0 28.0
iC17:0 17.5 -
aiC17:0 7.9 -
nC17:0 0.5 10
iC18:0 0.1 -
nC18:0 1.1 16.9

i 180 ; ai anteiso ; n normal.
Degerler her bir varyete icin toplam yag asitleri ytizdesi olarak verilmistir.
1 HAQUE VE RUSSELL, 2005

KG5’in 16S rRNA dizisinin veri tabanlarmda mevcut olan diger
organizmalara ait 16S rRNA dizileri ile karsilastirildiginda, KG5 % 100 oranimna
yakin B. cereus’a, % 99.9 oraminda B. thrungiensis’e ve % 99.8 oraninda B.
anthracis’e benzedigi bulunmustur. Bu benzerlik oranlarindan yararlanarak bir

filogenetik agag¢ olusturulmustur.
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B. cereus grubu iiyeleri aerobik endospor olusturan bakterilerin diger
iyelerinden kolayca ayirt edilmesine ragmen, kendi aralarinda fenotipik ve genotipik
olarak yakin akraba olduklarindan kolayca aywt edilememektedirler (Manzano ve
ark. 2003). 16S rRNA dizileri karsilastirildiginda, bu yiiksek orandaki benzerliklere
ragmen, tiir tanimlanmasinda kesin veri olusturan DNA-DNA hibridizasyon oranlar1
% 50-60 gibi tatmin etmeyen benzerlikler gostermistir. Bu yiizden, B. anthracis, B.
cereus ve B. thruringiensis bir tiriin alttiirleri olarak ele alinmasi gerektigini
savunanlarin yaninda, bunlarin ayr1 ayri ele alinmasi gerektigini savunanlar da vardir
(FRITZE, 2004; PIRTTIJARVI ve ark. 2000; MANZANO ve ark. 2003). Tam bir tiir
teshisi i¢in KGS5 ile B.cereus grubu iiyeleri arasinda DNA-DNA hibridizasyonu
yapilmalidir.

Tashdere-Batman kaplicasindan izole edilen ve KG9 olarak adlandirilan
izolat da Bacillus cinsi i¢in verilen 6zelliklere uygunluk gostermektedir. Bu bakteri
cubuk sekilli, Gram-pozitif, fakiiltatif anaerob ve hareketlidir. Endosporlar1 oval
sekilli olup, subterminal konumludur. KG9 i¢in iireme sicaklik araligi 30-55 °C
(optimum 50 °C) olarak bulundugundan, 1liml1 termofil karakterde bir bakteri olarak
tanimlanabilir. Tablo 5.3’de goriildigii gibi KG9 bircok ozellik bakimindan B.
licheniformis varyetesine benzerlik gostermektedir. KG9 un bazi karbon kaynaklarini
kullanma 6zellikleri bakimmdan farklilik gosterdigi bulunmustur. KG9’un en 6nemli
ozelliklerden bir tanesi yiiksek tuz konsantrasyonlarma tolerans gostermeleridir (%
15). KG9 i¢in iireme pH aralig1 pH 5-10.5, optimum pH ise 7.5 olarak tespit edildi.
KG9, minimum pH 7’den kiiciik maksimum pH 9.5’tan biiyiik ve optimum pH
8.5’tan kiiciik degerlere sahip oldugu icin alkalitolerant olarak adlandirilabilir
(PIKUTA ve ark. 2000).

Sicak su kaplicasindan izole edilen B. licheniformis st.603’iin bazi
ozelliklerinin KG9 varyetesiyle benzer oldugu tespit edildi. iki varyete de maksimum
55 °C’de iiredigi % 15 oraninda NaCl’ui tolere ettigi ve iki varyetenin de pH 5-10
arasindaki degerlerde iiredigi tespit edildi. Ancak B. licheniformis st. 603, 15 ile
55°C sicaklik araligina sahipken, KG9, 30-55 °C araligina sahiptir (BATRAKOV ve
ark. 2003).
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Tablo 5.3. KG9’in fenotipik 6zelliklerinin diger Bacillus licheniformis varyeteleri ile

kargilastirilmasi
Ozellikler B licheniformis! KG9
Hiicre sekli Cubuk Cubuk
Gram reaksiyonu + +
Spor Elipsoid Oval

