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SUNUS

Bu calisma Dicle Universitesi Fen Bilimleri
Enstitlisi denetiminde , DOAP-90-FF-185 nolu proje destegiyle
Dicle Oniversitesi Fen-Edebiyat Fakliltesi Kimya Bolimi
Biyokimya Anabilim Dali Baskani Yrd.Doc.Dr. M.Cetin AYTEKIN’in
danismanliginda Yiksek Lisans tgrencisi Zibeyde KAYA

tarafindan yapilmis ve Yiuksek Lisans Tezi olarak sunulmustur.
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Yitksek Lisans calismalarim sirasinda vakin ilgi ve
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Bu calismamda kullanilan kimyasal maddelerin bir
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ile Dicle OUniversitesi Arastirma Fonu Yinetimine tesekkir

etmek isterim.




TEZIN AMACI :

Son 25-30 vyil icinde  hicredeki makromolekiller
iizerine vyapilan calismalar oldukgca yogunlasmistir. Hiicrede
madde alisverisini saglayan enerjinin vyanisira bir takaim
proteinlerin de rol oynadigi gidsterilmistir. Bununla ilgili
talismalarda , bunlarain hicre igci metabolik faaliyetleri nasil
etkiledikleri heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Hicre disina salgilanan proteinler c¢esitli amaclar
dogrultusunda eskiden beri kullamilmaktadir. Gunumizde artik
bu , yavas yavas bir teknoloji halini almaktadir.

Termofil bakterilerin yiuksek sicakliga
adaptasyonlarinin bazi membran lipidleri ve proteinlerinden
kaynaklandigi iddia edilmektedir.

Gunumizde artan bir hizla wuygulamalarina sahit
oldugumuz elektromagnetik dalgalar ve dzellikle mikrodalgalar,
beraberinde insanlar dzerinde etki vapabilen biyolojik
oclaylara sebep olmaktadir. En dnemli etkiler gdzler ve udreme
organlari gibi wvicudun dis kisimlarinda gorilmektedir. Ayrica
belirli yayilma yogunluklarinda ve frekanslarda mikrodalganin
daviranis bozuklugu ve mutasyona neden olabilecek kadar zararla
etkilerinin oldugu belirtilmektedir.

Bu bilgiler 1si1ginda bu calismada , nikleik asitlerin
vapisinda meydana gelebilecek degisikligin yansimasi olarak
hiicre ici ve hiicre disi gecisleri saflayan hiicre membranindaki
integral ve vyiizeysel proteinler ile stoplazma proteinleri

lzerine mikrodalga radyasyonu ile 1sinin etkisi incelendi.




OzZET

Bu calismada Diyarbakir iline bagli Cermik Belkis
Hatun termal kaplicalarinin muhtelif yerlerinden getirilen su
drneklerinde , bakterilerin secimli zenginlestirilmesinden
sonra soyutlanarak teshisleri vyapildi. Buna gbre soyutlanan
bakterilerden Bacillus coagulans ve Staphylococcus simulans
lizerinde calismalar surdirildi.

Teshis edilen bakteriler 15 sn sire ile mikrodalga

firin icinde 595 110 3 145 3 220 ;3 275 ve I30 W lik

mikrodalgavya tabi tutuldular. Uygun vyontemler kullanarak
stoplazma ve kismen =zar proteinlerinin kantitatif tayini
yapilda ve bu proteinlerin elektroforez profilleri elde
edildi.

Mikrodalga etkisiyle termal etkiyi karsilastirmak
dzere , ayni islemler 22.5°C ; 3I7°C ve 5S0°C’de uretilen
bakterilere de uygulandi.

Bu islemler sonucu ulasilan protein miktarlari ve
elektrofore:z profilleri mikrodalganin , mikroorganizmalar
lzerinde termal etkinin de 6tesinde bir etkiye neden oldugu

saptandi.
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BOLOM I

1.1. G1IR1S
Giinlimiizde bilinen mikroorganizmalarin genis bir
sinifinin, ~mikrobial dﬁnya&a karsilasilan tiirleri
acikladiga kabul edilmektedir. Sicaklik, farklilik ve
adaptasyonu belirtmek icin 1iyi bir parametredir. Dptimal
ureme sicaklik degerleri mikroorganizmalara belirtmek
icin siksik kullanilmistair. Sicakliga bagla olarak

vapilan en genel siniflandirmaya goére mikroorganizmalar

psikrofiller, mezofiller ve termofiller olarak incelenir:
Psikrofil Bakteriler: Bunlarin en iyi lreme
sicakliklara 15-20 °C’dir. JF0°C’nin Ustlnde Gdlmeye
baslarlar.Soguk seven bakteriler olarak bilinirler.
Psikrofil bakteriler daha c¢ok buzdolaplara, soguk
hava depolari, soguk tiineller gibi bilhascsa et ve

hayvansal Urdnlerin muhafaza edildikleri ortamlarda lUrerler.
Mezofil Bakteriler: 30-40°C  arasinda lreyen

bakterilerdir. 1nsanlarda,  hayvanlarda encok hastalaik

etkeni olusturan bakteriler bu grupta yer alirlar.
Termofil Bakteriler: En 1iyi (ireme dereceleri 50—

75°C’dir. Daha cok termal kaynaklarda lrerler.

Daha sonralari bu 51n1%1amaya bazi alt bdlimler de

katilmistir. Urneging

Racillus coagulans 30-60°C’1lik bir Ureme sicakligina

sahiptir ve mezofil gruplarinin ikisine de girer.




2

Bundan dolay: Bacillus coagulans si1ksi1k "faklltatif
termofil" olarak tanmimlanar.

Bazi mikroorganizmalarin si1cakliga bagla

olarak, davranislaraindaki degisme nedeniyle termofil

bakterileri tanimlamak kolay olmaémistir. Sonucta herhangi
bir tanimlamaya varmanin mUmkin olmadig: gorilmustiir.
Ancak kisa olarak S0-60°C’nin Ustldndeki sicakliklarda

ureyen bir ¢cok mikroorganizma termofil olarak

belirtilmistir.

Bazi bakteriler oldukca genis bir sicaklik araliginda
drerler. Bidyle mikroorganizmalar "eurythermal" olarak
tanimlanirlar."Stenothermal" olarak bilinen diger

mikroorganizmalar sinirli bir sicaklik araliginda lrerler.

(Sekil-1.1.).
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Stenothermal ve eurythermal kavrami termofillere mahsus
degildir.Ancak bazi organizmalarin sicaklik-lreme iliskisini
aciklayan genel terimlerdir. Sekil-1.1.b’de termofillerle
jlgili olarak kullanilan bazi terimler yer almaktadir (1)
TermDFiiler,Farrell ve Campbell’in(2) tanimladig: gibi
yiksek sicakliklarda vyasayabilen , mutlak, fakiltatif veya
termotoleran organizmalar olarak ayrilirlar. Termofilik
bakterilerin genel bir siniflandirmasy Tablo—-1.1%de
goriilmektedir.

Genus Tlr sayisi Sicaklik degeri(°C)

Fototrofik bakteriler

Siyano bakteriler 16 99-70
Mavi-yesil algler 1 59-73
Grampozitif bakteriler

Basiller 15 S0-70
Clostridrumlar 11 00-75
Actinomyces?’ ler 25 59=75
Diger eubakteriler

Tiobasiller S S50-60
Spiroketler 1 oS4
Archabakteriler

Metanojenler 4 295-95
Termoplazma 1 I7-95
Tablo 1.1.: Yiuksek sicakliklarda lireyen Termofilik

mikroorganizmalarin farkli gruplari(l).

Termofilik bakteriler genel olarak termal su kaynaklari ve
sicak topraklarda bulunurlar.Genel olarak termofillerde,me-—
zofiller gibi ayni karbohidratlar:i fermente ederler, ayn:
azot kaynaklarini kullanirlar ve ayni oksidatif yollara sa-
hiptirler.Adaptasyon ve mutasyon yolu ile, termofillerin me-
zofilik orijinleri igin cok yararli incelemeler yapilmistir.
Bu incelemelerin kaynaklara ise termofilik olmavyan

cevrelerde termofilik mikroorganizmalarin bulunmus
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dir Ayrica bazi mezofilik tarler de si1cakligin
plmas? ’

termofilik olarak Uremeye adapte

yukseltilmesiyle
olabilmektedirler.

ofilik mikroorganizmalar, 1siya dayanikli olduklarindan
Term

dolay1 makromolekiilleri daha kompleks bir yapiya sahiptir ve
o

kararlilik lipid ve proteinlerle saglanabilmektedir.
Termofillige katkida bulunan faktdrlerden biri olan
proteinler oldukca blylk bir onem tasimaktadir.
Bunun nedeni, canli hiicrelerin biyokimyasal fonksiyconlarain:
yuriten enzimlerin taminudn protein vyapisinda olmasidir.
Bir bakterinin dzgiil dgzellikleri (bir karbohidrata
kullanma, aminoasitleri sentezleyebilme, v.b.)} belirli bir
enzim yada enzimleri sentezleme vetenegine sahip
olmasina baglidir. PRir bakteri tirdnld diger bir tirden
farkli vyapan belirli enzimleri sentezleme yeteneklerindeki
farktan kaynaklanmaktadir (3). Farrel ve Campbell (2)
termofililk kaynaklardan elde edilen enzimleri ¥ ana sinifta
toplamisliardir: Birinci sini1f, 55-65°C’de gerceklesen
sentezlerde kararla olan’ enzimleri kapsar. Bu
®nzimler sentezin gerceklestigi sicakligin biraz lGzerinde
Inaktif olan enzimlerdir. tkinci sinif, sadece

Substrat varliginda sentezin gerceklestigi sicaklikta

akt . . , . e . .. .
1f olan enzimleri ihtiva eder. Uclincli s1n1f ise,

iksek
Yuksek derecede 1s1ya dayanikli olan ve sentezin
Brcal p—

8 rCEklEStlgl sicakligin yukarisindaki sicakliklarda da

da ,
Yamkli glan enzimleri kapsar.

a.. 3
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Termofilik bakterilerin proteinleri i1siya dayanikladir.
Halen termofilik bakterilerden vyaklasik olarak 20
kadar protein izole edilmistir. Bu proteinlerin bir cogu
yiksek saflikta elde edilmis olup, Ffiziksel ve kimyasal

olarak iyi bir sekilde karekterize edilmislerdir(4).

