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GIRIŞ 

Termof11 ve Termotoleran Batterller 

Yaşayan Dünyamızda Mikrobial hayat tüm ilginçligt ile devem etmektedir. Bu 

Ilginç mikroorganizmalardan bir grup, bulundugumuz Yüzyıl içinde tanımlanan ancak 

son 30 yıldır yoQun bir şekilde çalışılan yüksek ısıya dirençli termofil ve termoto

lerant bakterileridir( 1 ). 

Termofil ve termotoleran bakteriler deQişik ısılarda yaşarlar Tablo 1. Termofil 

bakteriler özellikle kaplıca ve volkanik sularda yaşamaya adepte olmuşlardır . 60 °C 

11e 120 °C arasındaki ısılarda yaşayabilirler. Bunlara örnek olarak Bacillus sterot

hermophilus, Thermus aquatis vs. verebiliriz. Termotolerant bakteriler ise termofil 

bakter11ere göre daha düşük sıcaklll<larda yaşayan bakterilerdir. Bunlar 20-50 °C 

arasında yaşayan organ1zmalardır. Toprakta, havada, sularda, kaplıca sularında 

yaşarlar. Yüksek ısıya dayanıklı olmaları onların doQada yaygın bir grup olmalarını 

saQlamıştır( 2). Bunlara örnek olarak saman basi11 de denilen Bacillus subtilis'i vere

biliriz. Bu bakterilerin yüksek ısıya dayanıklılık göstermeleri birçok çalışmaya ve 

görüşlerin ortaya atılmasına neden olmuştur. Bu görüşler özellikle bakterial enzim 

faaliyetleri üzerinde yoQunlaşmıştır. Zira mikrobial hücrelerde oluşan tum metabolik 1 
faaliyetleri enzimler yönetmektedir. Sıcaklıkta enzim aktivitesi üzerine etkili bir 

faktördür( 3). Lauder ve Heinen yaptıkları çalışmalarda protein termostabi Iftesini 

artırmada üreme sıcaklıgının etkili oldugunu ileri sürmüşlerdir. B. flauthermus ala-

nin dehidrojenaz ve diger bazı soluble proteinleri termostabflitesi üzerine üreme 

sıcaklıgının etkili oldugunu göstermişlerdir( 4). Mc Linden ve arkadaşları üreme 

sıcaklıgına baglı olmaksızın mezofil bakterilerde ıs}ya duyarsız protein sentezinin 

mümkün oldugunu göstermiştir. Hücrenin ionik güç ve ionik baÇılarının artmasının 

buna neden oldugunu ileri sürmüştür( S). Bazı enzimler etektör malaküller ya da 
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substratlar tarafından stab11ize olab11irler. Wedler ve Hofman 65°C ta amonyum, glu

tamat ve ATP varlıQında B. sterothermoph11us glutemat sentetaz stab111tes1n1 

göstermişlerdir( 6). Ortamdaki çözücünOn miktar ve çeşidine göre de proteinlerin ter

mostabilitesi deQişim gösterir( 4). 

TermotolertJnt ltJr 
Baclllus llncllenlf'ormls 

Bac/1/us subtllls 

Flll ü lttJtir termoriller 
Baclllus coogulans 

Streptomyces tllermovlollaceus 

Kluyveromyces morxlanus 

Torula tllermoplllla 

Asperglllus f'umlgatus 

11elanocarpus albomyces 

Zorunlu termoriller 
Bac/1/us steorotllermopllllus 

Bac/1/us acldocaldarlus 

Tllermus aquatlcus 

Tllermomonospora cllromogena 

11asllgocladus lam/nosus 

Synecllococcvs 1/vJ'r/us , 

Üreme Görülen 
SICilklik 
ArtJ!JkltJrl 

20-50 

30-60 

25-50 

40-80 

45-79 

37-65 

35-64 
55-74 

/1etll8nollocterlum tllermooulotropll/cvm 45-75 
Clostr/dlum Lhermollydrosulf'r/cum 

C. lllermocellum 

K1/do1kllfler 
Sulf'olobus acl'rlocaldarlus 

Tllermotllrlx tll1'oparus 

61rolermoflller 

Pyrodlctlum brocK/i' 

40-78 
40-68 

50-90 

55-85 

80-110 

Tablo 1 Yüksek Sıcaklıklarda Üreyeb11en Termof11ik Mikroorganizmaların Farklı 

Grupları. 

1 
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MIKROORGANIZMAlARlN EKONOMIK ÖNEMl 

Daha önceleri patojenHeleri ile dikkat çeken mikroorganizmalar son yirmi yıl 

içinde b1yoteknoloji b111min1n gel1şmes1 11e ekonomik olarakta deQer kazanmışlardır. 

Mikroorganizmaların ekonomik önemini şu şekilde özetleyebiliriz; 

a) Mikroorganizmalardan fermantasyon yolu ile elde edilen ürünler 

b) Endüstriyel alanda mikroorganizmaların kullanılması 

c) Gen klonlaması ile çeşitli proteinlerin üretimi 

a) Mikroorganizmalardan fermantasyon yolu 11e elde edilen başlıca ürünler 

şunlardır. 

Laktik asit 2,3 Bütandiol 

Aseton- Bütanol Bakteria ı proteazlar 

Amilaz Dekstran 

Kabalamin 2-Keto-glukon1k asit 

Ayrıca bakter11er ant1biotiklerin üretilmesinde de kullanılmaktadır. örneQ1n Ba

cillus türlerinden elde edilen Gramicidin, Bacitracin, Subtilysin sayılabilir ( 7). B. 

subtilis'den elde edilen bazı alkali proteazlar özellikle deterjan sanayinde kul

lanı lmaktadır( 8). 

1 
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b) Endüstriyel alanda özellikle tekstil sanayi ve şarap sanayinde kul

lanılmaktadır . 

c) Son yıllarda özellikle ınsanlar için elzem proteinlerin üretilmesinde mik

roorganizmalar kullanılmaktadır. Bunun için ilgili proteinin gen1 uygun bir plazmide 

çeşitli yöntemlerle eklenerek bu plazmidin caeı2 varlıOında genellikle ait oldugu bak

teriye aktarılması 11e proteinin üretilmesi s~lanır( 9). 

B. subtllis üzerinde çeşitli genetik çalışmaların yapıldıOı bir bakteri türüdür. 

Ayrıca birçok fermantasyon ürününün elde edilmesi bakterinin ekonomik önemini 

artırmıştır. Termofil ve termotolerant bakternerden elde edilen termostabii enzimler 

endüstri açısından önemli bir yer tutmaktadır(Tablo 2). 

BAKTERIAL EKSOENZIMLER 

Birçok bakteri üredikleri ortamdaki besin maddelerinden faydalanmak Için 

üredikleri bes1 yerine eksoenzim veya .ekstrasellular enzimler denilen enzimler sa

larıar. ÇQOunluounu hidrolaz ve protaazıarın oıuşturduOu bu enzimler besi yerinde 

bulunan substratı bakterinf n kullanabflec~f formlara katalizler( 1 0). Tablo 3 bun

ların b1r llstesini ve katalizled1Qi reaksiyonları göstermektedir. Termotolerant bakte

rller tarafından üret11en Proteaz, Amllaz gibf bazı enzimlerin sıcaQa karşı dirençli 

oldukları birçok araştırmacı tarafından gösterilmiştir ( 11, 12). 

