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1. GIRIS 

ı. ı. TERMOFIL BAKTERlLER üZERINE GENEL BILGILER 

Sıcaklık organizmalar için en önemli çevre Taktörlerinden 

birisidir. Canlı organizmaların üremeleri ve yaşamsal Taaliyetlerini 

yerine getirmelerinde sıcaklıgın büyük bir etkisi vardır. Her 

organizma yaşamsal Taaliyetlerini belirli sıcaklıklarda sürdürür. Bu 

fa.aliyetlet·in sürdürüldügü en düşük sıcaklık derecesine minimum, en 

yüksegine maksimum sıcaklık denir. 

organizma normal gelisemez. Ancak 

bu iki uç arasında optimum bir 

Bu her iki uç sıcaklık derecesinde 

Taaliyetlerini normal sürdürdükleri 

sıcaklık derecesi vardır·. Her 

organizmanın optimum sıcaklık degeri digerlerinden Tarklıdır<ı>. 50 

"C'lik bir sıcaklık çok hücreli hayvanlar veya bitkiler için 

kritik seviyede yüksek olmasına ragmen, bazı organizmalar için bu 

sıcaklık düşüktür<2.3>. 

Son yıllarda yaşamın en üst sıcaklık derecesinin ne oldugu 

sorusu bilim adamlarının çözüm bulmaya çalıştıgı konulardan biri 

haline gelmiştir. 

Bazı grupların büyümeleri için yaklaşık en üst 

sıcaklık sınırları tablo (1.1) de görüldügü gibidir(4.5). 
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TablO (1.1>. Bazı grupların büyüyebildikleri yak la~u k en üst 

wıc•klık •ınırları. 

GRUP SICAKLIK ("C ) 
-------

HAYVANLAR 

Ballklar ve diger sucul omurgal1lar ....... ... ... ... . 38"C 

Böcekl eı- .. ..... . ...... . ............................. 45 ·c - 50 "C 

Kabuklu lar ... . ........... ... .... . ... . .... . ..... . .... 49 ·c - 50 ·c 

B:! TKILER 

Damarl1 bitkiler ........... . .................... .... 45"C 

Kara yosunlar1 . ..................................... 50 ·c 

oKARYOT M1KROORGAN1ZMALAR 

Pı-otozoa . . ......................... .. ............... 56 ·c 

Algleı- .......... .. .. . ........ .... .... ..... ..... . .... 55"C- 6D"C 

Jvlantarlar .............. . ............................ 60"C - 62"C 

PROKARYOT 1~1KROORGAN1ZMALAR 

Mavi yeşil algler ............... . ................... 70"C - 73"C 

Fotosentetik bakteriler ........... .. ..... . . ......... 70"C- 73"C 

Kemol itotrofik bakteri ler ........................... . > 100 ·c 

He terotrofik bakteri 1 er . ........................... . ) 100 •c 
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Yüksek sıcaklıklarda yaşayan mikroorganizmaların dogal 

çevreleri kaplıcalardır. Sıcak kaplıcaların pH•sı 1 ile 9 arasın-

da degişir. Hepsi olmasa bile birçok sıcak kaplıca H2S ihtiva 

eder. Yeryüzünde ender bulunan arsenik, florür ve altın gibi 

elementlerin çogu kaplıcada farklı konsantrasyonlarda bulunurlar. 

Bir çok kaplıca yüksek oranda radyoaktivite içerir. Fakat 

bazılarının içerdigi radyoaktivite yeryüzü sularındakinden pek 

fazla degildir. Bazı kaplıcalar silikat, bazıları CaC03 ve 

bazıları da elementel •ülfür içerirler. Yükwek sıcaklıklardaki 

yaşamın üzerinde; pH, tuzluluk, besin niteligi ve miktarı, suyun 

hidrostatik basıncı ve ışık yogunlugu gibi çevre faktörlerinin 

etkisi vardır. Mikroorganizmalardan bakterileri optimal 

üreme sıcaklıklarına göre üç grupta toplayabiliriz(6). 

1. Psikrofil Bakteriler: Bu gruptaki bakteriler 0° ile 20 oc 

arasında iyi büyürler. 30 •c•nin üzerindeki sıcaklıklarda ölmeye 

başlarlar. Bu bakteriler daha çok buzdolapları, soguk hava 

depoları, soguk tüneller gibi bilhassa et ve hayvansal ürünlerin 

muhafaza edildigi ortamlarda ürerler. 

2. Mezofil Bakteriler: Bu gruptaki bakteriler 20• ile 45°C 

arasında yaşamlarını sürdürürler. ınsanlarda ve evcil hayvanlarda 

en çok hastalık etkisi oluşturan bakterilerdir. Bu grubun optimum 

üreme sıcaklıkları 2s•c ile 37•c arasında degişir. 

Termofil Bakteriler: Büyümeleri için yüksek sıcaklıga 

gereksinim gösteren bakterilerdir. 45•c ile 60°C arasında yaşam-

sal faaliyetlerini sürdürürler. Fakültatif termefiller olarak 
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adlandırılan bazı bakteri türlerinin büyüme sınırları meza~il 

organizmaların sıcaklık sınırlarına yaklasabilir. Diger tara~tan 

bU grupta öyle organizmalar vardır ki en iyi geliştikieri 

sıcaklık dereceleri 60°C"nin üzerindedir. Bunlara mutlak 

termefiller adı verilir. örn~gin, sıcak kaplıcalarda 79°C"de 

normal bir büyüme gösteren Thermus aquaticus bakterisi mutlak 

termofil bir mikroorganizmadır. 

Bazı kaplıcalarda yaşayan mikroorganizmaların yaşamı için 

en üst sıcaklık içinde yaşadıkları sıcaklık degildir. Bu sıcaklık 

onların büyüme ve gelişmeleri için gerekli olan aptimum sıcaklıga 

yakındır. Yine bazı kaplıcalarda yapılan araştırmalar sonucunda 

suyun kaynama noktasının üzerindeki sıcaklıklarda bile bazı 

bakterilerin yaşadıkları tespit edilmiştir<7>. Bütün bakteriler 

hücresel bileşenlerin dönüşümü, hücre içi iyonik denge 

ve pH•nın korunması gibi başlıca işlemler için enerjiye 

gereksinim duyarlar. Bu enerjiyi nasıl elde ettikleri konusunda 

termo~il bakterileri ele alacak olursak, kullandıkları enerji 

kaynaklarına göre ~at·klılıklar gösterirler. örnegin enerjilerini 

güneşten alan "Fotosentetik termofil bakteriler" ve enerjilerini 

biyokimyasal reaksiyonlardan karşılayan "Kemosentetik tsrmo~il 

bakteriler" gibi. 

Kemosentetik termo~il bakterilerin kullandıkları maddeler 

•rasında genellikle şunlar vardır. Sekerler, polipeptitler, arnine 

asitler, alkoller, karbaksilik asitler, hidrokarbonlar, 

karbonmonoksit ve inorganik <H2 ve 8°) maddeleridir(7). 



5 

Diger yaşam ~ormlarının ölümüne yol açan bu son derece 

yüksek sıcaklıklarda termo~il bakterilerin nasıl yaşadıkları 

sorusuna yüksek sıcaklıklarda bakterilerin biyomoleküllerin 

dayanıklıgı temel alınarak yapılan incelemelerle cevap verilebi

lir. 

Termo~il bakterilerde önemli biyomoleküllerin analizi 

yapıldıgında proteinlerinde, nükleik asitlerinde ve lipitlerinde 

detaya inildiginde yapısal ~arklılıklar belirlenmiştir. Mutlak 

termo~il bakterilerin membran lipitleri, mezo~illerinkinden daha 

doymuş düz zincirli yag asitleri ihtiva eder. Bu olgu membranın 

alıskanlıgını saglayıp termo~il bakterilerin daha yüksek 

sıcaklıklarda yasamasına yardımcı olur (5,7,8). Termo~il 

bakterilerin nükleik asitleri termal dayanıklıgı sagla-

mada kalıtımsal bir yapıya sahiptir. örnegin, mezo~illerden ve 

termo~illerden elde edilen nükleik asitlerin Guanin, Sitezin kap

samı önemli bir sekilde ~arklılıklar gösterir(9.10). 

Ayrıca termefillerin t-RNA•ları termal dayanıklıga sahip 

olmak için ilginç bir yapı kazanmıştır. örnegin, Thermus türle

rindeki t-RNA•nın terme~ilik koşullara adaptasyonundan sorumlu 

özgün baz çi~tleri daha fazla miktarda Guanin, Sitezin bazları 

ihtiva eder. Guanin, Sitezin oranının ~azlalıgı hidrojen 

baglarının da ~azlalasmasına ve dolayısı ile artan sıcaklıklara 

daha dayanıklı bir yapı kazanmalarına neden olur(10,11>. 
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bakterilerin dayanıklı enzimleri detaylı bir 

~skilde incelenmiştir. Bir proteinin yapısında tsk bir amino 

asidin degişme~i proteinin sıcaklıga dayanıklılıgını degiştir~bi

ıir<11>. 

örnsgin Colesteridium'den elde edilen saT Terrodoksilerin 

yapısı incelandiginde, çok sayıda bazik amino asitlere rastlan

mıstır. Bu durum protainin içerisinde daha Tazla iyonik bagların 

oluşmasını saglamakta va bu çayade protein sıcaklıga dayanıklı 

hale gelmektedir. Ayrıca mezoTil ve termeTil Bacillus 

Qnziminin türlerinden saTlastırılan laktat 

aktiT bölgesinde Arginin ve Lizin gibi polar aminoasitlarin 

sayısı karsılaştırıldıgında, termeTil bakterilerde bu amino 

asitlerin sayısında bir Tazlalık oldugu görülmüştür. Bu da 

iyonik bagların moleküllerin iç taraTında hidrojen ve 

etkileşiminin ~azla olmasına va dolayısıyla termal 

dayanıklıgın artmasına neden olur(11). 

Yüksek sıcaklıklarda yasamın ve eşsiz mak romelekül 

özelliklerinin bir sonucu olarak termeTil baktariler, Tiziksel ve 

kimyasal olarak dayanıklı enzimiere sahiptir. Bunun için son 

yıllarda termeTil bakterilerin enzimleri, enzim teknolojisinde, 

<Gen Mühendisliginde) sıkça kullanılmaya baslanmıstır(5). 

Ornegin, mezoTillsrdan elde edilen DNA polimaraz enzimi 

<bu enzim DNA sentezini gerçekleştirmektedir> yüksek sıcaklık

larda yeterince işlev görmeyişi nedeniyle,Thermus aquaticus' dan 

sıcaklıga 

kullanılarak daha başarılı 

dayanıklı DNA polimeraz enzimi 

sonuçlar elde edilmistir<lO>. Atık 
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ddelerin degerlendirilmesinde yakıt üretiminde , kömürden gaz 
ma 
eldesinde, biyopolimerlerin enzimatik hidrolizinde ve düşük 

rezervlerden 

gibi yeni 

termo~ilik asido~illerle metallerin ekstraksiyonu, 

uygulamalar termo~il bakterilerin biyoteknoloji 

alanlarında kullanımını kaçınılmaz kılmıştır(5.7l. 

Ceşitli termo~il bakterilerin türleri sayesinde odun selü-

lazdan etanal ü~etimi 

metanojen bakteriler de 

gerçekleştirilmektedir. Bazı termo~il 

hiçbir organik besine gereksinim 

duymadan hücresel bileşenlerini C02 ve H2 den sentezleyebilmekte

dir(12.13). 
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Dalga boyu (0.1 ıo7 cm> arasını kapsayan mikrodalga ve 

radYO dalgaları her zaman atom veya molekUl dUzeyinde bir enerji 

$alınması sonucu meydana gelmezler. Mikrodalgalar; bir iletken 

üzerinden şiddeti ve yönü zamana baglı olarak degişen bir 

elektrik akımı geçirilmesi ve böylece elektrik - manyetik alanın 

periyodik olarak degişime ugraması sonucunda oluşurlar. Bu 

esnada, periyodik bir kuvvet etkisinde kalan katı, sıvı ve gaz 

ortamlardaki molekUller, alan degişimlerine ve ortamın yapısına 

baglı olarak belirli yönelme hareketlerinde bulunurlar. Ortamın 

dielektrik sabiti <E> ve kırılma indisi <n>, molekUllerin alan 

içindeki yönelme dereceleri ile yakından ilgilidir. Kuramsal 

olarak dalga boyunun bilyUk olması koşulu ile; 

E~ n2 ••••••••••••••••••••••••••••• (1.1) 

oldugu saptanmıştır. 

