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AMAC

Sicak su kaplicalarindan izole edilen termofil bakterilerin endiistriyel amagh
kullanilan enzimlerin kaynagi olmalar1 ve olduk¢a Oonem arz etmelerinden dolay1 bu
calismada Agn ili, Diyadin ilgesi sicak su kaynaklarindan su ve toprak orneklerinden
termofil bakteri izolasyonu gergeklestirilerek bu bakterilerin endiistriyel agidan 6nemli
bazi enzimleri {iretme yetenekleri arastirilip bu enzimlerin karakteristik bazi

Ozelliklerinin belirlenmesine yonelik ¢aligsmalarin yapilmasi amaglanmaktadir.
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OZET

Bu calismada, Diyadin (Agr1) sicak su kaynaklarindan su ve toprak ornekleri
almarak bu orneklerden 4 bakteri izole edildi. Bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal analizleri yapildi. Izole edilen bakterilerden 1 nolu bakterinin gubuk
seklinde, gram pozitif, spor olusturan, hareketli, 1limli termofil oldugu ve 3 nolu
bakterinin ise ¢ubuk seklinde, gram pozitif, spor olusturan, hareketsiz ve 1limli termofil
oldugu belirlendi. Bakterilerin iiremesi i¢in optimum pH 1 ve 3 nolu izolatlar i¢in
sirastyla 8 ve 7, optimum tireme sicakligi ise sirastyla 50 °C ve 55 °C olarak belirlendi.

Elde edilen izolatlarin ekstraseliller o—amilaz ve proteaz enzimi iiretme
yetenekleri arastirilarak, enzim aktivasyonunun optimum kosullar1 belirlendi. 1 nolu
izolatin optimum o—amilaz tretimini 40. saatte (21,96 U/mg) gergeklestirdigi ve o—
amilaz aktivitesinin optimum pH ve sicaklik degerlerinin sirasiyla 8 ve 60 °C oldugu,
proteaz iiretiminin optimum 24. saatte (771 U/mg) gerceklestigi ve proteaz aktivitesinin
optimum pH ve sicaklik degerlerinin sirasiyla 9 ve 50 °C oldugu belirlendi.

3 nolu izolat i¢in ise o—amilaz Uretiminin optimum 24. saatte (32 U/mg)
gergeklestigi ve amilaz aktivitesinin optimum pH ve sicaklik kosullarinin 7 ve 70 °C
oldugu, protez lretiminin optimum 36. saatte (421 U/mg) gergeklestigi ve proteaz
aktivitesinin optimum pH ve sicakliginin sirastyla 10 ve 50 °C oldugu tespit edildi.

Bu izolatlardan elde edilen o—amilaz ve proteaz enzimleri amonyum siilfat
coktiirmesi ve diyaliz islemlerine tabi tutuldu ve bu enzimlerin aktivitesi iizerine agir
metallerin etkisi arastirildi. 1 (KP1)’in ekstraseliilar a-amilaz aktivitesinin 1,5 mM Mn"?
ve 1,5 mM Cu™ iyonlarim bulundugu ortamda arttig1, %1°lik SDS bulunan ortamda
aktivitenin azaldigi, 1,5 mM Hg" iyonu bulunan ortamda ise enzimin tamamen inhibe
oldugu belirlendi. izolat 3 (DV3)’iin a—amilaz aktivitesinin 1,5 mM Hg+2 iyonu bulunan

ortamda tamamen inhibe oldugu tespit edildi.

il



izolat 1 (KP1) i¢in proteaz aktivitesinin 1,5 mM Ca™ ve 1,5 mM Cu™
iyonlarinin bulundugu ortamda arttig1, 1,5 mM Hg ™ iyonu 1,5 mM EDTA, %1’lik SDS
bulunan ortamda aktivitenin azaldig1 ve 1,5 mM PMSF bulunan ortamda ise enzimin
tamamen inhibe oldugu belirlendi.

izolat 3 (DV3) i¢in 1,5 mM Ca™ ve 1,5 mM Zn"? iyonlarinin bulundugu ortamda
proteaz aktivitesinin arttigi, 1,5 mM Hg ™, %1°lik SDS bulunan ortamda ise aktivitenin
azaldigi, 1,5 mM EDTA, 1,5 mM PMSF bulunan ortamda ise enzimin tamamen inhibe
oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Sicak su kaynaklari, Bakteri izolasyonu, Termofil bakteri, Basil,

a-Amilaz, Proteaz, Agir metal
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ABSTRACT

In this study, water and soil samples from Diyadin (Agri) hot water springs were
collected and four bacteria were isolated. Morphological, physiological, and
biochemical analyses of these isolates were conducted. From the bacteria that were
isolated, it was found that bacterium number 1 was rod-like, gram positive, spore-
producing, active and mild thermophile and that bacterium number 3 was rod-like, gram
positive, spore-producing, inactive and mild thermophile. The optimum pH for isolates
number 1 and 2 for the bacteria to produce was determined to be 8 and 7, respectively,
and their incubation temperature as 50 °C and 55 °C.

Extracellular o—amylase and protease enzyme production capabilities of the
obtained isolates were studied and the optimum conditions of the enzyme activation
were determined. It was found that isolate number 1 conducted its optimum o—amylase
production at the 40th hour (21,96 U/mg) and optimum pH and temperature values of
o—amylase activity were 8 and 60 °C, respectively, optimum protease production was
conducted at the 24th hour (771 U/mg) and optimum pH and temperature values of
protease activity were 9 and 50 °C, respectively.

It was determined that a—amylase production for isolate number 3 was
conducted at the 24th hour (32 U/mg) and optimum pH and temperature conditions of
o—amylase activity were 7 and 70 °C, optimum protease production was carried out at
the 36th hour (421 U/mg) and optimum protease activity and temperature were 10 and
50 °C, respectively.

ao—amylase and protease enzymes obtained from these isolates were exposed to
amonium sulphate precipitation and dialysis processes and the affects of the heavy
metals on the activity of these enzymes were studied. It was found that in the media of
1,5mM Mn ™ and 1,5 mM Cu? a—amylase activity for isolate 1 (KP1) increased, in the
media of %1 SDS the activity decreased, and in the media of 1,5 mM Hg™ ion the
enzyme was completely inhibited. It was determined that the activity for isolate 3

(DV3), in the media of 1,5 mM Hg+2 was completely inhibited.



It was found that the protease activity for isolate 1 (KP1) increased in the media
of 1,5mM Ca™ and 1,5 mM Cu' , the activity decreased in the media of 1,5 mM Hg"™
ion, 1,5 mM EDTA, %1 SDS, and enzyme was completely inhibited in the media of 1,5
mM PMSEF.

It has been determined that the activity increased in the media of 1,5 mM Ca™
and 1,5 mM Zn™ for isolate 3 (DV3), the activity decreased in the media of 1,5 mM
Hg™?, %1’ SDS, and enzyme was completely inhibited in the media of 1,5 mM EDTA,
1,5 mM PMSF.

Key Words: Hot water springs, Bacteria isolation, Thermophile bacterium, Bacil, a-

amylase, Protease, Heavy metal
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1.GIRIS
1.1. CANLILARIN SiSTEMATIGI:

Sistematik siiflandirma ve organizmalarin adlandirilmasina “taksonomi” denir
(Mc Kane ve Kandel, 1996). Taksonominin amaci; organizmalarin karsilastirilmasi ve
identifikasyonunu saglamak, ayni zamanda bilinmeyen tiirlerin teshis edilmesi igin

kolaylik saglamaktir (Carpenter, 1972; Benjamin ve Parsons, 1991; Black, 1996).
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Sekil 1: Canlilarin filogenetik siniflandirilmasi

(www.epsc.wustl.edu/.../Homepages/Carrine%?20Blank.htm)




1.2. BAKTERILERIN SINIFLANDIRILMASI:

Mikroorganizmalar1 belli, gecerli ve devamli bir klasifikasyona tabi tutma fikri
eskiden baslamis olmasina karsin, yeni mikroorganizmalarin bulunmasi ve bunlarin
degisik karakterlere sahip olmalar1 nedeniyle yapilan sistematikler devamli degismekte
ve yerlerine yeni bulgulara uygun olanlar1 hazirlanmakta ve konulmaktadir (Arda,

2000).

Mikroorganizmalarin 6zellikleri, onlar1 yiiksek canlilarda uygulandigr gibi
filogenetik temele dayali olarak tam bir sekilde tiir, cins, familya, takim, sinif, sube
taksonomik dizisine uygun bir smiflandirma yapabilmek icin sinirhidir. Yiiksek
canlilarda bu tiir siniflandirmalar igin fosillerden ve bunlarin gosterdigi evrimsel
degisiklikten yararlanilir. Mikroorganizmalarin sinirli sayida fosili bulunabilmekte ise
de bunlarin Ozelliklerinin yiiksek canlilarin fosillerine bakilarak incelenmesi
olanaksizdir (Bilgehan, 2002; Mc Kane ve Kandel, 1996; Black, 1996; Benjamin ve
Parsons, 1991). Ayrica mikroorganizmalarin gézle goriilmemeleri ve kiiclik olmalari

bunlarin birgok 6zelliginin saptanamamasina da yol agmaktadir (Arda, 2000).

Mikrobiyolojik teknikler ilerledik¢e, mikroorganizmalarin karakterlerinin biiytik
bir bolimii agiga kavusmakta ve sistematikteki yerleri de daha saglam, belirgin ve

degisik olmaktadir.

1.2.1. Bakteriyel simiflandirmanin tarihgesi:

e Mikroplar1 ilk bulan, sekillerini c¢izen ve hareketlerini izleyen A. Van
Leeuwenhoek ve daha sonra Carl Von Linne (Carolus Linneaus) bakterileri
kendi yaptig1 bir siniflamaya dahil etmis ve ilk defa klasifikasyonuna ¢alismistir
(Triiper, 2005, Carpenter, 1972).

e Otto Frederich Miiller, 1773 de bakterileri iki cins olarak vermistir. Monas: oval
ve yuvarlak bakteri tiirleri ve Vibrio: uzun formlu (¢omak biciminde) olanlar
kapsamaktadir (Triiper, 2005; Arda, 2000).

e Ehrenberg, mikroorganizmalar1 4 cinse ayirmustir (Bacterium, Spirillum,

Spirochaeta, Spirodiscus) (Triiper, 2005; Carpenter, 1972 ).



e Mikroorganizmalarin morfolojik olarak smiflandirilmasi F. Cohn tarafindan
1872'de yapilmistir (Ramagoma, 2006; Triiper, 2005; Fritze, 2004; Cohn,
1875).

e Migula, 1897'de mikroplar1 sadece morfolojilerine gore degil, ayn1 zamanda
renk (koloni) ve bazi fizyolojik karakterlerini dikkate alarak siniflandiran
(nitrogen fiksasyonu gibi) bir sistem gelistirmistir (Triiper, 2005; Maugeri ve
ark., 2001).

e Bakterileri modern anlamda ilk defa sistematize etmek, Buchanan (1917) ile
baslamistir. Buchanan ylizden fazla mikrobiyologun tesviki ve yardimu ile, ilk
defa, 1923'de Society of American Bacteriologists tarafindan "Manual of
Determinative Bacteriology" yayimlanmistir. Bu kitab1 hazirlayan komitenin
basina da D.H. Bergey getirilmistir. Bu manual zamanla gelistirilerek 1974'de 8.
baskisini yapmustir. 1984-1986 yillarinda "Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology" adi altinda ve 4 ciltlik bir yayin ¢ikarilmistir (Triiper, 2005;
Yilmaz, 2002; Arda, 2000).

Yukarida gosterildigi gibi bakteriler, birgok kriter esas alinarak siniflandirmalara
tabi tutulmuslardir. Bu yontemlerin avantaj ve dezavantajlarin yani sira zamana gore de
degisiklikler gosterdigi bilinmektedir. Bakterilerinin taksonomisinde tarihsel siirecte
yapilan girisimler, ele alinan baslica kriterler ve bunlara gore yapilan siniflandirmalarin

en Oonemlileri sunlardir:

1.2.2. Dogal (filojenik) Kklasifikasyon: Olas1 orjinleri ile ilgili olarak
mikroorganizmalar arasindaki iligkileri gostermek ve ortak orjinli organizmalar1 benzer
sekilde gruplandirmay1 amaglamaktadir (Carpenter, 1972). Burada benzerlik kavrami
icinde morfolojik, kiiltiirel, fizyolojik, biyokimyasal, kimyasal, serolojik, patolojik, vs.
ozellikler de bulunmaktadir (Brooks ve ark., 1991; Kingsbury, 2000; Mc Kane ve
Kandel, 1996).

Morfolojik o6zellikleri: Bakteri kolonilerinin mikroskop altindaki bireysel formlari

(yuvarlak, cubuk, kokoid, virgiil, spiral ), bityiikliigii, kenarlar1 (diiz, kdseli, egri, paralel
vs.), dizilisi (kiime, zincir, flament), spor durumu ve varsa konumu, boyanma 6zelligi,

pigmentasyonuna, flagella bulundurup bulundurmamasina bakilarak incelenir.



Kiiltiirel ozellikleri: Bakterilerin kati ve sivi ortamlardaki lireyebilme o6zelliklerine

bakilir. Yani aerob, anaerob olup olmamalari, hareket oOzelligine sahip olup

olmamalarina bakilarak incelenir.

Fizyolojik ozellikleri: Bakterilerin iireme 1silari, iireme pH’lari, inkiibasyon siireleri,

oksijene ihtiya¢ durumlari aragtirilir.

Biyokimyasal 6zellikleri: Bakterilerin seker fermantasyonu, nisasta, kazein ve jelatin

hidrolizi, katalaz testi, oksidaz testi, indol iiretimi, {lireaz testi v.s gibi testler aragtirilir.

1.2.3. Numerikal Kklasifikasyon: Bu sistemde mikroorganizmalarin benzeyen ve
benzemeyen yonleri degerlendirilmeye tabi tutulur. Boylece, taksonomik uzaklik, ortak
olan karakterlerin toplam karakterlere oran1 iizerinden hesaplanir. Bu yontem igin bir
cok fenotipik 6zelliklere (goriilebilen veya saptanabilen) gereksinim vardir (Gest, 1999;

Leifson, 1966; Mercan, 2003; Sneath, 1995; Arda, 2000).

1.2.4. Genetik klasifikasyon: Bu sistemde bakterilerin niikleik asit analizleri ile
klasifikasyon yapilmaktadir. Bu islem i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan
biri, DNA'lardaki baz siralarinin yiizde olarak kompozisyonu (% G+C) ve digeri,
mikroorganizmalar arasinda hibridizasyon oranlaridir ve diger bir yontem de 16 S rRNA
genetik dizi analizidir (Imhoff, 2003; Fritze, 2004; Bilgehan, 2002; Mc Kane ve
Kandel, 1996).

1.2.5. Antijenik klasifikasyon: Baz1 bakteri familya veya cinslerini kapsayan ve bu
bakteri hiicrelerinin antijen maddelere kars1 gosterdikleri 6zelliklere gore klasifikasyon

yapilmaktadir (Carpenter, 1972).

1.2.6. Fajla tiplendirme: Tiirler i¢i veya tiirler arasi iliskiyi saptamada fajla tiplendirme
de kullanilmaktadir. Ayni tiire ait suglar, kendilerine o6zgii fajlara gore gruplara

ayrilabilmektedirler (http://www.mikrobiyoloji.org/genelpdf/210010701.pdf).




1.3. Gram Pozitif Spor Olusturan Basiller:

Basil, comak ya da ¢ubuk seklindeki bakteri tiirlerinin genel adidir. Genellikle 1
ve 10 um uzunluklar arasindadir, bazilar1 o kadar kiigiiktiir ki nokta seklinde goriiniirler,
bu tip basillere “coccobacilli” denir (Ramagoma, 2006; Mc Kane ve Kandel, 1996,
Drobniewski, 1993; Brooks ve ark., 1991).

Endospor, bazi bakteri cinslerinin hiicrelerinin i¢inde olumsuz sartlara karsi
olusturduklar1 yapilardir. Bakteriyel sporlar genellikle ¢ok yiiksek sicaklik, kuruluk ve
radyasyona kars1 yiiksek oranda direnglilik saglar (Bahgeci, 2004; Madigan ve ark.,
2003; Atlas, 1995). Endosporlar, cevresel sartlara gore olusturulduklar icin direnclilik
dereceleri biiyiilk oranda cevresel sartlara baglhidir (Yilmaz, 2002). Sadece birkag
bakteri cinsi endospor olusturur. Bunlar; Bacillus ve Clostridium cinsi bakterilerdir
(Beldiiz ve ark. 2003; Atlas, 1995). Endospor olusturan basil bakteriler genellikle
Gram pozitif, zorunlu aerob veya fakiiltatif anaerobturlar (Benjamin ve Parsons,

1991).

Asagidaki tabloda dogada bulunan ve klasifikasyonu yapilan Bacillus cinsi
bakterilerin 16S RNA/DNA oranlarina gore bu cins bakterilerin ve yakin cinslerin

karsilastirilmast yapilmistir ve 88’inin Bacillus oldugu belirlenmistir (Fritze, 2004).

Tablo 1: Dogada bulunan ve klasifikasyonu yapilan Bacillus cinsi bakteriler

Sistematik durum Tiir/Alt tiir savisi

Domain Bacteria
Sube BXIII. Firmicutes phy. nov.
Sinf 1. Bacilli
Takim 1. Bacillales AL
Familya 1. Bacillaceae AL

Cins . Bacillus AL 88/2
Cins II. Amphibacillus VP 3
Cins 1. Anoxybacillus VP 3
Cins V. Exiguobacterium VP
Cins V. Filobacillus VP 1
Cins VI. Geobacillus VP 10



Cins VII. Gracilibacillus VP 2

Cins VIII. Halobacillus VP 5
Cins IX. Jeotgalibacillus VP 1
Cins X. Lentibacillus VP 1
Cins XI. Marinibacillus VP 1
Cins XII. Oceanobacillus VP 1
Cins XIII. Paraliobacillus VP 1

Cins XIV. Saccharococcus VP
Cins XV. Salibacillus VP -
Cins XVI. Ureibacillus VP 2
Cins XVII. Virgibacillus VP 7
Cins IV. Exiguobacterium VP

Familya II. Alicyclobacillaceae

Cins 1. Alicyclobacillus VP 8/2
Cins II. Pasteuria AL 3
Cins II1. Sulfobacillus VP 3

Familya IlI. Caryophanaceae AL

Cins 1. Caryophanon AL
Familya IV. Listeriaceae

Cins L. Listeria AL

Cins II. Brochothrix AL

Familya V. Paenibacillaceae

Cins 1. Paenibacillus VP 4572
Cins II. Ammoniphilus VP 2
Cins II1. Aneurinibacillus VP 3
Cins IV. Brevibacillus VP 11

Cins V. Oxalophagus VP

Cins VI. Thermicanus VP

Cins VII. Thermobacillus VP 1
Familya VI. Planococcaceae AL

Cins L. Planococcus AL

Cins II. Filibacter VP

Cins III. Kurthia AL

Cins IV. Planomicrobium VP

Cins V. Sporosarcina AL 3



Familya VII. Sporolactobacillaceae
Cins L. Sporolactobacillus AL 52
Cins II. Marinococcus VP
Familya VIIL. Staphylococcaceae
Cins L. Staphylococcus AL
Cins II. Gemella AL
Cins II1. Jeotgalicoccus VP
Cins IV. Macrococcus VP
Cins V. Salinicoccus VP
Familya IX. Thermoactinomycetaceae
Cins 1. Thermoactinomyces AL 6
Familya X. Turicibacteraceae
Cins L. Turicibacter AL
1.3.1. Basillus Cinsi Bakteriler:
Bacillaceae familyasinda aerob veya fakiiltatif anaerob kosullarda boliinebilir
ozellige sahip, endospor olusturan ¢omak sekilli bakterilerdir (Ozsahin, 2006;
Ramagoma, 2006; Janstova ve ark., 2004; Park, 2003).