sentral subterminal
Hareket + +
Katalaz + +
Oksidaz N.D. -
Anaerobik gelisim + +
Biiyiime sicakligi (°C) 15-55 30-55
9%0.001 lizozimde biiyiime - w
%7’lik NaCl ‘de gelisme + +
Nisasta hidrolizi + +
Jelatin hidrolizi - -
Sitrat kullanim + -
NO3 it NO7 ye indirgeme + +
Kazein + +
Tirozin ayrigmasi - -
Glukoz kullanim1 + w
Arabinoz kullanimi + -
Ksiloz kullanimi + +

n _

Propiyonat kullanimi1

Hippurat kullanimi

+ pozitif; - negatif; w zayif; N.D. test edilmemis

1YILMAZ, 2002
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Yag asidi profiline gore (Tablo 5.4) KG9 ve B. licheniformis’lerde major yag
asidi iC15:0’tir. Diger bir yag asidi olan nC18:0’nin KG9’da bulunmasi diger

varyetelerde bulunmamasi dikkat cekmistir.

Tablo 5.4. KG9 varyetesi ve diger B. licheniformis varyetelerine ait yag asidi metil
ester (FAME) profillerinin karsilastirilmasi

Yag asidi B. licheniformis! B. licheniformis

st. 6032 KG9
nC13:0 - T -
iC13:0 - 2 -
aiC13:0 - 1 -
aCl14:0 - 3 -
iC14:0 T 12 -
nC14:0 T 2 -
iC15:0 38.1 39 37
aC15:0 24.8 16.8
nC15:0 T T
iC16:0 55 16 -
aC16:0 T -
nC16:0 3.1 10
nC16:1 T - -
aC17:0 13.0 1 11.8
iC17:1 T - -
nC17:0 T 3 T
iC17:0 15.6 6 22
nC18:0 - - 2

i 180 ; ai anteiso ; n normal; T iz oranlarda.

Degerler her bir varyete i¢in toplam yag asitleri yilizdesi olarak verilmistir. T, iz miktarda

bulunur

1 SHEN ve ark., 1970
2BATRAKOV ve ark. 2003

KG9’in 16S

rRNA dizisinin veri

tabanlarinda mevcut

olan diger

organizmalara ait 16S rRNA dizileri ile karsilastirildiginda, KG9 % 99 oraninda B.

licheniformis’e benzedigi tespit edilmistir.
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Yukarida belirtildigi gibi, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal karakterler,
yag asidi kompozisyonu ve kinon analizine gore Bacillus cinsine ait oldugu saptanan
KG5 ve KG9’un 16S rRNA dizi analizi bu izolatlarin sirasiyla B. cereus ve B.

licheniformis’ e benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

45-70 °C optimum sicaklik araligma sahip termofilik aerobik spor olusturan
bakteriler Bacillus, Alicyclobacillus, Brevibacillus, Sulfobacillus ve Thermobacillus
gibi cinsler igerisinde yer alir. 16S rRNA dizilerinden yola ¢ikarak termofilik tiirlerin
cogu Bacillus genetik grup 1 ve 5’e dahil edilmistir. Bacillus coagulans, B. subtilis
ve B. licheniformis gibi termofilik tiirler 1. gruba dahil edilmistir. Grup 5’te ise
Bacillus stearothermophilus ve Bacillus thermoleovorans gibi termofilik basiller yer
alir (NAZINA ve ark. 2001). Son calismalarla endospor olusturan termofilik basillere
Anoxybacillus cinsi de dahil Edilmistir (PIKUTA ve ark. 2000; BELDUZ ve ark.
2003; DULGER ve ark. 2004; YUMOTO ve ark. 2004; CLERCK ve ark. 2004:
POLI ve ark. 2006).

Taghdere-Batman kaplicasindan izole edilen ve KG8 olarak adlandirilan
izolat Tablo 5.5°te gosterildigi gibi, dort farkli Anoxybacillus tirleri ile
karsilagtirilmisti. Bu bakteri cubuk sekilli, Gram-pozitif, fakiiltatif anaerob ve
hareketlidir. Endosporlar1 oval sekilli olup, subterminal konumludur. KG8 i¢in iireme
sicaklik araligi 35-65 °C (optimum 55 °C) olarak bulundugundan, ilimli termofil
karakterde bir bakteri olarak tanimlanabilir. Tablo 5.5’te goriildiigii gibi KG8 bir¢ok

0zellik bakimindan Anoxybacillus tiirlerine benzerlik gostermektedir.