BAKTERIAL ~ - ANILAZ VE ETKI MEKANIZMASI 

ct-Am11oz dalıanma göstermeden düz zincirler halinde uzamakta ve D-Glukoz 

ünitelerinin c.t ( 1-4) b80ı ile birbirlerine bac;)lanması sonucu meydana gelmiş bir 

' 
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Enzim Kaynak Termotolarites1 

Proteazlar 
Tllerrnolysln 8. tllermoproteolyt/cus Ca Iyonları varlıOında 80 oc·ta 

(nötral proteaz) 1 saat stabildir. 

Aqualysln 1 T. 8flUIIÜCUS 

(alkalin proteaz) 

Aqualysln ll T. aquatlcus 

(nötral proleaz) 

Caldolysln T. 8tlU8ÜCUS Ca iyonları varlıOında 80 °C'ta 

(pH 4-12 de 75 oc'ta stabildir 30 saat stablldlr. 

Se ll u lazlar 
Sellu/az C. thermocellum 70 oc•ta 15 dakika stabildir. 

Hemise/lulaz 

Selloblaz Termofi'llk 8aclllus sp. 15 dakika 70 oc•ta stabildir. 

Amilazlor 
cx - 4mll8z Termofi'llk 88clllus sp. 90-95 °C'ta ak ttvlle 

/J-amllaz 8. 1/c/Jenlformls gösterebilir. 

1 
D1Qerler1 
6/lkoz lzomeraz 8. coagulans 

Alkol denldrojenaz T/Jermoanaeroblum ethanollcw. 

/J-Golsl:tosklaz T. aquatlcus 65 oc·ta 36 gün sonra ~ 1 O ak-

llvile kaybeder. 

Tablo 2 Termofillerden Elde Edilen Bazı önemli Enzimler. 



Eksoenzimler 

Proteazlar 

Gelatinaz 

Pepsin 

Tripsin 

Karbonhidratazlar 

Sellulaz 

Am i laz 

Maltaz 

J3-Galaktosidaz 

Sukraz 

Li pazlar 

7 

Katalizledigi Reaksiyonlar 

Proteinleri protooz, pepton, peptitlere ayırır. 

Gelatlni hidrolizlemek üzere birçok bakteri tarafından 

sentezlenir. 

Hayvanlarda bulunan proteinleri hidrol izler. 

Hayvanlarda bulunan proteinleri hidrol izler. 

Polisakkaritler ve Disakkaritleri hidrolizler. 

C12H22011 + H20- C6H1206 (glikoz)+ C6H1206 

( galaktoz) 

Cı2H22011 ( sukroz)+ H20- C6H 1206 ( gl1koz)+ 

CtıHı206 (fruktoz) 

Yagları gliserin ve yag asitlerine parçalar. 

Tablo 3 Bakterilerin Eksoenzimlerinden Bazıları ve Katalizledigi Reaksiyonlar. 

1 
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depo po11sakkarittir. Malakül aQırlıQı birkaç binden 500.000 dalton'a kadar 

deQişmektedir. AmilopAktin daha yüksek molekül aQırlıQına sahip bir depo po11sakka

rittir( 13). 

Nişastanın ana maddesi enzimetik olarak hidrolize olmaktadır. Tükrükte ve sindi

rim kanalında bulunan a-am1laz nişastanın a ( 1-4) baQlarını hfdroliz etmekte

dir. Tükrük ve sindirim kanalına salgılanan a-amilaz dışında bakteriler tarafından 

salgılanan a-amilazda nişastayı hidro11ze etme yetene()indedfr. Son yıllarda özellikle 

B. subtilfs'ten izole edilen a-amilaz ( 14) üzerinde yogun çalışmalar vardır. Ortam

da bir karbon kaynaQı ve inorganik tuzların varlıQında amilaz üretimi birçok 

araştırıcı tarafından gösterilmiştir( 1 5). Bakterfal amilaz'ın termostabii özellik 

gösterdiQi yine birçok araştırmacı tarafından gösterilmiştir,( 14, 16). 

Deschreider çalışmalarında a-amilaz'ın varlıQını poliakrilamfd jel elektrofore

zfnde göstermiş ve ızolasyonu 11e ilgili çalışmalar yapmıştır( 17). Ramesil yaptıgı 

çalışmalarda termostab1l a-amilaz'ın 4 oc•taki extraks1yonu ve 28 oc'taki extrak

siyonunu karşılaştırdıgında 4 °C ta ~ 12.'11k bir artışın oldugunu göstermiştir( 18 ). 

Yine yapılan çalışmalar a-amilazın termostabii özelli01ni kofaktörden kaynaklandıQını 

göstermiştir( 18, 19). Ortamda protein, peptft, pepton gibi organik maddelerin 

varlıQında bakterinin bunları kaynak olarak kullanarak eksoenzim sentezini artlrdıQı 

saptanmıştır. Anderson ve arkadaşları hazırladıklarl birçok organik ve inorganik 

madde içeren puding'te Bacillus türlerinf üreterek fazla miktarda aktivitesi yüksek 

termostab1l a-amflaz Oret1m1 gerçekleşt1rmfşlerdir( 14). Özelllkle üretim sırasında 

sıcaklıktan dolayı a-amilaz aktivitesinin korunması için yapılan deneylerde ortamda 

albumin varlıQında am1lazın korundugu gösterilmiştir( 14,16). Ortamda ca++ Iyonları, 

' 
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nişasta ve albumin varlıQında amilazın stabilize oldugu ancak ısının 143 °C tan düşük 

olması gerektiOi gösteri !miştir( 20). 

PROTEAZLAR 

Proteolitik enzimleri endüstriyel enzimierin 1/2, 1 /3'ünü oluşturmaktadır( 15). 

Bunların 25 tanesi termostabildir. Alkelin proteazlar deterjan endüstrisinde kul

lanılmaktadır. 

B. subtilis'ten iki tip proteaz izole edilmiştir . Bunlar nötral pH'de aktif metal 

enzimleri ( 21 ,22) ve alkali pH'da aktif serin enzimleridir( 23 ,24). Bu enzimierin 

inhibitörlere karşı davranışlarında da farklılık gözlenmiştir. Enzimierin estrolitik 

aktivitelerinde de yine farklılıklar gösterilmiştir( 21 ,22 ,25). Millet yaptıOı 

çalışmalarda proteazların B. subtilis'in sporlaşma döneminde metabolik rolleri 

oldugunu ileri sürmüştür. Yaptıgı diQer çalışmalar ile bu protaazıarın kinetiklerinin 

özel inhibitörler ile incelenebileceQini göstermiştir(26) . Minemiura ve arkadaşları B. 

subtilis'in alkali proteazlarının etkisiyle parçalanan kazein'in peptitlerinin amino asit 

dizilerini araştırmışlardır( 27). Millet yaptıQı çalışmalarda proteazlar ın eldesi için 

O ,40 gr /m 1 amonyum sülfat çökeitmesinin uygulanması ile total proteazlar ın elde 

edildiQini elektroforetik olarak ispat etmiştir( 28). 