Morfolojik 6zellikleri; mikroskop altinda incelendiginde tek tek veya zincir halinde

goriilebilirler. Hiicreler cubuk seklinde, oldukga kiiciik (0,5 x 1,2 pm ) ya da biiyiik (2,5
x 10 um) olabilirler (Agiiloglu, 1996).

Gram pozitif ya da degisken gramdir. Koloniler genellikle seffaf ya da donuk
renklidir. Bazen krem renkli koloniler meydana gelmektedir. Hareketli veya hareketiz
olabilirler. Bacillus flagellas1 genellikle ¢evre kirpiklere (peritrigsya) sahiptir (Yilmaz,
2002).

Olumsuz ortam sartlarina karst spor olusturan tiirleri bulunmaktadir. Sporun hiicre
icindeki yeri farkli olabilir. Spor hiicre merkezinde veya ucta olabilir. Vejetatif hiicreden
daha dar olabildigi gibi, daha genis de olabilir. Spor olusturan bakterilerde sporun
konumu bakteri cinslerine gore degismektedir. Ornegin; Bacillus cereus ve Bacillus
subtilis sentral endospor olustururken, Bacillus stearothermophilus terminal spor
olusturur (Driks, 2006; Black, 1996). Ayrica, B. megaterium, B. mycoides ve B. subtilis
gibi tiirlerin vejetatif spor meydana getirdigi ve herhangi bir biiyiime ve sisme meydana

getirmedigi, B. polymyxa’nin olusturdugu sporun oval ve genisliginin hiicre ¢apindan



bliyiik oldugu, B. pasteurii’de olusan sporun kiiresel ve vejetatif hiicre ¢capindan daha
bliyiik oldugu gézlenmektedir.

Fizyolojik o6zellikleri; Bacillus cinslerinin bazilarinin termofilik, bazilarinin ise

mezofilik olduklar1 bilinmektedir. Ornegin; Bacillus cereus ve Bacillus subtilis 1liml
sicakliklarda biiylime gosterirken, Bacillus stearothermophilus 65 °C ve lzerindeki
sicakliklarda biiyiime gosterir (Demirijian, 2001; Black, 1996).

Bacillus cinsine ait cogu bakteri B vitaminini sentezleyemez. Uremek ve gelismek
icin gerekli olan bu vitaminleri ortamdan alirlar. Bu nedenle bu tiir bakterileri sadece tek
bir organik madde igeren ortamda tiretmek miimkiin degildir. Genellikle maya ekstrakti,
pepton gibi maddeleri ihtiva eden kompleks besi ortamlarinda tireyebilirler.

Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve alkol i¢eren; nitrojen kaynagi olarak da
amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi gelisirler (Madigan ve ark., 2003).
Bacillus’larin ¢ogu aerobtur, anaerob olanlar seker fermantasyonu ve dinitrifikasyon
sonucunda olusan enerjiden faydalanarak iirerler. B. marcerans sekeri fermente ederken,
B.licheniformis denitrifikasyonda rol alir.

Cogunlukla katalaz aktivitesi pozitiftir (Yilmaz, 2002). Bacillus 'larin baz1 tiirleri
giiclii proteolitik 6zellik gosterir, buna karsin bazi tiirleri ya zayif proteolitik 6zellik
gosterir veya hi¢ gostermez. B. cellilosae dissolvens seliillozu, B. amyloliquefaciens ve
B. amylovorus nisastay1r sindirme oOzelligine sahiptir. Termofilik Bacillus’lardan
termostabil enzimlerinden Bacillus licheniformis proteaz ve penisilaz iiretiminde,
Bacillus subtilis, Bacillus diastaticus, Bacillus amyloliquefacien ve Bacillus coagulans
amilaz {iretiminde kullanilmaktadir (Hashim, 200S5; Burg, 2003; Atlas, 1995;
Sarikaya, 2000; Coral ve Colak, 2000; Siereka, 1998; Agiiloglu, 1996).

Bacillus subtilis’den subtilin antibiyotigi ve Bacillus pycyaneus’tan antibiyotik
etkisi olan pyocanin elde edilir. Dogada ¢ok az patojen olan Bacillus vardir. Bacillus
anthracis en Onemli patojen tiiriidiir ve sarbona neden olmaktadir. Bacillus alvoi
arilarda, Bacillus cereus boceklerde patojen 6zellik gostermektedir.

Ekolojik 6zellikleri; Hemen hemen biitiin dogal habitatlardan ve diger pek cok

kaynaktan izole edilebilirler. Yaygin olarak toprakta saprofit olarak ve bitki
dokiintiilerinin oldugu yerlerde bulunurlar, fakat kutup bélgeleri, sicak su kaynaklari,
kaplicalar, tath su, deniz suyu, ¢6l topraklar1 da bu cinslerin yasam alanlarindandir

(Ozsahin, 2006; Maugeri ve ark., 2001; Yilmaz, 2002).



Tablo 2: Cubuk seklindeki bakterilerin 6zellikleri (Derekova, 2007; DeFlauna, 2007;

Kevbrin, 2005; D’Souza ve ark., 2004; Yilmaz, 2002; Hawumba ve ark., 2002;
Caccamo, 2000; Pikuta ve ark., 2000)

Bacillus

Anoxybacillus

Geobacillus

Gram ozelligi

+

+

_|_

Sporlar

Elipsoid, sentral, parasentral veya

terminal, subterminal

Oval, terminal,

subterminal

Oval, silindirik, terminal,

paraterminal

Hareket

+

+

+

Anerobik

bilyiime

Aerobik veya fakiiltatif aerob

Fakiiltatif aerob, zorunlu

aerob

Fakiiltatif zorunlu aerob

Maksimum
biiyiime

sicakhigi

45°C-75°C

60°C-72°C

55°C-75°C

Minimum
biiyiime

sicakhgi

5°C-20°C

30°C-42°C

37°C

Maksimum
biiyiime

pH’s1

11

11 (7,5-8,5 optimum)

6,8-7,5

Minimum
biiyiime

pH’s1

4,8

5,7

6,2

Katalaz

aktivitesi

v (degisken)

Kazein

hidrolizi

Nisasta

hidrolizi

Jelatin

hidrolizi

V (degisken)

Hemoliz

Vv (degisken)




1.4. BIYOTEKNOLOJI:

Biyoteknoloji, canlilarin ve canli sistemlerin bilim ve mihendislik teknikleri
uygulanarak mal ve hizmet liretmek amaciyla kullanilmasidir. Biyoteknoloji, en genel
sekliyle sorunlarin ¢ozlilmesi ve yararli iriinlerin tretilmesi amaciyla biyolojik
stireclerin kullanilmasi olarak da tanimlanabilir. Biyoteknoloji, temel bilim buluslarini
kisa silirede yararli ticari Uriinlere doniistiirebilmesiyle bir anlamda kendi talebini de
yaratabilir. Bu yoniiyle de 6teki teknolojilerden ayrilir.

“Biyoteknoloji” alanindaki arastirma ve egitim c¢aligmalar1 ulusal ve uluslararasi
orgiitlerce desteklenmekte; bazi iilkelerde bu alanda yapilan biiyiik yatirimlarla bu
iilkeler diinya liderligine soyunmaktadir. Son yirmi yilda, diinyadaki uygulama ve
arastirma konularina gdz atildiginda, biyoteknolojinin Ozellikle saglik, tarim, gida
sektorleri ile kimyasallarin ¢evreye verdigi zararin giderilmesi i¢in de kullanildig:

goriilmektedir (Kiymaz ve Tarakgioglu, 2003; Telefoncu, 1996).

1.4.1. Mikroorganizmalarin Biyoteknolojide Kullanimu:

Endiistriyel alanda kullanilan enzimler bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma
kokenli olmakla birlikte, agirlikli olarak mikroorganizmalardan izole edilmektedirler
(Kiran ve ark., 2006; Kiran, 2003).

Cok c¢abuk cogalmalari, tarim atiklar1 gibi ucuz kaynaklarla beslenebilmeleri,
cok degisik triinlerin {iretilebilmesi, genetik modifikasyonlarin kolay yapilabilmesi
bunun sebeplerindendir.

Diinyada bol miktarda bulunan ¢ok ¢esitli endiistri atiklari, bu
mikroorganizmalar tarafindan substrat olarak kullanilabilir. Bdylece bir¢ok atik
maddenin degerlendirilmesi veya yok edilmesine de yardimci olabilir. Kontrol
edilebilen sartlarda fermantasyon reaktorii iginde siirekli  kiiltlr halinde
iiretilebildiginden, iiretimleri ¢evre ve iklim sartlarindan etkilenmez (Ozdemir, 2004;
Castro, 1999).

Gilinlimiizde azalan dogal kaynaklar nedeniyle mikroorganizmalar bir¢ok iiretim
alan1 i¢in potansiyel olarak goriilmekte ve bu konuda yogun ¢alismalar yapilmaktadir.
Endiistriyel tiretimde mikrobiyal kaynakli enzimlerin ekonomik oluslari, mevsimsel ve
potansiyel kisitlamalara bagli kalmayislar1 acisindan avantajlari uzun zamandir

savunulmaktadir (Topal, 2000).

10



1.4.2. Termofil Mikroorganizmalarin Biyoteknolojide Kullanim :

Termofiller; s1g, sicak yer kaynaklari, hidrotermal agiz sistemleri, volkanik
adalardaki tortullar ve derin deniz hidrotermal agizlar1 dahil olmak iizere jeotermal
olarak 1smnmis bir ¢ok deniz ve kara habitatlarindan izole edilmis, 60 ve 108 °C arasinda
optimal biiylime 1silarina sahip mikroorganizmalardir (Maugeri ve ark., 2001; Atlas,
1995).

Biyoteknolojinin  ilerlemesiyle ve enzimlerin saflastirilmasiyla enzim
uygulamalarinin sayis1 kat kat artmistir ve termostabil enzimlerin elde edilebilirliligiyle
endistriyel islemler i¢in bir ¢ok yeni imkan ortaya ¢ikmistir. Esas olarak termofilik
organizmalardan izole edilen termostabil enzimler, genel i¢ stabilitelerinden dolay1
bircok ticari uygulama alani bulmustur (Haki, 2003).

Son zamanlarda termofolik enzimler, esas olarak yliksek i1silarda stabilite ve
denatiirant toleranslarindan dolay1 endiistriyel igslemlerin genis bir alaninda potansiyel
olarak uygulanabilir durumdadir. Boyle enzimler kimyasal, gida, ilag, kagit, tekstil ve
diger endiistrilerde kullanilmaktadir (Turner, 2007; Corderio, 2002).

Termofillerin yiiksek sicaklikta {iretimi, kontaminasyon riskini azalttigi,
yapigkanligi azaltarak karisim yapmayi kolaylastirdigt ve yiiksek derecede substrat
¢cOziinebilirliligine yol agtig1 icin teknik ve ekonomik acidan ilgi cekicidir. Bununla
birlikte, mezofilik Ornekleriyle kiyaslandiginda bu organizmalar tarafindan
gergeklestirilen biyokiitle genellikle diisiiktiir. Termofillerin ve hipertermofillerin
fermantasyon islemlerini ilerletmek i¢in Ozel aletler ve spesifik islemler
gerceklestirilmistir (Turner, 2007).

Pek cok aragtirmaci, termofiliden sorumlu fizikokimyasal farkliliklar1 belirlemek
icin termofilik ve mezofilik organizmalardan elde ettikleri enzimleri karsilagtirmigtir

(Buonocore, 1976).
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1.4.3. ENZIMLER:

Enzimler metabolizma reaksiyonlarinin pek c¢ogunu hizlandiran protein

yapisinda biyolojik katalizorlerdir ve diinyamizdaki yasami miimkiin kilan etmenlerin

basinda gelmektedir (Kazan, 2005; Temizkan ve Arda, 2004). Bir hiicre icinde

yapildiktan sonra gorev yapacagi hiicre dis1 ortama salinan enzimlere Ekstraseliiler,

sentezlendikleri hiicre icinde kalarak etkisini gdsteren enzimlere Intraseliiler enzimler

denir (Ozata ve Tiire, 2001).

1.4.3.1. Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Enzimle katalize edilen reaksiyonlarin hiz1 {izerine, enzim ve substrat

konsantrasyonlarinin, sicakligin, ortamin pH'sinin, zamanin, reaksiyon {irlinlerinin,

hormonlarin ve 151k vs. gibi fiziksel etkenlerin rolii vardir:

Enzim Konsantrasyonunun Etkisi: Enzim reaksiyonunun hizi, genel olarak
enzimin konsantrasyonu ile orantilidir. Enzim miktar1 arttikca reaksiyon hizi
paralel olarak artar.

Substrat Konsantrasyonunun Etkisi: Sabit enzim konsantrasyonunda, enzim
reaksiyonunun hiz1 belirli bir noktaya kadar substrat konsantrasyonu ile artar,
bundan sonra substrat konsantrasyonunun artmasi ile reaksiyon hizi degismez.
Enzimatik Aktiviteye Isinin Etkisi: Enzim reaksiyonlarinin hizi 1s1 ile artar, fakat
belirli bir 1siya ulasildiktan sonra enzimler denatiire olduklarindan etkilerini
kaybederler.

pHnin Enzim Aktivasyonunda Rolii: Enzimler genellikle belirli bir pH
derecesinde en yiiksek aktiviteye sahiptirler. Bu pH'ya enzimin "Optimum pH's1
denir.

Zamanin Rolii: Enzim aktivitasyonunda reaksiyon siiresi ve olusan iiriinlerin de
rolii vardir.

Tuz Konsantrasyonu: Ortamda fazla madensel tuzlarin bulunmasi enzim
aktivitesine olumsuz yonde etkiler.

Diger Faktorler: Ultraviyole 1sinlari, proteinleri etkileyen diger fiziksel ve
kimyasal faktorler ayn1 tarzda enzim aktivitesine de olumsuz yonde tesir ederler

(Goziikara, 2001).
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Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlarin hizin1 arttiran Kkatalizérler olarak
tanimlanir ve reaksiyon sonunda de@ismeden ¢ikarlar. Insanlarin enzimlerden
yararlanmasinin  ¢ok eski caglara kadar dayandigi bir gergektir. Bazi
mikroorganizmalarin iirettigi enzimlerle gergeklesen mayali ekmek, peynir, yogurt ve
sarap yapimi binlerce yildan beri bilinmektedir (Haki, 2003; Mc Kane ve Kandel,

1996; http://www.amano-enzyme.co.jp/english/enzyme/industry.html).

Enzim teknolojisi; ekonomik, etkili ve biyoteknolojik tekniklere olan biiyiik
ihtiya¢ nedeniyle ilerleme kaydetmistir. Biyoteknoloji sayesinde, yeni tiir enzimlerin
biiylik dlgeklerde ve ekonomik olarak tiretilmesi miimkiin olmustur. Buna gore bir
enzimin herhangi bir endiistri alaninda kullanilabilirligi; maliyet bakimindan ucuz
olmasini, ¢ok farkli alanlarda kullanilabilme 6zelliginde olmasini ve en 6nemlisi de
enzimin alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasini gerektirmektedir (Wiseman, 1987).

Hiicrelerde ¢ok Onemli metabolik gorevleri olan enzimler, cesitli amaglarla
kullanilmak iizere giinliik, ekonomik ve endiistriyel alanlarda yerlerini almislardir.
Bugiin enzimler ekmek, bira, peynir gibi gidalarin yapiminda, cesitli deterjan ve
temizlik maddelerinin {iretiminde, kagit ve kumas endiistrisinde yaygin bir sekilde
kullanildig1 gibi tipta teshis ve tedavide de onemli rol oynamaktadir (Bajpai, 1987;
Daniels, 1992; Lee, 1994; Kim, 2005).

Endiistriyel alanda kullanilan enzimler agirlikli olarak mikroorganizmalardan
izole edilmektedirler. Bunun nedeni, mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik
aktivitelerinin yiiksek olmasi, istenmeyen yan {iriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz
olmalari, biiyiik boyutlarda ve yiiksek saflikta elde edilmesi gibi avantajlara sahip
olmasidir (Kiran, 2006, Kiran, 2003; Nascimento ve Martins, 2004).
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Tablo 3: Endiistriyel 6nemi olan enzimler ve bu enzimlerin kullanim alanlar1

(Dagasan, 1997; Telefoncu, 1996)

ENZIM UYGULAMA ALANI

Nisasta hidrolizi

Ekmekgilik

Silaj tiretimi

Alfa Amilaz Camagir ve bulasik makinesi deterjanlari
Hasil sokme

Alkol Fermantasyonu

Peynir ve bira gibi gida sektorii

Beta Amilaz Maltoz surup

Glukoamilaz Glukoz surup

Nisasta gluten ayrimi

Xylanaz
Ekmek Hacmi

Pektinesteraz Meyve suyu berraklastirma

Arabinaz

Siit ¢oktlirme

Ekmek yapimi

Kek yapimi

Et yumusatma

Proteaz Silaj iiretimi

Kumas agartma

Ipek kalitesinin yiikseltilmesi
Deterjan

Dericilik

Tekstilde pamukcuk giderme ve tas
Seliilaz yikama

Deterjan

Yag esashi kirlerin ve lekelerin giderilmesi
Lipaz Yaglarin parcalanmast ve

interesterifikasyon
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1.5. AMILAZLAR:

Amilazlar (E.C.3.2.1.1), nisastanin a-1,4 glikozidik baglarin1 koparan farkli
bakteri ve mantarlar tarafindan olusturulan ekstraseliiler enzimlerdir. Bazilar1 serbest
seker iiretmeden nisastay1 hidrolizlerken bazilar1 da serbest sekerler meydana getirirler
(Kembhavi, 2005; Najafi ve Sariri, 2006; Hamilton, 1999; Sarikaya, 2000; Coral ve
Colak, 2000; Bolton ve ark., 1997; Mc Kane ve Kandel, 1996; Brena ve ark., 1996;
Brosnan, 1992). Baz1 bakteriler ve mantarlar tarafindan iiretilen o-amilaz, B-amilaz,
glikoamilaz ve glikoizomeraz gibi enzimler nigastay1 parcalama yetenegine sahiptirler

(Kiran ve ark., 2006; Lee, 1994).

1.5.1. Nisastay1 Hidrolizleyen Baslhica Enzimler
a. Alfa Amilaz (Endoamilaz): Cok yavas olarak hidroliz olayina katilirlar. Hasta olarak
adlandirilan bir seri ii¢ veya daha fazla a-1,4 bagh glukoz birimlerini tagiyan {riinler
aciga cikarirlar. Buna, 6zellikle kloriir ve bazi iyonlar da aktivator olarak etki eder.
a-amilaz, glikojenin dokularda yikilmasinda rol oynamaz, zira glikojen 1,4 glikozid
bagimin yikilist dokularda fosforilize olur. Glikojendeki 1,6 baglarin1 da yine amilaz
degil, ancak amilo 1,6 glikozidaz yikar.
b. Beta Amilaz (Egzoamilaz): Bunlar nisastanin amiloz kismin1 maltoza kadar hizli bir
sekilde hidroliz ederler. Polisakkaritte o -1,4 glikozid baglarini hidroliz ederek
zincirlerin rediikte olmayan ug¢larinda maltoz birimlerini ayirirlar. Bitkisel bir enzimdir
ve ozellikle bira, malt ekstrelerinde bulunur (Korkmaz, 2006; Ozata ve Tiire, 2001).
¢. Gama Amilazlar: Kisa bir siire 6nce bagirsak ve karacigerde ortaya ¢ikan, nigastayi
maltoz birimlerine degil glukoz birimlerine kadar parcalamaktadir. Enzim 1,4 ve 1,6

baglarini hidrolizleyip nisasta ve glikojeni tamamen parcalayabilir (http://www.online-

medical-dictionary.org/?q=gamma-Amylase).