1.2. Bakterilerin Anatomik Yapisi:

Bakterilerin anatomik yapilari, baslica iki
bélliimde toplanarak incelenebilir:
1-Zar ve 2-Stoplazma ve Bilesenleri
Bakterilerin dis vyapisinda hiicre duvari, kapsil,
kirpik wve piluslar bulunmaktadir. Bakteriler icin &nemli
olan hilicre duvar:i, bakteriye sekil veren ve dis etkenlere
karsa dayanikliligina saglayan vapidir. Gram(+)
bakterilerde hicre duvarainin 750-90°1n1 peptidoglikan
(mukopeptid, glikoaminopeptip, murein tabakasi) olusturur.
Bu madde hiicre duvarinin saglamlik ve sertligini
saflar. Peptidoglikan N-asetil muramik asit (NAMA) ile
N-asetil glukozamin (NAGA) molekillerinin, birbirilerini
takip eden siralar halinde, B 1 —-» 4 glikozidik baglarla
birlesmesinden olusmus bir heteropolimerdir. NAMA molekiilline
ayrica kisa bir peptit vyan =zinciride katilmistir. Bu
yan =zincir genellikle L-alanin, D—glutamik asit, L-
lizin ve D-alanin’den meydana gelmistir. Bir NAMA
molekillnde bulunan tetrapeptidin 3 pozisyonundaki L-

lizin ile diger NAMA molekllintn tetrapeptidinde 4
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pazisyonunda bulunan D-alanin arasinda glisinden
olusan penta—homopeptit bulunur. Ebyle devam eden

pbaglantilarla peptidoglikan olusturulur.
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Sekil — 1.2. Peptidoglikan®in yapisi (9).

Gram(+) mikroorganizmalarin hicre duvarinda, bunun kuru
agirliginin %“40-50°sini teskil eden Teikoik asit wvardir.
Bu da peptideoglikan omurgasindaki NAMA molekilline fosfodi-
ester bag: ile baglanmmis durumdadir. Teikoik asit polimer-

lerinin genel vyapisi polidifosfat esteri seklindedir.

5 4 3 2 1 ! 5 4 3 2 1 "! 5 4 3 2 1
(')H H H ll‘l (l)H H H H OH H H H
HO»-IJ-O—H,C-(IZ--JI; CIZ—CH,0~IT——O~HZC—-A‘-& ¢ CH,—O F"L—O—H2(; (ll' (% % CH,0H
0 O 0 O J) (g (g é) 0 0 Q.0
| p-Alanine L_l | p-Alanine
Glucose CO i Glucose
éHNHZ |
&,
H OH ’J-7
Sekil - 1.3. Teikoik asit’in yapisi{5).
Folimerin vapisinda gliserin veya ribitol gibi bir

polialkol bulunur. Bu alkol glukoza [(B-D glukoz, alanin’e

-CO0OH grubundan esterlesmis olarak baglanar.
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Rakterilerin ig yapisi bir cok ldnitelerden
olusmaktadir. Bunlar daj stoplazmik membran (hiicre membrani),
stoplazma, mezozom cekirdek, ribozom, stoplazmik
granUIIEr(lipid grantlleri, polisakkarid granidlleri)
endosporlardir.
Bugline kadar vapilan calismalarda membran vyapisinl
aydinlatmak icin en uygun model 1972 vyilinda Singer ve

Nicolson tarafindan one sirdlen akiskan—mozayik modelidir.

Bu model, membranlarin goérevleri bakimindan ozellesmis
kiiresel proteinlerden ve lipidlerden ibaret bir akiskan
oldugunu varsavyar. Burada proteinler bir fosfolipid
icinde dagilir ve fosfolipid iki tabakali1 bir matriks

olusturur. Proteinlerin bir kismi lipid faz ig¢inde kismen
membran icine gdmilmistir. Bir kismi da membranin bir
vanindan diger yanina uzanit. Ortamda bulunan serbest lipid
molekilleri tabakaya esneklik, akiskanlik ve karekteristik
olarak yliksek bir elektriksel direnc saglayan yana dogru

salinim, donme v.b. seklinde hareket ederler.

Fosfolipidler

Hidrotitik gruplar

Hidrofobik gruplar

Proteinler Fosfolipid molekiili

Sekil—-1.4 : Akiskan -— Mozayik Modeli (3).
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Akiskan  — mozayik modeli Farkli tipte membranlara
degisen kalinlik saglar . Farkla tip proteinlerin
fDSFDIiPid tabakasinda diizenlenmesini sagladigndan
dolayl membranlarin gecirgenlik ve elektriksel vk
iletkenligine cevap verir.
Hiicreyi ic ve dis cevresinden aylran ve bir c¢ok
hayatsal faaliyetleri saglayan hiicre membrani yara
gecirgen bir dzellik gosterir. Disarda bulunan gida
maddelerinin, suyun ve diger lazumlu maddelerin
hicre igine girmesini, metabolizma artaiklarinin
hiicreden cikmasinil saglar. Elektron transportu ve
oksidatif fosforilasyonda gérevli sitokrom sistem enzimleri

ile kompleks lipid sentezinde gérevli olan enzimler hicre

membraninda bulunur(5,6).

1.Z2. Bakterilerin Morfolojisi:
Bakteriler, mikroskopta gorillebilen bireysel

formlarina gore baslica 2 ayri gruba ayrilabilirler: L=

Kiresel, 2-Comak, 3I-Spiral seklinde olanlar. Kilresel
biciminde olan bakteriler kok olarak tanimlanirlar.
Bunlar tek, cift (diplokok), zincir (streptokok), Gzum
salkimi (statilokok) veya kiibilk paketler (sarcina)

halindedirler.
l.25.1. Stafilokoklar: Gram(+) mikroorganizmalar
sinifina giren stafilokoklar genelde insan derisi,

mukozas1 ve diger sicakkanli hayvanlarda bulunur. Caplari
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0 5-1.5 Mm olup, hiicre duvarlara peptidoglikan ve
teikoik asit ihtiva eder. Karbohidrat ve

aminoasitler karbon ve enerji kaynag:r olarak kullanilar.
poagulaz, lipaz, stafilokinaz, gelatinaz ve fosfatar gibi

enzimler bilinen stafilokokkal enzimlerdir.

i.3.2. Basiller: BRasil olarak tanimlanan comalk seklindeki
bakteriler diz cizgi, silindirik veya uzun elipsoid
sekildedirler. Basillerin genislikleri 0, Z-2. 2 Mm,
uzunluklari ise 1.2-7.0 Mm arasinda dedismektedir. Ylksek
sicakliklarda lreyen bakterilerin blylk bir kismi basil
vapidadir. Bir cok basil polisakkaridleri, nikleik
asitleri ve lipidleri yvikan hidrolitik enzimleri'
salgilar. Kullanilan substrata bagl: olarak
metabolizmalari solunum, Ffermentatif veya hem solunum hem
de fermentatiftir(7,8).

Cevrenin mikroorganizmalar dzerine oldukcga bayik
bir etkisi vardir. Bunlar arasinda sicaklik,mikrodalgalar,
basing, v.b. sayilabilir. Uzellikle belirli vyayilma
yogunluklarinda wmikrodalga radrasyonlara onemli biyolojik

etkiler olustururlar.

1.4. Mikrodalga Hakkinda Genel Eilgi:
Yiyecek pisitme ve hazirlama teknikleri
icin, modern uygulamalardan biri de mikrodalga

radyasyonudur. Son bir kac vyildir mikrodalga Firinlar
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1 dukca pol miktarda uUretilmekte ve mikrodalga ile pisirme
o

popﬂler bir hale gelmektedir.

Mikrodalgalar ultraviyole, géorunlr 1si1k ve radyo dalgalar:

gibi elektromanyetik radyasyonun bivr tldridgdidr. EBunlar
frekanslari, dalga boylari ve enerjileri bakimindan
farkliliklar gisterir. Mikrodalga firainlar 12 cm dalga

poyuyla 713 ile 2450 MHz frekansa sahip ve kimyasal baglara
pirmaksizin 1siya neden olacak yeterlilikte enerji iceren

dalgalar Ulretirler. Mikrodalgalar eneriji formunda olup, 1s2

formunda degildirler. Mikrodalgalar besinlerdeki yag wveya
su ile etkilestikleri zaman 1s1 tretilir. Uretilen 1is1
mikrodalga etkisi ile iyonlarin hizlandirilmalari ve

bunun sonucu diger molekiilllerle carpismalari veya mikrodalga
etkisi ile olusan dipollerin hizla degisen
elektriksel alan icindeki ddnme ve bir diizene gdire
dizilme hareketleri neticesinde olusmaktadir. Materyal
igcinde enerjinin bu etkileri materyalin yeterli ve hizl:
bir sgekilde i1sinmasina neden colur. Yiyecekler normal
1satilmalary igin gerekli olan stirenin dirtte biri veya

daha kisa siirede 1sitilabilirler.