Tablo 5.5. KG8’in fenotipik dzelliklerinin diger Anoxybacillus tiirleri ile
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kargilastirilmasi

Ozellikler 1 2 3 4 5
Hiicre Cubuk Kivrik-Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk
morfolojisi
Gram + \% + + +
Boyama
Oksijen Aerob/fakiil Aerob/fakiilt. Anaerob/fak Aerob/fakiilt. Aerob/fakiilt
ihtiyaci t. anaerob anaerob iilt. aerob anaerob . anaerob
Sicaklik 45-65 50-60 30-64 30-72 35-65
aralig1 (°C)
Optimum 61 50 54 60-65 55
Sicaklik (°C)
pH aralig 5.0-6.5 4.5-10.0 7.0-8.0 5.5-9.0 5.5-9.5
Optimum pH 5.6 7.0 7.0-8.0 7.0 7.5
Hareket + + - + +
NaCl(3%, - + - - +
w/V)
Nitrat - + + + +
indirgeme
Jelatin - + - - -
hidrolizi
Nisasta + + - + +
hidrolizi
Oksidaz - - + + -
Glukoz + + + - -
kullanimi
Xylose - + + - -
kullanimi
Trehaloz + + - N.D. -
kullanimi

+ pozitif; - negatif; v degisken; N.D. test edilmemis.

1, Anoxybacillus amylolyticus ; 2, Anoxybacillus contaminans ; 3, Anoxybacillus voinovskiensis; 4,
Anoxybacillus flavithermus; 5, KG8 varyetesi.
Tablodaki veriler CLERCK ve ark. 2004; YUMOTO ve ark. 2004; POLI ve ark. 2006’dan elde

edilmistir.
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Tablo 5.6’da goriildiigi gibi, Anoxybacillus’un tanimlanan tiirlerinde ve
KG8’de major yag asidi komponenti iC15:0’dir. Bunu ¢ogunlukla diger major yag
asidi olan 1C17:0 izlemektedir. Yag asidi profilleri KG8 izolatinin Anoxybacillus

cinsinin iiyesi oldugu cok acik bir sekilde gostermektedir.

Tablo 5.6. KG8 varyetesi ve Anoxybacillus tiirlerine ait yag asidi metil ester (FAME)
profillerinin karsilastirilmasi

Yag asidi 1 2 3 4 5 6 7 8 9
nC12:0 - - - - - 6.9 - - -
iC13:0 - - - - - - - - -
iCl4 - - 1.3 - 1.25 - - 0.88 -
nCl14 - 3.0 1.3 2.0 1.18 7.3 1.02 1.29 2.0
iC15:0 41.2 52.0 54.7 54.8 65.19 38.7 48.17 68.6 44.6
aiC15:0 2.13 7.0 8.0 1.2 2.64 2.0 3.58 §.56 3.8
nC15:0 0.1 - - 2.9 1.12 0.9 0.83 1.11 1.1
iC16:0 7.0 5.0 7.1 11.1 5.99 0.3 7.47 6.37 8.9
aiC16:0 0.12 - - - - - - - -
nC16:0 6.3 11.0 1.9 - 2.38 14.5 9.10 3.47 16
iC17:0 31.6 12.0 3.9 6.1 11.96 0.8 20.62 9.51 20
C17:0 - - - 17.7 0.82 - - - -
anteiso-

A

aiC17:0 8.4 7.0 - - 3.29 0.1 9.22 3.69 -
nC17:0 0.7 - - - - 0.5 - - -
aiC17:1 - - 7.1 - - - - - -
Cl17:1 - - 2.6 - - - - - -
iC18:0 0.09 - - - - - - - -
aiC18:0 0.7 - - - - - - - -
nC18:0 1.9 - - - - 10.4 - - 3.3

i 180 ; ai anteiso ; n normal.

1, Anoxybacillus amylolyticus ; 2, Anoxybacillus contaminans ; 3, Anoxybacillus voinovskiensis; 4,
Anoxybacillus  flavithermus; S, Anoxybacillus gonensis; 6, Anoxybacillus pushchinoensis, 7,
Anoxybacillus ayderensis; 8, Anoxybacillus kestanboliensis; 9, KG8 varyetesi.