1.5.2. Termostabil Amilazlar

Termostabil enzimler, yliksek sicakliklarda bile aktivitelerini yitirmeyen enzimlerdir.
Endiistriyel islemler, 110°C kadar yiiksek sicakliklarda a-amilazin kullanimini gerektirir
(Brosnan, 1992). Son zamanlarda yapilan arastirmalar termostabil amilazlar tizerinde
yogunlasmistir. Bu enzimler genellikle, nisastanin jelatinasyonu ve sivilastirilmasi,

kagit, tekstil ve deterjan endiistrisinde kullanilmaktadir. Bu yilizden de bu enzimleri
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iireten yeni kaynaklara gereksinim duyulmaktadir ( Kiran ve ark., 2006; Ozsahin,
2006; Hashim, 2005; Haki ve ark., 2003; Ozdemir, 2004; Burg, 2003; Corderio ve
ark., 2002; Demirjian, 2001; Sarikaya ve ark., 2000; Topal ve ark., 2000; Bolton ve
ark., 1997).

Ekstraseliiler enzimlerin bir ¢ogu Bacillus cinsi bakterilerden elde edilmektedir
ve endiistriyel alanda 6nemlidir (Corderio ve ark., 2002). Termofilik bir bakteri olan
Bacillus staerothermophilus ticari dnemi olan termostabil amilaz iiretmektedir. Bacillus
subtilis, Bacillus caldolytcus, Bacillus amyloliquefaciens ve Bacillus licheniformis’ten

elde edilen amilazlar termostabildir (Haki ve Rakshit, 2003).

1.5.3. Amilazin Biyoteknolojide Kullanim Alanlar:

Amilazlar, tekstilde kumas ve kagittaki gozeneklerin doldurulmasinda,
dokunmus kumasta nisastanin kaldirilmasinda, kuru temizlemede yemek ve nisasta
icerikli lekelerin  giderilmesinde, gida  biyoteknolojisinde; hamurlarin
sivilastirilmasinda, misir ve ¢ikolata surubu iiretiminde, ekmek iiretiminde, diisiik
kalorili bira tiretiminde, malt yapiminda kullanilmaktadir (Ozsahin, 2006; Mc Kane ve
Kandel, 1996, Atlas, 1995; Brena ve ark., 1996; Brosnan, 1992; Apar ve Ozbek,
2004; Haq, 2003 ). Gida endiistrisinde amilazlarin kullanimi yaygindir ve 6zellikler
ekmekcilikte kullanilir. Bunlar;

o Undaki nisastanin hamurda seker haline gelmesini saglar

e Fermantasyonu hizlandirir

e Olusan gaz miktarini arttirir

o Ekmek yapilma siiresini kisaltir

e Ekmek hacmini arttirir

o Ekmek rengini, yumusak ve taze kalma siiresi, ekmegin tat ve kalitesini diizeltici

etkilerde bulunur.

Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin olmasi ve
kopmamasi igin iplikler, nigasta igeren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedir. Bu isleme
hagillama adi1 wverilir. Kumas dokunduktan sonra kumastaki fazla nisastanin
uzaklastirllmas1 gerekir. Hasil alma ajani olarak da yaygin olarak a-amilaz enzimi

kullanilmaktadir (Ozcelik, 2006; Ozdemir, 2004).
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Nisastay1 hidrolizleyen amilazlarin pek cok ticari uygulamasi vardir. Nisasta
polimeri, diger polimerler gibi, tam hidrolizi i¢in enzimlerin bir kombinasyonunu
gerektirir.

Bunlar, a-amilazlari, glikoamilazlari, p-amilazlari, izoamilazlar1 ve pullanazlar
kapsar. Nisasta hidroliktik enzimleri, diinya enzim tiketiminin %30’unu olusturur
(Haki, 2003).

a-amilazlar i¢in baslica piyasa glukoz ve fruktoz gibi nisasta hidrolizatlarinin
tiretiminde yatar. Nisasta, yiiksek fruktoz misir suruplarina (HFCS) donistiiriliir.
Yiiksek tatlandirict 6zelliklerinden dolay1 bunlar igecek endiistrisinde alkolsiiz icecekler
i¢in tatlandirici olarak biiylik miktarlarda kullanilir (Gupta, 2003).

Nisasta isleminin ilk adimi, jelatinlestirme olarak bilinen 100°C’ye kadar ham
nisastanin 1s1tildig1 enerji gerektiren bir islemdir. Jelatinlestirilmis nisasta son derece
yapigskandir ve boylece karistirma ve pompalamayla ilgili ciddi sorunlar teskil eder. Bu
sorunlarin iistesinden gelebilmek i¢in termostabil a-amilazlarimin eylemiyle olusan
stvilagtirma ile jelatinlestirme ciftlestirilir (Mamo ve Gessesse, 1999).

Meyve suyu endiistrisinde de kullanim alani1 bulan enzim, 6zellikle elma ve armut
sularinin  berraklastirilmasinda  kullanilmaktadir. Meyveler tam olgunlasmadan
toplandiginda meyvede halen nisasta bulundugu icin meyve suyunda bulaniklik
meydana gelmektedir (Ozgelik, 2006).

Amilazlar ayrica tibbi alanda da ila¢ sanayinde kullanilmaktadir (Kandra, 2003 ).

Deterjanlarda enzim uygulamasinin esas avantaji, enzimsiz deterjanlara gore cok
daha yumusak olmasindan dolayidir. Ilk dénem otomatik bulasik makinesi deterjanlar:
cok sert idi, yutuldugunda zarara sebep oluyordu ve hassas ¢in porseleni ve tahta
bulasik takimlari i¢in uygun degildi ve amilazlar1 iceren deterjanlar ile nisasta artiklari
daha kolay giderilmektedir.

Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde yapigskanligin giderilmesi i¢in amilazlar

kullanilir (Gupta ve ark., 2003).
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1.5.4. NISASTA:

Nisasta, patates gibi yumrulu bitkilerde, musir, bugday, piring gibi tahillarda
bulunan, suda ¢oziinmeyen kompleks bir depo polisakkarittir. Nisasta, amiloz ve
amilopektin isimli iki polimerik karbonhidratin birlesiminden olusur. Amiloz, glukoz
monomer birimlerinin  a-1,4 baglantililarla u¢ wuca eklenmesinden olusur.
Amilopektinde dallanmalar vardir ve ana iskelette her 24-30 glukoz monomerinden

birinde a-1,6 baglantisi ile bir yan zincir baglar.

Amiloz, lineer bir molekiildiir ancak birbirini izleyen glukoz birimlerinin a¢ili olma
egiliminden dolay1 bir sarmal olusturur. Tki amiloz molekiilii birbirine sarilarak bir cifte
sarmal da olusturabilirler. Bu sarmalin i¢ yiizeyi hidrofobik oldugu i¢in, i¢inde yer alan
su molekiilleri kolaylikla daha hidrofobik molekiillerle yer degistirebilir. Nisasta
testinde kullanilan iyot molekiilleri amiloz sarmallarinin i¢ine dizilince mavi bir renk
olusur. Amiloz sarmallar1 arasinda olusan hidrojen baglar1 yiiziinden i¢inde ¢ok az su

barindiran yogun bir yap1 olusur.

Sekil 2: Amiloz’un kimyasal yapis1 (http://www.lsbu.ac.uk/water/hysta.html)

Amilopektinde dallanma noktalarindan sonra birbirine paralel iki zincir birbirlerine
sarilarak bir cifte sarmal olusturur. Amilopektin, cali gibi, merkezden dallandikca
genigleyen bir sekle sahiptir. Dallanma noktalarinda molekiil diizensizdir, iki dallanma

noktas1 arasinda ise ¢ifte sarmallar diizglin bir sekilde istiflenerek kristal bir yapi
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olusturur, bu yilizden mikroskopta nisasta taneciklerinde bu diizenli ve diizensiz bolgeler

biiylime halkalar1 gibi goriiniir.

OH
HO
OH OH
O 0
HO
OH 0
2O Ho oH
OH 0
U"HO
oHl -

Sekil 3: Amilopektin’in kimyasal yapis1 (tr.wikipedia.org/wiki/Ni%C5%9Fasta)

1.5.5. a -Amilazin Etki Mekanizmasi

a- Amilaz iizerinde 9 glukoz kalintisinin baglanabilecegi baglanma merkezleri
bulunur. a- (1,4) bagmi hidrolizleyen aktif merkezin, 3-4 nolu glukoz kalintilarinin
baglandig1r baglanma merkezleri arasinda kaldig1 {izerinde durulmaktadir. Buna gore;
hidroliz isleminden sonra, soldaki grup enzim iizerinden ayrilirsa, bosalan baglanma
merkezlerini doldurmak {izere, nisasta zinciri sola dogru kendiliginden hareket eder ve
iriin olarak G6 (maltohekzos) olusur. Eger hidrolizden sonra sag tarafta ayrilma sz
konusu olursa bosalan baglanma merkezlerini doldurmak iizere saga dogru kayma
meydana gelerek ve lirtin olarak G3 (maltotrioz) olusur. Amilopektinden ise; benzer
mekanizma ile maltoz (G1), maltodioz (G2), maltotrioz (G3), maltohekzos (G6)
meydana gelir (Ozdemir, 2004; Agiiloglu, 1996).
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1.6. PROTEAZLAR:

Proteazlar, serin proteaz (EC. 3.4.21), sistein (thiol) proteaz (EC. 3.4.22), aspartik
proteaz (EC. 3.4.23) ve metalloproteaz (EC. 3.4.24), polipeptid zincirlerinde
aminoasitleri birbirine baglayan peptid baglarimi kirarak kiicliik peptidler meydana
getirirler (Mc Kane ve Kandel, 1996; Nascimento ve Martins, 2004).

Proteazlar, = dogada  bitkisel, @ hayvansal ve  mikrobiyal kalintilarin
dekompozisyonunda dénemli rol oynamaktadir ve bdylece besin dongiisiinii saglamakta
ve ayrica bitkilerin besinleri alabilmelerini kolaylagtirmaktadir (Tari ve ark., 2006;
Venugopal, 2006).

Giiniimiizde bilimsel olarak bilinen alt1 sinif proteaz vardir:

e Serin proteaz

e Threonine proteaz

e Sistein proteaz

e Aspartik asit proteaz
e Metalloproteaz

e Glutamik asit proteaz

Proteazlar tim organizmalarda dogal olarak olusur. Bu enzimler, yiyecek
proteinlerinin basit sindiriminden yiiksek seviyeye kadar diizenlenen tiim basamaklarda
fizyolojik reaksiyonlarda rol alir. Peptidazlar bir proteinin aminoasit siralanisina bagl
olarak ya belirli bir peptid bagini kirabilir ya da tiim peptidi aminoasitlere parcalayabilir

(http://www.enzymeessentials.com/HTMUL/protease.html).

1.6.1. Proteazlarin Biyoteknolojide Kullanim Alanlari:

Bakteriler tarafindan iiretilen proteaz enzimlerinin endiistriyel amaclar ig¢in
kullanim1 yaygindir. Bakterilerin {irettikleri ekzopeptidazlar ekstraseliiler proteinleri
pargalar. Giiniimiizde mikrobiyal proteazlar Ozellikle deterjan {iiretimi, ¢amasircilik,
ekmekgilik, et Ttriinlerinin yumusatilmast ve rekombinant DNA teknolojisinde
kullamlmaktadir. Ozellikle kan ve ¢imen lekelerinin giderilmesinde Bacillus cinsi
mikroorganizmalardan elde edilen proteazlar kullanilmaktadir (Gupta ve ark. 2005;

Ghorbel ve ark., 2003; Corderio ve ark., 2002).

20



Proteazlar arasinda ozellikle bakteriyel kaynakli proteazlarin, hayvan ve fungal
proteazlar ile karsilastirildigi zaman daha etkin oldugu goriilmektedir (Banerjee ve
ark., 1999). Son zamanlarda arastirmacilar, bu 6zelliginden dolay1 endiistriyel alanlarda
kullanilmak iizere uygun proteazlari iireten mikroorganizmalar {izerinde caligmaktadir
(Ozsahin, 2006; Najafi ve Sariri, 2006).

Termofilik ve alkalifilik Bacillus tarafindan iiretilen alkalifilik proteazlar yiiksek
sicaklik ve pH’ya dayanikli oldugundan dolay1r deterjan endiistrisinde en fazla
kullanilan proteazlardandir. Proteazlar, deterjan sanayisi gibi genis uygulama
alanlarinda kullanildiklarindan dolay1 ¢ok onemli endiistriyel enzimlerdir (Gupta ve
ark, 2005; Beg ve Gupta, 2003; Sookkheo ve ark., 2000). Giiniimiizde deterjan
endiistrisi, yikama sicakliginin diisiiriilmesi ve deterjan kompozisyonunun degismesi
yoniinde caligmalar yapilmakta, fosfat tabanli deterjanlar1 uzaklastirarak, deterjan
uygulamalari igin daha uygun yeni proteazlar iizerinde durmaktadir (Ozsahin, 2006).
Alkalen proteazlari iireten Bacillus 'larin ¢ok genis ve ¢esitli ortamlardan izolasyonunun
saglanabilmesi, bununla birlikte hem kompleks hem de sentetik ortamda gelisebilmekte
olmalarindan 6tiirii biyoteknolojide en fazla kullanilan mikroorganizmadir (Kaur ve
ark., 2001; Johnvesly ve Naik 2001).

Proteazlar, toplam endiistriyel enzim ticaretinin yaklasik %60°1n1 olusturmaktadir.
Proteazlar, camasir deterjanlari, deri, et, siit, ilag, bira, fotograf, organik sentezlerde ve
atiklarin  muamelesinde kullanilmaktadir (Tari ve ark., 2006; Ozsahin, 2006;

Sookkheo ve ark., 2000; Atlas, 1995).
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Yilmaz (2005), topraktan bazi Bacillus tiirleri izole etmis ve bu bakterilerin
antimikrobiyal aktivitelerini arastirmistir. Toplam 29 Bacillus izole etmis ve bu
bakterilerin Gram pozitif ve negatif 6zelliklerini ve baz1 antibiyotiklerin bu bakterilere
etkilerini belirlemistir.

Mercan ve ark. (2002), Bacillus sphaericus’a ait toplam 21 susun 20 degisik
antibiyotige olan duyarliliklarmi o6lgmiislerdir. Inhibisyon zonu caplar1 milimetre
cinsinden Ol¢miislerdir.

Ashm ve ark. (2000), degisik toprak 6rneklerinden Bacillus bakterilerini izole
ederek antibiyotik hassasiyetini 6l¢miislerdir. Buna gore, izolatlarin % 93’1 tetrasikline,
% 97 ‘si kloramfenikole duyarlilik gosterirken, biitiin suslarin penisilin G’ye karsi
direng gosterdigini belirlemislerdir.

Derekova ve ark. (2007), Rupi Basin (Bulgaristan)’deki sicak su kaynagindan
izole edilen yeni termofilik Bacillus iizerinde caligmalar yapmislardir. Bu izolatlarin
Gram pozitif, spor olusturan, termofilik, zorunlu aerobik olduklarini ve 16 S rRNA
analizi ile Anoxybacillus cinsi bakteriler oldugunu tespit etmislerdir.

Poli ve ark. (2006), Rittmann dagindan bakteri izole etmislerdir ve bu
bakterilerin spor olusturan, aerobik, termofilik oldugunu ve bakterilerin  biiylime
sicakhigint ve pH’sin1 sirastyla 45 °C-55 °C (optimum 61 °C) ve pH 5,0-6,5 (optimum
5.6) olarak bulmuslardir. Bu bakterilerin 16 S rRNA analizi ile Anoxybacillus
amylolyticus oldugunu ve amilolitik 6zellikte olduklarin1 bulmuslardir.

Kevbrin ve ark. (2005), jeotermal kaynaklarindan termofilik bakteri izole
etmislerdir. Izole edilen bakterilerin spor olusturan, hareketli, fakiiltatif aerob, Gram
pozitif, cubuk seklinde bakteriler oldugunu tespit etmislerdir. 16 S rRNA analizi ile bu
bakterinin Anoxybacillus kamchatkensis sp. oldugunu bulmuslardir. Bakterinin optimum

biiylime sicakliginin 60 °C ve pH’nin 6,8-8,5 oldugunu belirlemislerdir.
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Beldiiz ve ark. (2003), Tiirkiye’nin Balikesir ve Agri illerinin sirasiyla Gonen
ve Diyadin sicak su kaynaklarinin ¢amur ve su Orneklerinden birbirine yakin
xylanolitik, termofilik Anoxybacillus cinsi yedi adet bakteri izole etmislerdir. Morfolojik
ve biyokimyasal 6zellikleri belirlenen bu izolatlarin, glukoz, nisasta, xylose ve mannitol
dahil olmak tizere genis bir karbon kaynagi alani iizerinde biiyiiyen termofilik ( biiytime
icin optimum sicaklik 55 °C-60 °C arasinda), fakiiltatif anaerob bakteriler oldugunu
tespit etmislerdir.

Hawumba ve Brozee (2002), Kuzey Uganda’daki sicak su kaynaklarindan
Geobacillus cinsi termofilik mikroorganizmalar izole ederek bu mikroorganizmalarin
proteolitik, aerobik, cubuk seklinde, Gram pozitif, spor olusturan bakteriler oldugunu ve
16S rRNA analizleriyle Geobacillus cinsi bakteriler oldugunu belirlemislerdir. Bu
bakterilerin optimum {ireme kosullarinin 60 °C-62 °C ve pH 7,5-8,5 oldugunu,
termostabil proteaz iretip Uuretmediklerini arastirarak enzimin optimum kosullarini
belirlemislerdir.

Kiran ve Arikan (2006), Bacillus sp. suslarinda antibiyotik seliilaz ve amilaz
tiretiminden sorumlu genlerin protoplast transformasyon teknigi ile Gram (+) bakterilere
transferi ve ekspresyon diizeyini arastirmiglardir ve izole ettikleri bakterilerin Gram
boyama ve biyokimyasal 6zelliklerine gére Bacillus sp. olduklarini tespit etmislerdir.

Berber ve Yenidiinya (2005), Van Golii ve cevresindeki topraklardan izole
edilen toplam on yedi yerel alkalofilik Bacillus izolatini, bes referans Bacillus tiirii ile
fenotipik ozelliklerini belirleyerek ve elde edilen ekstraseliilar protein profillerine gore
identifiye etmislerdir. Fenotipik 6zelliklerine gore, yerel izolatlarin tiimiiniin Gram (+),
aerobik, endospor olusturan, hareketli ve fakiiltatif alkalofilik Bacillus cinsine ait tiirler
oldugu belirlenmistir.

Mutzel ve ark., (2004), Bacillus sp. A2 olarak adlandirilan termofilik bakteriyi,
Izlanda’da sicak bir su kaynaginm su ve camur Orneginden izole etmistir. Aerobik
izolatin optimum biiylime sicakliginin 65 °C ve Bacillus sp. A2’nin Gram (+), spor
olusturan ¢ubuk seklinde oldugunu belirlemistir. 16S rRNA analizine gore Bacillus sp.
A2’nin  Bacillus  stearothermophilus,  Bacillus  kaustophilus  ve  Bacillus

thermoleovorans’a yakin oldugunu tespit etmistir.
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Caccamo ve ark. (2000), Italya’da Vulcano Adasi’ndaki hidrotermal
kaynaklardaki sedimentlerden bakteri izole etmislerdir. Bu bakterilerin fenotipik ve
molekiiler analizlerini yapmislardir ve bunlarin spor olusturan, termofilik yeni Bacillus
tiiri bakteriler olduklarini tespit etmislerdir.

Logan ve ark. (2000), Rittmann dag1 ve Melbourne dag:1 toprak orneklerinden
bakteri izole etmislerdir ve bu bakterilerin spor olusturan, aerobik, termofilik
olduklarimi ve bakterilerin optimum biiylime sicakligimi 50 °C ve pH’sim 5,5 olarak
bulmuslardir.