Ayni zamanda mikrodalga ile 1sitmadaki
gelismeler problemsiz degildir. Mikrodalga firinlarda
dalga profillerinin kopumunun diizensiz 1s1 yayilmalarina

neden oldugu belirtilmistir.Mikrodalga firinlarda vanlis
bilgiler sonpucu pigirilen viyeceklerden insan saglig:

tehlikeye girmekte ve tuketici zarar girmektedir(9).
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1.4.1. Mikrodalganin Mikroorganizmalar Uzerine Etkisi:
Mikrodalganin mikroorganizmalar ilzerine etkisi
1950 yilindan bnce c¢alisilmis ve galismalarin c¢ogu yiksek
frekansli alanlarda yapilmisti. Ingram ve Page
yiiksek voltajla alanlarda Saccharomyces cerevisiae,
Escherichia coli,Tatin Mozaik Viridst (TMV) ve bakteriyofaj
T4’ incelemislerdir. UOrnekler 12 dakika 10 MHz wveya 20
MHz*1lik bir isinlamaya birakildiklarz: zaman iki
mikroorganizmanin yasamil ve TMV dzerinde onemli bir
etki gézlenmemistir(10).
Brown ve Morrison mikrodalga pastirizasyon deneylerinde
E.coli kiiltdrlerini kullanarak, kGltdrlerin surekli
1si1nlamasi sonucu yasamlarinin 4 30 azaldigina
gostermislerdir. Kiltirler saf su (1:100) ve % 5 NaCl ile
sulandirildiklari zaman yasamlarinin “55 ve %75 arasinda
azaldig: gorilmistir(11).
Delaney ve arkadaslara Aspergillus niger ve
Racillus stearothermophilus sporlarim suyun yoklugunda,
disk ve kagit serit tdzerinde, krema, sukroz, kuru
siit, Ffizyolojik serum ve distile su gibi farkli ortamlarda
1sinlamaya tabi tuttular. 2450 MHz’1lik 1sinlamanin
Racillus stearothermophilus Uzerinde zararlza bir
etkisinin olmadigi, fakat Aspergillus niger’de hiicresel
tahribata neden oldugu gériuldii. Kuru serit dzerinde

isinlanan bakterilerin vyiksek bir yasabilirlik sansina

sahip olduklari, buna karsain deneylerin vapildig:
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bes besiyerinde yvilksek miktarlarda hiicresel tahribat
gazlendi. Arastairmacilar 2450 MHz’1lik mikrodalga ile
ysitilan mikroorganizmalarda gozlenen etkilerin bilinen

;s1tma ybntemlerinden anlamli oranlarda farkli olmadigin:
pelirtmislerdir(12).

Lechowich ve ark., 5Streptococcus +aecalis ve
S. cerevisiae’nin yvasami ile 5. cerevisiae’deki solunum
hizi degisiklikleri lzerine 24350 MHz?1lik mikrodalga ve
1s1n1N etkilerini incelediler.Calismacilar calismalarinda
si1cakliga kontrol edilebilir mikrodalga firim
kullanmislardir.6 ml’lik &rnekler icinde 108 ve 107 hiicre
iceren slspansiyonlar 1i1sinlanarak kati besiyerine ekildi.
Mikrobial silispansiyonlara mikrodalganin siirekli uygulanmasi

ile, bu vyintemle d4retilen i1sinin etkisi disinda, &ldiridci

etkilerin olmadiga gorildi. Mikrodalga uygulanan 8S.
cerevisiae’nin soclunum hizi, mikrodalga ile isinlama
slresinin artmasi sonucu olusan hiicre sayisindaki

azalmayla direkt olarak iliskilidir. Arastirmacilar tiam
etkilerin, 1sinlama esnasinda olusan termal inaktivasyondan
kaynaklandigini ve solunumdaki basarain yasama sansindaki

azalmayla iliskili oldugunu belirtmislerdir(13).

Roberts S.cerevisiae askosporlari ve vejetatif
hiicreler dzerine mikrodalganin etkisini inceledi.
Mikrodalga esnasinda sicakligin kontrol edilmesiyle

vejetatif hicreler 33°C ve B dakikada, askosporlar ise 33°C

ve 12 dakikada ©6lmekteydi. Ortam 35 ml’lik siispansiyon
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haline getirilip , sicaklik kontrol edilmedigi zaman
termal glim npoktasy 30 sn’ den daha az bir Zamana

Ulasmaktayd1(14).

Correll1 ve arkadaslari E.coli B ldzerine 2,6-4,0
GHz mikrodalga 1sinlamasinin etkilerini calismislardir.
punpun icin hiicrelerin koloni olusturma yeteneginin olcuamu
ve isinlamaya tabi tutulan ve tutulmayan hicre kiltirlerinin
infrared spektrumlarinin karsilastirilmasi ile molekuller
yapidaki degisiklikler kullanmilmistir. 1 ml1?lik  hicresel
siispansiyonlara 10-12 saat Z0 mW”1ik bir radyasyon
uygulandigi zaman hiicrelerin koloni olusturma yetenegi veya
molekiiler yapilari dzerinde herhangi bir etkinin bulunmadig:
gozlenmistir (15).

Butun bu arastiricilarin ulastiklar: ortak
sonuc, hiicre dlumlerinin yegane nedeninin mikrodalga
radyasyonu ile dretilen 1s1N1nN cldugudur. Buna karsit
olarak baza calismalarda wmikrodalga radyasyonunun
mikroorganizmalar dzerine termal veya non—termal

etkilerinin olmadig: belirtilmistir.

Hamrick ve Butler E.coli’nin 4 susu ve Pseudomonas
aeruginosa ‘ya 12 saat, 60 mW/cm? ¥ 24350 MHz’lik
mikrodalga wuygulamislardir. 20 ml?lik slispansiyonlar
radyasyona tabi tutulup,gerekli seyreltmeler vyapilarak,
kati besi verinde inkibasyondan sonra sayildi. Riiylme
egrisi, ayni ve farkla tiirler icindeki kontrol ve
isinlanan hicreler arasinda herhangi bir farklilak
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1mad1g1ni gosterdi. 41,259 wve 430 mW/cm<’de uygulanan
o

dozlar penzer sonuglari verdi(1é6).

Farkla enerji diizeylerinde mikrodalga
adyasyonuna maruz birakilan mikrobial hiicrelerin nikleik
asit yapilarimin tetkiki dzerinde calismalar mevcuttur.
webb ve Booth mikrodalga radyasyonuna tabi tutulan E.coli
By Enterobacter aerogenes ve E.coli B/r’deki protein,RNA ve
DNA sentezini bu molekillerin absorpsiyon
spektrumlarindan yararlanarak incelemislerdir. 14c-
jcsaretli besiyerlerinin kullanildigil calismalar 66,71 ve 73
GHz" de 1%C-isaretli metabolik aktivitenin azaldigim
giésterirken,68 GHz"de olusan aktivite artmaktayd: (17).

Yapilan diger calismalar sonucu radyasyondan
sonra 5 dakika araliklarla 6l¢cim vyapilarak 71 ve 129
GHz arasinda RNA sentezinin arttigi, protein ve DNA
sentezinin azaldigi, hicre bluytimesinin ise zayifladig:
belirtildi (18). Sicaklik burada bir Ffaktiér olarak géz

onlinde tutulmadi. Mikrodalga frekanslaria protein, DNA,

RNA ve hiicre bilylmesini inhibe veya stimule etmekteydi.Bu

sonuclar glukoz,suksinat ve amDnyum tuzu icerigi
bakimindan +arkliliklar gisteren besiyerlerinde de elde
edildi.

Mikrodalga radyasyonunun etkilerinin incelendigi
diger bir calismada radyasyonun genetik mutasyona neden
olup olmadig: arastirilmistir. Bu amagla Berteaud ve ark.,

E.coli hiicrelerini 15 dakika 70-73 GHz “1lik bir 1sinlamaya
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tuttular. Bu uygulamaya ragmen DNA bilinen onarim

gabi
nizmalarina girebildigi icin yeni mutantlarin olusumu

meké
veya lezyonlar gozlenmemistir(19).

Su dogada dipolar vyapida olmasi nedeniyle ,
varligl ve veklugunda, mikroorganizmalar lizerine
mikradalganin blyuk derecedeki etkileri incelenebilir.
grnegin Clostridium sporogenes sporlarini ihtiva eden
siispansiyonlarin bilinen 1s1tma sistemlerine gbire
miktrodalga radyasyonundan daha cabuk etkilendikleri

ancak kurutulmus sporlarin etkilenmedikleri gézlenmistir

(20). A.niger , B.stearothermophilus (1Z). ve ER.cereus’un

spotrlari ile yapilan calismalarda benzer sonuclar
gorialdi. Ancak E.coli,S.aureus ve Salmonella
enteritidis’in liyofilize kitltlirlerinin mikrodalgadan

etkilenmedikleri belirtilmistir(21).

Webb ve Dodds 25 °C *lik sabit bir sicaklikta
E.coli’vye 136 ©GHz"1lik mikrodalga uygulamislardir.
Inkiibasyondan 4 saat sonra béllinmenin olmadig: gibi,
dldarici etkinin de olmadig: belirtildi. EBEu arastiricilar
radyasyona tabi tutulan hicrelerin boldnme haizlarinin
azaldigin: ve simdilik belirtilmeyen bazi metabolik
proseslerin hicresel blylmenin erken asamalarinda spesifik
olarak inhibe edilmis clabilecegini belirtmislerdir (22).

Son zamanlarda Dreyfuss ve ark. E.coli,

E.cereus, S.aureus ve S.enteritidis kltirlerine

mikrodalga Ffirinlar icinde mikrodalga wuyguladilar.
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nuctas 1sinlama sonucu yasayan hilcre sayisi tartisilda.
So i

penzer islemler bilinen 1sitma sistemleriyle de yapild:.