Mikrodalgaların ve radyo dalgalarının elektromanyetik tay~ 

içinde kapsadıkları bölgeler şekil (l.l)'de görülmektedir. 

Dalga 

dalgalara 

boyları 1mm ile 1m arasındaki 

"Mikrodalgalar" denilmektedir. 

elektromanyetik 

Mikrodalga elde 

edilmesinde manyetron ve klistron lambalarından yararlanılır.Bu 

dalgaların özellikle katı cisimleri n malekili yapılarının 

belirtilmesinde, radar ve radyo iletişiminde geniş kullanım alanı 

buldukları belirtilmektedir <14) Seki! (2.1>. 
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Ondokuzuncu yüzyılda kaşradilan ve o günden günümüze 

kadar, özellikle lkinci Dünya Savaşı sırasında radyo VIi 

radar -frekanslarında kullanılan, daha sonra tıpta, 

haberleşmede, endüstri da ve ~skeri alanda geniş kullanım 

alanı bulan va bunlardan yararl,;;ı.nılarak 

geliştirilen aletler evlerimizde kullanılmakta vs günlük 

Yaşantımızın bir parcasını oluşturmaktadır. Günümüzde evlerde 

kullanılan mikrodalga fırınlar, el tiilaizlari bu 

araçlara birer örnek olarak gösterilebilirlar (15.16). 
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Mikrodalgalar elektromanyetik spektruma giren enerji 

tUrlerinden biridir.Yüksek ~rekanslı ışınlar olup,elektromanyetik 

spektrumun iyenlaşmayan kısmında yer alırlar. Bu dalgaların 

dalga boyları, ~rekansları ve enerjileri ~arklıdır. 

Mikrodalgalar organizmadan herhangi bir &grı, sızı 

uyandırmadan geçerler. Bir maddeden mikrodalgaların geçmesi 

durumuna ener j i, 

O = 12 R t •••••.••.•••••••..•.•.... <1.2> 

jcule bagıntısı geregince ısı enerjisine dönüşür ve söz konusu 

madde ısınır<17). 

Mikrodalgaların 

elmayan 

mümkündür. 

etkiler 

biyolojik 

olmak üzere 

etkilerin 

etkilerini termal ve termal 

iki 

oluşması 

grupta 

için 

incelemek 

10 mW/cm2 

yogunlugunda, hücresel ve biyokimyasal düzeydeki degişikliklerin 

oluşması içinde 1 mW/cm2 yogunlugunda bir ışıolamaya 

gereksinim vardır(18). 

Mikrodalga radyasyonuna baglı olarak meydana gelen 

hücresel tahribatın mekanizması tam olarak bilinmemektedir<19).Bu 

radyasyonun Nükleik asit, protein ~e hücre membranlarının protein 

-lipopolisakarit bileşimini etkiledigine dair bazı teoriler ileri 

sürülmüştür(20.21.22.23). 

Blevıns ve arkadaşları tara~ından,2.450.000 Cycle/sn bir 

moleküller rezonans ~rekansına karşılık gelen, 2450 MHz Trekansta 

mikrodalgalar kullandılar. Bu Trekansın, DNA malakülleri boyunca 

heliks yapı içindeki Guanin-Sitozin, Adenin-Timin arasındaki 

hidrojen baglarının kopmasına ve tek DNA zincirlerinin 
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Kırılmasına yol açabileceQini savundular. Bu baz çiTti yar 

deQi5tirmesi, ilavesi veya çıkarılması gibi DNA'nın yapısındaki 

degi5meler, dolayısıyla mRNA'da yanlış çevirilmaler sonucu Tarklı 

protein sentezlenmesine neden olabilirC19.24). 

Mikrodalgaların kısa uygulamaları sonucu, DNA'da kısmi 

yol açabilirkan uzun süreli uygulamalar kırılmalara 

0rganizmayı öldürebilen <onarılması mümkün olmayan) 

yıkımıara yol açabilir. <19.25) 

ise 

DNA'da 

B ve 14 saniyelik mikrodalga (2450 MHz> uygulaması ile yilk

sek mutasyon hızlat·ına ulaşıldıgı saptanmıştır. 15 saniyeden daha 

uzun süreli uygulamalarında bakteri hücrelerinin ölümünde belir

gin bir artış gözlenmi5lerdir(19). 

Mikrodalga fırınlar kimyasal bagları koparmaksızın yüzey

sel ısınmaya neden olan enerji içeren ve 12 cm dalga boyu ile 

2450 MHz veya 915 MHz frekanslı dalgalar ürettigi schiffman ta

raTından bulunmuştur. 

Mikrodalgalar enerji Tormundadırlar, ısı Tormunda degil

dirler. Mikrodalgalar yiyecek ürünlerindaki yaglar veya su gibi 

materyallerle etkileştiginde ısı meydana getirir(26>. 

Mikrodalganın,iyonların hızlanmasına ve diger moleküllerle 

carpı5masına neden olması veya dipol yapıdaki moleküllerin hızlı 

degişen elektriksel alanda (915 veya 2450 Milyon kere/sn> dönme

lerine ve belli bir düzene göre dizilmaleri nedeniyle ısı üreti

mi saglanmış olur. Isıtılmı5 maddelerdaki bu hareketi çok etkili 

Ve hızlı bir ısınma oluşturur. Yiyecekler normal ısınma zamanla-
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dö~tte birinde veya daha az bir zamanda ısıtılabilir. <26.
rının 

z7.zs>· 
Mikrodalga ile ısıtmanın gelişimi, problemsiz olmamaktadır. 

ve Lillard; mikrodalga Tırınındaki dalga çiTtler·inin neden cravan 

oldugu düzensiz ısı dagılımını açıklayamamıslardır<29). 

Bakteriler üzerine mikrodalga ısınlamasının etkisi 1950' 

ıerden önce düzensiz olarak çalışılmıştır. lngram ve Page; bakte

~iyoTaj T4, tütün mozaik virüsü <TMV>, E.coli ve Saccharomyces 

cerevisi' yi yüksek voltaj alanlarında, 20 MHz veya 10 MHz'de 12 

dakika ısınlandıgında olası plaka Tormunda veya bitki lezyonla-

rında hiç bir etki gözleyememistir(30). 

Dalaney ve arkadaşlarının Aspergillus niger ve Bacillus 

stearothermophilus sporlarının disk, kagıt serit üzerinde,Krema, 

sukroz, kuru süt, Tizyolojik serum ve distile su gibi Tarklı or-

tamlarda ısınlamaya tabii tuttu. Sonuçla~ kuru kagıt seritin üze-

rinde ısınlanan bakterilerin yüksek bir yasayabilirlilik sansına 

sahip olduklarını gösterdi. 

2450 MHz ısınlamanın B. Stearothermophilus üzerinde zararlı 

bir etkisinin olmadıgını, Takat Aspergillus niger'de hücresel 

tahribata neden oldugu görülmüştür. 

Buna karşı deneyierin yapıldıgı beş besiyerinde yüksek mik

tarıarda hücresel tahribat gözlediler.Arastırmacılar 2450 MHz'lik 

mikrodalga ile, ısıtılan mikroorganizmalarda gözlenen etkilerin 

bilinen ısıtma yöntemlerinden anlamlı oranlarda Tarklı olmadıgını 

belirtmislerdir(31>. 
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Drayfuss'te yaptıQı çalışmada B. subtilis,E. coli, S.aureus 

ve Salmonella enteritidis' in liyoflize kUltürlerinin mikrodalga 

1 ~ 1 nlamasında etkilenmedigini gözlemlemişlerdir(32). Dreyfuss ve 

arkadaşları, E.coli, B.cereus, S.aureus ve S. enteritidis kültür- · 

ıerini bir mikrodalga fırınında <2450 MHz> mikrodalga ışınlamaya 

tabii tuttular ve hayatta kalan bakterileri inceladiklerinde bi

linen ısıtma sistemlerinin uygulanması ile mikrodalganın karşı

ıa~tırılmasında genellikle aynı sonuçları elde etmişlerdir. Yani 

hem mikrodalga uygulaması ile hemde, ısıtma sistemleri sonucu 

canlı bakteri sayısını yaklaşık eşit oldugu gözlenmiştir(33). 

Webb de yaptıgı bir çalışmada mikrodalga ışınlamasında 

(56, 71 ve 73 GHz) sonra 5 dk aralıklarla ölçüm yapıldıgında 

hücrelerin büyyümesinin azaldıgı ve protein sentezi ile DNA sen

tezinin azaldıgı fakat 71 ve 129 GHz arasındaki ~rekanslarda RNA 

sentezinin arttıgını bildirmiştir(34). 

Drey~uss ve arkadaşları tarafından Staphylococcus auraus 

hücreleri üzerine öldürücü mikrodalga ışınlamasının bir kısmını 

belirlemek için bir çalışma yapılmıstır(35). Bu çalışmada kültür

ler 10, 20, 30 ve 40 sn' ye süre ile mikrodalga radyasyonuna bı

rakılmış ve gelişi güzel ısıtma uygulamasının etkileri, mikrodal

ga ısınlamasına maruz bırakılan kültürlerde bulunana esdeget· sı

caklıga ulasmak için gereken sürede, kültür içeran siseler bir 

kaynar su banyosuna konularak karşılaştırılmıstır.Kontrol, mikro

dalga uygulaması yapılan ve gelisi güzel ısıtma ile uygulama 

Yapılan kültürler santrifüslenmis pelletler distile suda yeniden 

süspanse edilmiş ve sonuçta elde edilen süspansiyonlar bir Fran-
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basınç hücresinden geçirilmistir.Hücre lizatları ve duvarları 
5 ız 

sonra izole edilerek enzimatik aktivite ihtiva çalısmaları 

yapılmıstır.Malat, Ketoglutarat dehidrogenaz, s i tokr·om 

oksidaz ve steplazmik adenozin triTOSTataz aktivitesi mikrodalga 

uygulaması yapılan hücrelerde, kontrol hücresindekinden daha 

oldugunu tespit etmişlerdir- Hücreler mikrodalga 

ısınlamasına maruz bırakıldıklarında membran adenozin triTOSTatoz 

alkalin TOSTataz ve laktat dehidrogenaz aktivitelerinin mikrodal-

ga ısınlamasına tabii tutulan hücrelerde dU stügünü 

gözlemislerdir. 

Gelisi güzel ısıtılan hücrelerde,Glikoz-6-TOSTat dehidrojenaz 

mal at dehidrojenaz ve steplazmik adanazin triTOSTat 

aktivitelerinin yükseldigini, ac-Ketoglutarat ve laktat 

dehidrojenaz aktivitelerinin düştügünü AlkolUn TOSTataz 

aktivitesinin ise etkilenmedigini tayin etmişlerdir. Hücreler 10 

ve 20 sn mikrodalga ısınlamasına maruz bırakıldıklarında, 

termonükleaz aktivitesinin düzeyinde artış gözlendigi 

belirtmektedir. sonuçta mikrodalga S.aureus,a etki etmekte, ancak 

bu sadece termal etkiyle olmamaktaydı-

Mikroorganizmaların ölüm nedeninin mikrodalga radrasyonu 

taraTından meydana getirilen ısı mı yoksa mikrodalga radrasyonumu 

bu konuda önemli anlaşmazlıklar vardır. Mikrodalga radrasyonuna 

tabii tutulan mikroorganizmaların, termal ölüm noktasına ulasıl-

dıgında üremelerinde azalmalar görülmüstür<36>. 
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Bir ~ok araştırıcı taraTından, mikrodalga radrasyonunun 

1,i 6 inin tsrmal oldugu taspit 
at" 

edilmiştir (30,36,37,38). özst 

oıarak, mikrodalga radrasyonu ile ilgili 

l ı$malarda şu sonu~lar elde edilmiştir. ca 

mikrobiyolojik 

ı. Ter·mal etkilerden mikrodalga etkilerinin ayırd etme 

yetersizligi. 

2. Sıcaklık ne olursa olsun mikrodalga etkilarinin 

i~pat edilememesi. 