Degerler her bir varyete i¢in toplam yag asitleri yiizdesi olarak verilmistir. Tablodaki veriler PIKUTA
ve ark. 2000; BELDUZ ve ark. 2003; DULGER ve ark. 2004; YUMOTO ve ark. 2004; DE CLERCK
ve ark. 2004; POLI ve ark. 2006’ den elde edilmistir.
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KG8’in diger Anoxybacillus tiirlerine ait 16S rRNA dizileri ile
karsilastirildiginda A. kamchatkensis’e % 99, A.flavithermus, A. ayderensis ve A.
gonensis’ € % 98 ve A. pushchiensis’e ise % 97 oraninda benzerlige sahip oldugu
bulunmustur. Bu benzerlik oranlardan yola ¢ikarak KG8’ in filogenetik pozisyonunu

gostermek amaciyla filogenetik agac¢ olusturulmustur.

KG8 izolatinn 16S rRNA dizi analizine gore % 99 oranda benzerlik
gosterdigi  A. kamchatkensis, katalaz negatif, nisasta hidrolizi negatif, optimum
tireme sicakligi 60 °C iken, KG8, katalaz (+), nisasta hidrolizi (+), ve optimum
iireme sicakhig1 55 °C olarak tespit edilmistir. Iki bakteri arasindaki yiiksek oranda
16S rRNA dizi benzerligine ragmen bu gibi farkliliklarin goriilmesi KG8’in ayr1 bir

tiir olabilecegini gostermektedir.

Ayrica tiir teshisinde kullanilan kinon tipleri calisilmis, tiim calisilan
izolatlarin menakinon icerdigi ve KG8 i¢in yapilan ileri calismada da bu menakinon
tipinin MK-7 oldugu bulunmustur. Ancak NAZINA ve arkadaslar1 (2001)’nin da
belirttigi gibi MK-7 tipi menakinonlarin Bacillus, Alicyclobacillus, Paenibacillus,
Brevibacillus, Salibacillus, Gracilibacillus, Anoxybacillus ve Thermobacillus gibi

termofilik basil cinslerini ayirt etmede kullanilmasi giictiir.

Izole edilen bakterilerin yeni bir tiir veya alt tiir oldugunu tespit etmek igin
morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testlerin yani sira yag asidi analizi, lipit
analizi ve kinon analizi ilk etapta yapilmasi gereken test ve analizlerdir. Daha
giivenilir tiir tayini yapmak icin ise bakterilerin 16S rRNA dizi analizlerini yaparak
bakterilerin hangi tiirlere yakin oldugu tespit edilir. Yakin tiirlerin benzerlik

oranlarindan yararlanarak filogenetik pozisyon belirlenir.

Yukarida aciklanan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal karakterler, yag
asidi kompozisyonu ve kinon analizine gore endospor olusturan termofilik basillerin
olusturdugu gruba ait oldugu saptanan KG8’in 16S rRNA analizine gore
Anoxybacillus tiirlerine % 99 oraninda benzerlik gostermesi, bu izolatin

Anoxybacillus tiirii oldugunu acikca gostermektedir. A. kamchatkensis tiirii ile DNA-
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DNA hibridizasyonu sonucunda elde edilecek homoloji ile bu izolatin yeni bir tiir

veya alt tiir oldugu ortaya c¢ikacaktir.

KG9’un nisasta hidrolizi pozitif, katalaz pozitif ve kazein hidrolizi pozitif,
KG5’in kazein ve jelatin pozitif, KG8’in ise nisasta hidrolizi pozitif olmasi
endiistriyel agidan Onemli olan enzimlerin (amilaz, proteaz vs.) kaynagi olmalari
acisindan 6nem arz etmektedirler. KG8 ve KG9’un termofilik karakterde olmalari

bunlar1 6nemli kilmaktadir.

Ekstrem sartlara dayanikli tiirlerin enzim kaynagi olarak kullanilma
potansiyelleri nedeniyle, Antartika’dan izole edilen ve tiir teshisi daha once yapilan
A. acidocaldarius subsp. rittmanii’nin endiistriyel ac¢idan Oneme sahip -

galaktozidaz enzimi saflastirilmistir.