Termal g1dm noktasina yaklasincaya kadar mikrodalga ve

pilinen 1s1tma sisteminde benzer sonuclar bulunmasina
ragmen,kﬂltﬂrler Nutrient Eroth’da Gdretildikleri =zaman,
20 sn. uWygulanan mikrodalga radyasyonu sonucu  hidcre
sayisinda anlamli bir artis gdorildd. Bu artis
radyasyondan sonra 2 saatten fazla devam etti. Ancak
kiltirler Nutrient Broth verine fosfat tamponu icine
birakildilar: zaman bu artais durdu. Bu dort
mikroorganizmanin kaltdrleri indirgen,ylkseltgen ve
radyosensitif maddelerin varliginda da mikrodalga
radyasyonuna maruz birakildi. Hicreler dithiothreitol,
thioglycollat, sistein, metyonin, glutation, potasyum
permanganat ve p—nitroasetofenon ihtiva eden ortamlarda
1gi1nlandi. Mikrodalga uygulanan hicreler (zerine alkali ve
asidik c¢evrenin etkisini tayin etmek igin kdltdrlerin
PH’s1 6,0 ve 8,0 7a ayarlandi. 1indirgen,yiikseltgen ve
radyosensitif maddelerin varliginda mikrodalga uygulanan
kiiltlirlerin yasaminin arttiga veya azaldiga sonucuna
varildi. Kaltarler asidik pH?® da, Nutrient EBroth™ da
isinlandigi zaman tiremedeki énemli dlsus, hicre
populasyonundaki azalmavyla dlcliilerek gdzlendi (23).
Calismacilar son zamanlarda Bacillus
sporlari dzerine 1s1n1n etkisini karsilastirmak icin

mikrodalga radyasyonu ve bilinen su banyosunun etkisini
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kar51last1rd11ar. Bu deneylerde B.subtilis, B.licheniformis,
p.cCEereus, B.brevis ve B.stearothermophilus tiirleri
kullanildl . Yukaraida belirtilen her tirdn spor
siispansiyonlari,siispansiyon ortaminin 1sisi1 60 °C olacak
kadar 30 sn. slire ile mikrodalgaya tabi tutuldu.
pilinen 1sitma ydnteminde ise siispansiyonlar 60 dakika,
&0 °C’de su banyosuna birakildilar. Hicbir etkiye maruz
birakilmamis kontroller gibi bu spor silspansiyonlari hemen
Nutrient agara ekildi, inkiibe edildi ve koloni olusan yerler

belirlendi.

Mikrodalga uygulanmis, 1i1sitilmis ve kontrol
olarak kullanilan herbir sustan on koloni petri
kutusundan alinip,10 ml. Nutrient Broth ihtiva eden

tiplere ekildi ve inkidbasyona birakildi. Isitma etkisi ile
herhangi bir olusum ortaya cikmis ise bunpu tespit etmek
icin, bu izolatlarain kiltlrleri sonradan birkac
biyokimyasal madde ile inokile edildi. | Deneylerde
biyokimyasal aktivite de degisiklik gﬁ?lenmedi. Sonucta
bu genusun sporlarinin 1s1 aktivasyonu icin mikrodalga
radyasyonunun etkili bir model olarak kullanilabilecegi
saptanmistir(24).

1.4.2.Mikrodalga Radyasyonunun Diger Biyolojik
Sistemler Ozerine Etkisi :

Mikrodalga radyasyonunun diger biyoloiik

sistemler UUzerine olan etkisi de incelenmistir.
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Yeagers ve ark., 107® M fosfat tamponu icinde

lizozim ve tripsin’i 50 W tan 300 W’a kadar i1sinladilar.
purada sicakligin 30 ve 95 L arasinda spesifik bir
dJegere ulasmasi saglandr . Bir kez istenen sicakliga

ulasilarak, bu sicakliga korumak icin mikrodalga guc

duzeyi disurildi. 1,35 saat sonra enzimler firindan alinarak

25 °C’ye birakildy ve tayin edildi. Calismacilar
enzimlerin bilinen ydntemlerle isitilmis cozeltilerini
karsilastirdiklara zaman benzetr enzimatik aktiviteyi

buldular (23).

Tungler ve ark., 40-115 ObGHz Ffrekansli ve
10 mW/cmE’ye vakin yogunlukta 1sinlar kullanilarak
hemoglobin tarafindan oksijen baglanmasi ve alkol

dehidrogenaz aktivitesi lzerine mikrodalga radyasyonunun
etkisini calaistilar.

ki sistem ldzerine mikrodalga tradyasyonunun eksinin
olmadigl gézlendi {(26).

Belkhode ve ark., asit ve alkalin fosfotaz,
laktat dehidrogenaz ve insan serumu glukoz 6&—fosfat
dehidrogenazi lUzerine invitro olarak 2,8 GHz’lik mikrodalga
isininin etkilerini calistilar. Enzimler 4,5 ve 18,5 dakika
stire ile 37, 46.7 ve 4%9.7 °C’de 1i1sinlandi. 1ki 1sinlama
slresi icin de 49,7 C’de enzimatik aktivitede bir azalma
gizlendi. Fakat disitk sicakliklarda herhangi bir etki
yoktu. Calismacilar sonucta atermal etkilerinin olmadiginm:

gormislerdir (27.28).
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1.4.3. Mikrodalga Radyasyonunun Termal

gtkilerine Karsi Non-termal Etkileri.

Mikrodalga ile vyapilan calismalarda,isinmanin

gériilen etkilerde bir parca rol oynadigir gbzlendi. Genel
fizyolojik etkiler 1siya baglanmistir (29-30).
Mikrodalga radyasyonunu iceren arastirmalar, tnce
mikroorganizmalaran vasamil lizerine limit sicaklaik
noktasinin etkisi dzerine oldu. Burton (1950),Jacobs ve
ark. (1950) , Ingram ve Page (1953) ,Brown ve Morrison
(1954) , Tomberg (1961) tarafindan belirttildigi gibi
mikrodalga radyasyonunun mikroorganizmalar Uzerine etkisi
dogada termaldar. Ayrica Lystsov ve ark., mikrobial
vejetatif hilicreler, sporlar ve DNA ve dinlsimi Uzerine
mikrodalganin etkilerini calistilar. Bu calismacilar, bu
sistemler Uzerine radyasyonunun mutajenik etkilerini veya
spesifik olmayan non-termal 6ldirtcl etkileri buldular (31).

Memelilerin viris replikasyonu lzerine
mikrodalganin etkisini Luczak ile Szmigielski ve ark. (32)
calismislardir. Sonucta bu calismacalar replikasyonun
inhibisyonunun termal etkilerle olustugunu belirtmislerdir.
Vela ve Wu suyun varliginda ve yoklugunda farkli bakteriler,
aktinomigcesler,mantarlar ve bakteriyofajlar idzerine 2450
* 20 MHz’lik mikrodalga uyguladilar. Suyun varliginda

mikroorganizmalar inaktive olmaktaydilar. Oysa kuru veya

liyofilize organizmalar daha uzun stirelerde
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mjkrodalga uygulanmasi halinde bile etkilenmediler.
Callsmac:llar' mikroorganizmalarin termal etki ile
tﬂdugunu,non—termal etkinin olmadigina ifade ettiler;
guyun disindaki hicre bilesenlerinin hicrenin o&lumi
jcin yeterli enerjiyi absorblamadiklarin: belirttiler.
pununla birlikte calismacilar non-termal etki varsa
punun bakterisidal oclmadigini,ancak suyun non—termal
etki icin bir potansiyel olusturdugunu ifade

ettiler (33).

Baza arastirmacilar molekiler transformasyon ve

degisimler icin enerjiye olan gereksinimden dolayi termal

olmayan mikrodalga etkilerinin olabilecegini
gistermislerdir. Bunlar hidrojen baglara ile ikincil
baglanmalarin kirilmasiny protein hidrotasyonundaki

degismeler gibi olusumlari kapsar (34).

Dreyfuss ve Chpley G5.aureus hicreleri Gzerine
sublethal mikrodalga radyasyonunun bazi etkilerini
belirtmek igin S.aureus kiltirlerini mikrodalga
radyasyonuna  tabi tuttular. PBilinen 1sitma yénteminin
etkisini karsilastirmak icin kidltirlier,mikrodalga
uygulanmis kiiltirlerde kaydedilen sicaklikta,sicak =1}
banyosunda iliretildi. Kontrol, mikrodalga uygulanmis ve 1siya
tabi tutulmus kidltirler santrifiijlendi, pellet saf su ile
slispanse edildi. Hicre lizatlara ve duvar sanra
izole edilerek, enzimatik aktivite igcin incelendiler.

Kontrol ile karsilastirildigi zaman, mikrodalga uygulanmis
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hucrelerde malat,x—ketoglutarat dehidrogenaz , sitokrom
oksidaz Ve stoplazmik adenozin trifosfatas ¢ ATPaz )
aktivitESi daha vyuksek bulundu.

Membran (ATFPaz) » alkalin fosfataz ve laktat
dehidrogenaz aktivitesi degismedi. Glukoz 6—Fostat

dehidrogenazin aktivitesi ise mikrodalga radyasyonu sonucu

azaldi. Bilinen 1sitma ydntemi sonucu,hiicrelerde glukoz 6-

fosfat dehidrogenaz, malat dehidrogena:z ve stoplazmik
adenozin trifosfataz aktivitesinin arttiga
gizlendi.ox—ketoglutarat, 1laktat dehidrogenaz aktivitesi
azaldi,alkalin fosfotaz aktivitesi ise degismedi.
Hicrelere 10 wve 20 sn.mikrodalga uygulandig: zaman

termonitkleas aktivitesinin arttig: gordldua (35).