3. Mikrodalga ile termal ve termal olmayan etkilerin 

gözleme gü~lügü(39). 
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ı. 3. CALISMANIN AMAC! 

Mikrodalganın termal olmayan etkileri sonucu, mütagenez 

(Ookularda mutasyon yapıs>, Kataraktogenez (gözde perde yapıs>, 

Tetratogenez (Anormal cocuk dogusuna yol acıs>, Davranıs 

bozuklukları, Nöro-endokrin ve hormonal degisiklikler, prenatal 

beyinde gelişme geriligi, Kanbeyin bariyerinde düsüs, Hemapoetik 

sistem degişiklikleri <Fe metabolizma bozuklukları>, Kromozomal 

anormali gibi rahatsızlıkların ortaya ç:ıkabilecegi yaklasık 40 

yıldır bilinmekte ve bu konuda bazı araştırmalar yapılmaktadır. 

Tablonun korkunç olması ve bu hastalıkların mikrodalga risk grubu 

icindeki insanlarda görülmesi bizi bu ç:alısmaya yöneltmiştir. 

Calışmalarımızın amacını, literatür bilgisi ışıgında 

mikrodalganın örnek olarak seçilen termotoleran B.aubtilis ile 

mezo~il E.coli Kı2 suşu üzerindeki etkisini çözünür plazma 

protein 

incelenmesi 

miktarları 

oluşturmaktadır. 

ve elektro~orez pro~illerinin 
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2
• MATERYAL VE METOD 

2 • 1 .eıYOLOJlK MATERYAL 

Calışmalarımızda Cermik Belkıshatun termal kaplıcası 

kapotaj havuzundan soyutlayarak teşhis ettigirniz B.subtilis 

(4o,41> ve Ankara Hı~zısıhha Enstitüsünden temin edilen E.coli 

Kı 2 susu kullanıldı. B. subtilis'in teşhis islamlerinde uygulanan 

te~tlar asagıda verilmiştir. 

2.1.1 Bakteri hücrelerinin ölçülmesi 

Mikroskopta incelsyscsgimiz canlı veya cansız maddenin 

boyutlarını almak mümkündür. Bu islam için objektif mikrcmetrs•i 

va aküller mikromatresi kullanılır. okUller mikrometresinde 5 mm 

lik bir uzunluk el liye bölünmüş olup, aküller içine 

yerlestirilir. Oküller mikrometrenin taksimat degeri mikroskopun 

kullanılan büyütmesine göre degiştiQi için, kullanılacak cbjekti~ 

mikrometre taksimatıarına göre hesaplamalar yapılır. Objekti~ 

mikrometresinde genellikle 1 mm yüze bölünmüştür. Yani her bir 

~ralık 1/100 mm dir. önce bir objekti~ mikrometre taksimatının 

kaç aküller mikrometre taksimatına karşılık oldugu bulunur. Bun

dan yararlanarak da aküller mikrometresinde bakterinin boyutları 

tayin edilir(41). 

2.1.2. Gram reaksiyon 

Steril öze ile alınan bakteri örnegi bir damla steril 

fizyolojik serum ile larnın üzerinde iyice yayılır. Havada 

kurutulup, alev ile tespit edilir. Daha sonra jansiyon moru (2 dk 

-üre ile>bırakılır.Cesme suyu ile yıkanır, 1 dk süre lugol bırak-

ll ır. Cesme suyu ile yıkanır.Etil alkol (1/2 dk süre 
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il~)bırakılır. Sa~ •u ila yıkanır· va havada kurumaya bırakılır. 

Kuruduktan sonra mikroskopta preparat incelenir. Gram(+) 

bakteriler mor, 

z.ı.3· Hernaliz 

Gram(-) bakteriler ise pembe boyanır(41>. 

Kanlı besiyarine yapılan ekimin 37°C'da 18.saatlik inkübas-

yondan sonra üremenin oldugu bölgelerde kanın kırmızı renginin 

sarıya dönüşmesi halinde hernaliz poziti~, kanın rengi dagişmez 

i&a harnaliz negati~tir<41>. 

2. ı. 4. Hareket 

Belli bir düzeye kadar hareket besiyeri ile doldurulmuş 

bir tüp içerisinde daha küçük çaplı bir cam boru yerleştirilir. 

Bir igne öze ile dikkatli bir şekilde cam borunun içindaki ba5i-

yarine ekim yapılarak 37°C de 18 saatlik inkübasyona bırakılır. 

Cam borunun dışındaki besiyarinde üremenin olması üzerinde 

çalışılan mikroorganizmanın üremenin olma•ı üzerinde çalışılan 

mikroorganizmanın har~katli oldugunu gö•t~rir VQ test poziti~tir 

da n ir. Şe k i 1 < 2. 1 ) • < 41 > • 

Şekil <2.1>;Hareket besiyeri için tüp. 
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1 5 Spor olusturma 
2· • • 

Bakteri önce katı Nutrient Broth besiyerinde maksimum 

sıcaklıgının 3-5°C üzerinde üretilir. 2 gün inkübasyondan 

optimal üreme sıcaklıgına getirilir. Eger bakteri ürerse 

Or olusturuyor,üremezse spor olusturmuyor deni~(41). 
$p 

2.1.6. Nisasta hidrolizi 

Nisasta katkılı katı NB besiyerine ekim yapılır. 37°C•de 

3 gün inkibasyondan sonra, besiyerine gramın iyat çözeltisi 

katılır, 2 dakika bekletilir. iyat nisasta ile mavi bir renk 

verir, Ancak bakteri amilaz enzimi salgılıyorsa nişasta maltoz ve 

glikoza hidrolizleneceginden mavi renk olusmayacaktır<41,42>. 

2.1.7. Kazein hidrolizi 

Kazein katkılı NB besiyerine ekim yapılır. 37oc•de 3 günlük 

inkübasyondan sonra besiyerine /.l.lik HCl katılır. 5 dakika bek-

letilir. Daha sonra HCl dökülür. Isıklı bir sahada inceleme 

yapılır. Eger kazein peptitlere veya kazeinazın etkisiyle hidro-

lizlenmisse kültürün çevresinde aydınlık bir bölge görülecektir. 

Hidrolizlenmemis bölge çöktürülen proteinlerden dolayı donuk ol-

acaktır<42>. 

2.ı.s. Jelatin Hidrolizi 

Jelatin katkılı NB besiyerine ekim yapılır. 37oc•de 3 

9Unlük inkübasyondan sonra besiyerine HCl. HgCl2<S dk) katılır. 

D~ha sonra reaktif dökülür. Bakteri jelatinaz salgılamıs ise kül-

tu··r beyazımsı bir renk alır. Donuk bir renk görülürse jelatinaz 

Salgılanmadıgının bir göstergesidir(42). 
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F.3'lük H2D2 katkılı Nutrient agara ekim yapılıp, 37°C de 

··nlük gu inkübasyon sonunda eger mikroorganizma H2D2'yi su ve 

parçalayan katalaz enzimi salgılıyor ise besiyerinde 

kabar-cı klarının olusınasına neden olacaktır. 

test üzerinde çalısılan mikroorganizma 

pozitif şeklinde degerlendirilir(42>. 

2.1.10 Lipaz üretimi 

Bu durumda 

için katalaz 

Yaglı agar besiyerine ekim yapılır. 37°C'de 3 günlük 

inkübasyondan sonra yaglı agar üzerine CuS04'ün sudaki doygun 

çözeltisi ilave edilir.15 dk bekletilir.CuS04'tün fazlası dökülür 

üremenin oldugu bölgenin altında, üstünde ve çevresinde yag dam-

!aları incelenir. Lipaz enzimi salgılanmıs ise yag damlaları mat 

yeşilimsi-mavi bir renkte olacaktır<42). 

2.1.11. NH3 üretimi 

Bilesimi ilaveler I' de verilen Amonyum medium<A> 

besiyerinden steril pipet ile fayans üzerine 1 damla alınır ve 

Yayılır. Aynı islem ekim yapılmıs A besiyeri için yapılır. Daha 

sonra 2-3 damla Nessler reaktifinden katılır.Kahverenkli çökelti, 

aşırı miktarda amonyak;Koyu sarı-portakal rengi, önemli miktarda 

amonyak;Açık sarı renk, az miktar-da amonyak;Renksizlik amonyak 

Yokıugunu gösterir<41>. 

2 ·1.12. No-3 •ı tndirgenme 

%1'lik KN03 katkılı sıvı NB besiyerine ekim yapılıp, 37oc 

da 3 günlük inkübasyona bırakıldıktan sonra,3-4 damla 0.1 M FeS04 

edilir. Tüpün kenarından da derisik H2S04 konur. Sülfürik 
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·t tüpün dibinde bir faz oluşturur. Aşagıdaki reaksiyonlara gö
;alii1 

iki ~azın birleştigi kısımda kahverenkli bir halkanın meydana 
re 

i ortamda N0-3 iyonlarının varlıgının bir göstergesidir. 
geıırıes ' 

3 Fe+2 + N03- + 4 H+-----> 3 Fe+3 +NO+ 2 H20 ••• (2.1) 

Fe+2 + NO -----> [Fe NOJ+2 •••••••••••• <2. 2> 

Cünkü bu durumda mikroorganizma nitrat redüktaz 

enziırıi salgılamamıştır. Aksi halde mikroorganizmanın salgıladıgı 

nitrat redüktaz enzimi nitrat ın, nitrite indirgenmesini 

katalizliyeceginden, ortamdaki nitrat iyonları tükanecek ve 

yapılan testte iki fazın arasındaki kahverenkli halka 

gözlenmiyecektir(43). 

2.1.13. Tuz Tolerasyonu 

NaCl katkısı /. 1 ile /. 10 arasında degişen bir seri 

Nutrient Broth besiyerine ekim yapılarak 37°C de 10 saat süre ile 

inkübasyona bırakılıp bu besiyerindeki üreme durumuna göre üze-

rinde çalışılan mikroorganizmanın tuz toleransı tayin edilir<41>. 

2.1.14. Karbohidrat Fermantasyonu 

llaveler-I'de verilen ve farklı karbohidratlar içeren bir 

seri besiyeri hazırlanarak, ekim yapıldı. 37°C de 24 saatlik 

inkübasyondan sonra bakterinin kullanılan karbohidratları 

fermente edip edemediQi Brom eresol purple indikatürünün pH renk 

döni..işlim aralıgı (5,2-6,8 mordan sarıya) renk degişimine baglı 

Olarak degerlendirildi(41). 

2 •t.ıs. Manitolda üreme 

lçinde Fenol kırmızısı bulunan manitol agar besiyerine ekim 

Yapıldı. 37°C de 24 saatlik inkübasyondan sonra, indikatörün 
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degisimine bag lı olarak üremenin olup olmadıgına. karar 

( ilir<41>. 
1/fi! 

z.ı.lb· Sitratlı besiyerinde üreme 

Sodyum sitt·at katkılı katı NB besiyerine ekim yapıldı. 24 

saatlik inkübasyondan sonra besiyerinde Uremenin olup olmadıgı 

kontrol edildi<42>. 

~ ı.16 Anaerobik koşullarda Ureme .... 
Glikoz katkılı katı NB besiyerine ekim yapıldı. Ekim 

yapılmış petri kutusu, içinde oksijeni alabilecek gas üretme kiti 

bulunan anaerobik jar içine yerleştirildi. 37"C de 2 günlük inkü-

basyondan sonra besiyerindeki Ureme durumu kontrol edildi(41). 

2.1.17 Sodyum Asid Formu 

Sodyum azid yaşamsal üremeye sahip bir çok enzim için 

inhibitör. Ancak sodyum azid'in yapısını bozabilan enzim 

salgı layan mikroorganizmalar bu maddeyi içeren besiyerinde 

Uriyebilirler. Bu kontrolü yapmak için X0.02 lik sodyum azid 

katkılı katı NB besiyerine ekim yapıldı. 37"C de 

saatlik inkübasyondan sonra besiyerindeki Uremeye bakıldı<41>. 

2.1.18. Saburo dekstrozda üreme 

24 

Glikozca zengin bir besiyeri olan saburo dekstroza ekim 

Yapıldı. 37"C de 19 saatlik inkübasyondan sonra Ureme kontrol ed

ildi(41>. 