Tablo 4.13 tiim enzim saflastirma adimlarini gostermektedir. Amonyum siilfat
coktiirmesi, jel filtrasyon ve DEAE-seliiloz kromatografisinden sonra enzim sirasiyla
1.9, 2.53 ve 3.95 kat saflagtirilmistir. Bununla beraber, bunlar1 izleyen afinite
kromatografisinde bir ¢ok alternatife ragmen, saflastirma diizeyini yeteri oranda
artirmadi1 (yaklasik 12 kat). Oysa bu afinite kolonu (p-aminobenzyl 1-thio--d-
galactopyranoside, Sigma) Aspergillus nidulans, Escherichia coli, ve Bacillus
megatherium’ a ait olanlar dahil, bir ¢ok [-galaktozidazin hizli bir sekilde
saflastirilmasinda basariyla kullanilmistir (NAGY ve ark. 2001). A. acidocaldarius
subsp. rittmannii’nin B-galaktozidaz enzimi afinite kolonuna ya baglanamamakta ya
da zayif baglandig1 goriilmektedir, ¢iinkii diisik NaCl konsantrasyonlarinda bile
kolondan yikanmaktadir (normalde 1 M NaCl de bile yikanma kolay gerceklesmez).
Bundan dolay:r uyguladigimiz preparatif elektroforez teknigiyle biiyiik oranlarda
homojen enzim elde ettik (113 U/mg protein spesifik aktivite, 163 kat saflagtirma ve
% 8’lik verimle).

NAGY ve ark. (2001) de Penicillium chrysogenum’un [-galaktozidaz

enzimini bu agaroz kolona uygulamis ve benzer sekilde saflastirma elde edememistir.
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HOLMES ve ark. (2000) ekstrem halofilik bir Archaea olan Haloferax alicantei’ nin
B-galaktozidaz enzimini ¢aligmuslar, afinite kromatografisi sonucunda bu enzimi
saflagtiramamiglar ve preparatif elektroforezle saflastirdiklar1 enzimin molekiiler

agirhigini tespit etmislerdir.

FPLC sistemini kullanarak [-galaktozidazin nativ (non-denatiire) molekiil
agirhigi hesaplanmis olup, elde edilen deger 165 kD’dur. 76 kD’liik molekiiler
agirhiga denk gelen tek bir protein bant ise denatiire sartlar altinda PAGE
elektroforezi ile elde edildi. Cok degisik B-galaktozidaz enzimleri diisiiniildiigiinde,
bu enzimin ¢ok diisiik molekiiler agirhga sahip oldugu goriilmektedir. Ornegin, E.
coli (116 kDa), Thermus aquaticus (144 kDa; termofilik enzim), Bacillus
stearothermophilus (120 kDa). PISANI ve ark (1990) ekstrem termoasidofilik
archaea bakterisi S. solfataricus’un denatiire olmamis [-galaktozidaz enziminin
molekiiler agirhigini aktivite jeli igerisinde 240 kD olarak tespit etmis ve bunlarin
benzer ve 60 kD’luk bir tetramer yapi sergiledigini bulmuslardir. VETERE ve
PAOLETTI (1998) Bacillus circulans’da 212 kD, 145 kD ve 86 kD molekiiler
agirhiga sahip ii¢ izoformun varligini gosterdiler. VIKHA ve ark (1987) Bacillus
subtilis’den elde ettikleri B-galaktozidaz’in SDS-PAGE ile 105 kD, jel filtrasyonu ile
215 kD’luk molekiiler agirliga sahip dimerik bir yapida oldugunu goésterdiler. Sunu
ifade etmek gerekir ki A. acidocaldarius subsp. rittmannii nin -galaktozidaz enzimi
ekstrem derecede halofilik olan archaea Haloferax alicantei’nin enzimine ¢ok benzer
oldugu bulunmustur. Afinite kromatografisine baglanamama 6zelligi de benzer olan
bu enzim 180 kD agirliga sahip iki monomerden (78 kD) olustugu bulunmustur
(HOLMES ve ark.1997). Benzer sekilde bir psikrofilik antarktika izolat1 olan
Planococcus’ a ait B-galaktozidaz (tuza diren¢li GH-42 glikozil hidrolaz ailesi tiyesi)
enziminin SDS-PAGE ile analizi molekiiler agirhigimin 75 kD, jel filtrasyonla yapilan
analiz sonucunda aktif formun ise 155 kD agirliga sahip oldugu, bdylece bu enzimin
dimer yapida olabilecegi sonucuna varilmistir (SHERIDAN ve BRENHLEY, 2000).
Saflastirdigimiz enzimin alt iinite molekiil agirligr ayrica Klebsiella varyetesinin
galaktozidaz III ile B. stearothermophilus’un izoenzim I (sirasiyla 68 and 70 kD;

31), Thermus sp A4 ve B. licheniformis’in termostabil -galaktozidaz enzimlerine
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(srrasiyla 70 ve 80 kD) de yakin oldugu bulunmustur (OHTSU ve ark.1998;
PHANTRAN ve ark. 1998).