Mikrodalga radyasyonunun non—termal
etkilerini belirtten bazi teoriler aciklanmistar.
Barnes ve Hu membran icinde meydana gelen iyan
degismelerina mikrodalganin non—termal etkilerini
belirtmek icin bir matematiksel yontem
gelistirmislerdir (Z&). Straub ve Carver membran icinde
elektiriksel akim ve potansiyel farklilaklarindaki
artmalardan sorumlu olan aktif iyon transportundaki
azalmayla membran vyapilarinda irreverzibl bir zararin

meydana geldigi gidzlendi(37).
Uzet olarak mikrodalga radyasyonu iceren
mikrobiyolojik calismalardan asagidaki sonuclar elde

edilmistir:
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1) Termal etkilerden mikrodalga etkilerini

ayirdetme yetersizligi

2) Sicaklak ne olursa olsun mikrodalga

etkilerinin ispata

3) Mikrodalga radyasyonundan kaynaklanan termal

veya non-termal etkileri gbzleme giicligi
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BOLOM 11

2. MATERYAL VE METODLAR:

2.1. Biyolojik Materyal: Bu calismada Diyarbakir iline bagli
Cermik Belkas Hatun termal kaplicalarindan getirilip
soyutlanan Bacillus coagulans ve Staphylococcus simulans

kullanmilmistar.

2.2. CALISMADA KULLANILAN MADDELER:
Etilalkol;MgS0a; KzHPDa; FeS0a; KI;HCI; HgCl=3 I=3CuS0a
HzD=,6lukoz; Sukroz; Xyloz; Laktozg (NH2)=S043; MgCO=x=3
KOH; NaND=3 H=5043 KNO=3 NaCl;Sitrikasit; Ore; Fenol red;
NHaH=PD4s; KHzPOs3; Sodyum sitrat; sodyum azid; Na=CO=; Na-K
Tartarat: Naz-W0s.2H=0; Naz=MoDa.2H=0; H=PDs; L.=S04; Br=3
Brom Cresnl Purple; Sodyum Dodesil Sulfat (SDS); Amonyum
persllfat; Glasiyel asetik asit; Metil alkbl; NazHPOa.2H=0D
NaHzPDa..2H=-0; R-Merksptoetanol ; Brom Phenol Blue ;3 Gliserin
i N-N-N>-N*> Tetrametil etilen diamin (TEMED);
Maltoz; Trehaloz ve Nisasta analitik saflikta ticari olarak
Merck Darmstadt’tan sagland:.

Sodyum kazeinat; gelating; Tris—Base (Tris
[hydroxymethyll amino-methane); Tris-HCI; Akrilamid; N-N>*-
metilen bis akrilamidy; Dalton Mark VII-L Protein kiti

( Albumin Boving ( 66.000 ) , Albumin egg ( 45.000 ) ,
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gliseraldehit 3—fosfat dehidrogenaz (36.000), Karbonik
anhidraz (29.000), Tripsinojen (24.000), Tripsin inhibitor
(20.100), o—Laktalbumin (14.200) ); Coomasie Brilliant Blue
R-250 Sigma Chemical Company’den ticari olarak temin
edilmistir.

Nutrient Broth (Bacto dehydrated)j; Agar (Difco Bacto
agar); Et dzutiliy Peptony Saburo Dextrozy; Trypton (Bacto
Tryptone); Mannitol salt agar, Difco Labaratories’den temin
edildi.

C0=> gaz jeneratord (Gas, Generating Kid for

anaerobic system) OX0ID’ten saglandi.

2.3. CALISMADA KULLANILAN ALETLER:

1) Santrifidj ( Hettich EBA III )

2) Etdv ( Nuve EN 400 )

3) Spektrofotometre ( U.V - 1460 Shimadzu U.v-
Visible Recording spectrophotometer )

4) Mikrodalga firin (2450 MHz frekansli Dokunmatik,
Vestel -V- 8305T mikrodalga firin)

9) Ultrasonik homojenizatdor ( Ultratip, Labline
wave Energy Systems, 10 KHz, 100 W)

6&) Elektroforez aygiti (Gelman Gelcell, Gel Column)

7) Gu¢ kaynag:r (Gelman, Deluxe Regulated Power
Supply)

8) U.V Lambasa
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9) Mikroskop (Olympus HB)

10) Termocift ( Ni-Cr/Ni alasimindan yapilmis).

2.4. BAKTER! TESH1S!:

2.4.1 Gram Boyama:

Jansiyen moru ( Stok cbézelti; S5 gr. janmsiyen moruj;
100 ml Z95°1ik etil alkol. Kullanma soliisyonu; 10 ml stok
jansiyen moru cbzeltisiy 100 ml %1 fenollu distile su )g
tugel ( 1 gr. iyot; 2 gr. KI; 300 ml distile su )3 Sulu
fuksin ( stok cozeltiy 3 gr. Bazik fuksing 100ml %95°1lik
etil alkol. kullanma soliisyonu; 10 ml. stok bazik fuksin
czeltisi; 100ml, %S fenollu distile su ); etil alkeol; su.

Steril &éze ile alinan bakteri ©&rnegi lam Uzerinde,
bir damla fizyolojik serum ile yayilir. Havada kurutulur,
alevde fikse edilir. Lamin lizerine jansiyen moru dékiilerek 2
dakika bekletilir.Daha sonra 1lugol dékllerek '1/2 dakika
bekletildikten sonra ardindan etil alkol (1/2dakika)
dékiiliir, sonrada saf su ile vyikanir. Lamin {zerine son
olarak sulu fuksin dbkilir. 1 dakika sonra lam yikanir ve
havada kurutulur. Bakteriler mikroskopta incelenir. Hiicre
duvarindaki farkliliktan kaynaklanarak 6 ( + ) bakteriler

mor, G ( - ) bakteriler pembe gérinir.
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2.4.2. Bakteri Hicrelerinin Ulcdlmesi:

Mikroskopta inceledigimiz canli veya cansiz maddenin
poyutlarini, olcmek mumktindlr . Bu islem icin objektif
mikrometre ve okiiler mikrometre kullanilir. Okiiler
mikrometrede 5 wmm’lik bir uzunluk elliye béllinmis olup,
okuler icine yerlestirilir ( okller mikrometresinin taksimat
degeri, mikroskobun kullanilan bdylitmesine gére degistigi
icin, kullanilacak objektif mikrometre taksimatlarina gidre
hesaplamalar yapilir ). DObjektif mikrommetresinde genellikle
1 mm 1007e bdélinmlistir, yani her bir aralik 1/100 mm’dir.
nce bir objektif mikrometre taksimatinin kag okiler
mikrometre taksimatina karsilik geldigi bulunur. Bundan
vararlanarak da okller mikrometresinde bakterinin boyutlar:
tayin edilir.

2.4.3. Hemoliz Deneyi :

Kanl: agar ( 17 gr. agar; 10 gr. pepton; S gr. NaCl;
Sgr. et dzutid, 100 ml, distile su, yanakisisina gelince 100
ml. kan ilave edilir. ) <*?

Kanl: agara ekilen bakteriler 37°C’de 2-2 gln
inkiibasyona birakildi. itnkibasyondan sonra koloni etrafinda

kanin erimesi hemolizi gésterir.

(%) Bitin besiyerleri 15 dakika'’ 1,5 atm.’de

otoklavda sterilize edildi.




2.4.4. Hareketlilik Deneyi
Bu deney 1ile bakterinin hareket edip etmadigi
belirtilir. 1,5 gr. et dziutd; S5 gr pepton; 2,5 gr Naci; 0,8

agar 3 500 ml. distile su 1ihtiva eden besiyeri,

gr.
hazirlandi.

Biyuk tuplere iki ucu acik cam cubuk birakilir. Cam
cubugun ucu disarda kalacak kadar tuplere besiyeri
birakilir. Cam gubugun icine ekilen bakteri 37°C’de 2-3 gin
inkiibasyona birakildi. Bakterinin bhareket edip etmedigi

kontrol edildi.
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Sekil—-2.1. : Hareket Besiyeri
2.4.5. Exoenzim Testleri
1) Nutrient agar ( 35 gr. pepton; 3 gr. et dzdtd; 15
gr. agar; 1000 ml. distile Su. Nutrient Broth
S1v1 besiyeri hazirlamak igin ise, ortama agar ilave

adilmeaz.)

2) Nisasta agar ( Nutrient agar + % 0.4 cdzinir

nisasta )
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3) Kazein agar ( 2.0 gr. Sodyum kazeinat; 1 gr.
glukoz;0.2 gr MgS0a; 0.2 gr. KzHPOs; az miktarda FeS0s ; 15
gr. agar; 1000 ml. distile su )
4) Gelatin agar ( 2 gr. gelatin; 1.5 gr et
g=zlitd; 2.5 gr. pepton; 7.5 gr. agar; 500 ml. distile su )
3) Yagli agar ( 1.5 gr.et dzdti; 2.5 gr. pepton; 7.5
gr. agar; 3 gr. tereyag:i; 500 ml distile su )
6) Gramin iyot cozeltisi ( 1 gr. iyot; 2 gr.
KI; 300 ml. distile su )
7) %171ik HCI
8) HC1l, HgCl= ¢ 1.5 gr. HgClz; 20 ml. derisik HCI1
distile su ile 100 ml’ye seyreltildi )
?) CuS50s7Un sudaki doygun cidzeltisi
10) % 37 1uk H=0-=
Inkibasyonlar 37°C°de 2-3 gun yapild:i.
Bu deneyde katalaz, nisasta, kazein, gelatin ve lipaz
hidrolizi incelendi.
Katalaz Testi: Ekim vyapilmis Nutrient agara %371liik H=0=
dékiilldigli =zaman hava kabarciklari olusursa mikroorganizma
katalaz tretmektedir. Rir cok aerob ve fakultalif
mikroorganizma bu enzimi Gretmektedir.
Nisasta Hidrolizi: Ekim yapilmis Nutrient agara gramin iyot
cozeltisi dokilerek, 2 dakika bekletildi. 1tyot nisastayla
mavi bir renk verir. Ancak bakteriyel amilazin etkisiyle
nicasta .maltoz ve glukoza hidrolizlenmisse mavi

bir renk olusmayacaktir. Buna dayanarak olusan nisasta iyot



kompleksi icin yorum yapilir.
gazein Hidrolizi:Ekim vyapilmis kazein agara %171lik HCI
katilarak, 353 dakika bekletildi. Daha sonra HCI dékilerek,
isikli bir sahada incelendi. Kialtdrin cevresinde acik -
parlak bir bdlgenin olmasi kazeinin hidrolizini gdsterir.
Gelatin Hidrolizi:Gelatin agara HCI.HgCI; katilarak 5 dakika
bekletildi. Kultiardn beyazimsi olmasi gelatinaz ldretiminin
bir gistergesidir.
Lipaz Hidrolizi: Yagli agara CuS04°un  sudaki doygun
cozeltisi katildi. Yag damlalarinin mat ve yesilimsi olmas:
lipaz d4dretimini, belirgin olmayan bir renk reaksiyonu ise
hidroliz olayinin olmadigin: gisterir.
2.4.6. Karbohidratlarin Fermantasyonu:

1) 0.5 gr. Glukoz; 1 gr; Trypton; Bir kac damla
Brom Cresol purple {(BCF) ( 0.4 gr. BCP; 13.8 ml N/20 NaOH;
B6.2 ml distile sw)

2) 0.5 gr. Sukroz; 1 gr. Trypton; Bir kac damla EBCFP

3) 0.5 gr. Laktoz; 1 gr. Trypton; Bir kag damla ECF

4) 0.5 gr. Xyloz; 1 gr. Trypton; Bir kag¢ damla BCFP

Bu deneyle glukoz, sukroz, laktoz ve xyloz
fermentasyonu ve sekerlerden gaz olusumu incelendi.