PROTEIN SENTEZ INHIBITÖRLERI 

Protein sentezi karakteristik olarak birçok antibiotik tarafından inhibe edilmek

tedir. Antibiotikler bazı mikroorganizmalar tarafından kimyasal savunma aracı olarak 

sentezlenmektedir. Organizmanın sentez ettigi bu bileşikler kendileri dışında kalan 

diger mikroorganizmalar için son derece toksiktir. Faaliyet mekanizmaları spesifik 

' 
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olan antibiotikler biokimyasal çalışmalar için son derece faydalı bileşiklerdir. 

CHLORAMPHENICOL : Ribozomun SOS subunitesinde bulunan peptidil transferaz 

aktivitesini inhibe ederek protein sentezini engeller. 

TETRACYLCLIN : Ribozomun 30S subunitesine baQlanır ve aminoaçil-tRNA'nın 

baQlanmasını inhibe eder. 

STREPTOMYCIN : Sentezin başlamasını inhibe eder ve mRNA üzerinde yanlış 

okumalara neden olur. 

PUROMYCIN : Aminoaçil-tRNA analo{)u olarak hareket eder 70S ribozomun 

aminoaçil bölgesine baglanır. Varolan protein ile peptit bagı yapar ve protein zincir 

uzaması durur kısa zincirli proteinlerin ortama salınmasına neden olur. 

BElA-LAKTAN GRUBU : Ampicillin ve Cephalaspirin grubu antibiyotikler bu 

gruba girerler. Hücre duvar yapısında bulunan murein sentezini inhibe ederek etki 

gösterirler( 29). 

ERITROHISIN : Ribozomun SOS subunitesine baQlanır ve translokasyonu inhibe 

ederek protein sentezini engeller. 

SI KLOHEKSI M ID : Ribozomun 60S subunitesinde bulunan peptidil transferas 

aktivitesini inhibe ederek protein sentezini engeller. 

DI FTERI TOKSINI : Ökariyotik hücrelerde EF2' ye baglanarak protein sentezini 

inhibe eder. 

TABLO 4 Protein Sentezini 1 n hibe Eden Bazı Antibiyotikler 

1 
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1 

Şekil 1 Chloremphenicol ve Tetra:yclfn'fn Etki Makenizması C ı~ 

ıA ıA ~ 
~-Y-X-Y-X-Y-X-Y-X-Y-X-Y-X-Y-

-4 
X-Y-X 

-4 
X-Y-X 

-4 
X-Y-X 

~ 
X Aeetil!ll.ikozami n 1' As eti ımuram~kas.i t 

TA-P .Takoik asit 

Şek11 2 Bete-lektemlerm Etki Meken1zmesl( 13 ). 
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BACitL~ SUBTILIS PROTEINLERINE ANTIBIYOTIKLERIN ETKILERI 

Günümüz dünyasmda prokaryot protein sentezinin kontrol altında tutulması 

endüstriyel alanda ve patojen mikroorganizmalara karşı açılan sevaşta önemli 1lerle

meler kaydettirmiştir. Bu amaçla kullanılan antibiyotikler protein sentezine inhibe 

ederler. Bunlardan chloramphenicol tRNA'nın ribozoma baglantı yerlerinin bloke etmek 

sureti ile am i no asftlerfn uzun zincirler oluşturmasını engeller( 30). 

Yüksek konsantrasyonlarda verilen antibiyotiklerin protein sentezi üzerine 

deQişik etkileri vardır.(Chloramphenicol, Chlortetracyclin, ErHromisin) bazı antibiyo

tikler protein oluşumunu tamamen baskılarken protein başlangıç seviyesini korur 

(serin deaminase, alkalin fosfataz). Bazı antibiyotiklerde inhibfsyon protein bozulumu 

ile birlikte seyreder( p - galoksidaz, sitokrom B-O).Bunun yanında bazı proteinler 

fnhfb1tör varlıQında daha fazla sentezlenmekted1r.örneQin Aktinomfsin varlıQında sitok

rom A'nın sentezi artar( 3 ı ). 

Antibiyotiklerin düşük konsantrasyonda kullanılmasında ise mitekondrial DNA'nın 

( Chloramphenicol, Eritromisi n varlıQında)protein sentezi inhibe olur( 32). 

AntibiyotfQin bakteiostatik konsantrasyonlarda bulunmasında ise ,inhibitör 

varlıQından etkflenmeyen ~ 5-15 bakterinin kuru aoırlıQının ve canlı hücre total 

sayısının artıQı bildirilmiştir( 33). 

Bermek yaptıQı çalışmalarda invitro ~ 50 chloramphenicol inhibisyon 

deQerinin 100 mM olduQunu göstermiştir( 34 ). 

Prokaryot hücresinde diQer birçok rezıstanlık gibi antibiyotiklere karşı rezis-

1 
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tanlıgında plazmidler tarafından saglandıgı bilinen bir gerçektir. Now1ck antib1yot1kle

r1n belirli konsantrasyon ve sürede bakteride plazm1tler1n sayısının arttıoım 

göstermiştir . Ayrıca artan bu plazmidlerin "Relaxed" kontrol altında bulunan yani 

replikasyonları dışardan gelen faktörlere baglı olan plazmidler oldugunu göstermiştir. 

"Stringent" kontrol altındaki yani replikasyonları kromozomal DNA'ya bBOlı olan plaz

midlerin sayısının artmadıgını göstermiştir( 35). Clewell besi yerinde 170 IJ.Q/ml 

konsantrasyonda Chloramphenicol varlıgında ve 2,5 saatlik inkübasyon sonunda Relaxed 

kontrol altındaki plazmid sayısının bir kaç bine çıktıgını göstermiştir( 36). Bu 

gelişmeleri takiben plazmid sayısını amplif1ye edecek miktarda antibiyotik içeren or

tamlardaki plazmid gen ekspresyonları Clewell, Nowick ve Royston tarafından uzun 

süren çalışmalara neden olmuştur( 37 ,35,38). 

Beta-laktam antibiyotik grubu üzerine yapılan çalışmalarda onların da plazmid 

sayısını artırmada etkili oldugu gösterilmiştir( 39). Young B. subtilis'te Chloramphe

nicol Acetiltransferaz geninin amplif1kasyonu üzerine yaptıgı çalışmalarda, sentezlenen 

protein miktarının kullanılan antibiyotik ile kontrol edileb1lecegini göstermiştir( 40). 

1 
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TEZIN AMACI 

Son yıllarda özellikle b1yoteknoloj1 b111m1n1n ge11şmes1 11e çeş1tl1 enzim ve pro

teinlerin üretiminde mikroorganizmalara yönelinmiştir. Bu yolla gelişmiş bir çok 

ülke ekonomilerine büyük katkılar saQlamaktadırlar. 