2.1.19. Litmusu indirgeme 

Litmuslu süt besiyerine ekim yapıldı. 37"C de 3 günlük 

irıkü.basyondan sonra, kabarcıkların varlıgı gaz oluşumunu 

gösterir, Litmusun renginin kırmızıya dönüşmesi mikroorganizmanın 
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it ürettigini gösterir. Sütün bir kısmının baraklaşıp sulanması 
,a!ôi 

~einin hidrolizini gösterir, Litmusun renginin koyu maviye 
j(.a ... 

dönUşmesi alkali üretimini, Litmusun renksizlesmesi 

indirgenmesinin bir göstergesidir<41). 

2 • 2 • KULLANILAN KiMYASAL MADDELER 

ElektroTorez için kullanılan kimyasal maddeler ; Akrilamid , 

N-Nl-Metilenbis akrilamid TR1S - Hydroxymetilamino metan 

TEMED <N-N-N1-N1- Tetrametiletilen diamin) , Amonyum persül~at 

so s <Sodyum dode•il sül~at) MET <2-Merkapto etanol) 

Comanssie Brilant Blue - R 250 , Brom Fenol Blue Standart 

proteinler (a - Lakt albümin , Tripsin inhibütör , Tripsinojen , 

Karbonik Anhidraz , Gliseraldehit 3-Fos~at dehidrojenaz , yumurta 

albümini 

Na2HPD4.?H2D 

Gliserin 

sıgır albümini) sigma Chemical Co., St louis'ten 

Na-K tartarat 

Na2CD3 Merck Dermstad 1 tan , Nutrient Broth <NB> ve 

Bactc Agar ise Di~co Laboratories'den ticari olarak temin 

edilmistit·. 

2.3. KULLANILAN ALETLER 

Elektro~orez aygıtı (Gelmarı Geleall Gel Column) 

ElektroTorez güç kaynagı <Gelman Deluxe Regulated power supply) , 

santri~üj <Hettich EBA -III> spektro~otometre U.V-160 

•himatzu U.V-visible Recording spektro~otometre) Mikrodalga 

Fırın (2450 MHZ ~rekanslı Dokunmatik Vestel-V-8505 T> 

Homojeniza.tör <Ultra tip Lab line wave , Energy systems) 

U.V-Lambası 

Termoçi~t 

jel tüpleri , Etüv (nüve EN 400) Otoklav 

<Ni-Cr/Ni alasımlı) , Mikroskop <olmypus) • 
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2 . 4 ELEKTROFOREZ lSLEHl 

Bir proteinin tasıdıgı net elektrik yükü yapısındaki alt 

~irimlerin (aminoasit atıklarının> tasıdıgı poziti~ ve negati~ 

yüklerin cebirsel toplamına esittir • 

Bir makromolekülün net elektrik yükü varsa , bu makromolekül 

yükünün isareti ve büyüklügüne göre elektr·ik alanda hareket 

eder lste bu özelligi kullanan metoda elektro~orez denir 

Diger bir degisle elektro~orez, partiküllerin elektriksel alanda 

tasınınası olayıdır 

oldukça zordur 

Bu olayın matematiksel analizini yapmak 

Cünkü ortamda bulunan diger iyonlar lokal 

elektriksel alanı etkiledigi gibi makromoleküller de kendi 

aralarında etkilesirler Bu yüzden problemi basitlestirip , 

izole edilmis küresel yüklü tek bir partikülün yalıtkan ve 

vizkoz bir ortamdaki hareketi incelenir • 

Yüklü bir partiküle , bir elektrik alanda etkiyen kuvvet 

coulomb kanuna göre , 

F = Z e E ................................. (2.3) 

dir. Burada z elektron sayısı <yük sayısı) e : elektron yükü 

, E : Elektrik alan siddetidir. 

Diger tara~tan Stokes yasasına göre sonsuz vizkoz bir· sıvıda 

r yarıçaplı bir küreye etki eden F kuvveti , 

F=6ır'1rv • • • • • • • • • • • • • ~ • • • • • • • • • • • • • • • • • * • (2. 4) 

bagıntısıyla verilir. Burada ; n:Vizkoziteyi, r:yarıçapı, V:Hacmi 

göstermektedir. <2.3> ve <2.4) bagıntılarından 

ZeE=61T'lrv <2.5) 



l3ıJ denklem, 

V 

E 
= 

Ze 

61Trtr 
•• lll ......................... (2. 6) 
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$eklinde yazılabilir. 
V 

E 
birimi elektrik alan siddeti için hızı, 

yani mobiliyeti ile i~ade edilir. 

V 
o halde fl\.= ···········-·lıl·············-<2.7) 

E 

Ze 
lll= ••••••••••••••••••••••••••• (2.8) 

61rnr 

elde edi 1 it-. 

(2.8) denklemi, partikül mobilitesinin,partikülün yüklü ile 

dogru, büyüklügü ve ortamın vizkozitesi ile ters orantılı oldugu

nu i~ade etmektedir. Fakat gerçek bir hareket denklemi olmaktan 

çok uzaktıt-. Daha yaklasımlı denklemler türetilebilir, ancak 

bunlar da tam olarak elektro~oretik mobiliteyi göstermez. Bu 

yüzden elektro~orez metodu mükemmel bir ayırma metodu olmamakla 

beraber makromolekülsel yapı hakkında pek bilgi vermez. 

Kullanılan ayır-ma ortamının cinsine göre çesitli 

elektro~orez teknikleri vardır. Bunlar arasında kagıt, nisasta, 

Agar ve poliakrilamid jel elektro~orezleri sayılabilir.Bunlardan 

POliakrilamid jel elektro~orezi ayırma gücü bakımından digerler

inden çok üstündür. 

Poliakrilamid jel Elektro~orezi <PAGE>'nin ayırma gücü mak

romaleküliet-in molekül agır-lıklarının tayininde hassasiyetle kul

lanılabilir. Dogru molekül agır-lıklarının bulunabilmesi için mak-
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( 0 moleküller arasındaki elektriksel yük Tarkını ortadan kaldırmak 

ve bunları denatü~e etmek ge~ekir.Böylece ay~ılmanın yanlızca 

molekül agırlıgına göre olması saglanır.Bunun için ortama uygun 

konsantrasyonlarda sodyum dodesil sülTat <SDS> ve 2-Merkapto 

etanal CMET> ilave edilir.SDS bir yag asididir. Nonpolar 

özellikteki aliTatik zincirinin polar ucunda hidroTilik 

karakterde negatiT yüklü bür sülTat grubu CCH3CCH2>10 O so-3 Na+J 

taşır. MET <OH-CH2-CH2-SH> ise S-S köprüleri ile özgül olarak 

etkileşerek onları indirgeyen bir maddedir. 

Sekil (2.1)~de gö~üldügü gibi, makromolekülün s-s köprüleri 

MET ta~afından indi~genirken,SDS'nin baglanmasıyla makromolekülün 

hidroTobik ve hidrojen bagları kırılır. Böylece Ouarterne~, 

tersiyer ve sekonder yapısını yiti~en makromolekül, hidroTobik 

bölgelerine baglı SDS'nin sülfat grubu vasıtasıyla negatiT yüklü 

bir ö~tü ile sarılmış olur. Bu durumdaki makromoleküllerin kendi

lerine özgü net yüklerinin bir anlamı kalmaz, hepsi anyon olarak 

hareket ederler. 

Poliakrilamid jeli, monomar akrilamid <CH2=CH-CO-NH2>'nin bir 

baglayıcı genellikle N-Nl-Metilen~is akrilamid <CH2=CH-CO-NH-CH2-

NH-CO-CH=CH2> ile polimerize edilmesiyle oluşturulur. Böylece 

rastgele büyüyen poliakrilamid zincirle~inden üç boyutlu bir ag 

meydana gelir. Kullanılan 

konsantrasyonu oluşacak jel in 

elastikligini ve mekanik 

akrilamidin ve 

yogunlugunu, 

dayanıklıgını 

baglayıcının 

vizkozitesini, 

belirler. Bu 

konsantrasyonların artırılmasıyla oluşan agın sıklıgı artar, 

gözenek çapı azalır. Böylece içinden yürüyecek makromoleküllerin 
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(~keti kendi büyüklüklerine (mal agırlıklarına) göre sıralanmıs 
ıı.:ı 

Akrilamid ve bis-akrilamid icin genellikle · kullanılan 

n~antrasyonlar incelenerek makromoleküllerin büyüklügüne göre, 
f{O 

,:ıkrilamid miktarının bis-akrilamid miktarına oranı 10 ile 100 ar-

asında ve akrilamid konsantrasyonu /. s>ten büyük seçilir. 

CH_- C H- C H---··-·-··C H,n- SO"-N a• 
"J 1 ı r J 

Dogal protein 

Denattlre Edilmiş Protein 

Sekil (2.1) Dogal proteinin SDS ve MET tara~ından 

denatüre edilmesi. 

Akrilamidin bis-akrilamid vasıtasıyla polimerizasyonuna ka-

talizlemek icin genellikle Amonyum persül~at ve Temed <N-N-Nl-Nl 

tetra metilenetilen diamin> kullanılır (44). 

,• 
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ı·> ..••..•.• • .•••• ~ •. (2 .. 9) 

Amonyum N,N,Nl,Nl-tetra Serbest redikal 

persül-fat metiletilendiamin 

-~ -CH- C~ - CH- C~- CH-

~-NH l~o l~o 
O-;- ı c . c 

'~ 'M2 
02 .... (2. 10) 

o~ 1 o~cfl12 o~c~ 
f -NH j 1 

-C~- CH- C~- CH- C~- CH-

2.4.1. Jel Tüplerinde jellerin hazırlanması 

Temizlenmiş ve etüvde kurutulmuş jel tüpleri (80 x 5 mm)alt 

tara-fları para-film ile kapatılarak jel hazırlama aparatına 

yerleştirildi.Jellesmenin daha verimli olması için hazırlanan bu 

düzenek kullanılacak ana kadar buzdolabına kaldırıldı. Bu sırada 

jel çözeltisi stok c;özeltilerin aşagıdaki oranlarda 

karıştırılmasıyla hazırlandı. 
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Jel ı;özeltisi 

15 ml A Tamponu 

13.5 ml B Cözeltisi 

1.5 ml D Tamponu 

45 ml TEMED. 

~ 4 2. Cözeltiler .:-• . 
Calısmada kullanılan bütün ı;özeltiler distile suda 

haıırlanıp, kahverenkli cam siselerde buzdolabında saklandı. 

A - Tamponu; 

38.6 gr. 

8.8 gr. 

SDS ••••••••••••••• 2 gr. 

1 lt sa~ su 

B Cözeltisi; 

5.5 gr Akrilamid 

0.15 gr N-Nİ-Metiletilen bis-akrilamid 

25 ml Sa-f SLI 

C - Cözeltisi; 

375 mg Amonyum persül-fat 

25 ml Sa-f su 

D - Tamponu; 

A-Tamponun 1:1 oranında sa~ su ile seyretilmesi ile hazırlandı. 



Boyama Cözeltisi 

125 mg Comanssie Brillant Blue R-250 

45.4 ml 'l. 50 Metanal 

4.6 ml Glasiyel asetik asit 

Boya çıkarma Cözeltisi 

75 ml Glasiyel asetik asit 

50 ml Metanal 

875 ml Sa+ su 

2.4.3. Elektro+orez !şlemi 

30 

B. subtilis ve E.coli Kı2 suşunun çözUnilr proteinlerin 

elektro+orez pro+illeri Weber ve Osbarn yöntemiyle elde 

edildi(45). öngilrülen şekilde hazırlanan jel çözeltisi ile 

buzdolabından çıkarılan jel tüplerine önce bir kez çalkaladıktan 

sonra her jel tilpynün 6 cm'lik bölümü bu çözelti ile dalduruldu. 

Bu çözeltinin üzet-ine ince uçlu bir pastör pipetiyle tUpün bir 

kenarından damla damla su akıtılarak çözeltinin hava ile temasını 

kesrnek üzere 4-5 mm'lik bir su tabakası oluşturuldu. Yaklaşık 45 

dk süreyle U.V lambasından 3-5 cm uzaklıkta +otopolimerizasyona 

bırakıldı. Fotopolimerizasyon tamamlandıktan sonra jelin 

üstündeki su dikkatlice absorban ka~ıt yardımıyla alındı. 