Deneyin sonunda BCP sari olursa asit olusturuyor, soluk
sari: olursa hafif asit olusturuyor, renk degismes ise asit

olusturmuyor sonucuna varilir.




2.4.7. Amonyak testi:

1) Amonyum Besiyeri: 1 gr(NHg)2504 3 0.03 gr. KoHPO4 ;
0.0235 gr. MgS04 ;3 5.1073 gr. FeS0, ; 0.25 gr. MgCOz ;3 30 ml.
distile su.

2) Nessler reaktifi: 50 gr. KI ;3 35 ml. distile su ;
bir miktar HgCls 3 400 ml. %50’ 1ik KOH ;3 hacim distile su
ile 1000 ml’ye tamamlandi.

Ekim vyapilmamis Amonyum besiyerinde bir +Ffayans
lizerine 1 damla alindi. Ayni islem ekim vyapilmis besiyeri
icin de vyapild:r , 2-Z damla Nessler reaktifi katildi. Koyu
sari—portakal renk olusumu amonyak Uretimini gdsterir.
2.4.8B. Nitrat Testi:

500 ml. Nutrient Broth sivi besiverine son derisimi %1
olacak gekilde KNOz katilarak tdplere bdllsturidldi. Ekim
yaplildiktan sonra inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
tiplere FeS0h4+H-504 katilarak kahverenkli gaz olusumu
gozlendi.

2.4.%2. Tuz Tolerasyonu:

Icinde %3 , %Z6.3 ve %107 1luk NaCl olan Nutrient Broth
S51v1 besiyerlerine ekim vapildi. g8-10 saat 37°C’ de
inkiibasyondan sonra ureme godzlend:l.

2.4.10. indol Deneyi:

indol, azotlu bir bilesik olup, bazi bakteriler
tarafindan triptofanin enzimatik hidrolizasyonu sonucu
maydana getirilir.

1) 2,0 gr. Pepton (Triptofan)




2) 0.3 gr. NaCl

3y 100 ml. distile su
37°C7’de 2-3F gln inkibasyondan sonra kiltudrdn Gst kisminda
kirmizi1 rengin olusumu indol varligini gisterir. Ustte sara
rengin gozlenmesi ise, mikroorganizmanin triptofam
hidrolizleyecek enzimi salgilamadiginin godstergesi olarak
kabul edilir.

2.4.11, Ureaz Deneyi:

Baz:i bakteriler ldreaz enzimi yardimiyla Ureyi hidroliz

ederek amonyak olustururlar. Kiltiirde meydana gelen amonyak
pH’ nin yiikselmesine neden olur.
1,0 gr. pepton ;3 5,0 gr. NaCl ; 2,0 gr. KozHPO4 3 6 ml.
Fenol red{1/500) j; 20.0 gr. agar H 10.0 ml. glukoz
(Z10) 3 100 ml. Grea(X20) ; 1000 ml. distile su ihtiva eden
besiyerleri hazirlanarak tidplere boélistdrildid. Fenol red g3
0.4 gr. Fenol red ; 23.5 ml. NaOH(N/20) ; 76.5 ml distile su
ile hazirlandi.

I7°C ve 2-3 gun inkidbasyondan sonra, tidplerde saridan
koyu kahverengine kadar degisen bir rengin olusumu deneyin
pozitif ol dugunu gosterir. Negatif reaksiyon halinde
tiiplerde renk degisimi gdzlenme=z.

2.4.12. Sitrat Deneyi:

Bu test ile mikroorganizmanin sitrati enerji kaynag:

olarak kullanabilirligi arastirilir.
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5.0 gr. NaCl 3 0.2 gr. MgS0a 3 1.0 gr. NHsHzPOs. § 1.0
gr. KH=POa 3 5.0 gr. Sodyum sitrat, 1000 ml. distile su
ihtiva eden besiyerleri hazirlandi.
37°C’de 2-3 gin inkiibasyon uygulandiktan sonra
besiyerinde bir bulaniklik varsa reaksiyon pozitif, ortam
berraksa reaksiyon negatiftir.
2.4.13. Mannitolda ireme:
111 gr. Mannitol salt agar; 1000 ml. distile su ihtiva
eden besiyeri hazirlanarak petri kutularina bélistidrildi.
37°C’de 2-3 glin inkibasyondan sonra dremenin olup
olmadig: gdzlendi.
2.4.14. Sadyum azidli (%0.02) Besiyerinde lreme:
S gr. Pepton 3§ 3 gr. et ézitid 0.2 gr. Sodyum azid,
1000 ml, distile su ihtiva eden besiyeri.
37°C’de 2-3 giln inkibasyondan sonra sodyum azidli
ortamda Uremenin meydana gelip gelmedigi gézlenir.
2.4.15. Saburo Dextroz’da lreme:
65 gr. Saburo dextroz agar; 1000 ml. distile su ile
hazirlanmis besiyeri kullanildi.
37°C ve 2-3 gun inklbasyondan sonra bu besiyerinde
dremenin olusup olusmadig: incelenir.
2.4.16. Anaerobik Ortamda Oreme:
5.0 gr. pepton 3 3 gr. et o6zutld 3 15 gr agar ;3 1000 ml.
distile su iceren besiyerleri hazirlanarak petri kutularina

bollistirildi.
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Anaerobik sistemler icin, icinde CO2 jeneratirid bulunan
gavanozda I7°C7’de 2-3 gun inkilbasyondan sonra baxkterinin

anaerobik ortamda dreyip dremedigi gdézlenir (38).

2.5. MIKRODALGA UYGULAMASI

Tur teshisi deneyleri vyapildiktan sonra 10 ml?1ik
Nutrient Broth (NB)} sivl besiyerine bir o8ze dolusu ekilen
bakteriler 1 gece Z7°C " de inkubasyona birakildi.
tnkibasyondan sonra bu kiilturlerden esit optik yogunlukta
miktarlar alinarak NE sivi besiyerine ekim yapildi. 4 saat
inkuibasyondan sonra bakterilere mikrodalga firininda 15 sn
siireyle 33 ; 110 ;3 165 ; 220 ; 273 ve 330 W lik mikrodalga
uyguland:i. Kontrolle (37°C°de mikrodalga uygulanmayan)
birlikte bakteriler 20 saat 37°C’de inkubasyona birakild:.

Termal etkiyi incelemek icin ise 3 10 ml’lik NB sivi
besiyerine ekilen bakteriler 22.5°C, 37°C wve 950°C'de

Uretilerek farkliliklar incelendi.

2.6. BAKTER1 SAYIMI;

Bakteri sayimi icin NB sivi besiyerinde lUretilmis olan
bakterilerde 0.1 ml. alinip, 104 kez serum fizyolojik (2 gr.
NaCl, 1000 ml. distile su) ile seyreltildi. Buradan 0.1 ml.
alinarak kati besiyerine ekim yapildi ve 3I7°C’de 24 saat

inkiibasyona birakildi. 1inkibasyondan sonra koloniler

D



gayilarak, ml’deki canli bakteri sayisi hesaplandi1 (6).

2.7. BAKTERILERIN PARCALANMASI ;

NB sivi besiyerindeki bakteriler 5.000 rpm’de 15 dakika
santrifldjlendi. Ust sivi dokilerek , pellet 0.03 My 1 ml
Tris (Tris L[hydroxymethlyl aminomethane) tamponu (Tris
HCI ile FH:7.57a ayarlandi) icinde céziildi. 10 dakika buz
iginde, ultrasonik hompjenizatdrle parcalanarak, +4°C7de
5.000 rpm*'de 43 dakika santrifijlendi. Pellet ve st sivi
ayrildi. uUst sivi dUzerinden protein miktar tayini ve
elektroforez vyapilarak stoplazma proteinlerinin profilleri
incelendi.