Çalışma materyali olarak seçtiQim1z Çermik Termal Kaphcalarından izole edilen 

B.subtilis gerek kolay üretilmesi gerekse bfr çok eksoenzim salgılaması nedeniyle 

uygun bir materyal olarak tesbit edilmiştir. Üretim ve sanaştırma aşamalarından 

sonra elde edilen amilazın uygun akt1vitede olması ve ortamda albumin varlıQında 

emilaz miktarının artış göstermesi biyoteknolojideki yeni gelişmelere neden olacaoı 

sanılmaktadır. Bu bakteriden elde edilen amilazın biyokimyasal özellikleri saptanmaya 

çalışılmıştır. Ayrıca bakterilerin Urettfkler1 protaazıarın bazı etk11eri incelenmeye 

çalışılmıştır. 

Son yıllarda bakteriler üzerinde yapılan çalışmalarda fnh1b1törlerfn onlar 

üzerindeki etkisi araştırılarak tedav1de kullanılmaya arz edilmektedir. Çalışmanın bir 

bölümünde özellikle bazı antibiyotiklerin B.subtilis proteinleri üzerindeki etkileri in

celenmeye çalışıldı. 

' 
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MATERYAL VE METOT 

a) Kullan1lan Kimyasal Maddeler 

Elektroforetik malzemeler Acyr1lam1de, bis-acyrilamide, MET ( 2-

Mercaptoetanol), SDS(Soctyum dodesil sülfat), TEMED, R1boflav1n, Glic1ne, Coomassive 

br1lland blou-R250, standart proteinler (Albumine bovine, albumine egg, tripsinojen, 

tripsin inhibitör, carbonic anhidres) Sfgma, st.Louis'ten, 

Antibiyotikler chloramphenicol, cephalexin, cefotaxim ve Ampicillin Sigma, st. 

Louis'ten, 

Amidon Boehringer manheim, 

K
2
HP04 , KHl04 , N~HP04 , Na~P04 , KOH, (NH4) 2S04 , MgS04 ,Na3-Cıtrate, 1, KI, 

Nacl, NaOH, NaC03 , Tris bese, Tris HCl, Na-K- tartarat, TCA (Triclorasetik asit), 

D-Glucose, CuS04 , Sukroz, lı 96'lık Etanal ve diQer analitik saflıkteki maddeler 

Merck, Darmstadt'tan, BSA(Bovine serum albumin) Behringwerke A.G Marburk 

lonn'dan, a- Amylass Fluka, Buchs'tan 

NB( Nutrient Broth) bacto'dan temin edilmiştir. 

b) Biyolojik Materyal : Çarmik termal kaphcalarından izole edilerek tür teşhisi 

yapılan termotolerant Bac111us subtilis kullanıldı. 

c) Besi yeri, tampon ve çözeltilerin hazırlanması : NB( Nutrient Broth) sıvı 

besi yeri hazırlamak için 8 gr. NB 1 lt. saf suda çözülerek otoklavlandı. Spinzer'in 

glikoz-mineral besi yeri ( 41) 14 gr. K2HP04 , 6 gr. KHl04 , 2 gr ( NH4) 2S04 , 1 

1 
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gr. Na
3

-Citrate. 2H
2
o, 0.2 gr.MgS0

4 
7 H

2
o 1 lt saf suda çözülerek otoklavlandı. 

Otoklavlamadan sonra 5 gr. D-gl1koz steril şartlarda ilave edildi. Ayrıca BSA-g11koz

m1neral besiyeri için aynı besiyerine 250 ~g/ml. konsantrasyonu saQlayacak şekilde 

BSA ilave edildi. Tüm besi yerleri kullanılıncaya kadar +4 oc de saklandı. 

Dial iz Tamponu: ı4 gr K2HPO 4 • 6 gr KH2PO 4 ı gr N~-Citrate.2H2o. ı 00 mM 

MgSO 
4

. 7H
2
o ı litre saf suda çözülerek hazırlandı. 

Fosfat tamponu: ı9ml 0.2M KOH, 50 ml 0.1M KH2Po4 100ml'ye seyreltilerek 

hazır 1 andı. 

Bakteri yıkama tamponu 0.05 M Tr1s base pH 7.5 olacak şekilde konsantre HCl 

ile ayarlandı. 

Lugol Çözeltisi: Stok 0.1 M iyot %3 KI içinde hazırlandı. KullanılacaQı zaman 

1115 seyreltilerek hazırlandı. 

Amidon Çözeltisi: 200mg amidon tartılarak 1 O ml kaynar fosfat tamponu 

Içerisinde çözüldü. Daha sonra kaynar haldeki fosfat tamponu Içerisine bu çözeltiden 1 

damla damla oldukça yavaş damlatılarak hacim fosfat tamponu lle 500 ml olacak 

şek Ilde tamam lan dı. 

D1a11z Hortumunun Hazırlanması: 1 O mM K-EDTA pH 7, 90 °C'de kaynatılarak 

içerisine d1aliz hortumu 3 dakika süreyle bırakıldı. üst sıvı dökülüp dializ hortumu 

bol saf su lle yıkanarak saf su içerisinde + 4 °C'da muhafaza edildi. 

Antiblyotiklerin Hazırlanması: Ampicil1n 25 mg/ml konsantrasyonda steril saf suda 
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hazırlanarak besi yerine 500 IJ.Q /ml konsantrasyonu ilave edildi( 9 ). 

Chloramphenicol: 34mg/ml. konsantrasyonda % 96'llk atanalde hazırlanarak besi 

yerine 170 p.g /ml konsantrasyon olacak şekilde ilave edildi(36). 

Cephalexin: 25mg/ml stern saf su içerisinde hazırlanarak besi yerine 500 p.g/ml 

konsantrasyonda ilave edildi( 9 ). 

Cefotaxim: 25 mg/ml konsantrasyonda hazırlanarak besi yerine 500 p.g /ml 

konsantrasyonda ilave edildi ( 9 ). 

Hazırlanan tüm stok çözeltiler -20 °C'ta muhafaza edildiler. 

d) Bakterilerin Üretimi: 

Enzimetik çalışmalar için: Bakteriler enzim çalışması için glikoz-mineral ve BSA

Glikoz-mineral besi yerinde antibiyotik çalışması lçin NB'de üretildiler. Enzim 

çalışması için şekil (3,4 ) den görüldüQü gibi önce katı besi yerinden bir kolani 10 

ml glikoz-mineral besi yerine, yine bir kolani 1 Oml BSA-Glikoz-mineral besi yerine 

ekilerek 9.5 saat çalkalamalı olarak 37 "c ta inkübosyona bırakıldı. Bunu takiben 

100 p.l'lik kültürler 25 ml 'lik besi yerlerine ekildi. 37 CC'ta 9.5 saat çalkalemalı 

olarak inkübasyone bırakılan kültürlerin tamamı 500 ml'lik besi yerlerine ekilerek 

17 saat süre ile 37 CC'ta çalkalamalı olarak inkübe edildi. 

1 



katı besi yeri 
tek kolani 

ı 
1 O mlGlikoz-Mineral besi yeri 

ı 9.5 saat 37 °C çalkalamalı 
100 ı,ı.l ekim 

25 ml Glikoz-Mineral 
1 9.5 saat 37 °C çalkalamalı 

25 ml ekim 500 m' 
Glikoz-Mineral 

ı 
17 saat 
37 °c çalkalamalı 

Bakteri Eldesi 

Şekil( 3) 

Glikoz-Mineral Besi Yerinde 

Bakteri Üretimi 
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katı besi yeri 
tek kolani 

1 O mlBSA-Glikoz-Mineral 
1 9.5 saat 37 °C çalkalamalı 

1 00 ı,ı.l 25 ml BSA-Glikoz
Mineral 

ı 9.5 saat 37 °C çalkalamalı 
25 ml ekim 500 ml BSA-
Gl i koz- M i nera 1 

17 saat 
37 °c çalkalamalı 

Bakterllerin elelesi 

Şekil ( 4) 

BSA-Glikoz-Mineral Besi Yerinde 

Bakterilerin Üretimi. 