2.4.4. Jellerin üzerine çözünür protein örneklerinin uygulanması 

Hazırlanan jellerden birine molekül agırlıklat-ı bilinen 

standart protein çözeltisinden , di~erlerine +arklı dozlarda 

mikrodalga uygulayarak üretilen bakteri homojenizatındaki 
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,özUnilr proteinlerin eşit miktarları verildi. Her bir jel için 

a mA'lık bir akım uygulandı. Cesitli zaman aralıklarıyla Brom 

fenol Blue boyasının ilerleyişi kontrol edilerek , 

i larlayişi sUrekli izlendi. Brom 

tüpUnUn alt kısmına 2 mm yaklaşınca akım kesildi. 

aygıttan çık~rıldı. Jellerin tUplerden çıkarılması 

elektro~ore~ 

~enel jel 

Jel tUpleri 

işlemi , bir 

snJektörle jel ile jel tUpU arasına su sıkılarak yapıldı. 

Protein Bantlarının Tespit Edilmesi ve Bayanması 

Daha önceden hazırlanan Comanssıe Brilant Blue R-250 

çözeltisi hem elektro~orez işleminde işaret boya olarak hem de 

proteinlerin boyanarak tespit edilmesinde kull~nıldı. Jeller bu 

boya içerisinde 30 dk tutularak boyama ve tespit işlemi 

gerçekleştirildi. Bu sırada jeller tamamı il~ boyandıgı için 

fazla boyanın çıkarılması g~rekir. Bunun için jeller boya 

çıkarma çözeltisinde 1-2 gUn bekletildi. Bu sUrenin sonunda 

protein bantları gözle görillUr duruma getirildi. 

2.S.BAKTERILERE LAM UZERlNDE YAPILAN ·MlKRDDALGA UYGULAMASI 

Nutrient Broth(NB) katı besiyerine ekim yapıldı. 4 saat 

inkUbasyondan sonra her bir doz için bir öze dolusu bakteri bir 

lam Uzerine yayılarak oıikrodalga radyasyonuna (55,110,165,220,275 

ve 330W, 15 sn süre> tabii tutuldu. Radyasyona tabi tutulan 

bakterilerden daha sonra t~krar besiyerine ekim yapıldı. 37~c da 

18 ~aat inkUbasyondan sonra tekrar her bir doz ve kontrol 

miktarda bakt~ri alınarak 10 ml"lik Nutrient Broth 



besiyerine ekim yapıldı. 

sayımı yapıldı. Bakteri 

24 saat inkübasyondan 

sayımından sonra 
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sonra 

sıvı 

besiyerindeki bakteriler 

~antri~üjlendi. Bakteriler 1 

5000 rpm'de 15 dk 

ml'lik 0.05 M Tris-Base, 

süre ile 

Tr is-HCl 

PH:7.5 tamponu içine 

saklandı. 

alınarak çalı~ıncaya 

2.6. BAKTERlLERIN üRETILMESI VE MtKRODALGA UYGULAMASI 

2.6.1. Bakterilerin üretilmesi ve I.Mikrodalga Uygulaması 

Büyüme ortamı olarak seçilen Nutrient Broth sıvı besiyerinin 

10'ar ml'sine B. subtilis ve E.coli Kı2 suşunun sa~ 

kUltürlerinden aşılamalar yapılarak 37°C de bir gece inkübe 

edildi. Sıvı besiyerinden alınan örnekler kontrol ve ~arklı 

düzeylerde doz uygulanacak bakteriler petri kutularına ekim 

yapıldı. 4 saat inkübasyondan sonra 55,110~165,22,275 ve 330 Watt 

lık mikrodalga radyasyonuna 15 sn süre ile tabii tutuldu. 37°C de 

18 saat inkUbasyondan sonra kontrol ve doz uygulanan 

bakterilerden aynı optik yogunluga sahip çözeltilerden 0.1 ml 

alınarak 10 ml'lik sıvı besiyerine ekim yapıldı. Bakteri 

sayımı yapıldıktan sonra sıvı besiyerindeki bakteriler 5000 

rpm'de 15 dk süre ile santri~üzlendi. Bakteriler 1 ml'lik 0.05 M 

Tris-Base, Tris-HCl pH=7.5 tamponu içine alınıp 

Calışıncaya kadar -20°C de saklandı. 

~.6.2. Bakterilere II.Mikrodalga Uygulaması 

Daha sonra bir de~a mikrodalga uygulanmıs bakterilerden 

eşit hacimde bakteri alınarak petri kutularına ekim yapıldı. 37ac 

de 4 saat inkübasyondan sonra bakteriler bir de~a daha aynı 
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dozlarda ve aynı süre ile mikrodalga radrasyonuna tabi tutuldu. 

37oc de de 18 saat ünkühasyandan sonra kontrol ve doz kontrol ve 

doZ uygulanan bakterilerden esit hacimde bakteri alınarak 10 

ml'lik sıvı besiyerine ekim yapıldı.24 saat inkübasyondan sonra 

bakteri sayımı yapıldı. Bakteri sayımı yapıldıktan sonra sıvı 

besiyerindeki bakteriler 5000 rpm de 15 dk süre ile santri~üzlen-

di· Bakteriler 1 ml'lik 0.05 M Tris-base Tris-HCl pH=7.5 

tamponu içine alınıp çalısıncaya kadar -zooc de saklandı. 

2.7. BAKTERI SAYIMI 

Her sıvı besiyerinde ulaşılan bakteri sayısı uygun 

seyreltmeler yapılarak katı besiyerinde yapılan ekim sonucu 

üretilen kolani sayısı saptanarak tayin edildi. Bunun için sıvı 

besiyerinde 37QC de 24 saatlik inkübasyondan sonra; 1/10.000, 

1/100.000 ' 111.1o6•1ık seyreltmeler yapıldı. Her bir 

seyreltmeden sonra belli bir hacim (0.1 ml)katı besiyerine 

ekim yapıldı.24 saatlik inkübasyondan sonra en az hata ile 

saptanabilir kolani elde edilen seyreltmedeki baktet·i sayısı 

tayin edildi. Buradan da ; 
1 

N=----- .X.D .• • .•• . ••••..• . •• (2.11) 
V 

formülünden (42) ana sıvı besiyerindeki bakteri sayısı saptandı. 

Burada ; N=Orjinal süspansiyonun rol'sindeki bakteri sayısı. 

V=Petri kutularına ekilen inekulun miktarı<0.1 ml veya 

0.05 ml> 

X=Ortalama mikrop sayısı 

D=Seyreltmenin oranı 
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~.a. BAKTERlLERlN PARCALAMA lSLEMl , 

1 ml 0.05 M Tris-Hidrokimetilamino metan, Tris-HCl pH=7.5 

içine alınan bakteriler Ultrasonik homojenizatörde 

cıOKHz,lOOW>lO dk süre ile buz içinde parçalama işlemine tabii 

tutulduC46). Bu işlemden sonra +4aC de 5000 rpm de 45 dk 

$antri~üjleme işlemi yapılarak sUpernatantlar ayrı tüplere alınıp 

kUllanılıncaya kadar -20°C de saklandı. 

2.9 CöZüNüR PROTEIN MlKTAR TAYlNLERl 

Cözünür protein miktar tayinleri Lowry yöntemine göre <47) 

spektrofotometrik olarak yapıldı. 

; 
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;;. BULGULAR 

~.ı. Bakterinin Teşhis Edilmesi: 

Belkıshatun termal kaplıca kapotaj havuzundan 

getirilen ve 2 saat süre ile 2500 rpm'de santri~üjlenen su 

arne~inin sedimentinden Nutrient Broth besiyerine ekim yapıldı. 

Kaplıca suyunun pH•sı 7.3 oldu~undan besiyerinin pH•sı bu pH•ya 

ayarlandı. 

Kaplıcadan alınan su ör ne~ i ~!orası içerisinde 

zenginleştirilen ve çok sayıda inakülasyon ve tek kolani düşürme 

tekni~i ile soyutlanan bakteriye, uygulanan biyokimyasal testler 

sonucu, Bergey 7 s Manual o~ Determinative Bacter-ology' e göre 

B. subtilis oldu~u anlasıldı(40,41). Uygulanan 

edilen sonuçlar çizelge 3.1 de 

mikroskopta 

vet- ilmi st ir. 

<1360 kez büyütülmüs> 

3.2. BAKTERl SAYIMI : 

verilmistit-. 

görüntüsü 

Sıvı besiyerindeki canlı bakteri sayısı, 

testler ve elde 

B. subtilisin 

resim 3.1 de 

bu besiyerinde 

yeterli seyreltmeler yapılarak son seyreltme ile ulaşılan popü-

lasydndan belli miktarda katı besiyerine yapılan ekim sonucu 

elde edilecek kolani sayısından hesaplandı. Elde edilen 

sonuçlar çizelge 3.2,3.3,3.4 ve 3.5 7 te verilmiştir. 

3.3 Lam üzerinde yapılan mikrodalga uygulaması sonucu B.subtilis 

Ve E. cal i Kı2 susunun çözünür protein miktarları ve 

Elektro~orez Bantları 

Lam üzerinde, besiyersiz ortamda mikrodalgaya maruz 



/ 

36 

b 1 (akılan bakterilerden, üretilen bakterilerin eşit miktarlarının 

nomoJenizasyonu sonucu elde edilen süpernatanttaki çözünür 

protein miktarları çizelge 3.6'da verilmiştir. Bu proteinlerin 

e~it miktarlarının elektro~orez pro~illeri Resim 3.2.ve 3.3 

de gösterilmiştir. 

3.4. Besiyerinde Yapılan !.ve II. Mikrodalga Uygulaması Sonucu 

B. subti 1 is ve E. cal i K12 suşunun Cözünür Protein 

Miktarları ve Elektro~orez Bantları 

Katı besiyerinde 1. ve 2. kez 15'er saniyelik sürelerle 

belirli dozlarda mikrodalgaya maruz bırakılan bakterilerden sıvı 

besiyerine yapılan inokülasyonlar sonucu üretilen bakterilerin 

eşit miktarlarının homojenizasyonu sonucu elde 

süpernatanttaki 

verilmiştir. 

çözünür protein miktarları Cizelge 

edilen 

3.7"de 

B. subtilis ve E. coli Kı2 susunun her bir mikrodalga 

uygulama serisi için çözünUr proteinlerinin esit miktarlarının 

elektro~orez bantları Resim 3.4,3.5,3.6 ve 3.7 de gösterilmiştir. 

3.5. 20,37 ve 50°C de üretilen B. subtilis'in Cözünür Protein 

Miktarları ve Elektro~orez Bantları 

~ikrodalga ile termal etkiyi karşı lastıt·ma amacıyla 

20, 37, 50°C 'lerde üretilen esit sayıda B. 

Protein miktarları Cizelge 3.8'de verilmiştir. 

sıcaklıklarda üretilen 

subtilis çözünür 

B. Fat·klı 

homojenizasyonu sonucu süpernatantta esit 

subtilis'in 

miktarlardaki 

Proteinlerin elektro~orez pro~illeri Resim 3.B'de gösterilmiştir. 
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~.b. Termoçi~t ile Mikrodalga Fırın lçindeki Sıcaklık ölçümleri 

Ni-Cr/Ni alaşımından yapılmış termoçi~t ile ölçülen mV ve 

ona karşılık gelen sıcaklık degerieri Cizelge 3.9'da verilmiştir. 

4. SONUCLARlN TARTISILMASI. 

Cermik Belkıshatun termal kaplıcası kapotaj havuzundan 

getirilen su örnegi bakteri ~lorası içerisinde zenginleştirerek 

ı;oyutladıgımız bakterinin Bergey•s Manual o~ Determinative 

Bacter·iology'ye (40) göre B.subtilis oldugu saptanmıştır. Cizelge 

3. 1.'de verilen denel sonuçlarla re~arans kaynakta verilen 

özelliklerin çok az bir kısmı arasında ~arklılıklar görülmesi 

soyutlanan bakterinin soyutlandıgı çevre koşullarına bag lı 

olarak alt bir tür düzeyinde degişiklikler gösterebilmesinden 

kaynaklanmaktadır. Ornegin, soyutladıgımız B.subtilis için Xylos 

fermantasyon testi negati~ sonuçlanmışken bu bakteri için 

re-ferans kaynakta anılan testin poziti~ sonuçlandıçı ı 

belirtilmiştir. Alt tür düzeyinde teşhis yapmak için genetik 

materyal DNA'nın en azından baz kompozisyonu açısından 

incelenmesi gerekir. 