A. acidocaldarius subsp. rittmannii’ den saflastirilan [-galaktozidaz 1n
molekiil agirhigina, izole edildigi organizmaya ve afinite kromatografisine
baglanamama veya zayif baglanma yetenegine bakildiginda biiyiik bir ihtimalle GH-
42 ailesinin bir iiyesi oldugu cok aciktir. GH-2 grubuna iiye olan enzimler 120 kD
gibi biiyiik polipeptidlere sahip dimer yap1 sergilemesine ragmen, GH-42 iiyeleri 75
kD’luk polipeptit igeren trimer yapiya sahiptir. GH-2’ler afinite ile kolayca
saflastirilirken, GH-42  iiyeleri  afinite  kolonuna  baglanamadigr  ic¢in
saflagtirilamamaktadir. Afinite kromatografisine baglanamama sebebi su sekilde izah
edilmektedir; enzime ait aktif merkezin protein yapisinda biiyiik bir cukur paket
icerisinde yer aldigi, dolayisiyla trimerik yapida dis yiizeyde yer alamadigindan
dolay1 afinite kromatografisindeki baglanma bolgeleri ile temas kuramamaktadir
(HIDAKA ve ark. 2002). GH-42’ye iiye olan B-galaktozidaz’larin (Thermus sp. A4’
den elde edilen dahil) cogu, hesaplanan molekiiler agirliklar1 (genelde 150 kD)
denatiire olanindan yaklasik iki kat fazla ¢iktig1 icin dimer olduklar1 zannediliyordu.
Bununla beraber, Thermus sp. A4’ den elde edilenin bir trimer oldugu ortaya
cikarilmistir (HIDAKA ve ark. 2002). Bu calismada elde edilen Jel filtrasyon ve
SDS-PAGE’in sonuglar1 A. acidocaldarius subsp. rittmannii’'nin B-galaktozidazi
benzer veya ayni alt iinitelerden (76 kD) olusan oligomerik (dimer veya trimer; non-
denatiire molekiiler agirlik 165 kD) bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Eger
A. acidocaldarius subsp. rittmannii’nin 3-galaktozidazi kompakt globiiler bir yapiya
sahipse saflastirdigimiz enzim Thermus sp. A4’lin enzimine benzer sekilde trimerik
bir yapiya sahiptir. Sunu da unutmamak gerekir ki enzim dimer bir yapiya da sahip
olabilir. Bunun i¢in X-1smlar1 kirmim metoduyla ii¢ boyutlu yapisinin incelenmesi

gerekir.

Yapilan kinetik c¢alijmada bu enzimin Linewever-Burk metodundan
faydalanarak Km degeri 8.9 mM olarak hesaplanmistir. Bu enzimin yiikksek Km
degeri, diger GH-42 iiyelerine nazaran ONPG substratina olan zayif ilgisini

gostermektedir: Thermus sp. A4’iin  (OHTSU ve ark. 1998) ve Planococcus
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izolatinin [B-galaktozidazlar1 swrasiyla Km 5.9 ve Km 4.9 degerlerine sahip

(SHERIDAN ve ark. 2000).

Bu enzimin optimum pH ve sicakligi swrasiyla 6 ve 65 °C olarak
bulunmustur. Bu elde edilen pH degeri E. coli ve S. solfataricus’a yakin, ama
Thermus aquaticus’dan elde edilenden biraz fazla oldugu goriilmektedir (PISANI ve
ark. 1990). KRULWICH ve ark. (1978) Bacillus acidocaldarius’un sitoplazmik
pH’s1, dis ortamin pH’s1 2.0 ile 4.5 arasinda olmasma ragmen, 5.85 ve 6.31 arasinda
korundugu bulunmustur. MATZKE ve ark. (2000-b) A. acidocaldarius’un hiicre
oOziitlerindeki neopullulanaz activitesinin optimum pH’sinmn sitoplazmanin pH’sina
yakin bir degerde oldugunu bulmuslardir. Bu sitoplazmik enzimin optimum sicakligi
da 55-57 °C olarak bulunmustur. {lgin¢ olarak, bu bulunan optimum degerler mevcut
calismada saflastirilan A. acidocaldarius subsp. rittmannii’nin sitoplazmik [3-

galaktozidazina cok yakin benzerlik gostermektedir.