Antibiyotikli ortamlarda Bakteri üretimi ve Plazmid amplifikasyonu: 4 ayrı anti

biyotik için ayrı kültürler hazırlandı. Üretim için şekil 5'ten görüldüQü gibi kah besi 

yerinden tek bir koloni 1 O ml NB swı besi yerine ekilerek 37 °C'ta 9.5 saat 

çalkalamalı olarak inkübe edilen kültürlerden 100 ~ı 25 ml besi yerine ekildi. 1 

37°C'de 9.5 saat çalkalamalı inkübasyondan sonra bunun tamamı 500 ml'lik besi 

yerlerine ekilerek 37 °C'ta 9.5 saat çalkalamalı olarak inkübe edilen kültürlere daha 

önce anlatılan miktarlarda antibiyotikler ayrı ayrı ilave edildi. 2.5 saat 37 °C'ta 

çalkalemalı olarak inkübe edilen kültürler +4 °C'ta alındı (9,36). 
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KAT 1 BESI YERi 
tek kolani 

1 Ekim 

1 O ml NB sıvıbesi yeri 

1
37 °c 
9. 5 saat çalkalamalı 

1 00 ı-tl 25 ml NB sıvı besiyeri 

1
37°c 
9.5 saat çalkalamalı 

25 ml 500ml'ye Ekim 

1

37°C 
9.5 saat çalkalamalı 

Antibiyot1klerin 1lavesi 

1

2.5 saat 

37°C çalkalamalı 
Bakterilerin Eldesi 

Şekil ( 5) NB'de bakterilerin üretimi 
ve antibiyotikler in ilavesi 

e)Kültürlerden Bakterilerin ızolasyonu: 

Kültürler inkübasyon süresi sonunda + 4 °C'a alınarak + 4 °C'ta 5000 rpm.da 

15 dk. santrifüjlanerek bakteriler elde edildi. Supernatantıar daha önceden 

sooutulmuş erlenlere alınarak aoızları kapatılıp -20 °C'ta muhafaza edildi. Bakteri-

ler yıkama tamponu ile 2 kez yıkanarak besi yeri artıkları temizlendi . Elde edilen 

supernatantın belirli bir kısmı bakteri miktar tespiti için standart olarak kul

lanıldı. Spektronic -20 spektrofotometresi ile 00420 nm'de miktar tespiti yapıldl. 

Bakteriler çalışılıncaya kadar -20 °C'ta saklandı. 

f) Amonyum Sülfat Çökertmesi: 

( NH.ı:) 2 S0
4 

havanda iyice ezilerek pudra haline getirilip etki yüzeyinin 

genişletilmesi saOlandı . Enzim çalışması yapılacak olan BSA-Glikoz-Mineral ve Glikoz 
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mineral supernantları buz içerisine alınarak, içer1s1ne b1r maonet atılıp karıştırıldı. 

0.4 gr/ml (NH4) 2 S04 oldukça yavaş olarak ilave edildi. Işlem bittikten sonra 1 saat 

karıştırıldı. Çözeltiler 5000 rpm'de+4°C'ta 20 dk santrffüjlenerek çökelti ve super

natant pastör pipetle hassasca ayrıldı. Çökeltiler 5 ml dializ tamponunda çözüldüler. 

( NH4) 2S04 çökeltmesi sonuca elde edilen çöke lt i ve suparnatant 2 litre dfaliz 

tamponuna karşı gece boyu dializlenerek ( NH4 ) 2S04 'ten kurtarılır lar. 

Bu sayede cı- amllaz ve proteazlar ayrı ayrı elde edilirler. 

g) Elektroforez Işlemi: 

Elde edilen enzim çözelt1leri Weber and Osbarn ( 42) yöntemine göre veya 

Davis yöntemine ~re ( 43 ) Elektroforez işlemine tabii tutuldular. 

h) ~-Amilazın Akromik Noktasının Belirlenmesi 

Fuwa yöntemine uygun olarak yapıldı( 44). 1115 seyreltik Lugol çözeltisinden 
o 

mikrotited kuyucuklarına SO ~ l bırakıldı. 37 C'ta bir tüp içerisine; 2 ml. Amidon 

çözeltisi, 2 mL Fosfat tamponu, ı cc 0.5 M NaCl ve 1 ml. Enzim çözeltisi ilave edi

lerek karıştırıldı. Ilk andan itibaren lugol kuyucuklarına 30 ar ~ı bırakılarak renk 

stabilitesi incelendi. 

1) cı -Amilazın Km Deaerinin Belirlenmesi: 

Lineweavwer-burk ( 45) denkleminden yola çıkılarak Km de()erleri elde edildi. 

Bunun için tablo ( 5) dek i deney serisi haZlrlanarak 660 nm'de spectronic 20 spekt

rofotometrisinde okundu. Bulunan OD deQerleri standart Am1don SOrfsf 11e 

1 
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karşılaştırılarak Amiclon ve ürün miktarları bulundu. 1 /Amidon ve 1 /ürün deQerleri 

bulunarak grafiQe geçildi . (Tablo 5) 

~ K 1 2 3 4 5 

Amidon Çöz ml 8 6 4 2 -

Fosfat Tamponu ml 2 4 6 8 10 

0.5 M NaCl ml 1 1 1 1 1 

Enzim Çöz. ıJ,l 20 20 20 20 20 

$ 1 NaOH ml 2 2 2 2 2 

1115 seyreltik LUOOL ml 4 4 4 4 4 

Tablo( 5) Km deQerlerinin elde edilmesi için hazırlanan deney sistemi.( 20 dk. 37°C'ta 

inkübasyon) 

NOT: Glikoz-mineral besi yerinden elde edilen emilaz miktarı az olduQundan deney 

sisteminde enzim çözeltisinden 1 ,23 ml bırakılarak deney yapıldı. 

i) Optimal pH'nın belirlenmesi 

Bunun için deOişik pH deQerlerindeki fosfat tamponları hazırlanarak Tablo ( 6)'deki 

deney düzeneQi hazırlandı. 660 nm'de spektro deOerleri standart eQri yardımıyla ince

lenerek ortamdaki emidon ve ürün miktarları bulunup grafiQe geçildi. 