B.subtilis ve E.coli Kı2 suşuna lam üzerinde besiyersiz 
/ 

ortamda uygulanan mikrodalga sonucu, çizelge 3. b.'da görüldügü 

J 

/ gibi çözünür protein miktarlarının uygulanan doza baglı olarak 

kontrelle kıyaslandgında önemli miktarda ~arklılık gölenmemesi bu 

baktet- i ı er· i n kuru ortamda mikrodalgadan etkilemedigini 

dUşündürmektedir. Resim 3. 2. ve 3. 3'te görüldügü gibi 

bakter i 1 er· i n çözünür proteinlerinin elektro~orez bantları da 
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b~nu destekler niteliktedir. Elektroforez profillerinde, jellerin 

polimerleştirilmesi sabit koşullarda yapılmasına karşın bUtUn 

tüplet·d~ ideal homojen polimerizasyon saglanmadıgından jelin 

bırakmasındaki farklılıklar nedeniyle yanıltıcı 

koyuluklar görUlmektedir.Bu durum besiyersiz ortamda yapılan 

çalışmalarla elde edilen sonuçlarla uyum içerisindedir (26, 27, 

28, 30, 32). CUnkU mikrodalganın termal etkiyi gösterebilmesi 

icin ortamda bulunan iyonların hızlandırılmaları ve birim zamanda 

çarpışma sayılarının artırılmış olması veya dipol yapıdaki 

bileşiklerin alternatif alanda hızlı dönme hareketleri yapmaları 

gerekir ya da mutajenik etki icin risk faktörU olarak öngörUlen 

radikaller mikrodalga etkisiyle ancak besiyerli ortamda meydana 

gelmektedir. 

Farklı dozlarda mikrodalga uygulanan hem B. subtilis hem de 

E. coli Kı2 suşunun ccizUnUr protein miktarları kontrelle 

kıyaslandıgında, uygulanan mikrodalga dozuyla paralellik içinde 

olmayan dUzensiz degişiklikler göstermektedir. Bunun nedeni, 

mikrodalga uygulandıgı esnada mikrodalga fırın içerisinde çok 

kısa sUreli olsa da anormal ısı degişimi sonucu termal etkideki 

-~arklı lıklar 
/ 

olabilir <Cizelge 3.9). Bu sonucun bir diger 

nedenide 

bölUnme 

mikrodalga uygulanma esnasında bakterilerin farklı 

evrelerinde olması gerekçe olarak gösterilebilir. 

B.subtilis için 220, 275 ve 330 Watt~lık mikrodalga uygulaması 

ile, E.coli Kı2 suşu icin 165 Watt~ıık uygulamadan itibaren 

Protein miktarlarındaki dUzensiz degişikliklerin paragraflık 

başında verdigirniz fikirlerle açıklanabilecegi kanısındayız. 
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Protein miktarlarındaki düzensiz artışlar B. subtilis•e 

nazaran E. coli~de daha fazla olmaktadır. Bu olgu B. subtilis•in 

t~rmotoleran bir bakteri olması nedeniyle koşullarına 

adaptasyonundan dolayı termal etkiden etkilenme olasılıgı daha 

zayıf olmaktadır. Bu sonuç Dalaney ve arkadaşlarinın, Aspergillus 

niger ve B. stearothermophilus üzerine yaptıkları çalışmayla uyum 

içindedir(31). l.Mikrodalga uygulaması ile B. subtilis ve E. coli 

Kı2 suşunun kendi içinde eşit sayıda bakteri hücresinde protein 

miktarı 165 watta kadar artma göstermektedir. Bu sonuç su sekilde 

açıklanabilir. Mikrodalga uygulaması ile protein sentezinden 

sorumlu yapısal genlerin aktivitelerini düzenleyen represörün 

(baskılayıcının) sentezinden sorumlu gende bir mutasyon meydana 

gelmekte ve sentezlenen represör operatüre baglanamadıgından 

yaşamsal öneme sahip olmaması koşulu ile ihtiyaçtan fazla protein 

sentezlenebilmektedir. veya represörün aktivitesini kontrol eden 

bir indikatörlin represörle komplesleşerek onu inaktif hale 

getirmesi sonucu represör, operatöre baglanamamakta ve yapısal 

genleri n kontrolsüz bir biçimde çalışması sonucu protein 

sentezinde bir artış gözlenebilmekt~dir. özet olarak indikatör, 

. represör ve operatör arasındaki dengenin mikrodalga etkisiyle 
/ 

bozuldugu kanısını uyandırmaktadır (48, 49, 50). 

uygulamasından sonra bizim ürettigirniz bakterilerde 

Mikrodalga 

böle bir 

mutasyonun mümkün olabilacegini düşUnmekteyiz. Çünkü yaşamsal 

öneme sahip proteinlerin sentezinden sorumlu genlerin yapısında 

anlamlı bir mutasyonun meydana gelmesi yaşamın devamını olanaksız 

kılar. 
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Mikrodalga uygalama ile eşit sayıdaki bakterinin içerdigi 

protein miktar-ındaki azalma yapısal genlerin bir·lestigi yerde 

bir nokta mutasyonunun gelmiş olabilecegini sezindirmektedir. 

göylelikle ardısık genlerin kodladıgı kUçUk molekUllU proteinler 

yerine, daha bUyük moleküller sentezlenmekte bunun sonucunda 

uygul.::& nan protein test yönteminde absorbsiyonda bir azalma 

meydana gelmektedir. 

Protein mikt.:w analizleri ve elektro-forez bant 

pro-fillerinden mikrodalga uygulanmış B.subtilis ve E.coli Kız 

ikinci kez aynı dozlarda ve sürede mikrodalga 

uygulanamasının yukarda açıklanan, nisbeten şiddeti azalmış 

etkilere neden oldugu kanısındayız. Birinci ve ikinci mikrodalga 

sonucu kantitati-f protein tayininde gözlenen -farklılıklara 

ilişkin yapılan yorumlar ile Resim 3. 4. , 3. 5. , 3. 6. ve 3. 

7.,de g ö r·ü 1 en elektro-fot·ez pro-filleri uyum içerisindedir. 

Elektro-forez bantlarının incelenmesinden mikrodalganın termal 

olmayan etkilerde bulundugu anlaşılır. Mikrodalga uygulanmış 

hücre homojenizatlarının elektro-forez pro-fillerinde, 20, 37 ve 50 

~C, de ür· et i 1 en bakter i 1 er· i n homojenizatının e 1 ekt r·o-fot·ez 

/ pro-f i ller i nde görülmeyen küc;:ük molekül agırlıklı protein 

bantlarının varlıgı bu sonuca götürecek yeterli kanıt olabilir. 

Termal etkinin B.subtilis'in c;:özünür proteinleri üzerindaki 

etkisini incelemek 

inkübasyonlar ve 

üzere -far·klı sıcaklıklarda 

bu sıcaklıklarda üretilen eşit 

yapılan 

sayıdaki 

bakterinin çözünür protein içerigi cizelge 3. a.•de verilmiştir. 

2o•c•de üretilen bakterinin protein içeriginin 37 ve 57•C'de 
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ur~tilenlerinkinden düşük oldugu görülmektedir. Bizce bunun 

~edeni 20°C'de üretilen 

~onrası açıga çıkan 

öneme sahip proteinlerin 

ve 50°C lerde üretilen 

baktet· i ler i n metabolik ~aaliyetler 

enerjinin büyük bir kısmını yaşamsal 

sentezlemesinde kullanmasıdır. 37°C 

bakter·ilerin çözünüt· protein içerigi 

birbirine eşit kabul edilebilir, aradaki küçük ~ark 

hatası veya daha çok bakteri süspansiyonunda ölü 

deney 

bakteri 

sayısındaki ~arkta n 

pro~illerinde de 20 .. C'de 

edilen protein bantlarının 

kaynaklanabil ir. 

ür·et ilen baktet· i 1 er· 

sayısının 

Elektro~or·ez 

için elde 

üretilenler için elde edilenlerinkinden daha az olması yukarıdaki 

yorumumuzu destek ler ni tel i ktedi r. C Resim 3. 8.) • 

Tartışmalarımızı nükleik asitlerin yapısında meydana 

gelebilecek degişmeler üzerinde yogunlastırmamızın nedeni daha 

önceki çalışmalarda mikrodalganın DNA'nın ikili sarmalını açma 

veya DNA iplikcikler-inde kırılmalara neden olabilecegi (19, 24) 

ve mikrodalga uygulanmış bazı enzimierin aktivitesinde bir 

degişiklik gözlenmesinden C50, 51) dolayıdır. 



5,ç!ZELGELER VE RES!MLER 

çizelge 3.1. Soyutlanan Bakteri !cin Uygulanan Biyokimyasal 
Testler ve Elde Edilen Sonucların Bergey's Manual of 
Determanitive Bacteriology ile Karşılaştırılması 

SONUÇ 
YAPILAN TEST 
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D ENEL Bergey's Manual of Determa
nitive Bacteriology 

Büyüme sıcaklık 
Maksimum 
Minimum 
Genişli].ç, l'l'lnl 
Uzun 1 u.k, ffiDl 
Gram reaksiyon 
Hemoliz 
Hareket 
Spor oluşturma 
Nişasta hidrolizi 
Kazein hidrolizi 
Jelatin hidrolizi 
Katalaz üretimi 
Lipaz üretimi 
NH3 üretimi 
N03 indirgeme 
Tuz Tolerasyonu 
%3 NaCl 
%7 NaCl 
%10 NaCl 
Karbonhidrat fermantasyonu 
Sukroz 
Xyloz 
Laktoz 
Glukoz 
M~m i to 1 da. üre me 
Sitratlı besiyerinde Ureme 
Glikozlu Anaerobik agar 
Sabura dextroz 
Sodyum Azid (%0.02) 
Litmusu !ndirgenme 
Aktif üreme pA'sı 

45-53.5 
5-18.5 

0.4-0.8 
2 . 6-4.2 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

Zayıf 

+ 
+ 

+ 
5.3-8.3 

45-55 
5-20 

0.7-0.8 
2-3 

+ 
degişken 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Belirtilmemiş 
Be 1 irti lmemiş 

+ 

Be ı irt i ımemi ş 
+ 

Be ı irti lmemiş 
+ 

Belirtilmemiş 

+ 
Be 1 irti lmemiş 

+ 
+ 

Degişken 

+ 
+ 

+ 
5.5-8.5 



·ıelge 3. 2. Lam Uzarinde Yapılan Mikrodalga Uygulaması ile B.subtilis 
C' ve E.coli 1 nin KOloni Sayıları ve Ana Besiyerinin 

Mililitresindeki Bakteri Sayısı. 

43 

~ıanan Güc(Watt) B.subti lis 1 in Ana sıvı besiye- E.coli 1 nin Ana sıvı besiye~ 

UYgu l anan Süre ( 15 sn) koloni soyısı r inin ml'sindeki koleni sayısı ının ml 1sindeki 
bakteri sayısı koloni sayısı 8 1 (tane/ml) x10 (tane/ml) x10 - KONTROL 240 2,4 25 2,5 - 55 133 1,33 14 1,4 

1"""' 110 144 1,44 12 1,2 
i"" 

165 215 2,15 15 1,5 

220 245 2,45 12 1,2 

275 600 6,00 13 1,3 

330 323 3,23 14 1,4 

Çizelge 3. 3. Besiyerinde Yapılan Mikrodalga Uyguloması ile B.subtilis'in 
Koloni &yıları ve Ana Besiyerinin Mililitresindeki 
Bakteri Sayısı. 

Uygulanan Güc(Watt) B. subti 1 is 1 in Ana sıvı besiye- B.aubtilis 1 in Ana sıvı besiye~ 
Uygulanan Süre(15 sn) I. Mikrodalga nin ml'sindeki II. Mikrodalga ının ml' sindeki 

uygulaması bakteri sayıs"'ı uygulomas ı koloni sayısı 
koloni sayısı (tane/ml) .x10 koleni sayısı (tane/ml) xıd· 

KONTROL 393 3,93 393 3,93 

55 245 2,4 200 2,00 

110 248 2,48 348 3,48 

165 438 4,38 215 2,15 

220 343 3,43 221 2,21 

275 323 3,23 300 3,00 

330 340 3,4 325 3,25 
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çizelge 3. 4. Besiyerinde Yapılan Mikrodalga Uygulaması ile E.coli'nin 
Kolani Sayıları ve Ana Besiyerinin Mililitresindeki 
Bakteri Sayısı. 