Termostabil enzimler genelde endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalara
sahiptir (DEMIRJIAN ve ark.2001; HAKI VE RAKSHIT, 2003). Ozellikle,
termostabil B-galaktozidazlar laktoz ihtiva eden sivilarm endiistriyel islenmesinde
onemli bir yere sahiptir. Bu calismada saflastirilan A. acidocaldarius subsp.
rittmannii  B-galaktozidazinin optimum pH ve sicakliginin uygunlugu, hem
kendiliginden sentezlenen hem de sentezi artirilabilen (indiiklenebilen)
ozelliklerinden dolayi, siit ve peynir alti suyu laktozunun hidrolizinde uygun bir
kullanim alanina sahip olabilecegini gostermektedir. Bundan dolayi, bu enzimin

endiistride kullanilabilirliginin ileri seviyede test edilmesi gerekmektedir.
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pozisyonu (Fritze, 2004)
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Tablo 4.5. Lizozim Duyarliligi (OD 470 nm)
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Tablo 4.7. izole Edilen Bakterilerin Degisik Konsantrasyonlardaki NaCl'e
Toleranslar1 (OD 470 nm)

Tablo 4.8. Antibiyotik Duyarlilik Testi

Tablo 4.9. KG5, KG8 ve KG9'un Yag Asidi Profilleri

Tablo 4.10.KG5'in 1500 Baz Cifti Uzunlugundaki 16S rDNA Baz Dizilimi

Tablo 4.11.KG8'in 1500 Baz Cifti Uzunlugundaki 16S rDNA Baz Dizilimi

Tablo 4.12. KG9'un 500 Baz Cifti Uzunlugundaki 16S rDNA Baz Dizilimi

Tablo 4.13. A.acidocaldarius subsp. rittmannii’ 1n B-Galaktozidaz Enziminin Saflastirma
Adimlarinin Bir Ozeti. *

Tablo 5.1. KG5’in fenotipik 6zelliklerinin diger Bacillus cereus varyeteleri ile
kargilastirilmasi

Tablo 5.2. KGS5 varyetesi ve diger B.cereus varyetesine ait yag asidi metil ester
(FAME) profillerinin karsilastirilmasi

Tablo 5.3. KG9’in fenotipik 6zelliklerinin diger Bacillus licheniformis varyeteleri ile
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kargilastirilmasi

Tablo 5.4. KG9 varyetesi ve diger B.licheniformis varyetelerine ait yag asidi metil
ester (FAME) profillerinin karsilastirilmasi

Tablo 5.5. KG8’in fenotipik dzelliklerinin diger Anoxybacillus tiirleri ile
kargilastirilmasi

Tablo 5.6. KG8 varyetesi ve Anoxybacillus tiirlerine ait yag asidi metil ester

(FAME) profillerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.76. Gel Filtrasyon Kromatografisinde Eliisyon Profili
Sekil 4.77. DEAE-Seliiloz Kromatografisinde Eliisyon Profili
Sekil 4.78 . Afinite Kromatografisinde Eliisyon Profili. Sekildeki paralel ¢izgi 0-1 M
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NaCl'nin lineer bir gradiyentini gdstermektedir.

Sekil 4.79. . A.acidocaldarius subsp. rittmannii’ 1n - Galaktozidaz Enziminin Nativ ve SDS-
PAGE Elektroforezi

Sekil 4.80. FPLC Sisteminde Standart Proteinlerin Eliisyon Profili

Sekil 4.81. B-Galaktozidaz Uzerine PH’nin Etkisi

Sekil 4.82. B-Galaktozidaz Uzerine Sicakhigin Etkisi
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9. RESIiM LIiSTESI

Resim 3.1. Batman-Taghdere sicak su kaynag:

Resim 3.2. Kos Kaplicasi
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