Kiran ve ark. (2005), termofilik Bacillus sp. K-12’nin, amilaz iiretimi iizerine
karbon kaynaklar1 ve cesitli kimyasallarin etkisini arastirmislardir. Bacillus sp. K-12
susu Kahramanmaras’ta bulunan Zeytinli Ilicasi’ndan alinan toprak orneklerinden izole
edilmistir. Enzim tiretimi 20 °C-55 °C sicakliklar1 arasinda gergeklesirken enzim tiretimi
icin optimum sicakhk 42 °C olarak bulunmustur. Amilaz iiretimi 4,5-10,5 pH
araliklarinda degisimler gostermistir. Maksimum oa-amilaz iiretimi %1 nisasta iceren
besiyerinde 60. saatte elde edilmistir. MnSQO4, ZnSO4 ve EDTA, Bacillus sp. K-12’nin
amilaz liretimini inhibe ettigini bulmuslardir.

Kiran ve ark. (2003), su ve toprak 6rneklerinden 65 Bacillus susu izole etmis ve
bu suslarin a-amilaz liretme yeteneklerini arastirmistir ve buna gore en iyi aktivite
gosteren susu secerek kiiltiir ortaminin optimum sicakligini 42 °C, optimum pH’y1 9,5
olarak belirlemislerdir.

Bahgeci (2004), Tuz goliinden izole edilmis onbir bakterinin yag asidi metil
ester profillerine gore kesin tanisin1 yapmustir. Izolatlarin endiistriyel éneme sahip
ksilanaz, seliilaz, alfa-amilaz ve proteaz enzimlerini iiretip liretmediklerini belirlemistir.
Bu enzimlerin aktivitesi, stabilitesi, optimum sicaklik ve optimum pH degerlerini
bulmustur. Bir izolatin Bacillus pumilus, iki izolatin Bacillus subtilis ve diger izolatlarin
Bacillus licheniformis oldugunu tespit etmistir. izolatlarin amilaz ve proteaz enzimini
Oonemli miktarlarda {irettigi belirlenmistir. Enzimlerin optimum sicakliklar1 ve optimum
pH degerlerinin 60 °C-80 °C ve 7,0-8,0 oldugu saptanmistir. Amilazlarin pH 9 ve 80 °C
limitine kadar Onemli miktarda stabilite gosterdigi ve biitiin izolatlarin 6nemli
miktarlarda proteaz enzimi iirettikleri belirlenmistir. izolatlarin proteaz enzimlerinin

optimum sicakliklar1 ve optimum pH degerleri 50 °C-60 °C ve 7,0-7,4 olarak tespit
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edilmistir. Proteazlarin da pH 9 ve 80 °C limitine kadar 6nemli miktarda stabilite
gosterdigi belirlenmistir.

Asgher ve ark. (2006), nisasta islemek amaciyla termofilik Bacillus subtilis’ten
termostabil amilaz elde etmislerdir. Maksimum enzim iiretiminin 72 U/ml olarak 48.
saatte, pH 7°de 50 °C’de oldugunu belirlemislerdir. Enzim aktivasyonunun Ca™ ile
arttigim Co'™, Cu'?, Hg ™ iyonlar1 varliginda tamamen inhibe oldugunu ve Mg™, Zn™,
Fe™, Mn"™ iyonlarimin varliginda ise kismen inhibe oldugunu bulmuslardir.

Najafi ve ark. (2005), topraktan izole ettikleri Bacillus subtilis AX20’den
tirettikleri ekstraseliilar o-amilaz enziminin homojenizasyonunu ve saflastiriimasini
gergeklestirerek optimum sicakligini 55 °C, optimum pH’sini1 6 olarak belirlemislerdir.
Enzim aktivitesi {izerine agir metallerin etkisini arastirarak Hg™, Cu?, Ag™ iyonlar1 ve
EDTA ile inhibisyona ugrattigini belirlemislerdir.

Condeiro ve ark. (2002), termofilik Bacillus sp.’dan o-amilaz liretiminin 48.
saatte, enzim aktivitesinin optimum sicakliginin 70 °C ve optimum pH’sinin 7,5
oldugunu ve enzim aktivitesi iizerine baz1 agir metallerin etkisini aragtirarak Ba™, Co™
ve Cu™’nin inhibisyon etkisinin Ca™, Mg+2, Ni+2, Sr™?, Mn"®’den daha etkili oldugunu
belirlemislerdir.

Sarikaya ve Giirgiin (2000), Bacillus suslarindan amilaz enzimini yiiksek
verimde elde etmek i¢in yeni bir ortam gelistirmislerdir. Alfa amilaz i¢in tiim suslarda
optimum sicakligin 55 °C, B. subtilis i¢in optimum pH 7, B. amyloliquefaciens’in her
iki susu i¢in ise 5,9 oldugunu belirlemislerdir. Enzimin diisik ya da yiiksek pH
degerlerinde ve yiiksek sicaklikta stabil olmadigini belirlemislerdir. Ag, Zn ve Cu’nun
tiim suslarda gii¢lii olarak inhibitdr etki gésterdigini bulmuslardir.

Mamo ve ark. (1999), termofilik Bacillus subtilis 'den elde ettikleri ekstraseliilar
a-amilaz enziminin aktivitesinin optimum sicakliginin 75 °C-80 °C ve pH’sinin 5,5
oldugunu belirleyerek, enzim aktivasyonunun Hg™, Cu™, Fe™ iyonlar tarafindan
inhibisyona ugradigini ve Zn"* iyonunun inhibisyona yol agmadigini belirlemislerdir.

Bolton ve ark. (1997), Bacillus flavothermus’ a ait a-amilaz1 saflastirmaya
yonelik amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon- degisim kromatografisi ve jel filtrasyon
islemlerini gergeklestirerek, enzimin maksimum aktivitesini pH 5,5-6,0 ve 60 °C olarak

belirlemislerdir.
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Stefanova (1992), termofilik Bacillus sp.’den elde ettigi termostabil amilaz
enziminin karakterizasyonu iizerinde ¢alismalar yapmustir ve Ca™, Na™ iyonlarmin
enzim stabilizasyonunu arttirdigini bulmustur.

Arulmani ve ark. (2007), Bacillus laterosporus’dan serin proteaz enziminin
kismi saflagtirilmasi1 ve karakterizasyonu flizerinde c¢aligsmalar yapmislardir. Enzimin
optimum 75 °C ve pH 9’da aktivite gosterdigini, PMSF ile inhibe edildigini, Ca™, Mg™
iyonlarinin varliginda ise aktivitenin arttigini tespit etmislerdir.

Lee ve Jahng (2005), termofil, aerobik, spor olusturan bakteri izole etmisler ve
bu bakterilerin Bacillus cinsi bakteriler oldugunu tespit etmislerdir. Elde ettikleri
izolatlarin proteolitik 6zellik gosterdigini bulmusglardir.

Park ve ark. (2004), dort farkli proteolitik bakteri izole etmislerdir. Bu
bakterilerin biyokimyasal testler ve 16S rRNA analizleri yardimiyla Basillus cinsi (B.
subtilis, B. aeromonas, B. hydrophila, B. amyloliquefaciens) bakteriler oldugunu tespit
etmisglerdir. Proteolitik aktivitelerinin optimum sicaklik ve pH’lariin sirasiyla 40 °C -70
°C ve 8,0-8,5 arasinda oldugunu belirlemislerdir. PMSF ile kismi olarak proteolitik
aktivitenin kayboldugunu bulmuslardir.

Nascimento ve Martins (2003), termofilik Bacillus tiirii bakterinin ekstraseliiler
proteaz enzimi Uretme yetenegine, bu enzimin oOzelliklerini belirleme ve
saflastirilmasina yonelik aragtirmalar yapmiglardir. Proteaz enziminin optimum 24.
saatte, 60 °C, pH 8’de tiretildigini ve K, Hg™, Cu™ iyonlarmin bulundugu durumda
enzim aktivasyonu tizerinde bu iyonlarm inhibitr etkisinin oldugunu Mn'?, Ca ™
iyonlarinin ise enzim aktivasyonunu sitimule ettigini bulmuslardir.

Ghorbel ve ark. (2002), Bacillus tarafindan {iretilen proteaz enziminin
stabilitesi lizerinde c¢alismalar yapmislar ve optimum proteaz aktivitesi sicakligini 60
°C, optimum pH’sin1 8 olarak bulmuslardir. Ayrica Ca™ (2 mM) aktivitenin artisini
sagladigini, Zn™ ve Cu™ nin inhibitér etkisinin oldugunu, EDTA tarafindan aktivitenin
tamamen kayboldugunu tespit etmislerdir.

Beg ve Gupta (2002), Bacillus mojavensis tarafindan lretilen serin alkalen
proteaz enziminin karakterizasyonu ve saflastirilmasi tizerinde ¢alismalar yapmislardir.
Enzimim aktivasyonunun optimum sicakligim1 60 °C, optimum pH’sim1 8 olarak
bulmuslardir. Metal iyonlarindan Cu™ ve Mn"’nin enzim aktivitesinde % 36’lik artis

sagladigini, PMSF’nin enzimi inhibe ettigini tespit etmislerdir.
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Johnvesly ve Naik (2001), termofilik ve alkalofilik Bacillus sp.’den termostabil
proteaz iretimi iizerinde caligmalar yapmislardir. Proteaz aktivitesinin optimum
sicakligini 70 °C ve optimum pH’nin 7 oldugunu tespit etmislerdir. ImM PMSF ve 10
mM Fe*?, Hg™, Zn™ ile proteaz enziminin aktivitesini yitirdigini, 10 mM Mn"?, Mg"?,
Cu'?, Co'™ iyonlari ile aktivitenin arttigini tespit etmislerdir.

Sookkheo ve ark. (2000), Bacillus stearothermophilus tarafindan iiretilen {i¢
ekstraseliilar proteaz enziminin lizin affinite kromatografisini, iyon degisim
kromatografisini ve jel filtrasyonunu gerceklestirmislerdir ve enzimin aktivite gosterdigi
optimum sicakliklar1 70 °C, 85 °C, 90 °C olarak ve optimum pH’y1 da 7,0 olarak
belirlemislerdir. Enzim aktivitesi iizerinde 5 mM CaCl,’ nin aktivite artis sagladigi ve
EDTA’nin inhibisyona sebep oldugunu belirlemislerdir.

Zvidzai ve Zvauya (2000), Zimbabve sicak su kaynaklarindan Bacillus subtilis
izole etmislerdir ve bu bakterilerin trettikleri proteaz enzimi lizerinde caligsmalar
yapmuslardir. Proteaz aktivitesinin sicaklik ve pH araligini sirastyla 60°C -80 °C ve 6-10
olarak test etmisler ve optimum kosullariin 70 °C ve pH 8 oldugu belirlenmistir.
Enzim aktivitesinin 2,5 mM PMSF ile Ag™ ve Hg"* kayboldugunu, ayrica Mn*?, Mg*,
Fe' iyonlarinin varliginda %20 aktivite artis1 saglandigini belirlemislerdir.

Matta ve Punj (1998), Bacillus polymyxa B-17’ten elde ettikleri termostabil
proteaz enzimini amonyum siilfat prespitasyonunu ve jel filtrasyonunu gergeklestirerek
enzimin optimum kosullarin1 belirlemislerdir. Buna gore; proteaz aktivitesinin optimum
sicakhigt 70 °C ve pH araligimi 5,5-10’da deneyerek optimum pH’y1 7,5 olarak
bulmuslardir. Enzim aktivasyonuna cesitli metaller ve metal baglayici ajanlarin etkisini
aragtirarak Cu'? ve EDTA’nin inhibitdr etkisinin oldugunu ve Na’, K, Mg+2, Co™’nin
enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisinin olmadigini tespit etmislerdir.

Tsuchya (1991), Proteolitik aktivite gosteren serin proteaz aktivitesi iizerine,
PMSF, metal iyonlari, Cu®’" ve Hg” in aktif alan engelleyicileri oldugunu
belirlemislerdir. Optimum pH’nin (37 °C’de) 11,5-13,0 ve optimum sicakligin (pH
11,5'te) 70 °C oldugunu belirlemislerdir. SmM CaCly’nin varliginda 80 °C’de
maksimum proteolitik aktivite saglandigini ve pH 11.5’te 75 °C’nin altinda stabilite

gosterdigini tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Biyolojik Materyal
Bu arastirmada, asagida belirtilen Diyadin (Agri1) kaplicalarindan alinan su ve

camurlu su orneklerinden izole edilen bakteriler kullaniimustir.
Diyadin Kaphcalari: Diyadin Ilgesi'nin 5 km giineyindedir. Kdprii, Dibekli, Davut ve

Kusburnu Koéyii ¢ermikleri adlarimi alan sicak su kaynaklarindan olusur. Kaplicalar

birbirlerine yeterince uzakta yer alirlar.
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Sekil 4: Agri ili Dlyadm ilgesi sicak su kaynaklar1 (lker, 2004)

e Koprii Cermigi: Merkezi kaplica tesislerinin 500 m. kuzey batisinda ve Diyadin’e 7
km uzakliktadir. Bolgede bulunan diger sicak su kaynaklarina gore en sert araziye
sahiptir. Bunun sebebi, ¢ok sayida kaynaktan ¢ikan suyun hava ile temasa ge¢cmesi
sonucunda yapisindaki kireg¢, kiikiirt ve benzeri maddelerin taslasarak {ist tiste
birikmesidir.

Koprii ¢cermiginin su sicakligt 50°C ve pH’s1 7,4°tlir. Su 30 m. agikta aktiktan

sonra bina i¢ine almmistir. Havuz ve binast Davut c¢ermiginin aymisidir. Sudaki
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mineral orani fazla ise de igilebilir niteliktedir. Sular traverten olusturdugu icin Peri

bacalarini ve Denizli - Pamukkale'yi andirmaktadr.

Resim 1: Koprii Cermigi

e Dibekli Kdyii Sicak Su Kaynagi: Diyadin’e 15 km uzakliktadir. Su sert bir
araziden akmaktadir. Suyun sicaklig1 50 °C ve pH’s1 7,6 dr.

09/10/2005

Resim 2: Dibekli Kdyii Sicak Su Kaynagi
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e Davutlu Cermigi: Davut Koyii’'ne yakin Diyadin’e 20 km uzakliktadir ve bu
koyden gelen suyun kenarinda oldugu i¢in "Davut ¢ermigi" adini almistir. Su bol
minerallidir, bikarbonat, kalsiyum, kiikiirt, hidrojen, siilfiir ve karbondioksit
bulundurur ve i¢inde az miktarda magnezyum vardir. Diger sicak su kaynaklarina gore
sicakligr en fazla olandir. Sicakligi 78°C ve pH’s1 7,7’dir. Kapali ve sulu yaralara,

mide hastaliklarina, romatizmaya sifa verir.

Resim 3: Davutlu Cermigi

¢ Kusburnu Kéyii Cermigi: Diyadin’e 23 km uzakliktadir. Su, arazi i¢inde bir

cok noktadan rastgele ¢cikmaktadir. Suyun sicakligr 70°C ve pH’s1 7,5’tir.
T OB = -IJ 3 = e ]

_.f:_. ','_,

Resim 4: Kusburnu Koyii Cermigi
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3.2. Kimyasal Maddeler

Nutrient Broth, OXOID’den ve agar, ATABAY dan temin edilmistir.

Deterjanlardan SDS, MERCK DARMSTAG dan elde edilmistir.

Elektroforetik Maddeler; Tris-Base[Tris(hydroxymetyl) amino methane],
akrilamid, N-N-Metilen bisakrilanid, TEMED (N-N-N'-N'-Tetrametiletilen diamin),
APS (amonyum persiilfat), standart proteinler (ticari a-amilaz) ve glisin, SIGMA
CHEMICAL CO., ST. LOUIS ‘den, coomassie brilliant blue R-250, BIO-RAD ‘dan,
BFB (Brom Fenol Blue), SDS (sodyum dodesil siilfat) ve Gliserol, MERCK
DARMSTAG dan temin edildi.

3.3. Besi Yerleri
3.3.1. Siv1 besi yeri ( Nutrient Broth [ NB ] ) :

25 g NB ve distile su ile 1 litreye tamamlanip otoklavlandi.
3.3.2. Kat1 besi yeri

25 g Nutrient Broth besi yerine 15 g agar ilave edilip distile su ile 1 litreye
tamamlanip otoklavlandi.

3.4. Tamponlar

- pH:4, pH:5 ve pH:6 tamponlarin1 hazirlamak igin; 0,1 M sitrik asit hazirlandi.

- pH:7, pH:8 ve pH: 9 tamponlarini1 hazirlamak i¢in; 0,1 M. tris- HCI hazirlandi.

- pH:10, pH: 11 tamponlarin1 hazirlamak i¢in; 0,1 M karbonat / bikarbonat
tamponu hazirlandi.

3.5.Boya maddeleri:

Gram boyama igin;

Kristal viyole, lugol, % 96°1ik alkol, sulu fuksin kullanildu.

Spor Boyama icin;

Miizerelli spor boyasi, % 10’luk nitrik asit, %1’lik eosin kullanildu.
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3.6. Kullanilan Aletler:
Inkiibatdr ( Sanyo )
Steril Kabin ( Telstar AV-100)
Spektrofotometre ( Pharmaci 4 KB Novaspec 11 )
Calkalayici ( Julobo )
Sogutmali1 Santrifiij ( Sigma Christ 2K 15 )
Vorteks ( Stuart )
Magnetik Karigtirici ( Stuart )
Etiiv ( Heraus )
Dijital Gostergeli Hassas Terazi ( GEC, AVERY, 0,0001 )
Otoklav
Su Banyosu ( Grant 6G, -20, +100 °C)
pH metre ( Jenvay 3010, PCP JO1 elektrod )

Sterilizator ( Heraus )

3.7. Bakteri izolasyon Islemi ve Saf Kiiltiir Bakteri Uretimi:

Bu amagla 10 gr toprak steril kosullarda 90 ml steril su iceren erlenlere
aktarilarak 107" lik seyreltmeler elde edilmistir. Karigimlarin ¢alkalanarak homojen hale
gelmesi saglandiktan sonra benzer sekilde ardisik transferler yapilarak 107, 10, 107,
107 lik diliisyonlar saglanmustr.

Farkli oranlarda seyreltilmig siispansiyonlardan 1 ml alinarak steril Petri
kutularina  aktarilmis, {izerlerine  besiyerlerinden 20 ml ilave edilerek
homojenizasyonlar1 saglanmistir. Mikroorganizmalarin izolasyonunda yukaridaki islem
gergeklestirilmeden once seyreltilmis siispansiyonlar 80 °C’de 10 dakika 1s1l isleme tabi
tutulmuglardir. Spor olusturan mikroorganizmalar bu islem sonucunda canliliklarini
korurken spor morfolojisi olusturmayan diger mikroorganizmalar Olmektedirler.
Yukarida belirtilen islemler her seyreltilmis silispansiyondan 10 petri kutusuna ekim
yapilacak sekilde gerceklestirilmig, ekim yapilmis petri kutular1 termotolerant
mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in 55°C’de 2-5 giin inkiibe edilmislerdir.

Sulardan izolasyon i¢in Oncelikle su 6rneginden besiyerine inokule edildi ve

termotolerant mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in de 55°C’de inkiibasyona birakildi.
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24 saatlik inkiibasyon sonunda zenginlesmis kiiltiirden kat1 besiyerlerine ¢izgi ekim
yaparak saf kiiltiirleri elde edildi.
NB siv1 besi yerine, kati besi yerinden platin 6ze yardimiyla ekim yapildi.

Calkalayicida 200 rpm’de, 55 °C ‘de, 24 saat inkiibe edildi.

3.8. Inkiibasyon Siiresinin Mikroorganizmalarin Gelisimi Uzerine Etkisinin
Arastirilmasi:

100 ml NB siv1 besiyeri (pH 7) hazirlanarak otoklavlandi, elde edilen
izolatlardan 1 ml ayr1 ayr1 bakteri ekimi yapildi ve 55 °C’de, 160 rpm’de ¢alkalayicida
bekletildi ve 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 64. saatlerde iiretilen

bakterilerin 470 nm’de spektrofotometrede absorbanslar1 6l¢iildii.