Fellet %1i071iuk 1 ml1 Sodyum Dodesil Sidlfat (5DS) ile
coztindrlestirilerek 135 dakika 5.000 rpm’de santrifljlendi.
ust S1ivl alimp protein miktar tayini vapilarak
elaektroforetik olarak membran proteinlerinin profilleri

incelendi. (32)

2.8. PROTEIN MIKTAR TAYINI ;

Frotein miktarlari Lowry yontemine gore saptand:
(40) .Alkalin cozeltisi: %4 NaxCO0z ; %4 Na-K Tartarat ; %2
CuS04(100:1:1)Folin Reaktifi: 100 gr. NagWig.ZHZ0 ;3 25 gr.
NaoMoDg - 2H20 ; 50 ml 7% 8371ik HzFO4 ; 100 ml derisik HC1

5 130 gr. LipS04 3 Birkac damla Brg ; hacim distile su ile
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1000 ml’ye tamamlandi. Standart egriyi cizmek icin
derisimleri bilinen bir seri Bovin serum Albumin (BSA)
cidzeltileri hazirlandi. Bitin tupler distile su ile 500 M1
hacime tamamlandi. Daha sonra tiplere 5 ml alkalin coézeltisi
katilarak, 13 dakika 40°C su banyosuna birakildi. Sonra
tizerlerine Folin reaktifinden (1:1) 0.5 ml katilarak 30
dakika sonra 660 nm’deki absorpsiyon degerleri (A&&60)okundu.
A&L60 degerlerine karsilik gelen BS5A protein miktarlarindan
yararlanarak standart dogru c¢izildi. UOrneklerin protein
icerigi, 660 nm’de ockunan absorpsiyon degerleri kullanilarak

standart egriden hesapland:.

2.%9. Elektrofrarez

Proteinlerin fizikokimyasal dzellikleri blylik bdlglde
iki faktdr tarafindan belirlenir: Molekiil blyldkldgid ve
e@lektriksel yik. Bu parametrelerdeki farkliliklara dayanan
ayirma yontemleri gelistirilmistir. Bunun yaninda, baglanma
yaeteneginin spesifik dzelliklerinden de faydalanilabilir
(affinite kromatografisi gibi).

Elektriksel alanda yikld taneciklerin gic etmesi olay:
olarak bilinen elektroforez, proteinlerin ayrilmasinda c¢ok
etkin bir yintemdir. Daha c¢ok analitik tdntem olarak
kullanilir ama degisik proteinlerin preparatif ayrilmas:
icin de kullanilabilir. Tampon cdzelti ile ayarlanmis
belirli bir PH’da degisik proteinler degisik sayida vyik

tasirlar. Elektriksel alan uygulandiginda protein

D
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molekiilleri elektriksel kuvvetlere gidre vyiridrler. Yarime
hizi, etkileyen elektriksel kuvveti belirleyen molekil sekli
ve buyuakligine baglidir.

Proteinlerin saflastirilmasi: icin en cok kullanilan
yvintemler 3 diyaliz, ultrafiltrasyon, jel filtrasyonu,
elektroforez gibi ydntemlerdir.

Yiik, bidyilklik ve bicime bagli olarak ayirmayl sajlamak

icin kullamilan en uwuygun elektroforez metotlarindan biri

poliakrilamid jel elektroforezidir. Poliakrilamid jel
elektroforezinin ayirma glici proteinlerin molekiil
agirliklarinin tayininde kullanilabilir. Bunun icin

proteinler arasindaki elektriksel vyik Ffarkinin ortadan
kaldirilmas: ve proteinlerin denatire edilmeleri gerekir.
Oligomer proteinlerin analizinde, bir deterjan olan ve
genellikle denatiire edici bir ayirag olarak Sodyum Dadesil
silfat ((SDS), CHz(CH=2)3; 0 S0™ 3 Na*) kullanilmaktadir.
Hidrofobik ve hidrojen baglarini kiran SDS’nin proteinlerle
yaptig: kompleks, negatif yuklu ve cubuk sekilli
partikiillerden ibarettir. Bu negatif yiklii SDS—protein
kompleksleri birbirini itmekte ve proteinlerin bir aravya
gelmeleri Onlenmektedir. Froteinlerin disualfir baglarim

kirmak icin RB—Merkapto etanol (DOH—CH>—CH>-5H)

kullanilir (42).
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14 M—P—P~4erkcu;:toetcmﬂx
% 10°tuk SDS

Tersiyer yapdaki
Dogal pratein

Dengtiire editmis
protein

Poliakrilamid jel elektroforezinde, poliakrilamid jelini
olusturmak icin iki monomerik komponent olan akrilamid ve N-
N*-metilen bis akrilamid kullanilir. Olusulan palimerler 3
\ boyutlu bir ag meydana getirirler. Bu polimerlarin sekli
baslatici ve aktive edici bilesiklerin katilmas: ile

dizenlenir:
1.Reaksiyoan

‘ {NHa) 25=20a + TEMED  ————- > (1°)
‘ Amanyum persiilfat N-N-N*-N* Tetra Serbest Redikal
‘ Baslatici Metil etilen Dramin
Aktive edici
0
2.Reaksiyon 4450 CH2=CH—C4&
(1°)+nCH= = CH - C +n >NH
™ NH= aHe
NH
CH2=CH—C’\
—-- CH=-CH-CH=-CH-CH=-CH N9

Lo L

0
éHz LHz NH=

//NH
0 NH= O NH=
Q\C \C/ “C/

——CH2~éH—CHz—£H-CHz-CH

DU




Elektroforez lslemi:

Elektiroforez islemi Weber % 0Osborn yidntamine gire

vapi1ldi (43).

A Tamponu: 23,34 gr. NagHFO4, 2HZ0; 8.8 gr. NaHoFO4.H20
; 2 gr. SDS.Hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamland:i.
B Cozeltisi: 5,9 gr. Akrilamid ; 9.15 gr N-N1 metilen

bisakrilamid ; 25 ml distile su.

C Codzeltisi: 15 mg/ml Amonyum persiilfat

D Cozeltisiz 1:1 oraninda sulandirilmis A tamponu

N-N-N1-N1 Tetrametil etilendiamin (TEMED) j; %1071luk 5DS;14 ™
R—Merkapto etancl ; Brom Fhenol Blue (BFR) 3§ Gliserin.
Boyama soliisyonu : 0.25 gr. Coomasie Brilliant Blue R-250 -
23 ml metil alkol ; 15 ml glasiyel asetik asit 3 60 ml
distile su.

Boya cikarma solisyonu : S50 ml metil alkol 5 73 ml glasiyel

asetik asit : Hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

Standart protein kiti (Dalton Mark VII-L) ; Albumin Boving

(66.000) ; Albumin egg (45.000) ; Gliser aldehit 3I—fosfat

dehidrogenaz (26.000) ; Karbonik anhidraz (29.000) H
Tripsojen (24.000) i Tripsin  inhibitdr (20.100) 5 X

Laktalbumin (14.200).

]
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Jellerin Hazirlanmas::
| Jel solidsyonu olarak kullanilan 15 ml A Tamponu ;
13.5 ml B Cézeltisi ; 1.5 ml C Cdzeltisi ve 435 M1 TEMED buz
icinde karaistirilarak hazirlandi. 80 x 5 mm ebadindaki jel
tipleri , alt kismi parafilm ile kapatilmis bir sekilde jel
hazirlama aparatina vyerlestirildi. Buz icinde silirekli
karistirilarak hazairlanan jel soliisyonu (6 cm) jel tiplerine
dolduruldu. Jellesmenin dizgln bir sekilde olmasi icin
Uzerine distile su (1 cm) konuldu. 15 dakika U.V.lambasinin
éninde birakilarak jelin iyi polimerize olmasi saglandi.
Elektroforez islemi icin hazirlanmis tiplere distile su,2 M1
A Tamponu , 5 M1 SDS (%10) , 1 M1 R-Merkapto etanol (14 M) ,
distile su ile hacim 75 M1 olacak sekilde protein cézeltisi
konularak , proteinlerin denatlre olmasi icin tipler 10 dk
?0°C’de 1sitildi. Daha sonra lzerlerine 10 M1 BFB , 20 Ml
Gliserin , S M1 B-Merkapto etanol , S0 M1 D Tamponu katilaip
karistirilda.

Jel tiplerinin alt ylizeyini ‘kapatan parafilm
cikarilarak ¥ jel tipleri elektroforez aygitina
verlestirildi. Hazirlanmis protein cézeltileri jel tiplerine
verildi. Unceden hazirlanmis olan A Tamponu 1:1 oraninda
seyreltilerek aygitin alt ve Ust bollmiine bosaltild:.
Tamponun Ust vylzeylerinin akim gececek olan elektrotlarla
temas etmesi saglandi. Ayni1 sekilde jel tidplerinin alt ve

st wuclarinin solisyonla temas etmesi ve wucglarinda hava
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kabarcigi: kalmamasina dikkat edildi. Her jel icin 8 mA’1lik
pir akim wuygulandi , BFE boyasinin ilerleyisi kontrol
edilerek proteinlerin vyirdmesi izlendi. BFB boyasi jel
tiplerinin alt kismina vaklasinca akim kesilerek ¥
elektroforez islemine son verildi. Jel tipleri elektroforez
aygitindan gikarilarak bir enjektdor yardimiyla jeller jel
tipinden gikarildi. BFB boyasinin ilerledigi mesafeyi bilmek
icin , boyanin ilerlemis 0ldugu kisim bir igne vyardimiyla
delindi.Jeller temiz tdplere alinarak, izerlerine boyama
soliisyonu birakilip , jelin boyanmas: icin 30 dk beklendi.
Jeller boyadan alinarak lzerlerine boyanin cikmasi icin boya
cikarma sollsyon dikiilerek beklendi.

Béylece farkli dozlarda mikrodalga uygulanan ve 22.35°C
H 37°C ve 30°C* de dretilen Bacillus coagulans ve
staphylococcus simulans’in esit miktarda proteine gére
verilmis olan membran ve stoplazma proteinlerinin

elektroforez bant profilleri incelendi.

- - -

=_ S - = RENEEN N s T e S

Resim - 2.1. Elektroforez denayinde kullanilan elektrofarez

J aygiti.

L o i
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BoLuM III

3.1. BULGULAR

Cermik Belkis Hatun Teirmal kaplicalarindan getirilip
saftlastirilan ve Materyal ve Metod kizminda verilen bir
seri deneyin vyapillmasi sonucu teshis eadilen bakterilerle
ilgili sonuglar ve bunlarain ilgili literatirlerle
karsilastirilmasi Cizelge—-3.1. de verilmistir.