Uygulanan Güc(Watt) E. coli'nin Ana sıvı besiye- E. coli'nin Ana SlVı besi yer-
Uygularum Süre ( 15 sn) I. Mikrocialga rinin ml'sindeki II. Mikrodalga ının ml'sindeki 

uygulaması .bakteri sayısı uygulaması kolani sayısıi 
kolani sayısı (tane/ml) x10~ kolani sayısı (tane/ml) x10 

KONTROL 40 4 40 

55 32 3,2 61 

110 97 9,7 107 

165 41 4,1 79 

220 55 5,5 60 

275 23 2,33 35 

330 50 5 137 

Çizelge 3. 5. 20, 37 ve 50"C'de Uretilen B.subtilis'in Kolani Sayıları 
ve Ana Sıvı Besiyerinin Mililitresindeki Bakteri Sdyısı. 

B.subtilis'in kolani Ana sıvı besiyerinin ml 
SICAKLIK ("C) sayısı simeki bakteri say;sı 

(tane/ml) x10 

20 310 3,10 

37 393 3,93 

50 635 6,35 

4,0 

6,1 

10,7 

7,9 

6,0 

3,5 

13,7 
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çizelge 3.6. Lam Uzerinde 15 Saniye ile Farklı Dozlarda Mikrodalga 
Radrasyonuna Tabii Tutulan B.subtilis ve E.coli Eşit 
Miktardaki Bakteri Sayılarına Baglı Olarak Çözünür 
Protein Miktarları. 

Uygulanan Güc Protein miktarı (mg/ml) 
(Watt) 

Uygulanan Süre B.subtilis E.col i 
(15 sn) ( 1. 33x10l tane/ml) ( 1. 2x1d~ tane/ml) 

KONTROL 3 , 00 4.00 

55 3,09 3,89 

110 2,98 3,95 

165 3,01 4,08 

220 3,11 4.10 

275 2,95 3,78 

330 3,02 4,05 

Cizelge 3. 7. Nutrient Broth Besiyerinde B.subtilis ve E.coli 
I. ve II.Mikrodalga Uygulama Sonucu Tayin Edilen Cözünür 
Protein Miktarları. 

Uygulam Güç 
(Wdt) 

Protein Miktarı (mg/sıll 

Uygul~nan Süre B.subtilie !.uygu B.subtilis II.uygu 
(15 sn) lama 2, 4x101-t ./mi lama 2x10'Jt ./aıi 

.... 
55 

110 

165 

220 
-a1111ft'11"'e...._a 

275 

330 

-JIB!I~· 1!~11·11-

2,68 

3,19 

3.43 

2,83 

( 2. 4K101- tm/ınll 
2,50 

2.32 

2.89 

2.58 

2.63 
·-·-~W"!!S 

2.68 2,12 

3,56 3.09 ··11·11-..... ta .... ,_. __ 'ınnıd•-'*'- ....... rırın ....... _ .. ,....,... •• 

E. co li I8 uygulnıa 
2,3ıcl0 t./ıni 

E.coli II3uygulama 
3,5d0 t./ınl 

.,..._,., .. n•rıııaan•ııır::wtitii"""!••! bJr,..,.,... .. ...., ..... 
( 2. 3x108 tane/ml l 

5.50 

6,90 6,70 

9.50 5.64 ........ 
5.48 5.48 .. ---· 
5' 7t 5.75 

4,43 4,83 
11"!11-ll'lt·fti---~JUII!I 

5,69 6,36 ·-···-----· 
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Cizelge 3. 8. 20, 37 ve 50"C'de Uretilen B.subtilis'in Çözünür 
Protein Miktarları 

Protein miktarı (mg/ml) 
SI CAKLIK ("C) (3 , ı . ıof-tane/ml) 

20 1,18 

37 3.23 

50 3,12 
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Çizelge 3. 9. 15 Saniye Süre ile De~işik Dozlarda Mikrodalga Sonucu Mikrodalga 
Fırın içinde OluŞan Ortalama Ve Maksimum mV ve Ona Karşılık gelen 
Sıcaklık Degeri 

NOT: Deney sırasında oda sıcaklı~ı 37"C bu sıcaklı~a eklenmiştir. 

Uygulanan Güç,Watt Ortalama mV Sıcaklık Maksimum mV Sıcaklık 
Süre(15 sn) De~erleri ("C) De~erleri ("C) 

55 0.1 39.5 17.9 472.4 

110 0.3 44.5 44.3 1083.6 

165 0.3 44.5 5.5 134.3 

220 0.4 47 28.2 677.8 

275 0.4 47 8.3 204.2 

330 0.6 52 14.3 350.2 
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---- : B.Su~tilıs lam üzerinde mikrodalyrı. uygul<~mrt 
-------: E.Coli lam ü-zerinde mikrocialgrı. uygulama 

5 

4 --<>-------0... ------o-------o----- .... ..... -~~o - .... -o_.,..,.., .. 

-
ı... 

ro 

o 55 110 165 220 27 5 330 

Uygulanrtrı güç (watt) 

/ 

$ekil 3.1. Lam Uzerine yayılmış B.subtilis ve E.coli Uzerine 

mikrodalga uygulanması senucu çözünür protein miktarı 

degişimi 
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---- :B. Sublil is 1. Uygul aıırı. 
------- :B.Subtilıs 2 . Uygulamı'l 

5 

E -- 4 ·::n 
E 

-..... 
1\) 

-"= 
E 

3 

,!._· 
\lı 

o 
'-- 2 0.... 

o 55 110 165 220 27 5 330 

Uygularırın güç (w?.t"t) 

/ 

/ 
' Sekil 3.2. Mikrodalganın B.subtili»"in çözünür proteinleri üzerin~ 

etkisi 

'ı ~ 

ll ı, .. 
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E 
...... 
0'1 
E 

-
'--
I1S -..:.: 
E 
c 
<li ..... 
o 
ı.... 

a.. 

----: E.Coli 1. Uygulama 

------- :E .Coli ?.Uygulama. 

to 

9 

8 

7 
o 

1 ' 
/ ' 

1 ', p 1 ' 1 ' 
1 

6 '/ ' 
1 

'/ ' 1 

' ' 'o----- ---
5 

4 

3 
~o-----545------ı~ıo----~15~.5----~2+2-o-----2~75----~330 

Uygulanan güc (watt ) 

Sekil 3.3. Mikrodalganın E.coli K12 suşu'nun çözünür proteinleri 

üzerine etkisi 
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~ 
1 
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/ Sekil 3.4. Sıc~klıg~ baglı olar~k B.subtilis'in cözünür protein 

miktarları 



Resim 3.1. B.subtilis•in Mikroskoptak i Görüntüsü (1360 kQZ 

büyütülmüş) 

/ 
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A 

B 
c 
D 
E 
F 

G 

S K 55 W 110W 165W 220W 275W 330W 

Resim 3.2. Lam üzerinde Degişik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmış 
B. subtilis,in Eşit Miktarda Proteine (0.11 mg/ml) Göre 
Verilmiş CözUnlir Proteinlerinin Elektro~orez Bantları. 

A 

B 
c 
D E . 

F 

G 

S K 55 W 110W 165W. 220W 275W 330W 

Resim 3.3 . Lam üzerinde Degişik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmış 

/ E.coli K12 susunun Eşit Miktar·da Proteine (0.204 
mg/ml> Göre Verilmiş CözUnUr Proteinlerinin 
Elektroforez Bantları 

~ S: Standart proteinler 
K: Kontrol 
A: Sıgır AlbUmini (66.000 Dalton) 
B: Yumurta AlbUmini <45.000 Dalton> 
C: Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz(36.000 Dalton> 
D: Karbonik Anhidraz <29.000 Dalton> 
E: Tripsinojen <24.000 Dalton> 
F: Tripsin inhibitUr (20.100 Dalton) 
G: a - Lakt AlbUmin (14.200 Dalton> 



A 

B 
c 
D 
E 

F 

G 
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-
.... 

S K 55 W 110W 165W 220W 275W 330W 

R~sim 3.4. B~siyeri Ortamında Degişik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmış 
CI. Mikrodalga Uygulamasıl B. subtilis•in Eşit Miktarda 
Proteine <0.134 mg/ml) Göre Verilmiş Cözilnilr 
Proteinlerinin Elektro~orez Bantları 

Resim 3.5 . 

A 

B c 
D 
E 
F 

G 

S K 55W 110W 165W 220W 275W 330W 

'Dozlarda Mikrodalga 
B.subtilis•in Eşit 

Besiyeri Ortamında Degişik 
CII.Mikrodalga Uygulaması) 
Protaine <0.106 mg/ml) 
Proteinlerinin Elektro~orez 

S: Standart proteinler 
K: Kontrol 

Göre Verilmiş 

Bantları 

A: Sıgır Albümini (66.000 Dalton) 
B: Yumurta Albümini (45.000 Dalton) 

Uygulanmış 

rli ktarda 
Cözünilr 

C: Gliseraldehit 3-~os1-at dehidrojenaz 
D: Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton) 
E: Tripsinajan (24.000 Dalton) 

(36.000 Dalton> 

F: Tripsin inhibitür (20.100 Dalton) 
G: ~ - Lakt Albümin (14.200 Dalton) 



A 

B 
c 
D 
E 

F 

G 
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S K 55 W 110W 165 W 220 W 275W 330W 

R~sim 3.6. B~siyeri Ortamında Degişik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmış 
<I.Mikrodalga uygulaması)E.coli Kı2 su~unun Eşit Miktarda 
Protaine (0.220 mg/ml) Göre Verilmiş CözUnUr 
Proteinlerinin Elektro~orez Bantları 

A -

B 
c 
D 
E 

F 

G 

S K 55 W 110W 165W 220W 275W 330W 

Resim 3.7. Besiyeri Ortamında Degişik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmış 
<II.Mikrodalga uygulaması) E.coli Kı2 suşunun Eşit 

Miktarda Proteine (0.174 mg/ml) Göre Verilmiş CözUnUr 
Proteinlerinin Elektro~orez Bantları 

S: Standart proteinler 
K: Kontrol 
A: Sıgır AlbUmini (66.000 Dalton> 
B: Yumurta AlbUmini (45.000 Dalton> 
C: Gliseraldehit 3-~os~at dahidrojenaz (36.000 Dalton) 
D: Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton) 
E: Tripsinojen <24.000 Dalton) 
F: Tripsin inhibitör <20.100 Dalton> 
G: a - Lakt AlbUmin (14.200 Dalton) 



A 

8 
c 
D 
E 

F 

G 

55 

----

Resim 3.8. 20, 37 ve 50°C de Uretilen B.subtilis•in Eşit Miktarda 
Protı=ıine (0.064 mg/ml) Gör·a Verilmiş Cözünür 
Proteinlerinin Elektro~orez Bantları 

S: Standart proteinler 

A: Sıgır Albümini (66.000 Dalton) 
B: Yumurta Albüınini (45.000 Dalton) 
C; Gliseraldehit 3-~os~at dehidroj~naz (36.000 Dalton) 
D: Karbonik Anhidraz (~9.000 Dalton) 
E: Tripsinojen (24.000 D~lton) 
F: Tripsin inhibitür <20.100 Dalton) 
G: a - Lakt Albümin (14. ·200 Dalton) 
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Resim 3.9. Elektro~orez Kabı ve Güç Kaynagı 

/ 



; 

l~AVE~E~ I: B.subtilis'in Teshisi 
eıle$ımı 

1· ı. Kanlı Agar· Besi yer-i 
Bacto Agar . . . . . . 17gr. 
Pepton 
NaCl 
Et özütü 
Kan 
Saf= su 

I. 2. Hareket 
Pepton 
Et özü tü 
NaCl 
Agar 
Sa-f su 

I .. 3. Nutrient 
Pepton 
Et özü tü 
Agar 
Sa-f su 

1.4. Nutrient 
Pepton 
Et özütü 
Sa-f su 

...... 10gr. 