3.9. Sicakligin Mikroorganizmalarin Gelisimi Uzerine Etkisinin Arastirilmasi:

100 ml NB siv1 besiyerine (pH 7) 1 ml izolatlardan ayr1 ayr1 bakteri ekimi
yapildi ve 15-20-25-30-35-40-45-50-55-60-65-70-75 °C’de her izolat igin optimum
iireme zamaninda, 160 rpm’de c¢alkalayicida bekletildi ve 470 nm’de

spektrofotometrede absorbanslari 6l¢iildii.

3.10. pH’min Mikroorganizmalarin Gelisimi Uzerine Etkisinin Arastirillmasi:

100 ml NB siv1 besiyerleri pH 4,5-5-5,5-6-6,5-7-7,5-8-8,5-9-9,5-10-10,5-11
olacak sekilde ayarlanarak otoklavlandi ve 1 ml izolatlardan ayr1 ayr1 bakteri ekimi
yapildi. Her izolat i¢in optimum iireme zamani ve sicakliginda 160 rpm’de ¢alkalayicida

inkiibasyona birakildi ve 470 nm’de spektrofotometrede absorbans dl¢iimleri yapildi.

3.11. Gram Boyama:

Kat1 besiyeri NB’de gecelik iiretilen bakteri 6rneklerinden 6ze yardimiyla koloni
aliarak temiz lamin bir kenarina serum fizyolojik damlatilip kolonilerin yayma islemi
gerceklestirildi ve preparat kurutulup, alevden gegirilerek tespit edildi. Elde edilen
preparat lizerine kristal viyole soliisyon dokiilerek 2 dakika bekletilerek boyanmasi
saglandi ve daha sonra su ile yikandi. Preparat {izerine lugol dokiilerek 1 dakika
bekletildi ve yikandi. Deklorizasyonu saglamak amaciyla % 96°1ik alkol dokiildi 15- 20
sn. bekletildi ve yikandi. Son islem olarak sulu fuksin ile 2 dakika bekletildi ve su ile
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yikanarak boya giderildi. Preparatlar kurutma kagidinda kurutulduktan sonra

immersiyon yagi damlatilarak immersiyon objektifi altinda inceleme yapidi.

3.12. Spor boyama:

Kat1 besiyeri NB’de gecelik iiretilen bakteri 6rneklerinden 6ze yardimiyla koloni
alinarak temiz lamin bir kenaria serum fizyolojik damlatilip kolonilerin yayma islemi
gerceklestirildi ve preparat kurutulup, alevden gecirilerek tespit edildi. FElde edilen
preparat lizerine miizerelli spor boyasi dokiilerek 5 dakika alttan 1sitilarak bekletildi. Bu
asamada preparatlarin yanmamasina dikkat edildi. Preparat yikandiktan sonra %10’luk
nitrik asitle 10 sn. muamele edilerek dekolorize edildi ve su ile yikama islemi yapilip
%1’lik eosin ile 2 dakika bekletildikten sonra boya dokiildii, yikandi, kurutuldu ve

immersiyon yag1 damlatilarak immersiyon objektifi altinda inceleme yapidi.

3.13. Biyokimyasal Testler :

3.13.1. Nisasta Hidrolizi Testi:

Bu test, mikroorganizmalarin nisastayr bazi mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen ekstraseliiler amilaz enzimi tarafindan parcalanip pargalanmadigini ortaya
koymak amaciyla yapilir. Bunun i¢in petri kutularia hazirlanmis %3’liik nisastali agar
(pH 7) dokiildii ve kat1 besi yerlerinde tiretilen izolatlardan ayr1 ayr1 bakteri ¢izgi ekimi
yapildi ve her izolat i¢in optimum sicaklikta 2-5 giin siireyle inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda agarlarm iizeri 0,5 g I, ve 1g KI (150 ml) ile hazirlanan

soliisyonla kapland1 ve reaksiyon 5 dakika i¢inde degerlendirildi.

3.13.2. Jelatin Hidrolizasyon Testi:

Bu test mikroorganizmalarin, jelatini hidrolizleyen jelatinaz enzimi sentezleyip
sentezleyemediklerini 6l¢gmek i¢in yapilir. Bunun i¢in %10 jelatin igeren besiyeri
hazirlandi, saf ve taze kiiltlirden mikroorganizma ekimi yapildi. Besiyerleri her izolat
icin optimum sicaklikta 10 giin kadar inkiibe edildi. Bu siire sonunda kontrollerle

birlikte buzdolabinda 1-2 saat birakildi. Erimenin olup olmadig1 gdzlemlendi.
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3.13.3. Katalaz Testi:

Bu test, mikroorganizmalarin katalaz enzimi sentezleyip sentezleyemediklerini
saptamak amaciyla yapilir. Bunun i¢in taze haldeki (18-24 saatlik) mikroorganizma
kiiltiirleri (kat1) kullanilarak yavas yavas %3’liik taze hazirlanmis hidrojen peroksit ilave
edildi ve incelendi. Hidrojen peroksit ilavesinden sonra kolonilerin bulundugu yerlerde
kabarciklar goriiliirse katalaz enziminin sentezlendigi, eger hava kabarciklar

goriilmezse katalaz enziminin sentezlenmedigi sonucuna varilir.

3.13.4. Kazein Hidrolizi:

Bu test, mikroorganizmalarin siit proteinini olusturan kazeini proteaz enzimi
vasitastyla hidrolizleyip hidrolizleyemediklerini tespit etmek amaciyla kullanilir. Bunun
icin; %10 skim milk bulunan besi yeri hazirland1 ve taze kiiltiir ekilerek bir giin siireyle
optimum sicaklikta inkiibasyona birakildi. Ertesi giin kolonilerin etrafinda seffaf
zonlarin olusup olugmadigina bakildi. Zonlar1 daha 1yi tespit edebilmek i¢in %1°1lik HCI1

damlatilarak inceleme yapildi.

3.13.5. Ureaz Testi:

Bu test, mikroorganizmalarin iireyi hidroliz eden iirecaz enzimini sentezleyip
sentezleyemediklerini tespit etmek icin kullamilir. Bu test bakterilerin cins ve tiir
tayininde kullanilir. Bunun i¢in; iire agarli besi yeri tiiplerde hazirlandi. Taze kiiltlire
edilmis mikroorganizmalar besi yerine ekim yapildi ve 2-5 siireyle mikroorganizmalarin
optimum sicaklik derecesinde inkiibasyona birakildi ve renk degisimi olup olmadigi

gbzlemlendi.

3.13.6. Lipaz Testi:

Bu test, mikroorganizmalarin yaglar1 pargalayan lipaz enzimini sentezleyip
sentezleyemediklerini tespit etmek i¢in kullanlilir. Bunun i¢in; 0,75 gr et 6ziit, 1,25 gr
pepton, 3,79 gr agar ve 2,5 gr tereyagi iceren besi ortami (250 ml) hazirlanip
otoklavlandiktan sonra her bir izolatin taze kiiltiirtinden ayr1 ayr1 ekim yapilarak her biri
icin optimum sicaklikta 1 giin silireyle inkiibasyona birakildi ve ertesi giin olusan
kolonilerin bulundugu petri kabina asir1 doygun CuSOy4 ¢ozeltisi damlatildi. Mat

yesilimsi saha lipaz iiretimini gosterir.
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3.14. Hareket Testi:

Bu test mikrorganizmalarin hareket yeteneklerinin olup olmadigini belirlemede
kullanilir. Bunun i¢in; % 0,4-0,5 berrak yar1 kat1 agarli besiyeri buyyon tiipleri i¢inde
kapiler tiiplerin bulundugu besi ortamina dokiiliir. Izolatlarin gecelik taze kiiltiirlerinden
tek koloni igne 6ze yardimiyla alinarak kapiler tiip icerisine daldirmak suretiyle ekim
yapilir ve her izolat i¢in optimum sicaklikta 24 veya 48 saat inkiibasyona birakilir. Eger
besiyerinin inokiilasyon hatti boyunca iireme var ancak saga sola dogru yayilma ve
dallanma yoksa mikroorganizma hareketsiz kabul edilir, fakat inokiilasyon hattindan

etrafa dogru agarin i¢ine dogru bir yayilma gdzlenirse hareketli kabul edilir.

3.15. Antibiyotiklere Kars1 Duyarhhk Testi:

Bu test mikrorganizmalarin anitibiyotiklere kars1 gosterdikleri 6zellikleri
belirlemek igin yapilir. Bu test igin; izolatlarin iireyebilmesi amaciyla uygun besi
ortamina (NB-kat1) bakterilerin taze kiiltiirlerinden yayma ekim yapildi ve Amoxycilin
Clawlanic Asid (AMC) 30 pg, Netilmicin (NET) 30 pg, Ofloxacin (OFX) 5 ng,
Imipenem (IPM) 10 pg antibiyotiklerinin bulundugu diskler ekim yapilan ylizeye
birakildi ve izolatlar igin belirlenen optimum sicaklikta inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda antibiyotik disklerin etrafinda zon olusup olusmadig

gbzlemlendi ve zon biiyiikligi olciildii.

3.16. Enzim Aktivite Tayinleri:
[zolatlarmn iireyebilmesi igin uygun besi ortamina (NB-siv1) bakterilerin taze
kiiltiirlerinden ekim yapildi. 24 saat inkiibasyon sonunda besi yeri 10.000 rpm’de 5

dakika santrifiij edildi. Ust s1v1, enzim aktivite deneylerinde kullanilds.

3.16.1. Amilaz Enzimi Aktivite Tayini (Bernfeld Yontemi, 1955):

Enzim aktivitesi Bernfeld yontemine gore belirlendi (Bernfeld, 1955). Bu
yonteme gore 100 pl enzim ¢ozeltisi (list sivi) ve 200 pl % 0.5’lik nisasta ¢ozeltisi (1
nolu izolat i¢in 0,1 M pH 8 Tris-HCI ve 3 nolu izolat i¢in 0,1 M pH 7 Tris-HCI tamponu
igerisinde ¢6ziinmiis olarak hazirlandi) 50 °C‘de 30 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda
reaksiyonu durdurmak i¢in, 400 pl DNS (3,5 dinitro salisilik asit) ilave edilerek 5
dakika kaynar su banyosunda bekletildi.
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DNS, diisiik sicakliklarda indirgen seker uglariyla reaksiyona girmediginden
kaynar su banyosuna konuldu. 3,5 Dinitro salisilik asit sicakta sekerlerin indirgen
uclariyla reaksiyona girerek reaksiyonun durmasinmi sagladigi gibi ayn1 zamanda renk
olusumunu da saglamaktadir. Daha sonra 3 ml distile su ile seyreltme yapilarak 489
nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapildu.

a- amilaz igin 1 Unite Enzim: 1 umol nisastay1 30 dakikada maltoz birimlerine
parcalayan o- amilaz enzim miktaridir (U/mg).

Bernfeld Reaktifinin Hazirlanmasi: 20 g 3,5 dinitro salisilik asit 400 ml distile
su i¢inde ¢oziindii. Bagka bir beherde 32 g / 300 ml NaOH ¢o6zeltisi magnetik karigtiric
ile karistirildi. Daha sonra yavas yavas 3,5 dinitro salisilik asit lizerine eklendi. Bir siire
sicak su banyosunda bekletildi. Sonra 600 g Na-K-Tartarat azar azar eklendi. Hacim saf
su ile 2000 ml’ye tamamlandi (Bernfeld, 1955).

3.16.2. Proteaz Enzimi Aktivite Tayini (Leighton ve ark., 1973):

Leighton ve ark. (1973) gore yapilan proteaz aktivite tayininde 500 pl azokaein
substrat olarak kullanildi, tizerine 250 pl enzim eklendi ve 50 °C’de 30 dk. inkiibe
edildi. Reaksiyonun durdurulmasi i¢in 2 ml TCA (trikloroasetikasit) ¢ozeltisi eklendi ve
15 dk 4 °C’de bekletildikten sonra 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek tist sividan 400
ul siiziintii alindi, tizerine 800 ul 1,8 M NaOH eklendi ve 420 nm’de absorbans 6l¢iildii.

Proteaz igin 1 Unite Enzim: 1 pumol azokazeini 30 dakikada aminoasitlerine
pargalayan proteaz enzim miktaridir (U/mg).

Azokazeinin Hazirlanmasi: 0,1 M karbonat/ bikarbonat tamponu igerisinde

%5’lik azokazein ¢oziinerek hazirlandi.

3.17. Amilaz ve Proteaz Enzimleri Aktivitesi Uzerine Degisik Inkiibasyon
Siirelerinin Arastirilmasi:

100 ml s1v1 besiyerinden (pH:7) her birine 1’er ml bakteri ekimi yapildi ve
bakterilerin her biri i¢in optimum sicaklikta inkiibasyona birakildi. Sonra 48. saate
kadar her 4 saatlik slire sonunda Bernfeld (1955) yontemine gore o-amilaz aktivite

tayini ve Leighton ve ark. (1973) gbre proteaz enzimi aktivitesi dlgiildii.
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3.18. Amilaz ve Proteaz Enzimleri Aktivitesi Uzerine pH min Etkisi:

Enzim olarak NB besi yerinden elde edilen iist sivi kullanildi. Substrat olarak
kullandigimiz nisasta ve azokazein % 0,5 ‘lik olacak sekilde sirasiyla sitrik asit (0,1 M
pH 4, 5 ve 6), Tris-HCI (0,1 M pH 7, 8, ve 9) ve karbonat/bikarbonat (0,1 M pH 10, 11)
tamponlari igerisinde ayr1 ayr1 hazirlandu.

Daha sonra bakterilerin her biri i¢in optimum sicaklikta Bernfeld (1955) yontemine gore
a-amilaz aktivite tayini ve Leighton ve ark. (1973) gore proteaz enzimi aktivitesi
ol¢iildii.

3.19. Amilaz ve Proteaz Enzimleri Aktivitesi Uzerine Sicakhigin EtKisi:

Enzim olarak; NB besi ortaminda {iretilen bakterilerin bulundugu fermante
stvilarin santrifiij edilmesiyle elde edilen {ist stvi kullanildi. Daha sonra 30 °C‘den 10
°C’lik artan sicaklik araliklariyla 90 °C’ye kadar Bernfeld (1955) yontemine gore o-

amilaz aktivitesi ve Leighton ve ark. (1973) gore proteaz enzimi aktivitesi ol¢iildii.

3.20. Protein Miktar Tayini (Lowry Yontemi, 1951):

Oncelikle konsantrasyonunu bildigimiz standart protein ¢ozeltisi (1mg/ml BSA)
hazirlandi. Bu standart c¢ozeltiden faydalanarak konsantrasyonunu bilmedigimiz
cozeltideki protein miktar1 Lowry yontemine goére hesaplandi. Bunun igin artan
konsantrasyonlarda hazirlanan standart ve 50 pl enzim c¢ozeltisi alinarak tiiplerin
hepsine 5 ml alkalin ¢ozeltisi eklendi ve 15 dk 40 °C’de bekletildikten sonra tiiplerin
hepsine 1:1 oraninda seyreltilmis 500 pl FCR (Folin reaktifi) eklendi ve 30 dk.
karanlikta bekletildikten sonra 660 nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri
olgtildii.

Alkalin Cozeltisinin Hazirlanisi:
A; 0,1 N NaOH i¢inde %2 (w/v) Na,CO; ¢oziildii.
B; %1 (w/v) Na-K-Tartarat i¢inde
% 5 (w/v) CuSOys. 5H,0 ¢oziildii.
C;50 ml A belirteci ile 1 ml B belirteci karistirilarak olusturuldu.
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3.21. Coktiirme ve Diyaliz:

Elde edilen izolatlardan 250 ml’lik erlenlere 50 ml sivi NB besi yerine ekim
yapilarak her izolat i¢cin optimum sicaklikta inkiibasyona birakildi. 24 saat inkiibasyon
sonunda besi yeri 10.000 rpm ’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust s1v1 aliarak sirastyla %
40, % 60, % 80’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Coktiirme sonrasinda elde
ettigimiz s1v1 hacmi 6lciildii ve 60 ml olarak belirlendi. izolatlar 8600 rpm’de 30 dk
santrifiij edildi ve pelet 1 nolu izolat (KP1) 0,1 M pH 8 Tris-HCI ve 3 nolu izolat i¢in
0,1 M pH 7 Tris-HCI tamponu igerisinde ¢oziilerek hacim 6 ml olarak belirlendi. Daha
sonra % 20’lik etil alkolde 30 dk. kaynatilan ve saf su ile tekrar kaynatilarak temizlenen
diyaliz hortumu igerisine ¢oktiirme sonrasi elde edilen sivilar ayr1 ayr1 birakildi. Her bir
izolat igin uygun pH’da hazirlanan tamponlar igerisinde +4 °C’de 1 gece boyunca
magnetik karigtiric1 lizerinde tuzdan arindirmak icin inkiibasyona birakildi. Diyaliz
islemi sonucunda s1vi hacim tek tek 6l¢iildii, 1 nolu ve 3 nolu izolat i¢in sirastyla 7 ml
ve 5,5 ml olarak belirlendi. Elde edilen s1vi ependorflara birakilarak -20 °C’de saklandi.
Diyaliz 6ncesi ve diyaliz sonrasi Lowry yontemine gore protein miktar tayini ve hem
amilaz hem de proteaz enzimlerinin aktiviteleri ayr1 ayr1 6l¢tildii.

3.22. Amilaz Enzimi ve Proteaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Baz1 Kimyasallarin
EtKisinin Arastirilmasi:

Amilaz ve proteaz enzimlerinin aktiviteleri {izerine bazi kimyasallarin etkisini
belirlemek ve ortamdaki metal iyonlarin1 bertaraf etmek icin amonyum siilfat
¢oktiirmesi ve diyaliz yapildi. Kullanilan kimyasallarin (CaCl,, CuCl,, ZnCl,, MnCl,,
HgCl, EDTA, PMSF) 50 mM’lik stok ¢ozeltilerinden toplam hacimde (300 pl) 1,5 mM
konsantrasyonu olacak sekilde ve %1°lik SDS hazirlandi. Diyaliz isleminden sonra elde
edilen sivilardan 100 pl enzim ile 10 pl metal ve diger kimyasal ¢ozeltilerle 30 dk.
bekletildi. Ayrica amilaz ve proteaz enzimlerinin aktivite tayinini yaparken hazirlanan
kontrollerin yani1 sira sadece kullanilan kimyasallarin bulundugu kontroller de hazirlandi

ve daha sonra amilaz ve proteaz enzimleri i¢in ayr1 ayri aktivite tayinleri yapildi.
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3.23. Elektroforez
3.23.1. Nondenatiire Poliakrilamid Jel Elektroforezi ( Laemmli, 1977)
Cozeltiler:
% 30 akrilamid / % 0.8 bis akrilamid : 30 g akrilamid, 0,8 g bis akrilamid saf su ile 100
ml’ye tamamlandi, filtre edildi. Koyu renkli sisede 4 °C ‘de sakland.
1.5 M Tris.HCI pH 8.8: 54,45 g Tris-base 150 ml’ye tamamlandi, 1N HCI ile pH

8.8’e ayarlandi, hacim saf su ile 300 ml ‘ye tamamland, filtre edilerek 4 °C*“de saklandi.

0.5 M Tris. HCI pH 6.8: 6 g Tris-base 60 ml saf suda ¢oziindii, IN HCI ile pH 6,8’¢

getirildi, hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi, filtre edilerek 4 °C’de saklandi.

% 10’luk APS (_amonyum per siilfat ) : 0,1 g APS saf su ile 1 ml’ye tamamlandu.

Taze olarak hazirlanmalidir.

Elektroforez tamponu: 3 g Tris, 14,4 g glisin, 0.1 g SDS, 1000 ml saf su ilave
edilerek hazirlandi ve 4 °C’de saklandi.

Iz boya ( 6rnek boya ) : 7 ml 0,1M Tris. HCI pH 6.8 , 3,6 ml gliserol, 1,2 mg BFB

ile 10 ml saf su ilave edildi. 1’er ml olacak sekilde, ependorflara konarak -70 °C’de
saklandi.