1 



22 

~ 1 2 3 4 5 6 
K 
Amidon çözeltisi ml 4 4 4 4 4 o 

0.5M NaCl ml 1 1 1 1 1 1 

~ 1 NaOH ml 2 2 2 2 2 2 

E nz1 m çöıe ltes1 ı..ı 1 20 20 20 20 20 20 

Lu go 1 1 1 l 5 seyre lt i k m 1 4 4 4 4 4 4 

Fosfat tamponu ml 2 2 2 2 2 6 

pH 5.5 6 6.5 7.5 8 Saf su 

Tablo ( 6 ) Optimal pH deQerinin belirlenmesi için yapılan deney sistemi ( 37 

°C'ta 20 dakika inkübasyon sonrası) 

j) Optimal Cl miktarının belirlenmes1 

Bunun için tablo ( 7) daki deney düzeneQi kurulup inkübasyon sonunda 660 

nm'de spektro deOerleri okunarak standart emidon eQrisinden bu deOEırlere 

karşılık gelen amidon miktarı seıptanıp ürün miktarı hesaplanarak grafiQe 

geçildi. ' 
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~ 1 2 3 4 5 
K 

Amidon çözeltisi ml 4 4 4 4 -

Fosfat tam po nu m 1 7.5 7 6.5 6 12 

~ 1 NaOH ml 2 2 2 2 2 

0.5 M NaCl ml 0.5 1 1.5 2 -

Enzim çözelt1si )ll 20 20 20 20 20 

Lugol m 1 1 1 15 seyreltik 4 4 4 4 4 

Tablo ( 7) Optimal Cl miktarmm belirlenmesi için hazırlanan deney sistemi ( 37 

°C'ta 20 dakika inkübasyon sonrası). 

k) Albumin, Gl i koz, K+, Amilaz Miktar Tayinleri 

K+, Albumin, Glikoz ve Amilaz miktar tayinleri Beckman Otoanalizör'de 

yapıldı. 

1 )Antibiyotik Çalışması Için Bakterilerin Parçalanması 

2 ml yıkama tamponu içerisindeki bakteriler buz içerisinde ultrasonic soni

catör'de (Lab-line) lO kHz, 100 W'ta 15 dk'llk iki seansta parçalandı. +4 °C'da 

5000 rpm'de 30 dk santrifüjlanerek süpernetant önceden soQutulmuş bir tüpe alındı.. 

Kullanılıncaya kadar -20 °C'ta saklandı( 49). 

m) Protein Miktar Tayinleri 

Lowry ve arkadaşları yöntemine göre ( 47) veya Warburg Christian ( 48) 

yöntemine uygun olarak yapıldı. 

1 



24 

n) Anttbiyogram 

Disk D1füzyon yöntemt ne göre yapıldı( 46). 

BULGULAR 

1) cc.- em11az ve proteazlar ın eldest 

ı e proteazlar çöke lt il erek, cc.- em il az lı 0-60'1ıl< Amonyum Sülfat ço"keıtmesi ·ı 

ve proteazlar aktif olarak elde edildiler. Şekil ( 6) ve ( 7) bunların elektroforez re

sim lerini ~termektedir. 

B 
A B 

Şekil 6. ·e 
Şekil 7 8 

A-Stendart proteinler BSA ( 66.000 dal ton) A-Stendart proteinler BSA ( 66.000 dalton) 

tr i psi noj en ( 24.000 da ı ton) lek telbum in tr ipsinojen ( 24 .000 dalton) loktolbum in 

( ı 4.200 dalton) B-BSA'h besi ortamından (ı 4.200 dalton) B-BSA'sız besi ortemındar, 
elde edilen emilaz ( 58.000 dolton). elde edilen emilaz ( 58.000 dalton). 

1 



25. 

.._.,..__ --
A B 

Şekil 6 b 

A-Standart proteinler BSA ( 66.000 dal ton) 

tripsinojen ( 24.000 dalton) laktalbumin 

( 14.200 dalton) B- BSA'l1 besi ortammelan 

elde edilen proteazlar . 

• .. 
A B 

ŞekH 1 b 
A-Standart proteinler BSA ( 66.000 dalton) 

elbumin egg ( 45.000 daıton), Carbonik anhidrase 

( 29.000 dalton) tripsin inhibitör ( 20.400 dalton) 

B-BSA'sız ortamdan elde edilen proteaz bantları 

1 



26 

2) Üreyen Bakteri Miktarları ve Protein Miktarlarının Tesb1ti 

500 ml'lik BSA'lı ve BSA'sız ortam bakteri üretim miktarları incelendiQinde 

BSA'lı ortamda üremenin yaklaşık 2,5 kat fazla oldugu gözlend1. Her iki ortamdaki 

protein miktarları amonyum sülfat çökeıtmesinden sonra incelendiQinde BSA'lı ortamda 

protaazıarın yaklaşık iki kat fazla sentezlendiQi tesbit edildi (Tablo 8 bu degerieri 

vermektedir). 

Üretilen besiyeri Üreme miktarı 1 ı;r 1 izat prd.ein m ik fa" ı P~çre prdein Enzim (}E 

mikf.a"ı Proteinmik 

BSA-Glikoz-Mineral 17.84 gr 51 .96 mg/ml 16.9 ~g/ml 10.2~glml 

Glikoz-Mineral 6.76 gr 14.72 mg/ml 5.4 ~g/ml 5.7 ~g/ml 

Tablo (8) Çeşitli ortamlardaki bakteri lizatların ve üretilen protein miktarları 

3) BSA'lı ortamda bakterinin yaklaşık . 2.5 kat fazla üremasine raomen ortamdan 

deQişen gl i koz, K ve am11az miktarları yaklaşık olarak aynıdır. Tablo ( 9 ve 1 O). 

BSA'lı ortam Başlangıç üremaSTaSı BSA'sız ortam Başlangıç ür-a-ne STaSı 

Albumin 250ııglml 44 uwmı Albumin - -

Gl i koz 5mglml 2.4mglml Gl i koz 5rnglml 253rnglml 

K 205mM/L 189 mM/L K 205mM/L 186 mM/L 

Amilaz - 46uni1e Amilaz - 38uni1e 

Tablo ( 9-1 O) BSA'lı ve BSA'sız besi ortamında bakteri üretiminden önce ve 

sonra maddelerin konsantrasyonları. 

1 
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4) Protaazıarın Aktivitesi ni n Göster1lmes1 

Materyal ve metodda belirtildiQi şekilde elde edilen proteaz çözeltisinin 40 ~ 1 

lle 20 ~ı 1 mgr/ml'l1k BSA 37 °C'da 1nkübe edildi. Buradan elektroforeze verilen 

örneklerde 30. saniyede BSA'dan 45000 daltonluk bir parça koparıldıQı ayrıca 35000 

ile 19000 dalton arasında ~işen parçalara ayırdıQı gözlendi. Yarım saat sonra üst 

sıvı ile mukayese ed1ldiQinde BSA'nın tümünün parçalandıQı gözlendi. Şekil ( 8) Bun

ların elektroforez bantlarını göstermektedir. 