. . . .. . .. 5gr • 

. . . . . . 5gt-. 
_. . . . . . 100ml. . . . . . . 1000ml. 

Besiyeri 
. . . . . . . . 5 gr- . 
#t ........ 

1 C" • ..J gr- • 
. .. . . . . . . 2.5 gr. 
. . . . . .. . . 0.8 gr • 
. . . . . . . . 500 ml. 

Br ot h <Katı> Besiyeri 
. . . . . . . ... 5 gr. 
.. . " . . . . . 3 gr. 
• • ll • • • • • 15 gr. 
. . "' . . . . . 1000 ml. 

Broth <Sıvı> Besiyeri 
• • • • • • • • 5 gr. 
• • • • • • • . 3 gr. 
•...••.• 1000 ml. 

1.5. Nişasta Agar Besiyeri 
Et özütü •••••••• ~gr. 
Pepton •••••••. 5 gr. 
Cözünür nişasta •• 4 gr. 
Agar· •..••••• 15 gr. 
Sa-f su •••••••• 1000 ml. 

I. 6. Jel at i n 
Jelatin 
Et özütü 
Pepton 
Agar 
Sa-f su 

Ag.:u- Besi yer i 
• • • • • • • • 2 gr. 
••.••••• 1.5 gr-. 
.. .. • .. • • .. • 2. 5 gr. 
••.•.••• 7.5 gr. 
•••••••• 1000 ml. 

I. 7. Agar Besiyeri 
kazainat •• 2 gr. 

••••••••• 1 gr- • 
••••••••• 0.2 gr. 
••••••••• 0.2 gr. 

lçin 

Kazein 
Sodyum 
Gl ikaz 
MgS04 
K2HP04 
FeS04 
Agar 
Saf= su 

.•••••••• Eser miktarda 

............ 15 gr. 

.•••.•••• 1000 ml. 
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Hazırlanan Besiyerlerinin 



; 

I. 8. Yaglı Agar Besi yet· i 
Et özütü a a • ll N • a a • 1.5 g t". 
Pepton . . . . . . . . . 2.5 gr. 
Agar . . . . . . . . . 7.5 gr. 
Tereyaçıı . . . . . . . . . 5 g t". 
Sa-f su • a a a a a M a • 1000 ml. 

I. 9. Amoııyuın 11ı=dyum <A> Besiyeri 
<NH4>2SD4 . . . . . . . . 10 gr • 
K2HP04 . . . . . . . . 0.5 g t•. 
l"igS04 • • • ll • • .. • 0.25 gr. 
FeS04 • • • • ll • • • 0.05 gr. 
t•lgC03 . . . . . . . . 2.5 gr. 
Sa-f su . . . . .. . . . 500 mL 

I.10.Sukrozlu Besiyeri 
Sukroz 
Tripton 
Et özütü 
Brom krezol moru •• 
Sa-f su 

I.11.Xylozlu Besiyeri 

0.5 gr. 
1 gr. 
3 gr. 
o. 4 gt·. 
100 ml. 

Xyloz •••••••••• 0.5 gr. 
Tripton •.•••••••• 1 gr. 
Et özütü ••••••••. 3 gr. 
Brom krezol moru •• 0.4 gr. 
Sa-f su ••••••••• 100 ml. 

I.12.Laktozlu Besiyeri 
Laktoz ••••••.••• 
Tripton ...•.•.••• 
Et özütü .•••••••• 
Brom krezol moru .• 
Sa-f su 

/ I.13.Glikozlu Besiyeri 

0.5 gr. 
1 gt•. 
3 gt'". 
0.4 gr. 
100 ml 

Glikoz ••••...••• 0.5 gr. 
Tripton ··--·····- 1 gr. 
Et özütü •.••••••• 3 gr. 
Brom krezal moru .• 0.4 gr. 
Sa-f su ••••••••• 100 ml. 

I.14.Manitol besiyeri 
Monitol salt agar 
Sa-f su 

11.1 gr. 
1000 ml. 
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r ıs.Glikozlu Anaerobik Agar Besiyeri 
• Glikoz ••••••••••• 2 gr. 

Pepton ••••••••••• 3 gr. 
Et özütü •••.••.•••• 2 gr. 
Agar ••••.•••••• 5 gr. 
Sc.\ f su • • • • • • • • • • . ı O O Om 1 • 

ı.ı6.Sitratlı Besiyeri 
NaCl ••••••••••• 5 gr. 
MgS04 ••••••••••• 0.2 gr. 
NH4H2P04 • . • • • • • • . • 1 gr. 
KH~P04 •••••••••• ı gr. 
Sodyum sitrat ••••• 5 gr. 
Saf su . . . • . . • . • • 1000 ml. 

I.17.Saburo Dextroz Besiyeri 
Baburo dextroz ••••. 65 gr. 
Saf su ••..•.•••••• 100 ml. 

I.18.Sodyum Azidli Besiyeri 
Pepton ••.••••.•••• 5 gr. 
Et bzütü .•..•.•.••• 3 gr. 
Sodyum Azid .••••.•• 0.2 gr. 
Agar ••••.•.••••••• 15 gr. 
Saf su •••••..•.•••• 1000 ml. 

I.l9.Litmuslu süt Besiyeri 
Süt tozu • . . . . . • • • . • 100 gr. 
Litmus .••••.....• 0.75 gr. 
Saf su ••••••••••. 1000 ml. 

I.20.Sodyum klorürlü Besiyeri 
Pepton •.•••.•••••• 5 gr. 
Et ö z U t U .. • • • • • • • • • • 3 g t· • 
NaCl •••••••••••. 10 gr. 
Saf su .••••.•••••• 100 ml. 
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ıt..AVELE~ II. B.subtilis' in Teşhisi lçin 
ındikatorler ve Reakti~lerin Bileşimi. 

ıı.ı. Metilen Mavisi Boyası 

Il· 2. 

I I. 3. 

l"letilen mavisi 
Alkol (/.95> 

Jansiyen t'loru 
Jansiyen mor u 
Alkol (/.95) 

Fuksin Boyası 
Ba:zik -fuksin 
Alkol ('Y.95) 

Boyası 

.. • • ll • • 

. . . . . . 

. . . . . . 

. . . . . . 

1. 5 gr. 
100 ml. 

5 gr. 
100 m 1. 

3 gr. 
100 ml. 

II.4. Brom Krezol Moru <BCP> 
Brom krezol moru 
Ni..'\OH (N/20) 
Scl-F Sl..l 

. . . . . o. 4 g t". 

..••• 13.8 ml. 
• • • . • 86. 2 ml. 

60 
Hazırlanan Boyalar, 

<pH n?nk degisim aralıgı pH 5.2•de sarı, pH 6.B'da mor) 

I I. 5. lyodüt· (LLıgol) Reakti-fi 
Iyat . . . ~ . . . . . 1 gr. 
1<1 ,. gr • . . . . . . . . . .... 
Sa-f su M • • W • • • • W 300 ml. 

11.6. HCl.HgCl2 Reakti-fi 
HgCl2 ••••••..•• 1.5 gr. 
HC 1 (der i s i k) • • • 20 m 1 . 
Sa-f su .•.••.••• 100 ml. 

11.7. Nessler Reakti-fi 
KI 
HgCl2 ••.....•.• 
KOH 0~50 > ••••••• 
Saf su 

50 gr. 
5 gr. 
400 ml. 
1000 ml. 
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ı~AVELER III: Protein l"'i ktar tayini için 
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Kullanılan Reakti~in 

Haz ı t- lanmas ı 

III. 1. Folin Ciocalteu Reakti~inin <FCR) Reakti~inin Hazırlanışı 

500 ml.lik Bir balon jojeye 500 gr Na2 W04. 2H2b, 

2Hz0,350 ml sa~ su, 25 ml %85,lik H3 PD4, 50 ml 

12,5 gr Na2 

derişik HCl 

Mo04. 

ve 10 

saat sUreyle yavaş bir şekilde geri sogutucu altında kaynatılır. 75 

gr Li2SD4, 25 ml sa~ su ve bir kaç damla Br2 ilave 

aşıt-ısını tutmak için sogutucusuz olarak 15 

sogutulur.500 ml seyreltilir. 

I I I. 2. Alkalin Çözeltisinin Hazırlanısı 

%4 Na2 C03, %2 CuS04, %4 Na-K Tartarat CHacimce 100 

edilir. Br omu n 

dk kaynatılıp, 

1: 1 or-anı nda) 
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ı~AVELER IV. Cermik Belkıshatun Termal Kaplıcasının 
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özellikleri 

~eri= Diyarbakır iline baglı Cermik ilçesindedir. Kaplıca mahalinin 

yUksekligi 600 metredir. 

Kısa tarihçesi: Cermik kaplıcası, tarihi 

s~lçuklular zamanında işletilmiştir. 

selçuklulardan kalmadır. 

kaplıcalarımızdan olup, 

rievcut tat· i hi havuz lar· 

Konaklama tesisleri: Kaplıcadaki ml.ıhteli-f konaldama tesislerinin 

toplam yatak kapasitesi 200 kadardır. 

Tedavi tesisleri: Dicle üniversitesi Fizik tedavi ve Rehabilitasyon 

merkezi iki adet umumi havuzdan ibarettir. 

Yar-dımcı tesisler: Bir gazine ve lokantalar· bulunmaktadır. 

Si-falı suyun grubu: Sodyumlu, bi kat·bonat 1 ı, klorürlü, sül-Fatlı, 

iyotlu, bromürlU, kUkürtlü. 

Sifalı suyun teknik vasıfları: Cermik kaplıcası kaynaklarının 

sıcaklıkları 52°C, radyoaktiviteleri 10 eman,pH degerieri ise 7.3 

dıt". 

Endikasyon <Si-fa niteligi>: 

Banyo tedavisi ile: Romatizmalar, nevrit, polinevrit, çocuk -felçleri 

ve kadın hastalıklarında ayrıca serpintileme ile de,dermatozlar ile 

solunum yolu hastalıkları için tavsiye edilmektedir. 

Ulaşım durumu: Kaplıca, çermik ilçesine 3 Km uzaklıklardadır.Sezon 

süresince kaplıcaya Cermik'ten devamlı şekilde karayolu taşıt 

araçları işlemektedir. 

Enformasyon<Danısman>: Her türlU bilgi ve rezervasyon için Cermik 

Belediyesine müracaat edilebilir. 
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öZET 

Bu çalışmamızda Cermik Belkıshatun termal kaplıcalarından 

50yutlayarak teshis ettigirniz termotoleran B.subtilis ve Ankara 

Hıfzısıhha Enstitilsilnden temin edilen Mezo~il E.coli Kı2 susunun 

çözlintir proteinleri Uzerine mikrodalganın <2450 MHz) etkisi 

incelenmeye çalışılmıştır. 

Calışmanın birinci aşamasında, bakteriler besiyersiz ortamda, 

Lam Uzerinde 15 sn silre ile 55, 110,165, 220, 275 ve 330 watt gUçlilk 

mikrodalgaya tabi tutuldu. Daha sonra çözlintir plazma protein miktar 

tayini yapılıp, proteinlerinin elektro~orez bantları incelenmiştir. 

İkinci aşamada, Nutrient Broth<NBl besiyerinde bakterilere 15 

sn silre ile 110, 165~ 220, 275 ve 330 watt mikrodalga 

uygulanmıştır. Mikrodalga uygulanmış bakterilere ikinci kez aynı doz 

ve aynı sUrede mikrodalga uygulanıp, çözilnUr plazma protein miktar 

tayini yapılmı$ ve proteinlerinin elektro~orez bantları 

incelenmiştir. 

Ayrıca ınikrodalga etkisiyle termal etkiyi karşılaştırmak Uzere 

bakteriler 20, 37 ve 50°C'de Uretilip protein miktar tayini yapılmış 

ve elektro~orez bantları incelenmeye çalışılmıştır. 
/ 

B.subtilis ve E.coli Kı2 susunun çcizilnilr protein miktarlarının 

/ 

kantitati~ tayini ile elde edilen sonuçlar ve elektro~orez bant 

pro~illeri mikrodalganın termal etkisinin yanında termal olmayan ve 

mutasyona yol açan etkisinin oldugu saptanmıştır. 
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