% 10’Tuk SDS: 0,1 g SDS saf su ile 1 ml’ye tamamlandi.

% 3’liik nisasta: 0.3g nisasta 0,1 M Tris. HCI pH 8 ile 10 ml’ye tamamlandi.

Iyot soliisyonu: 14 mM KI ve 10m M 1, saf su ile 50 ml’ye tamamlandi.

3.23.2. Jelin Hazirlanmasi

Calismalarimizda % 7°lik jel kullanildi. Ayirma jeli i¢in, 3,5 ml akrilamid / bis
akrilamid, 3,75 ml 0,1 M Tris. HCI (pH 8.8 ), 7,75 ml saf su, 75 pl % 10 ‘luk APS
(Amonyum per stilfat), 7.5ul % 10’luk SDS, 10 pl TEMED ile nisastali jel i¢in 3,5 ml
akrilamid / bis akrilamid, 3,75 ml 0,1 M Tris. HCI (pH 8.8 ), 7,75 ml saf su, 75 ul % 10
‘luk APS (Amonyum per siilfat), 7.5ul % 10’luk SDS, 10 ul TEMED 660ul % 3’liik
nisastali ve nisastasiz jelden olusan iki ayr1 ayirma jeli buz igerisinde ve siirekli
magnetik karistirict ile karistirilarak hazirland.

Konsantrasyon jeli i¢in, 520ul akrilamid/bis akrilamid, 1 ml 0,1 M Tris. HCI (pH
6.8),20 ul % 10 ‘luk APS, 4ul TEMED, 4pul % 10’luk SDS ve 2.44 ml saf sudan olusan

karisim hazirlandi. Islemler buz igersinde ve karistirilarak yapildi.
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Iki cam levha arasina 6 cm yiikseklikte ayirma jeli dokiildii, iizerine pastor
pipetiyle, su ile doyurulmus izopropanol konarak hava ile temas1 kesildi. Oda 1sisinda
30-60 dakika polimerizasyon gergeklesti. Polimerizasyon gerceklestikten sonra
izopropanol distile su ile yikandi. Kuyucuklarin olugmasi i¢in tarak yerlestirildi ve
konsantrasyon jeli dokiildii. Hava ile temasini kesmek i¢in, lizerine izopropanol kondu.

Oda sicakliginda 30-45 dakika sonra polimerizasyon gozlendi.

3.23.3. Elektroforez Islemi

Standart protein olarak, B-Galaktosidaz’dan ve 10 pl ticari alfa-amilaz (0,005
g/ml)’den 15 pl alindi. Farkli ependorflar igerisine konulup {izerlerine 15’er pl iz boya
eklendi. Elektroforez yapilacagi zaman jelin tizerindeki su alindi. Numunelerin +4 °C’de
10.000 rpm’de 10 dakikalik santrifiijden sonra iist sividaki enzim c¢ozeltisinden
(fermantasyon sonrasi sivilar 1F ve 3F) ve ¢oktiirme ile diyaliz islemlerinden sonra elde
edilen sivilardan (1D ve 3D) 1F igin; 25 ul, 1D i¢in; 37,5 pul, 3F i¢in; 25 ul, 3D i¢in; 40
pl numuneden alinarak her biri farkli ependorflara konularak {izerlerine 20 pl iz boya,
eklendi. Ornekler kuyucuklara sirasiyla konuldu. 1.00 mm’lik jele 250V (40 mA) akim
verildi, yaklagik 2 saat sonra elektroforez islemi tamamlandi. Camlar arasindaki jel
cikarildiktan sonra, 1 saat 0.1 M Tris. HCI (pH 8)’ de bekletildi. Sonra tampon ¢6zeltisi
dokiiliip nisastal1 jel tizerine iyot soliisyonu eklenip yarim saat sonra incelemeye alindi
(Laemmli, 1970; Matzka, 2000). Nisastasiz jel iizerine Commasie Brillant Blue’dan
olusan boya sollisyonu dokiildii ve yarim saat bekletildikten sonra boya dokiilerek

lizerine boya ¢ikarma soliisyonu eklenip incelemeye alindi.
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4. BULGULAR
4.1. izolasyon islemi:

Diyadin ilgesi sicak su kaynaklarindan alinan su ve ¢camur orneklerinden bakteri
izolasyonu gergeklestirildi. Camur 6rnekleri 80° C’de 10 dk. bekletildikten sonra NB
besi yerine ekim yapildi ve elde edilen saf kiiltiirlerden; Koprii Kaplicasi’'ndan elde
edilen izolat KP1, Dibekli Kdyii sicak su kaynagindan elde edilen izolat DB2, Davutlu
Cermigi’nden elde edilen izolat DV3 ve Kusburnu Kdyii’nden elde edilen izolat KB4
olarak isimlendirildi. Bu izolatlar i¢inde en iyi lireme ve aktivite gdsteren iki izolat

(KP1 ve DV3) secilmistir.

4.2. Bakterilerin Gram Boyama Ozellikleri

Resim 5: KP1’in gram boyama 6zelligi

Resim 5’te goriildiigii lizere Koprii Kaplicasi’ndan elde edilen KP1’in Gram
boyama islemi gerceklestirilmis ve izolatin Gram pozitif, ¢ubuk seklinde oldugu

belirlenmistir.
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Resim 6: DV3’iin gram boyama 6zelligi
Resim 6’da goriildiigii iizere Davutlu Kaplicasi’'ndan elde edilen DV3’iin Gram
boyama islemi gerceklestirilmis ve izolatin Gram pozitif, ¢ubuk seklinde oldugu

belirlenmistir.

4.3. Bakterilerin Spor Boyama Ozellikleri

Resim 7: KP1’in spor boyama 6zelligi
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Resim 7’de goriildiigi iizere Koprii Kaplicasi’ndan elde edilen KP1’in spor boyama

islemi gergeklestirilmis ve oval sekilde spor olusturdugu gézlenmistir.

Resim 8: DV3’iin spor boyama 6zelligi
Resim 8’de goriildiigii lizere Davut Kaplicasi’'ndan elde edilen DV3’iin spor
boyama islemi gergeklestirilmis ve spor olusturdugu goézlenmistir. Sporlarin oval ve
terminal konumlu oldugu gozlenmistir.

4.4, Inkiibasyon Siiresinin Mikroorganizmalarin Gelisimi Uzerine Etkisinin
Arastirillmasi:

Zamana Bagh Bakteri Ureme Egrisi

N w
\ |
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|

Absorbans(470nm)
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o

Sekil 5: Inkiibasyon Siiresinin KP1’in Uremesi Uzerine Etkisi
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Sicak su kaynaklarinda izole edilen KP1’in degisik inkiibasyon siirelerinde
uygun besi ortaminda (NB) ve 50 °C’de tiretimleri yapilmistir. Sekil 5°te goriildiigii gibi
8. saatten itibaren bakteri liremesinde artis meydana gelmis ve 28. saatte maksimum
degere ulagmis, 32. saatten sonra azalan bir egilim gdstermektedir. Bu yiizden ve
KPI’in {treme ve gelismesi i¢in uygun inkiibasyon siliresi 28 saat olarak

belirlenmistir.

Zamana Bagh Bakteri Ureme Egrisi

Absorbans (470nm)
1

0 4 8 12 16 20 24 28 3
Zaman (Saat)

2 36 40 44 48 64

Sekil 6: inkiibasyon Siiresinin DV3’iin Uremesi Uzerine Etkisi

Sicak su kaynaklarinda izole edilen DV3’lin degisik inkiibasyon siirelerinde
uygun besi ortaminda (NB) ve 50 °C’de iiretimleri yapilmigtir. Sekil 6’da goriildigi gibi
4. saatten itibaren bakteri liremesinde artis meydana gelmis, 24. saatte maksimum
degere ulagsmis ve 24. saatten sonra azalan bir egilim gostermektedir. Bu yilizden

DV3’iin iireme ve gelismesi i¢in uygun inkiibasyon siiresi 24 saat olarak belirlenmistir.
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4.5. Sicakligin Mikroorganizmalarin Uremesi Uzerine Etkisi:

Sicakhiga Bagh Bakteri Ureme Grafigi
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Sekil 7: Sicakligin KP 1’in Uremesi Uzerine Etkisi

Sicak su kaynaklarinda izole edilen KP1’in degisik sicaklik degerlerinde tireme
potansiyelini belirlemek i¢in; 5°C’lik artisla 15 °C’den 75 °C’ye kadar inkiibasyon
siirelerinde uygun besi ortaminda (NB) optimum {ireme zamani olan 28 saat
inkiibasyona birakilmistir. Sekil 7°de goriildigii gibi 35 °C’den sonra hizli bir iireme
artigi gozlenmektedir. Ayrica 40 °C’den 65 °C’ye kadar iireme potansiyeline sahip
oldugu ve 50 °C’den sonra bakterinin tiremesinde azalma goriilmektedir. Bu izolat i¢in

optimum tireme sicakligi 50 °C olarak belirlenmistir.

46



Sicakliga Bagh Bakteri Ureme Grafigi
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Sekil 8: Sicakligin DV3’iin Uremesi Uzerine Etkisi

Sicak su kaynaklarinda izole edilen DV3’iin degisik sicaklik degerlerinde lireme
potansiyelini belirlemek i¢in; 5°C’lik artigla 15 °C’den 75 °C’ye kadar uygun besi
ortaminda (NB) optimum {ireme zamani olan 24 saat kadar inkiibasyona birakilmistir.
Sekil 8’de goriildiigii gibi 30 °C’den sonra hizli bir lireme artis1 gozlenmektedir. Ayrica
35 °C’den 70 °C’ye kadar iireme potansiyeline sahip oldugu ve 55 °C’den sonra
bakterinin iiremesinde azalma goriilmektedir. Bu izolat i¢in optimum iireme sicakligi 55
°C olarak belirlenmistir.

4.6. pH’min Mikroorganizmalarin Gelisimi Uzerine Etkisi:

pH'ya Bagh Bakteri Ureme Grafigi
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Sekil 9: pH’nin KP 1’in Uremesi Uzerine Etkisi
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Sicak su kaynaklarinda izole edilen KP1’in degisik pH degerlerinde iireme
potansiyelini belirlemek i¢in; 5 birimlik artisla pH 4,5’ten pH 11 e kadar 50 °C’de
uygun besi ortaminda (NB) optimum ilireme zamani olan 28 saat inkiibasyona
birakilmistir. Sekil 9’da goriildigi gibi pH 6’dan sonra hizli bir {ireme artigi
gozlenmektedir. Ayrica pH 6,5’den pH 9,5’¢ kadar lireme potansiyeline sahip oldugu ve
pH 10’dan itibaren iireme gostermedigi, pH 8’den sonra bakterinin liremesinde azalma

goriilmektedir. Bu izolat i¢in optimum iireme pH’s1 8 olarak belirlenmistir.

pH'ya Bagh Bakteri Ureme Grafigi
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Sekil 10: pH’nin DV3’iin Uremesi Uzerine Etkisi
Sicak su kaynaklarindan izole edilen DV3’iin degisik pH degerlerinde iireme
potansiyelini belirlemek i¢in; 5 birimlik artisla pH 4,5’ten pH 11 e kadar 55 °C’de
uygun besi ortaminda (NB) optimum ilireme zamani olan 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Sekil 10°da goriildigii gibi pH 6’dan sonra hizli bir iireme artigi
gbzlenmektedir. Ayrica pH 6,5 ’ten pH 9,5’a kadar lireme potansiyeline sahip oldugu,
pH 9,5’tan itibaren iireme gostermedigi ve pH 7’den sonra bakterinin iiremesinde

azalma goriilmektedir. Bu izolat i¢in optimum tireme pH’s1 7 olarak belirlenmistir.

48



4.7. Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Testler :

Tablo 4: KP1 ve DV3’iin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

KP1 DV3
Gram Ozelligi + n
Sporlar Olusturma + (oval) + (oval, terminal)
Hareket Ozelligi + _
Aerobik Biiyiime + +
40 °C-65 °C 35°C-70°C

Biiyiime Sicakhgi ) )

(optimum 50 °C) (optimum 55 °C)

6,5-9,5(optimum 8) | 6,5-9,0(optimum 7)

Biiyiime pH’s1
Katalaz Aktivitesi + +
Kazein Hidrolizi + +
Nisasta Hidrolizi + +

Jelatin Hidrolizi — _

Ureaz Aktivitesi + n

Lipaz Aktivitesi + +

Penisilin Antibiyotigine Karsi

Ozelligi

+ : Pozitif ozellik gosterme
- : Negatif ozellik gosterme

S : Antibiyotige karsi duyarh



4.7.1. Nisasta Hidrolizi Testi:

Resim 9: KP1’in Nigasta Hidrolizi Testi

Resim 10: DV3’iin Nisasta Hidrolizi Testi

50



KP1 ve DV3 tarafindan sentezlenen ekstraseliiler amilaz enziminin nisastay1
parcalayip parcalamadigini ortaya koymak amaciyla nisastali besi yerine bu izolatlardan
ekim yapilmis ve inkiibasyon sonucunda petri lizerine iyodiir soliisyonu damlatilmigtir
ve Resim 9 ve Resim 10°da goriildiigli gibi tiim besi ortaminin iyodiirle koyu menekse
rengine boyandigi ancak, kolonilerin etrafinda agik renkli zonlar olustugu gozlendi.
Acik renkli olan bu bolgeler nisastanin o—amilaz enzimi tarafindan pargalandigin

gostermektedir.

4.7.2. Jelatin Hidroliz Testi:

KP1 ve DV3 tarafindan sentezlenen jelatini hidrolizleyen jelatinaz enzimi
sentezleyip sentezleyemediklerini 6lgmek i¢in % 10 jelatin iceren besiyeri hazirlandi ve
saf ve taze mikroorganizma kiiltiirlerinden ekim yapilip inkiibasyona birakildi. Bu siire
sonunda kontrollerle birlikte buz dolabinda 1-2 saat birakildi. Erimenin olup olmadigi
gozlemlendi ve KP1 ve DV3’lin bulundugu ortamda jelatin hidrolizi olmadigi

gbzlemlendi.

4.7.3. Katalaz Testi:

05/05/2007

Resim 11: KP1’in Katalaz Testi
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Resim 12: DV3’iin Katalaz Testi
KP1 ve DV3 izolatlart NB besi yerine ekim yapildi. Katalaz enzimini sentezleyip
sentezleyemediklerini saptamak amaciyla taze haldeki (18-24 saatlik) mikroorganizma
kiiltiirleri lizerine yavas yavas % 3’liik taze hazirlanmis hidrojen peroksit ilave edildi ve
inceleme yapildi. Resim 11 ve Resim 12’de goriildiigii gibi hidrojen peroksit
ilavesinden sonra kolonilerin bulundugu yerlerde kabarciklar goriilmektedir, bu da

katalaz enziminin sentezlendigini gostermektedir.

4.7.4. Kazein Hidroliz Testi:

Siit proteinini olusturan kazeinin proteaz enzimi vasitastyla hidrolizlenip
hidrolizlenmediklerini tespit etmek amaciyla; % 10 skim milk bulunan besi yeri
hazirland1 ve taze kiiltiir ekilerek bir giin siireyle optimum sicaklikta inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin kolonilerin etrafinda seffaf zonlarin olusup olusmadigina bakildi.
Olusan zonlar1 daha iyi tespit edebilmek i¢in % 1’lik HCl damlatilarak inceleme yapildi.
Resim 13’de goruldiigii gibi KP1’in olusturdugu kolonilerin etrafinda seffaf zonlar
goriilmektedir, bu zonlar proteaz tarafindan kazeinin parcalandigimi gostermektedir.

Ayn1 durum DV3 i¢in de goriilmiistiir.
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22/03/2007

Resim 13: KP1’in Kazein Hidrolizi Testi

4.7.5. Ureaz Testi:

Ureyi  hidroliz eden iireaz enzimini KPl ve DV3’iin sentezleyip
sentezleyemediklerini tespit etmek i¢in lire agarli besi yeri tiiplerde hazirlandi. Taze
kiiltiire edilmis mikroorganizmalar besi yerine ekim yapildi ve 2-5 giin siireyle
mikroorganizmalarin optimum sicaklik derecesinde inkiibasyona birakildi. Resim 14 ve
Resim 15°te goriildiigii gibi agik sar1 renkli kontrolle karsilagtirildiginda KP 1’in ve
DV3’iin bulundugu tiiplerde turuncu renk degisimi olmustur. Bu renk degisimi

izolatlarin her ikisinin de {ireyi lireaz enzimi tarafindan pargaladigini gostermektedir.
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Resim 14: KP1’in Ureaz Testi

Resim 15: DV3’iin Ureaz Testi

09/05/2007

17/05/2007
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4.7.6. Lipaz Testi:

Resim 16: KP1’in Lipaz Testi

KP1 ve DV3 izolatlarinin yaglari pargalayan lipaz enzimini sentezleyip
sentezleyemediklerini tespit etmek i¢in; 0,75 gr et 6ziiti, 1,25 gr pepton, 3,79 gr agar ve
2,5 gr tereyagi igeren besi ortamina her bir izolatin taze kiiltiirlerinden ayri ayr1 ekim
yapilarak her biri i¢in optimum sicaklikta 1 giin siireyle inkiibasyona birakildi ve ertesi
giin olusan kolonilerin bulundugu petri kabina asir1 doygun CuSO; ¢ozeltisi damlatildi.
Resim 16 ve Resim 17°de goriildiigii gibi izolatlarin olusturdugu kolonilerin etrafinda
mat yesilimsi sahalar meydana gelmistir, bu da lipaz sentezlenerek besi ortaminda

bulunan yaglarin parcalandigini gosterir.
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Resim 17: DV3’iin Lipaz Testi

4.7.7. Hareket Testi:

KP1 ve DV3 izolatlarimin hareket yeteneklerinin olup olmadigimi belirlemek
icin; % 0,4-0,5’lik berrak yar1 kat1 agarli besiyeri buyyon tiiplerin icinde kapiler
tiiplerin bulundugu besi ortamina dokiildii ve izolatlarin gecelik taze kiiltiirlerinden
ekim yapildi ve inkiibasyona birakildi. Resim 18’de goriildiigii gibi izolat 1 kontrolle
karsilastirildiginda inokiilasyon hattt boyunca iiremenin oldugu ve inokiilasyon
hattindan agarin ig¢ine dogru bir yayilma gozlenmektedir. Bu nedenle izolat 1’in

hareketli oldugunu gostermektedir.
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09/05/2007

Resim 18: KP1’in Hareket Testi

Ayni islem DV3 i¢in de yapilmigtir ve Resim 19°da goriildiigii gibi inokiilasyon
hatt1 boyunca iireme oldugu, ancak saga sola dogru yayilma ve dallanma olmadigindan

bu izolatin hareketsiz oldugu tespit edilmistir

17/05/2007

Resim 19: DV3’in Hareket Testi
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4.7.8. Antibiyotiklere Kars1 Duyarhlik Testi

[zolatlarn iireyebilmesi i¢in uygun besi ortamima (NB) bakterilerin taze
kiiltiirlerinden yayma ekim yapildi ve 6 mm kagit disklerden olusan Amoxycilin
Clawlanic Asid (AMC) 30 pg, Netilmicin (NET) 30 pg, Ofloxacin (OFX) 5 pg,
Imipenem (IPM) 10 pg antibiyotiklerinin bulundugu diskler ekim yapilan ylizeye
birakildi ve izolatlar icin belirlenen optimum sicaklikta inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda antibiyotik disklerin etrafinda zon olusup olusmadig
gbzlemlendi. Izolat 1 icin antibiyotik testi ile ilgili yapilan gdzlemlerde NET ve OFX
antibiyotiklerine de karsi duyarli oldugu ve zon biiylkligii 30 mm oldugu, AMC ve
IPM antibiyotiklerine duyarli oldugu ve zon biiylikliigiiniin >30 mm oldugu belirlendi.
Izolat 3 icin antibiyotik testi ile ilgili yapilan gozlemlerde OFX antibiyotigine kars1
duyarli oldugu ve zon biyikliginin 30 mm oldugu, NET, AMC ve IPM

antibiyotiklerine de duyarli oldugu ve zon biiytikliigiiniin >30 mm oldugu belirlendi.