.! ı 
-:1'9 

A B C D t F G H 

Şek il 8 

A-Standart proteinler BSA ( 66.000 dal ton) carbonik anhidrase ( 29.000 dalton) tripsin 

inhibitör ( 20.400 dalton) B- 20 ~ı BSA standartı C-30 saniye inkübasyonda kalmış 40 ~ı 

proteaz çözeltisi + 20 ..,.ı BSA D- 1 dakika inkübasyonda kalmış 40 ..,.ı proteaz çözeıtisi+20 

..,.ı BSA. E-5 dakika inkübasyonda kalmış 40 ~ı proteaz çözeltisi +20 tJ.l BSA f-10 dakika 

inkübasyonda kalmış 40 tJ.l proteaz çözeltisi +20 tJ.l BSA G- 15 dakika inkübasyonda kalmış 

40 tJ.l proteaz çözeltisi+20 tJ.l BSA H-30 dakika inkübasyonda kalmış 40 ..,.ı proteaz 

çözeıtisi+20 ..,.ı BSA 1- 60 dakika inkübasyonda kalmış 40 ~ı proteaz çözeltisi + 20 tJ.l BSA 

1-40 tJ.l proteai çözeltisi. 
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1 

5) cı.- Amilazın Akromik Noktasının Tesbit Edilmesi 

BSA'lı ve BSA'sız ortamlarda üretilen cı.-amilazın nişasta üzerine etkili olup 

olmadıOlm ve etki süresini tesbit etmek için her iki ortamda üretilen cc.-amilazın ak

romik noktaları fuwa yöntemine göre tesbit edildi. BSA'h ortamda akromik nokta 9 

dk. BSA'sız ortamda yine 9 dk. olarak saptandı. BSA'nın ortamdaki etkisini incelemek 

amacıyla glikoz mineral süpernatantma 250 J.lQ/ml BSA ilave edilip akromik nokta 

tayini yapıldıQında 12 dk. olarak tesbit edildi (Şekil 9). 

14 

12 

10 

e 
6 

4 

2 

Glikoz-Miner a l+BS A 

BSA11 ve BSA's1z 
Ortam Amilaz1 

2 4 6 e to 12 14 16 te R.aks!Jon H1Z1 
IJ.g/ml 

Şekil ( 9) Çeşitli ortamlarda cx.- amilazın reaksiyon hızına baQh olarak akromik 

noktaları. 
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6) cıe.- Amilaz Aktivitesi Için Optimal pH'nm Tesbiti 

BSA içeren ve içermeyen her iki ortamda da cıe.- emilaz aktivitesi için opti-

mal pH , aralıQı 6,5 ile 7 arasında olduQu gözlendi . Optimal pH aralıQı dışında bir in

hibisyonun olduOu gözlendi ( Şekil 1 O ). 

R. Htzt 
~g/ml 

6 

4 

2 

2 4 6 8 10 12 14 pH 

Şekil C 1 O ) BSA'lı ve BSA'sız ortamlardan elde edilen Amilaz'ın optimal pH 

deOSrlerL f 



7) ~- Am11azm Aktivasyonu Için Optimal Cl Mtktarmın Saptanmas1 

Her 1k1 ortamda üret11en ~- amilazın aktivite göstermesi iç1n Cl iyonuna ih

tiyaç gösterdi O i tesbit edildi. Sistem için en elverişli konsantrasyon 2.6 )lg/m 1 oldugu 

düşük konstantresyonlarm yetersiz kald1Qı yüksek konsantrasyonlan ise sistemi belli 

bir oranda inhibe ettiOi gözlendi ( Şekil 11 ). 

tarı . 

R. H1z1 
Jlg/ml 

2 

Cl. J,lg/ml 

Şekil ( 11) BSA'lı ve BSA'sız ortamlardan elde edilen Amilaz'ın optımal Cl mik-
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8) Km DeQerinin Bulunması 

BSA'lı ve BSA'sız ortamda üretilen bakterilerden elde edilen amilazın subs-

trat üzerindeki etkinliQini belirleme amacı ile Km deQerleri bulundu. BSA'lı ve 

BSA'sız ortamlarda Km deQeri 0,66.10-2 olarak bulundu Şekil ( 12-13). 

1/Y 
~g/ml 

-1/Km 2 

U =-0.0820764+2 .139X 

4 6 e 10 12 1/S ~g/ml 

Şekil ( 12) Lineavewear-Burk Denklemine göre BSA'lı ve BSA'sız ortamlardan 

elde edien Amilaz'ın Km deQerinin gösterimi . 

V 
mg/ml 

10 

e 

6 

4 

2 

5 10 15 20 25 30 35 Smg/ml 

ı 

Şekil ( 13) Michelis Menten BaQıntısına göre substrat ve enzim ilişkisi. 
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9) BSA'lı ve BSA'sız ortamlarda üretilen B.subtilis'in doubling time süreleri 

karşılaştırıldıOında BSA'lı ortamda bakterilerin 57 dakikada sayılarını iki katına 

çıkardıkları BSA'sız ortamda ise 88 dakikada sayılarını iki katına çıkardıkları tespit 

edildi. 

1 O) B.subtilis maksimum üreme sıcaklıQı olan 55 °C'ta üretildiQinde BSA'sız 

ortamda belli bir renk deQişimi ( kararma )meydana geldiOi gözlendi . BSA'lı ortam 

bakterileri ise normal üremasine devam etti. Elde edilen bakteriler NB katı besi ye

rine ekildiOinde BSA'sız ortam bakterileri oldukça zor ve az miktarda ürediler. 

1 ı ) Antibiyooram 

Disk difüzyon yöntemine göre bakterinin duyarlılıQını tespit etmek için yapılan 

antibiy~ramda şu sonuçlar elde edildi. 

Tablo ( 11) B.subtilis'in çeşitli antibiyotiklere karşı antibiy~ramı. 

Cefolotin SS Duyarlı 

Amoxil in- k lavunat Duyarlı 

Amikacin Duyarlı 

Sul baktam -Am p i ci 1 i n Duyarlı 

Ampicillin Duyarlı 

Cefoparozone Az duyarlı 

Cephalexin Az duyarlı 

Cefotaxim Dirençli 

Ceftrioxone Az duyarlı 

Cifroflaxin Duyarlı 

Cefuroixine Duyarlı 

Chloramohenicol Duyarlı 
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12)Piazmldlerl Ampllflye edecek miktarda antibiyotik Içeren kültürlerden elde 

edilen bakterı miktarlarında kontrole göre bir artış vardır. Bu artış dirençlll lOS 

b~lı olarak artmaktadır. Bu ~rler 2.5 saatlik ampilifikasyon süresi dahilinde

dir.Tablo ( 12). 

Ortamın lçerdiOi antibiotik Üreme miktarı 00420 Üreme miktarı Gram 

Normal 0.45 0.11 

Ampicillin 0.77 o. 19 

Chloramphenicol 1.14 0.28 

Cephalexin 1.26 0.31 

Cefotaxim 1.92 0.47 

Tablo ( 12) Çeşltll Ortamlarda Üretilen Bakterilerin Üreme Miktarları (mg/ml) 

13) Supernatant protein miktarları incelendiginde en fazla protein Amplcllin 

Içeren ortamda en ez Ise antibiyotik içermeyen ortamda bulunmuştur. Tablo( 13). 

NB Ekim yapılmamış 1.27 

NB Ekim yapılan 1.39 

~mplc1lln 2.27 

~hloramphenlcoı 1.42 

Cefotaxim 2.57 

Cephalexin 2.12 
-

Tablo ( 13) Çeşitli Antibiyotik Içeren ve Içermeyen Ortam Supernatantları Pro

tein Miktarları. (mg/ml) 
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14) Parçalanan bakterllerin protein miktarları lncelendlgfnde kontrole nazaran 

bir düşüş olduou ve kontrole göre en fazla protein Chloramphenicol içeren ortamda 

bulundu Tablo ( 14) ŞeklJ ,' 4 Parçalanan baktenleri n elektrı:ıfı:ırez bant.l8rı rı ı ıJi:ist.ermektedi r . 