4.8. Degisik Inkiibasyon Siirelerinde Amilaz ve Proteaz Enzimlerinin AKtivitesi

Zaman Bagh Amilaz Aktivitesi

?13257
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4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 64
Zaman (s aat)

Sekil 11: KP1’in Degisik Inkiibasyon Siirelerine Bagli Amilaz Aktivitesi

NB besiyerinde KP1 50 °C’de iiretilerek her 4 saatte bir besi yeri 10.000 rpm’de
5 dakika santrifiijlendi. Ust s1v1 (supernatant)’da degisik inkiibasyon siirelerinde o-
amilaz aktivite tayini yapildi. Sekil 11°de goriildiigii gibi 40. saate kadar hizli bir enzim
aktivite artis1 ve daha sonra 64. saate kadar enzim aktivitesinde bir azalma egilimi

goriilmektedir. Maksimum enzim aktivitesi 40. saatte elde edilmistir (21,96 U/mg).
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Sekil 12: DV3’iin Degisik Inkiibasyon Siirelerine Bagli Amilaz Aktivitesi

NB besiyerinde 55°C’de DV3 fiiretilerek her 4 saatte bir besiyeri 10.000 rpm’de

5 dakika santrifiijlendi. Ust s1v1 (supernatant)’da degisik inkiibasyon siirelerinde o-

amilaz aktivite tayini yapildi. Sekil 12°de goriildiigli gibi 20. saate kadar hizli bir enzim

aktivite artist ve 24. saatten sonra 64. saate dogru gittikce azalan bir egilim

gostermektedir. Maksimum enzim aktivitesi 24. saatte elde edilmistir (32 U/mg).

Enzim Aktivitesi (U/mg)
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Sekil 13: KP1’in Degisik Inkiibasyon Siirelerine Bagli Proteaz Aktivitesi
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KP1, NB besi ortaminda 50°C’de {iretilerek her 4 saatte bir besiyeri 10.000
rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Ust s1v1 (supernatant)’da degisik inkiibasyon siirelerinde
proteaz aktivite tayini yapilmistir. Sekil 13°te 24. saatte hizli bir enzim aktivite artig1 ve
24.- 48. saatler arasinda enzim aktivasyonunda degisim olmadigi, 48. saatten sonra

gittikce azalan bir aktivite goriilmektedir. Maksimum enzim aktivitesi 24. saatte elde

edilmistir (771 U/mg).

Zamana Bagh Proteaz Aktivitesi

500 +
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Sekil 14: DV3’iin Degisik Inkiibasyon Siirelerine Bagli Proteaz Aktivitesi

NB besiyerinde 55°C’de DV3 iiretilerek her 4 saatte bir besiyeri 10.000 rpm’de
5 dakika santrifiijlendi. Ust siv1 (supernatant)’da degisik inkiibasyon siirelerinde proteaz
aktivite tayini yapilmistir. Sekil 14’te 36. saate kadar hizli bir enzim aktivite artis1 ve 36.
saatten sonra 48. saate dogru gittikce azalan bir aktivite goriilmektedir. Maksimum

enzim aktivitesi 36. saatte elde edilmistir (421 U/mg).
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4.9. Amilaz ve Proteaz Enzimlerinin Aktivitesi Uzerine pH nmin Etkisi:

pH'ya Bagh Amilaz Aktivitesi
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4
20 ~
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o
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Sekil 15: KP1’in pH’ya Bagli Amilaz Aktivitesi

KP1, NB besi ortaminda 50 °C’de 24 saat liretilerek besiyeri 10.000 rpm’de 5
dakika santrifiijlendi. Ust siv1 (supernatant)’da pH 4 — 11 arasinda a-amilaz aktivite
tayini yapilmistir. Sekil 15°te pH 4’ten itibaren enzim aktivite artis1 ve pH 8’dan sonra
gittikce azalan bir aktivite egilimi goriilmektedir. Optimum pH degeri 8 olarak tespit

edilmistir.

pH'ya Bagh Amilaz Aktivitesi
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Sekil 16: DV3’iin pH’ya Bagli Amilaz Aktivitesi
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DV3, NB besi ortaminda 55 °C’de 24 saat iiretilerek besiyeri 10.000 rpm’de 5
dakika santrifiijlendi. Ust s1v1 (supernatant)’da pH 4 — 11 arasinda o-amilaz aktivite
tayini yapilmistir. Sekil 16°da goriildiigii gibi pH 4’ten itibaren enzim aktivite artisi ve
pH 7’dan sonra gittikce azalan bir aktivite egilimi gostermektedir. Optimum pH, 7

olarak bulunmustur.

pH'ya Bagh Proteaz Aktivitesi
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Sekil 17: KP1’in pH’ya Bagli Proteaz Aktivitesi

KP1, NB besi ortaminda 50°C’de 24 saat iiretilerek besiyeri 10.000 rpm’de 5
dakika santrifiijlendi. Ust s1iv1 (supernatant)’da pH 4 — 11 arasinda proteaz aktivite tayini
yapilmistir. Sekil 17°de pH 9’a kadar enzim aktivite artis1 ve pH 9’dan sonra gittikce

azalan bir aktivite egilimi goriilmektedir. Optimum pH, 9 olarak tespit edilmistir.

pH'ya Bagh Proteaz Aktivitesi (420 nm'de)
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100 -
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Sekil 18: DV3’iin pH’ya Bagli Proteaz Aktivitesi
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DV3, NB besi ortaminda 55°C’de 36 saat tiretilerek besiyeri 10.000 rpm’de 5
dakika santrifiijlendi. Ust s1v1 (supernatant)’da pH 4 — 11 arasinda o-amilaz aktivite
tayini yapilmistir. Sekil 18°de pH 5’ten itibaren enzim aktivite artis1, pH 9-10 aras1 hizli
bir aktivite artist ve daha sonra gittikge azalan bir aktivite egilimi goriilmektedir.
Optimum pH, 10 olarak tespit edilmistir.

4.10. Amilaz ve Proteaz Enzimlerinin Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi:

Sicakhga Bagh Amilaz Aktivitesi
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Sekil 19: KP1’in Sicakliga Bagli Amilaz Aktivitesi

NB besiyerinde KP1 iiretilerek 24. saatte besiyeri 10.000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi. Ust stv1 30 °C ile 90 °C arasinda, pH 8’da hazirlanan subsratlarla a-
amilaz aktivite testi yapildi. Sekil 19°da enzimin 60°C’de optimum aktivitesi

goriilmektedir.

Sicakhga Bagh Amilaz Aktivitesi
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Sekil 20: DV3’iin Sicakliga Bagli Amilaz Aktivitesi
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NB besiyerinde DV3 fdiretilerek 24. saatte besiyeri 10.000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi. Ust s1ivida 30 °C ile 90 °C arasinda, pH 7°da hazirlanan subsratlarla o-

amilaz aktivite testi yapildi. Sekil 20°de enzimin 70 °C’de optimum aktivitesi

goriilmektedir.
Sicakhiga Bagh Proteaz Aktivitesi
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Sekil 21: KP1’in Sicakliga Bagli Proteaz Aktivitesi

NB besiyerinde KP1 fiiretilerek 24. saatte besiyeri 10.000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi. Ust sivida 30 °C ile 90 °C arasinda, pH 9’da hazirlanan subsratlarla

proteaz aktivite testi yapildi. Sekil 21°de enzimin 50 °C’de optimum aktivitesi

goriilmektedir.
Sicakhga Baglh Proteaz Aktivitesi
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Sekil 22: DV3’iin Sicakliga Bagli Proteaz Aktivitesi
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NB besiyerinde DV3 firetilerek 36. saatte besiyeri 10.000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi. Ust sivida 30 °C ile 90 °C arasinda, pH 10°da hazirlanan subsratlarla
proteaz aktivite testi yapildi. Sekil 22°de enzimin 50 °C’de optimum aktivitesi
goriilmektedir.

4.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Kimyasallarin Etkisi:

Baz1 Kimyasallarin Amilaz Aktivitesine Etkisi
140 -
= 120 -
> 100 | Okontrol
£ ECaCl2
£ 80 - EMnCI2
< 60 - @CuCl2
s | EHgCI2
I~ 40 BasbS
20 ~
O I I I I I %—\
kontrol CaCl2 MnCI2 CuCl2 HgCl2 SDS

Sekil 23: Baz1 Kimyasallarin KP 1°den Elde Edilen Amilaz Aktivitesine Etkisi

Amilaz enziminin aktivitesi ilizerine bazi kimyasallarin etkisini belirlemek igin
50 mM’lik CaCl,, CuCl,, MnCl,, HgCl, stok ¢ozeltileri ve %1°lik SDS hazirlandi ve
enzim aktivite tayininde kullamilan toplam hacimde (300 pul) 1,5 mM
konsantrasyonunda olacak sekilde kullamildilar. izolatlar NB besiyerinde optimum
sicaklik, pH ve inkiibasyon siiresinde iiretildi. Elde edilen fermente sivi santrifiij
edilerek st sivilart enzim aktivite tayininde kullanilmak {izere ¢oktiirme ve diyaliz
islemlerine tabi tutulduktan sonra elde edilen sivi, yukarida belirtildigi gibi hazirlanan
kimyasallarla etkilestirildi ve aktiviteleri 6l¢iildii. Sekil 23‘te KP1 i¢in a-amilaz
aktivitesinin Mn"* ve Cu*? iyonlarinin bulundugu ortamda arttig1, %1’lik SDS ve Ca'
bulunan ortamda aktivitenin azaldigi, Hg™ iyonu bulunan ortamda ise aktivitenin
tamamen kayboldugu goriilmektedir. Sekil 24’te DV3 i¢in ise test edilen tiim ajanlarin
inhibisyon etkisi yaptigi, Hg™ iyonu bulunan ortamda ise aktivitenin tamamen

kayboldugu goriilmektedir.
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Baz1 Kimyasallarin Amilaz Aktivitesine Etkisi
120 -
—_ 100 B
X Okontrol
2 80 - mCaCl2
>
s MnCI2
E °0 M CuClI2
g 40 - B HgCI2
2 5. oSsDS
0 I - I I I %—\
kontrol CaCl2 MnCIl2 CuCl2 HgCI2 SDS
Sekil 24: Baz1 Kimyasallarin DV3°den Elde Edilen Amilaz Aktivitesine Etkisi
Baz1 Kimyasallarin Proteaz Enzimine Etkisi
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Sekil 25: Baz1 Kimyasallarin KP 1’den Elde Edilen Proteaz Aktivitesine Etkisi

Proteaz enziminin aktiviteleri lizerine agir metallerin etkisini belirlemek i¢in 50
mM’lik CaCl,, CuCl,, MnCl,, ZnCl,, HgCl, stok ¢ozeltileri ve %1°lik SDS hazirlandi ve
enzim aktivite tayininde kullanilan toplam hacimde 1,5 mM konsantrasyonunda olacak

sekilde kullamldilar. Izolatlar NB besiyerinde optimum sicaklik, pH ve inkiibasyon
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stiresinde Uretildi. Elde edilen fermente siv1 santrifiij edilerek iist sivilar1 enzim aktivite
tayininde kullanilmak tizere ¢oktiirme ve diyaliz islemlerine tabi tutulduktan sonra elde
edilen s1v1, yukarida belirtildigi gibi hazirlanan kimyasallarla etkilestirildi ve aktiviteleri
Slgiildii. Sekil 25°te KP1 igin proteaz aktivitesinin Ca™ ve Cu' iyonlarimin bulundugu
ortamda arttig1, HgJr2 Zn"2, EDTA, %1’lik SDS bulunan ortamda aktivitenin azaldigi,
PMSF bulunan ortamda ise aktivitenin tamamen kayboldugu goriilmektedir. Sekil 26°da
DV3 i¢in Ca™ ve Zn™ iyonlarimin bulundugu ortamda enzim aktivitesinin arttigi, Hg?,
%1°1lik SDS bulunan ortamda aktivitenin azaldigi, EDTA, PMSF bulunan ortamda ise

aktivitenin tamamen kayboldugu goriilmektedir.

Bazi Kimyasallarin Proteaz Enzimine Etkisi

140 - Okontrol
OcCacCl2
_ 120 - [ OMnCI2
g\i 100 | — . OCuClI2
2 OHgCI2
£ 80 - — O0ZnCI2
5 60 - OSsDsS
= OEDTA
§ 40 7 OPMSF
20 - ﬂ
0 I I I I I I Ij I I

> % % % J N ) \s <
L Y o O O O L KT ©
\{_0(\ O’D @(\ Q\) *2‘% /\/Q 59) Q/O Q®

Sekil 26: Bazi kimyasallarin DV3’den Elde Edilen Proteaz Aktivitesine Etkisi
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4.12. Elekroforez islemi:

Izolat 1 ve Izolat 3 NB besi yerinde iiretildikten sonra, besi yeri 10.000 rpm’de
santrifiij edildi ve elde edilen iist sivi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz
islemlerinden geg¢irilmis, ayrica fermantasyon sonucu elde edilen sivilar %7’lik
nondenatiire jel ve %3’liikk nisastali jel hazirlanarak jellerde olusturulan kuyucuklara
sirastyla standart proteinler (B-galaktozidaz, a-amilaz) 1F, 1D, 3F, 3D olacak sekilde
ylikleme yapilarak paralel olarak elektroforetik isleme tabi tutulmuslardir. Bu islem
sonucunda elektroforeze uygulanan 1F, 1D ve 3F’ye ait protein 6rnekleri ve standart
olarak kullanilan a-amilaz (58kD) ve B-galaktozidaz (116 kD) protein elektroforetik

go¢ili Resim 20°de goriilmektedir.

Resim 20: Nondenatiire Jel Elekroforezi
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58000 kd
Alfa-Amilaz

Resim 21: %3’liik nisastali jel elektroforezi

Resim 21°de nisastasiz jele paralel olarak hazirlanan ve ayni kosullarda
elekroforeze tabi tutulan nisastali jelin, elekroforezden sonra iizerine iyodiir ¢ozeltisi
dokiildiikten sonra iyodiirle koyu menekse rengine doniistiigii ve ticari o—amilaz ile
jele uygulanan orneklerin ilerledikleri kuyucuklarda (1F, 1D, 3F) %3’likk nisastali
jelin parcalandigi goriilmektedir. Bu da amilazin varligim  gostermektedir.
Izolatlardan elde edilen o—Amilaz’in molekiil agirhginin Bacillus subtilis’e ait a—

Amilaz’dan (58 kD) daha biiyiik oldugu goriilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC:

Sicak su kaplicalarindan izole edilen termofil bakterilerin endiistriyel amagh
kullanilan enzimlerin kaynagi olmalar1 nedeniyle oldukca 6nem arz etmelerinden dolay1
bu calismada, Diyadin ilgesi sicak su kaynaklarindan alinan su ve ¢camur 6rneklerinden
bakteri izolasyonu gergeklestirildi. Bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
analizleri yapildi. Ayrica izole edilen bu bakterilerin ekstraseliiler a-amilaz ve proteaz
enzim iiretimi ve bu enzimlerin bazi 6zellikleri iizerinde ¢alismalar yapildi.

Izole edilen bakterilerden 1 nolu bakterinin cubuk seklinde, gram pozitif, spor
olusturan, hareketli, 1limli termofil, oldugu ve 3 nolu bakterinin ise ¢ubuk seklinde,
gram pozitif, spor olusturan, hareketsiz ve 1limli termofil oldugu belirlendi. Yapilan
biyokimyasal ve fizyolojik testler sonucunda izolat 1 ve izolat 3’iin birbirine c¢ok
benzedigi goriilmiistiir. Hareket 6zelligi disinda biiylime sicakligt ve pH aralifi da
farkliliklar arz eden bu izolatlarin Tablo 2°de de goriildiigii gibi Bacillus, Anoxybacillus
ve Geobacillus cinsinin Ozelliklerine benzerlikler gosterdigi ve biiyiik ihtimalle bu
cinslere ait tiir veya alt tiirler olabilecegi diisiintilmektedir.

Bu ¢alismada, izole edilen bakteriler uygun besi ortaminda 4-64 saat arasinda
inkiibasyona birakildi ve 1 nolu izolatin 28 saatte, 3 nolu izolatin 24 saatte optimum
tireme gosterdigi, pH 4,5-11 arasinda pH denemeleri yapildi ve optimum iireme
pH’sinin 1 ve 3 nolu izolatlar igin sirastyla 8 ve 7 oldugu, 15 °C - 75 °C arasinda sicaklik
denemeleri yapildi ve optimum iireme sicakliklarinin ise 1 ve 3 nolu izolatlar igin
sirastyla 50 °C ve 55 °C oldugu tespit edildi.

Derekova ve ark. (2007), Rupi Basin (Bulgaristan)’deki sicak su kaynagindan
izole edilen yeni termofilik Bacillus iizerinde c¢aligmalar yapmislardir. Bu izolatlarin
Gram pozitif, spor olusturan, termofilik, zorunlu aerobik oldugunu belirlemislerdir.

Poli ve ark. (2006), Rittmann dagindan bakteri izole etmislerdir ve bu
bakterilerin spor olusturan, aerobik, termofilik Anoxybacillus cinsi bakteriler oldugunu
ve bliytime sicakligin1 45-55 °C (optimum 61 °C) ve pH’sin1 5.0-6.5 (optimum 5.6)
olarak bulmuslardir.

Berber ve Yenidiinya (2005), bes referans Bacillus tiirii ve Van Golii suyu ve
cevresindeki topraklardan izole edilen toplam on yedi yerel alkalofilik Bacillus izolat

fenotipik Ozelliklerini belirlemislerdir. Fenotipik 6zelliklerine gore, yerel izolatlarin
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tiimiiniin Gram pozitif, aerobik, endospor olusturan, hareketli ve fakiiltatif alkalofilik
Bacillus cinsine ait tiirler oldugu belirlenmistir.

Kevbrin ve ark. (2005), jeotermal kaynaklarindan termofilik bakteri izole
etmislerdir. Izole edilen bakterilerin spor olusturan, hareketli, fakiiltatif aerob, Gram
pozitif, gubuk seklinde bakteriler oldugunu tespit etmislerdir.

Mutzel ve ark. (2004), Bacillus sp. A2 olarak adlandirilan termofilik bakteriyi,
Izlanda’da sicak bir su kaynaginin su ve camur drneginden izole etmislerdir. Bacillus
sp. A2’nin Gram pozitif, spor olusturan ¢ubuk seklinde oldugunu belirlemisler ve bu
izolatin optimum biiylime sicakliginin 65°C oldugunu bulmuslardir.

Hawumba ve ark. (2002), Kuzey Uganda’daki sicak su kaynaklarindan
Geobacillus cinsi termofilik mikroorganizma izole ederek bu mikroorganizmalarin
proteolitik, aerobik, ¢ubuk seklinde, Gram pozitif, spor olusturan bakteriler oldugunu ve
bu bakterilerin optimum tireme kosullarinin 60-62°C ve pH 7,5-8,5 araliginda oldugunu
bulmuslardir.

Logan ve ark. (2000), Rittmann dag1 ve Melborne dagi toprak orneklerinden
bakteri izole etmislerdir ve bu bakterilerin spor olusturan, aerobik, termofilik oldugunu
ve bu bakterilerin optimum biiylime sicakligin1 ve pH’sin1 sirasiyla 50 °C ve 5,5 olarak
bulmuslardir.

Caccamo ve ark. (2000), Italya’da Vulcano adasindaki hidrotermal
kaynaklardaki sedimentlerden bakteri izole etmislerdir. Bu bakterilerin fenotipik ve
molekiiler analizlerini yapmislar ve bunlarin spor olusturan, termofilik yeni Bacillus
tiirli bakteriler oldugunu tespit etmislerdir.

Beldiiz ve ark. (2003), Tiirkiye’nin Balikesir ve Agr illerinin sirasiyla Gonen ve
Diyadin sicak su kaynaklarmin ¢amur ve su Orneklerinden elde edilen izolatlarin
fakiiltatif anaerob Anoxybacillus bakteriler oldugunu tespit etmislerdir.

Yukarida belirtilen ¢aligmalarda sicak su kaynaklarindan izole edilen, endospor
olusturan, Gram pozitif basillerin pek c¢ok bakimdan benzerliklere sahip oldugu
goriilmektedir. Ayrica bu calismalar elde ettigimiz bu izolatlarin (KP1 ve DV3) hem
morfolojik ve biyokimyasal ozellikleri bakimindan hem de izolatlarin iiremesi ve
gelismesi i¢in belirlenen optimum sicaklik ve pH 6zellikleri bakimindan Bacillus,

Anoxybacillus ve Geobacillus cinsinin 6zelliklerine benzerlikler gosterdigini destekler
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niteliktedir. KP1 ve DV3’iin kesin tanimlanmasi i¢in ileri diizeyde identifikasyon
tekniklerinin uygulanmasi da gerekmektedir.

Bu c¢alismada, elde edilen izolatlarin ekstraseliiler o—amilaz enzimi {iretme
yetenekleri arastirildi. izolat 1 icin 4-64. saatler arasinda o—amilaz aktivite tayini yapild
ve maksimum enzim aktivitesi 40. saatte (21,96 U/mg) elde edildi. Enzim aktivitesi i¢in
optimum kosullar ve enzim aktivitesi iizerine c¢esitli kimyasallarin etkisi arastirildi.
Buna gore 1 nolu izolat i¢in pH degisimine bagli a—amilaz aktivitesini tespit etmek i¢in
pH 4-11 araliklarinda aktivite dl¢ilildii ve optimum pH’nin 8 oldugu, enzim aktivitesi
tizerine sicakligin etkisini belirlemek icin ise, 30°C ile 90°C arasinda aktivite ol¢iildi ve
optimum sicakligin 60 °C oldugu belirlendi. Ayrica, izolat 1 (KP1)’in ekstraseliilar a-
amilaz aktivitesinin 1,5 mM Mn™ ve 1,5 mM Cu™ iyonlarmin bulundugu ortamda
artt1ig1, %1°lik SDS bulunan ortamda aktivitenin azaldigi, 1,5 mM Hg"? iyonu bulunan
ortamda ise aktivitenin tamamen kayboldugu belirlendi.

Izolatin 3 igin 4-64. saatler arasinda o—amilaz aktivite tayini yapildi ve
maksimum enzim aktivitesi 24. saatte (32 U/mg) elde edildi. 3 nolu izolat i¢in pH
degisimine bagli o—amilaz aktivitesini tespit etmek i¢in pH 4-11 araliklarinda aktivite
Olciildii ve optimum pH’nin 7 oldugu, enzim aktivitesi tizerine sicakligin etkisini
belirlemek icin ise, 30°C ile 90°C arasinda aktivite 6l¢iildii ve optimum sicakligin 70
°C’de oldugu belirlendi. izolat 3 (DV3)’iin o—amilaz aktivitesinin 1,5 mM Hg™ iyonu
bulunan ortamda tamamen kayboldugu tespit edildi.

Kiran ve ark. (2005), termofilik Bacillus sp. K-12’nin, amilaz liretimi {izerinde
calismiglar ve ¢esitli kimyasallarin etkisini arastirmiglardir. Termofilik bakteri
Kahramanmaras’ta bulunan Zeytinli Ilicasi’ndan alinan toprak orneklerinden izole
edilmis ve calisilan enzimin optimum sicakligi 42 °C olarak bulunmustur.

Bahgeci (2004), Tuz golinden onbir bakteri izole etmis ve bu izolatlarin
endiistriyel oneme sahip ksilanaz, seliilaz, alfa-amilaz ve proteaz enzimlerini {iretip
tiretmediklerini aragtirmistir. Enzimlerin sicaklik ve pH araliklar1 60-80 °C ve 7.0-8.0
arasinda denemistir. Alfa amilaz enziminin optimum sicaklik ve pH’sinin 80°C ve 9.0
oldugu saptanmustir.

Asgher ve ark. (2006), nisasta islemek amaciyla termofilik Bacillus subtilis’ten
termostabil amilaz elde etmislerdir. Maksimum enzim iiretiminin 72 U/ml olarak 48.

saatte, pH 7°de ve 50 °C’de oldugunu belirlemislerdir. Termostabil amilaz
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? iyonlar1 varliginda tamamen inhibe

aktivasyonunun Ca ™ ile arttigimi Co™, Cu™, Hg *
oldugunu ve Mg™, Zn™, Fe™, Mn™ ® iyonlarimin varliginda daha az inhibe oldugunu
bulmuslardir.

Najafi ve ark. (2005), topraktan Bacillus subtilis AX20’ten {rettikleri
ekstraseliilar a-amilaz enziminin optimum sicakligini 55 °C, optimum pH’sin1 6 olarak
belirlemislerdir. Ekstraseliilar a-amilaz enziminin aktivitesi lizerine agir metallerin
etkisini aragtirarak Hg™, Cu™, Ag™ iyonlar1 ve EDTA ile enzimin inhibisyona
ugradigini belirlemislerdir.

Conderio ve ark. (2002), termofilik Bacillus sp.’den a-amilaz {iretiminin 48.
saatte, optimum sicakligin 70 °C ve optimum pH’nin 7,5 oldugunu belirlemislerdir.

Mamo ve ark. (1999), termofilik Bacillus subtilis 'den elde ettikleri ekstraseliilar
a-amilaz enziminin optimum sicakhigmm 75-80 °C ve pH’nmin 5,5 oldugunu
belirlemiglerdir. Termofilik Bacillus subtilis’den elde ettikleri ekstraseliilar a-amilaz
enzim aktivasyonunun Hg™, Cu™, Fe™ iyonlari tarafindan inhibisyona ugradigini ve
Zn"? iyonunun inhibisyon yaratmadigimni belirlemislerdir.

Sarikaya ve Glirgiin (2000), Bacillus suslarindan amilaz enziminin {iretimi i¢in
tim suslarda optimum sicakligi 55°C olarak, B. subtilis igin optimum pH 7, B.
amyloliquefaciens’in her iki susu i¢in ise 5.9 olarak bulmugslardir.

Stefanova ve Emanullova (1992), termofilik Bacillus sp.’den elde ettikleri
termostabil amilaz enziminin karakterizasyonu iizerinde c¢aligmalar yapmistir ve Ca,
Na " iyonlarinin enzim stabilizasyonunu arttirdigin1 bulmustur.

Yukarida yapilan ¢alismalarda termofilik bakterilerden elde edilen ekstraseliiler
a-amilaz enziminin optimum kosullar1 belirlenmistir ve belirtilen bu c¢aligmalarin
hepsinde enzimin optimum 50°C ve ya yukarisindaki sicakliklarda aktivite gosterdigi
goriilmektedir. Izole ettigimiz bakterilerden elde ettigimiz ekstraseliller a-amilaz
enziminin KP1 i¢in optimum 60°C ve DV3 icin optimum 70°C sicaklikta aktivite
gostermesi bu izolatlardan elde edilen o-amilaz enziminin termostabil oldugunu
gostermektedir ve yukarida bahsedilen ¢alismalar bunu destekler niteliktedir.

Ekstraseliiler proteaz enzimi iizerinde yapilan ¢alismalarda izolat 1 (KP1) igin;
4-64. saatler arasinda enzimin aktivitesi dlgiildii ve maksimum 24. saatte (771 U/mg)
aktivite elde edildi. 1 nolu izolat i¢in pH’ya bagh proteaz aktivitesini belirlemek i¢in

pH’st 4-11 araliklarinda aktivite tayini yapildi ve aktivitenin optimum pH’sinin 9
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oldugu, sicakliga bagli enzim aktivitesini belirlemek i¢in 30°C ile 90°C arasinda
aktivite tayini yapild1 ve optimum sicakligin 50 °C’de oldugu belirlendi. izolat 1 (KP1)
icin proteaz aktivitesinin 1,5 mM Ca™ ve 1,5 mM Cu" iyonlarmin bulundugu ortamda
arttigl, 1,5 mM Hg+2 iyonu 1,5 mM EDTA, %1’lik SDS bulunan ortamda aktivitenin
azaldig, ve 1,5 mM PMSF bulunan ortamda ise aktivitenin tamamen kayboldugu
belirlendi.

Izolat 3 icin ise 4-64. saatler arasinda proteaz enziminin aktivitesi dl¢iildii ve
maksimum 36. saatte (421 U/mg) elde edildi. Proteaz enzimi i¢in optimum sicaklik ve
pH’nin sirastyla 50 °C ve 10 oldugu belirlendi. izolat 3 (DV3) igin 1,5 mM Ca™ ve 1,5
mM Zn"™ iyonlarinin bulundugu ortamda proteaz aktivitesinin arttigi, 1,5 mM Hg™,
%1°lik SDS bulunan ortamda ise aktivitenin azaldigi, 1,5 mM EDTA, 1,5 mM PMSF
bulunan ortamda ise aktivitenin tamamen kayboldugu tespit edildi.

Arulmani ve ark. (2007), Bacillus laterosporus’dan serin proteaz enziminin
kismi saflastirilmasi ve karakterizasyonu iizerinde c¢alismalar yapmislardir. Enzimin
optimum 75 °C ve pH 9’da aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Bacillus
laterosporus’dan serin proteaz enziminin PMSF ile inhibe edildigini, Ca™, Mg™
iyonlariin varliginda ise proteaz aktivitesinin arttigini tespit etmislerdir.

Park (2004), Bacillus cinsi (B. subtilis, B. aeromonas, B. hydrophila, B.
amyloliquefaciens) bakterilerini izole etmisti. Bu bakterilere ait proteolitik
aktivitelerinin sicaklik ve pH araliklarinin sirasiyla 40-70°C ve 8,0-8,5 oldugunu
belirlemistir. Izole ettigi bakterilerin proteolitik aktivitelerinin PMSF ile kismi olarak
inhibe oldugunu belirlemistir.

Nascimento ve Martins (2003), termofilik Bacillus tiirii bakterinin ekstraseliiler
proteaz enziminin optimum 24. saatte, 60 °C, pH 8’de firetildigini bulmuslardir.

Termofilik Bacillus cinsi bakterinin ekstraseliiler proteaz enziminin K, Hg™, Cu™

iyonlarmin bulundugu durumda aktivasyonunun inhibe oldugunu, Mn™, Ca
iyonlarinin  bulundugu ortamda ise enzim aktivasyonunda artis gosterdigini
bulmuslardir.

Ghorbel ve ark. (2002), Bacillus tarafindan iiretilen proteaz enziminin stabilitesi
lizerinde ¢alismalar yapmislar ve optimum proteaz aktivitesi sicakligini 60 °C, optimum

pH’sin1 8 olarak bulmuslardir. Bacillus cinsi bakteri tarafindan iiretilen proteaz

enziminin Ca*™ (2 mM) bulunan ortamda aktivitesinin arttigini, Zn" ve Cu'?'nin aktivite
g
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lizerine inhibitor etkisinin oldugunu, EDTA tarafindan ise aktivitenin tamamen yok
ettigini tespit etmislerdir.

Beg ve Gupta (2002), Bacillus mojavensis tarafindan tiretilen serin alkalen
proteaz enziminin karakterizasyonu ve saflastirilmasi lizerinde ¢alismalar yapmislardir.
Enzimin optimum sicakligin1 60 °C, optimum pH’sin1 8 olarak bulmuslardir. Bacillus
mojavensis tarafindan {iretilen serin alkalen proteaz enziminin aktivitesinin metal
iyonlarmdan Cu™ ve Mn™nin bulundugu ortamda enzim aktivitesinde artigt
sagladigini, PMSF nin aktiviteyi yok ettigini tespit etmislerdir.

Johnvesly ve Naik (2001), termofilik ve alkalofilik Bacillus sp.’den termostabil
proteaz iiretimi tizerinde ¢aligmalar yapmiglardir. Optimum proteaz aktivitesini 70 °C ve
pH 11°de tespit etmislerdir. Termofilik ve alkalofilik Bacillus sp.’den termostabil
proteaz aktivitesinin 1 mM PMSF ve 10 mM Fe™, Hg™, Zn™ ile inhibisyona
ugradigii, 10 mM Mn™, Mg™, Cu™, Co™ iyonlari ile aktivitenin arttigini tespit
etmislerdir.

Sookkheo ve ark. (2000), Bacillus stearothermophilus tarafindan iiretilen
ckstraseliilar proteaz enziminin aktivite gosterdigi optimum sicakliklar1 70, 85, 90 °C
olarak ve optimum pH’yi da 7,0 olarak belirlemislerdir. Bacillus steothermophilus
tarafindan tretilen ekstraseliilar proteaz enziminin aktivitesi lizerinde 5 mM CaCl,’nin
aktivite artisini1 sagladigi ve EDTA nin inhibisyona sebep oldugunu belirlemislerdir.

Matta ve Punj (1998), Bacillus polymyxa B-17den elde ettikleri termostabil
proteaz enziminin aktivasyonunun optimum sicakligi 70 °C ve pH araligim 5,5-10’da
deneyerek optimum pH’y1 7,5 olarak bulmuslardir. Bacillus polymyxa B-17’ten elde
ettikleri termostabil proteaz enziminin aktivasyonuna ¢esitli metaller ve metal baglayici
ajanlarimn etkisini arastirarak Cu™® ve EDTAnin inhibitor etkisinin oldugunu ve Na”, K,
Mg "%, Co**’nin enzim iizerinde inhibisyon etkisinin olmadigini tespit etmislerdir.

Tsuchya (1991), proteaz enziminin aktivitesinin optimum pH’sii1 (37°C’de) pH
11.5-13.0 ve optimum sicakligin1 (pH 11.5’te) 70°C olarak belirlemislerdir. Proteoliktik
aktivite gosteren serin proteaz aktivitesi iizerine, PMSF, metal iyonlar, Cu*" ve Hg*" 1n
aktif alan engelleyicileri oldugunu belirlemislerdir.

Zvidzai ve Zvauya (2000), proteaz enzim aktivitesinin 2,5 mM PMSF ile Ag™
ve Hg™ metal iyonlariyla inhibe oldugunu, ayrica Mn™, Mg™ Fe™ iyonlarnin

varliginda aktivite artiginin saglandigini belirlemislerdir.
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Proteaz enzimi ile ilgili olarak yapilan ve yukarida belirtilen bu c¢alismalarda
enzim aktivasyonunun optimum kosullar1 belirlenmis ve proteaz enzimin termostabil
oldugu, bazi kimyasallarin proteaz enzimi aktivitesine etkisi belirlenmistir. Ayrica
yaptigimiz bu c¢aligmada izolatlardan elde ettigimiz proteaz enziminin aktivitesinin
optimum pH 9-10 arasinda elde edilmesi ve metal iyonlarindan Ca™ bulunan ortamda
aktivitenin artig gostermesi, PMSF bulunan ortamda enzim aktivasyonunun tamamen
kaybolmasi calisilan proteazin serin proteaz oldugunu gdstermektedir ve yukarida
bahsedilen ¢alismalar da bunu desteklemektedir.

Sicak su kaynaklarindan izole edilen KP1 ve DV3 izolatlarinin ilimli termofil ve
iiretilen ekstraseliiler amilaz ve proteaz enzimlerinin tespit edilen optimum sartlar1 (pH ,
sicaklik, inhibisyon vs) bu enzimlerin endiistride kullanilma potansiyellerinin mevcut
oldugunu gostermektedir. Ayrica iki izolatin iirettigi amilazin elektroforetik analizi bu
enzimin iki izolat i¢in yakin molekiiler agirliga sahip oldugu ve B.subtilis amilazindan
(58 kD) biiyiik olduklar1 goriilmektedir. Bu enzimlerin saflastirilip baz1 6zelliklerinin

ileri diizeyde arastirilmasi gerekmektedir.
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7. TABLOLARIN LiSTESI

Tablo 1: Dogada bulunan ve klasifikasyonu yapilan Bacillus cinsi bakteriler
Tablo 2: Cubuk seklindeki bakterilerin 6zellikleri
Tablo 3: Endiistriyel 6nemi olan enzimler ve bu enzimlerin kullanim alanlar1

Tablo 4: KP1 ve DV3’iin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri
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8. SEKILLERIN LiSTESI

Sekil 1:
Sekil 2:
Sekil 3:
Sekil 4:
Sekil 5:
Sekil 6:
Sekil 7:
Sekil 8:
Sekil 9:

Sekil 10:
Sekil 11:
Sekil 12:
Sekil 13:
Sekil 14:
Sekil 15:
Sekil 16:
Sekil 17:
Sekil 18:
Sekil 19:
Sekil 20:
Sekil 21:
Sekil 22:
Sekil 23:
Sekil 24:
Sekil 25:
Sekil 26:

Canlilarin filogenetik siniflandirilmasi

Amilaz’un kimyasal yapisi

Amilopektin’in kimyasal yapisi

Agr ili Diyadin ilgesi sicak su kaynaklari

Inkiibasyon Siiresinin KP1’in Uremesi Uzerine Etkisi

Inkiibasyon Siiresinin DV3’iin Uremesi Uzerine Etkisi

Sicakligi KP1’in Uremesi Uzerine Etkisi

Sicakhigin DV3’iin Uremesi Uzerine Etkisi

pH’nm KP1’in Uremesi Uzerine Etkisi

pH’nin DV3’iin Uremesi Uzerine Etkisi

KP1’in Degisik Inkiibasyon Siirelerine Bagli Amilaz Aktivitesi
DV3’iin Degisik Inkiibasyon Siirelerine Bagli Amilaz Aktivitesi
KP1’in Degisik inkiibasyon Siirelerine Bagli Proteaz Aktivitesi
DV3’iin Degisik inkiibasyon Siirelerine Bagli Proteaz Aktivitesi
KP1’in pH’ya Bagli Amilaz Aktivitesi

DV3’iin pH’ya Bagli Amilaz Aktivitesi

KP1’in pH’ya Bagli Proteaz Aktivitesi

DV3’iin pH’ya Bagh Proteaz Aktivitesi

KP1’in Sicakliga Bagli Amilaz Aktivitesi

DV3’iin Sicakliga Bagli Amilaz Aktivitesi

KP1’in Sicakliga Bagli Proteaz Aktivitesi

DV3’in Sicakliga Bagl ProteazAktivitesi

Bazi Kimyasallarin KP1’den Elde Edilen Amilaz Aktivitesine Etkisi
Bazi Kimyasallarin DV3’den Elde Edilen Amilaz Aktivitesine Etkisi
Bazi Kimyasallarin KP1’den Elde Edilen Proteaz Aktivitesine Etkisi
Bazi Kimyasallarin DV3’den Elde Edilen Proteaz Aktivitesine Etkisi
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9. RESIMLERIN LISTESI

Resim 1:
Resim 2:
Resim 3:
Resim 4:
Resim 5:
Resim 6:
Resim 7:
Resim 8:

Resim 9:

Resim 10:
Resim 11:
Resim 12:
Resim 13:
Resim 14:
Resim 15:
Resim 16:
Resim 17:
Resim 18:
Resim 19:
Resim 20:
Resim 21:

Koprii Cermigi

Dibekli Koyii Sicak Su Kaynagi
Davutlu Cermigi

Kusburnu Kéyii Cermigi
KP1’in Gram boyama 6zelligi
DV3’iin Gram boyama 6zelligi
KP1’in spor boyama 6zelligi
DV3’iin spor boyama 6zelligi
KP1’in Nisasta Hidroliz Testi
DV3’iin Nisasta Hidroliz Testi
KP1’in Katalaz Testi

DV3’iin Katalaz Testi

KP1’in Kazein Hidrolizi Testi
KP1’in Ureaz Testi

DV3’iin Ureaz Testi

KP1’in Lipaz Testi

DV3’in Lipaz Testi

KP1’in Hareket Testi

DV3’in Hareket Testi
Nondenatiire Jel Elekroforezi

%?3’liik nigastali jel elektroforezi
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