Chloramphenicol'ü ortam 2.3177 

Cephalexin'li ortam 1.2716 

Amplcllin'li ortam 2.1626 

Cefotaxim'li ortam 1.056 

Normal 2,818 

Tablo ( 14) Çeşitli Antibiyotik Ortamlarında Üretilen 0. 11 gr Bakteri Uzat

larının Protein Miktarları(mg./ml) 

}ek il 14 B c D 

A-Standart proteinler BSA ( 66.000 dalton) 

tripsinojen ( 24.000 da !ton) laktalbum in 

E F 

\ 14.200 dalton)B-Kontrol bakterilerinin protein bantları 

C-Cephalexin'li ortamdan elde edilen bakterilerin protein bantları 

D-Chloramphenlcol'lü ortamdan elde edilen bakterilerin protein bantları 

E-Amptcillin'li ortamdan elde edilen bakterilerin protein bantları 

F-Cefotaksim'li ortamdan elde edilen bakterilerin protein bantları 

1 
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TARTIŞMA 

Çerm1k termal kaplıcalarından Izole ed11en termotolerant Bac1llus subtilis gll

koz-mlneral besi yerinde uygun üreme gösterdigi saptandı( 41 ).Bu besi yerine BSA 

ilave edildiginde üremenin BSA'sıza göre 2.5 kat arttıgı gözlendi. Bakterilerin amino 

asit ihtiyaçlarını karşılamak için BSA'sız ortamda amino asitleri kendileri 

oluşturdukları, ortamda BSA varlıgında proteazlar aracılıgı ile am i no asit sa{Jlamanın 

bakteri için daha uygun oldugunu düşündürmektedir. Çeşitli araştırmalarda bakterile

rin karbon kaynagı olarak öncelikle gl i kozdan yararlandıgı, ortama protein 

bırakıldıgmda bu bakterilerin aynı süre içinde daha fazla üremesi glikoz kaynagının 

yanı sıra, protein kaynagının da kullanıldıgı kanısını uyandırmaktadır. Bakterllerin 

glikozu kullanması gerekirken, üreme sonunda gerek BSA'lı gerekse BSA'sız ortamda 

yaklaşık aynı miktarda glikoz kullanılması glikozun ortamda belli bir konsantrasyonda 

bulunmasını sezindirmektedir ( 1 ,4). 55 °C gibi yüksek bir ısıda üretim sırasında 

BSA'sız ortamda üretilen bakterilerin ortama uyum sa{llayamaması, BSA'nın yüksek 

ısıya karşı koruyucu bir rol oynadıgı kanısını uyandırmaktadır. Bu görüş Anderson 

ve arkadaşları tarafından da desteklenmektedir( 14). BSA'sız ortamdan elde edilen 

amilaz üzerine BSA ilave edilmesiyle aktivitenin çok az da olsa azalması bir inhibi- 1 

syona neden oldugu ve ısıya karşı koruyucu et k 1 gösterdi gl ni düşündürmektedir 

( 14, 16). Çalışmada amnazın aktivasyonu 1ç1n daha önce belirlenmiş olan cı gereksi

niminden daha fazla Cl'a ihtiyaç göstermesi termotolerantlıga baglı oldugu kanısını 

uyandırmaktadır( 19,5). Ortama BSA ilave edildiginde çok kısa bir sürede protaazıarın 

BSA'yı parçalaması bakterinin şiddetli bir amlno asit Ihtiyacı oldugunu sezindirmekte-

dir( 1 ). 
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Termotolerant B. subtılls antlbiyoQram yapılarak ( 46) direnç gösterdlOl iki an

tibiyotik ve duyarlı olduQu 1k1 ant1biyotiQ1 belirli miktarlarda içeren NB besi yerle

rinde üretildiQinde üremenin dirençliliQe baQlı olarak artış göstermesi inhibisyona 

karşı bakterinin kuru aQırlık ve canlı hücre sayısının artırdıQı kanısını 

uyandırmaktadır. Bu olay Kozyreva ve Plakunow tarafından desteklenmektedir 

( 31 ,33). Bakterilerde üremen in artmasına karşılık beher bakteride ki protein mik

tarının azalması yaşam için sınırlı bir protein sentezlenebildiQini düşündürmektedir . 

Amplifikasyon süresinin 2!5 saat ile sınırlı olmasınında bu etkilerde rol oynadıQı 

sanılmaktadır. Chloramphenicol ve Ampicilin'li ortamlarda protein miktarının yüksek 

çıkması, bazı proteinlerin inhibitör varlıQında daha fazla sentezleneb11di0i kanısını 

uyandırmaktadır . Bu proteinler arasında bakterinin solunum yolunda görev alan sitok

rom-A ve bazı enzimierin bakterinin dirençliliQinde rol oynayan Chloramphenicol 

acetyltransferase gibi bazı proteinleri gösterilmiştir( 31 ). Bakteride antibiyotik 

varlıQında üretilen proteinlerin önemli bir kısmının artan plazmid sayısıyla kontrol 

edildiQi, plazmid sayısının artması ile bazı proteinlerin sentezinin de eırttıQı 

sanılmaktadır( 40). Bu nedenle protein miktarının en yüksek gözlendiQi antibiyotikte 

plazmfd anplifikasyonununda en iyi gerçekleşt10i sanılmaktadır. Dışarı salınan pro

teinlerin miktarının farklı antibiyotik varlıQında deQişim göstermesi özellikle beta

laktam grubu antibiyotik içeren supernatantlarda artış göstermesi, ve duyarlı bulun

duQu ampicillin'de en yüksek deQerin çıkmasına beta-laktamaz ( Penicilinase) enzimi

nin neden olduQu sanılmaktadır( 29). Son yıllarda beta- laktamaz etkisini inhibe etmek 

için ampicillin ve sulbactam kombine olarak kullanılmaktadır ( 39). Bakterinin direnç 

gösterebildiQi 2 cepholosprin grubunda da yaklaşık olarak benzer sonuçların elde edil

mesi dirençlilik genlerinin aynı R-Plazmid üzerinde yer eıldıQı kanısını 

uyandırmaktadır . 

1 



ÖZET 

Çerm1k termal kaplıcalarından izole edilen termotolerant Bac111us subt111s g11-

koz-mineral besi yerinde üretilerek b1r takım eksoenzimler1 Incelenmeye 

çalışılmıştır. Ortama BSA ilave edilerek bakterinin eksoenzim salgılaması ve BSA'ya 

karşı salgılamış olduOu proteazlar ve BSA'nın üreme üzerine olan etkileri incelenmeye 

ça lışıl mıştır. 

Çalışmanın di\)er bir bölümünde plazmidleri amplifiye edecek miktarda antibiyo

tik muamelesine tabi bırakılan B. subtilis'in proteinleri ve ortama saldıkları pro

teinleri incelenmeye çalışılmıştır. 

1 
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