Buna gdre soyutlaman bakterilerin BRacillus coagulans ve
Staphylococcus simulans oldufu sonucuna varildi.

Farkli dozlarda mikrodalga uygulanmis ve 22,3 ;37 ve

S0°C de 24 saatlik inkiibasyondan scnra lUretilen bakterilerin

sayiml igin asafidaki formillden yararlanild:i.

1
N = = x D
Vv
N: 1 ml’deki canli bakteri sayisi
V: Ekilen miktar
x : Koloni sayisi
D: Seyreltme miktarz:
Mikrodalga asnasinda meydana gelen sicaklig:

belirlemek icin Ni—-Cr/Ni alasimindan vapilmis termocit

kullanild: (44). Bu termocit ile olciilen mY ve ona
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karsilik gelen sicaklik degerleri Cizelge—3.2%de
belirtilmektedir.

Staphylococcus simulans ve Bacillus coagulans icin
kontral ve mikrodalga uygulanmasi sonucu, bakteri
saylisil ile esgit sayidaki bakterinin stoplazma ve membran
protein miktarlar: sirasiyla Cizelge-3.3% ve 3.4 de

verilmistir.

Termal etkiyi incelemak lzere 22.9 3 S7 ve
50°C*de udretilen Staphylococcus simulans ve Bacillus
coagulans icin bakteri sayls1 ile esit sayi1daki

bakterinin stoplazma ve membran protein miktarlari Cizelge—
3.5 va S.467da verilmistir.

Staphylococcus simulans ve Bacillus coagulans®in gram
boyamadan sonra mikroskop altindaki gordantidleri Resim—3.
ve 3.27de goriilmektedir.

Mikrodalga uygulanmis Staphylococcus simulans ve
Bacillus coagulans’in stoplazma c¢ozinldr proteinleri ve
membtan proteinlerinin her biri kendi icinde, asit
miktarlarinin elektroforez bant profilleri sirasiyla
Resim—-3.3 ; 3.4 3 3.5 ; 3.6°da verilmistir.

22.5 3 I7 ve 50°C°de drestilen Staphylococcus simulans
ve Racillus coagulans’ 1n stoplazma cozunur proteinleri
ve membran proteinlerinin her biri kendi ig¢inde,
esit miktarlarinin elektroforez bant profilleri ise

Silrasiyla Resim-3.7 ; 3.8 ; 3.2 ve 3.107°da verilmistir.




4=

Staphylococcus simulans ve BRacillus coagulans ic¢in,

uygulanan gilc ile esit sayidaki bakterinin stoplazma ve

membran protein miktarlarina iliskin grafikler Sekil-3.1
ve Sekil-3.27 de belirtilmistir.

Termal etkiyi incelemek lzere 22.5 : 37 ve 509 C* de

tiretilen Staphylococcus simulans ve Bacillus coagulans
icin dretilen sicaklik ile esit sayidaki bakterinin
stoplazma ve membran protein miktarlarina iliskin

grafikler Sekil-3.3F ve Sekil-3.4° de belirtilmistir.
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BOLOM - 1V
SONUCLARIN TARTISILMASI

Mikrodalganin termal etkileri ile ilgili calismalardan
giris kisminda séz etmistik ;3 mikrodalganin termal etkisinin
ortaya cirkmasi icin 10mW/cm® yogunlugunda bir 1sinlama
gerekmektedir. Hicresel ve biyokimyasal dizeylerde
degisiklikler 1 mW/cm® veya disiik dozlarda baslamaktadir.

Mikrodalganin termal olmayan etkileri de 50 yildan beri
bilinmekte ve bu konuda yoQun arastirmalar vyapilmaktadir.
Amerika®da hayvanlar Uzerinde yapilan arastirmalar vyiiksek
dozlarda sirekli mikrodalga etkisinin dokularda mutasyona ,
gézde perde olusmasina , anormal c¢ocuk dogumlarina ,
davranis bozukluklarina . demir metabolizmasinda
bozukluklara , akyuvar artislarina (Likozitoz) , alyuvar
azalmasina (anemi) , kromozomal bozukluklara , v.s. neden
oldugu saptanmistair.

Mikrodalga firinlarin gilinlik yasama girmesinden ve
mikrodalganin canla sistemler lzerindeki olumsuz
etkilerinden yola c¢i1karak , farkli morfolojik gruplardan
secilen Staphylococcus simulans ve Bacillus coagulans’in
genetik materyalleri Uzerindeki etkisinin bir yansimas:
olarak protein miktarlari ve proteinlerinin elektrofore:z
profilleri incelenmeye calisild:.

Cizelge-3.3’de degisik dozlarda mikrodalga uygulanmis
esit sayidaki (3.7x10= tane/ml) Staphylococcus simulans’®in

stoplazma c¢ézunlr protein miktar:1 ile Z%10’luk SDS ile
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cozunirlestirilebilen membran protein miktarlari ile esit
silrede ve optik yogunlukta bakteri inokilasyonu sonucu
ulasilan bakteri vyoQunlugu mililitredeki bakteri sayis:
cinsinden verilmistir.

a5 W' lik mikrodalga uygulanan bakteri orneginin
stoplazma c¢dzunar protein iceriginin kontrole nazaran
araldigir , bu degerin 110 ve 1463 W’ lik uygulamalarda arttig:
220 W lik uygulamada ise yeniden azaldigi goridlmektedir.

Bu artma ve azalmalar , termal etki nedeniyle enzim
aktivitelerindeki degismelelesre baglanabilecegi gibi(17,18),
mikrodalga etkisiyle besiyeri ortaminda olusan radikallerin
mutasyona neden olmasiyla da aciklanabilir (20,12). 0Olusan

radikaller operon modelinde gosterilen represiorlerin

sentezinden sorumlu gende bir mutasyona neden olursa .

represir operatdir bidlgeye baglanamayacagindan ilgili yapisal
genlerin c¢alismasi kontrol disi: kalir. Biylece vyasamsal
dneme sahip olmayan piroteinlerin sentezinde bir artma
meydana gelecektir.

Eger Yapxsal genlerin birlestigi vyerde bir nokta
mutasyon olusmus ise , sentezlenmesi gerekan farkl:i protein
sayisindan daha az sayida protein sentezleneceginden , esit

miktarda bakteri ihtiva eden stoplazma gcozunlr protein

miktari kontrole nazaran bir azalma gisterir.
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J Repressor MRNA sentezi engellenir
i 0)
Repressor
Repressor romotor] Operator Yapi genleri
l Bolge] l 2 ' 3 l L

| T
mNA Uretilir
Repressor S"‘%
0 inaktif B)
Kompleks
indUiktor

Gen aktivitesinin regilasyon semasi. (a) da represdr molek Ul transkripsiyonu bloke
eder, (b) de induktor represari inaktive etmistir ve boylece transkripsiyon

engelsiz yUrumektedir (41).

Resim-3,3’te de goridldugl gibi 165,220,275 ve 330 W’ lik
uygulamalar 1ile elde edilen elektroforez profillerinde ,
kontrol , 53 ve 110 W?li1k uygulamalarda gorilmeyen blylk
molekiil agirlikli proteinlere ait (165 W : 68.000 ; 220 W
68.000 ve 74.000 ;3 275 W : 70.000 ;3 76.000 ; 100.000 ; 3Z0 W
: 68.000 ;3 100.000 Dalton) bantlarin bédyle bir nokta
mutasyondan veya sodzl edilen proteinlerin éentezinden
sorumlu yeni genlerin olusmasina neden olabilen daha anlamla
mutasyondan kaynaklanmis olabilecekleri dusilintilmektedir.

Cizelge-3.3de belirtildigi gibi mikrodalga uygulama ile
Staphylococcus simulans™in membtran protein miktarlara

kontrole nazaran azalmaktadir. Ancak , Ffarkli dozlarda

I
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mikrodalga uygulanmasina karsin kontrole nazaran :
dzitlenebilen membran protein miktarindaki azalmanin hemen
hemen sabit olmasi § uygulanan her dozun membranin
bilesiminden sorumlu genlerin ayni oranda etkilendigini
distindiriirse de , bu drneklerin elektroforez bant profilleri
distinceyi gegersiz kilmaktadir. Cdnkd her doz wuygulama
sonucu elde edilen pro+il bantlari molekil agirligi ve birf
digerlerinden farklir , en az bir proteini icermektedir.
Mikrodalganin transport sistemini etkiledigi (37) y  ve
transporttan membran proteinlerinin sorumlu oldugu
diisiinilirse elde edilen sonuclarin Straub’un arkadaslarivyla
ileriye sirdugld goridsu destekledigl kanisindayiz.

Cizelge—-3.3"te esit miktarda inokiilasyondan uwygulanan
mikrodalga dozunun artmasina kosut olarak ldreyen bakteri
sayilisinin azalmasi , uygulanan mikrodalga dozunun giderek
arttirilmas: halinde dldariaci etkisini gosterecegi
asikardir. Bu dzelliginden vyararlanarak mikrodalga fiirinlar
bzellikle ameliyathanelerde , nester , pens , makas , v.b.
ameliyat gereclerinin sterilizasyonunda kullanilmaktadar.

Cizelge—-3.4 , Resim-3.5 ve Resim—3.67dan , Bacillus
coagulans’in da Staphylococcus simulans gibi mikrodalgadan
etkilendigi , EBacillus coagulans®in fakiiltatif termofil ,
Staphylococcus simulans™in termotoleran olmasi ve farkla
marfolojik gruplarin dyeleri olmalari nedeniyle ultra
yYapilarinda ki degisikliklere bagli: olarak , etkilenme

Siddetlerinin farkla olabilecegi anlasilabilir. Ornegin

A
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kontrole nazaran 55 W’1lik uygulama ile Bacillus coagulans’in
protein miktarinda artma olmasina karsin , ayn1 doz
Staphylococcus simulans’ta protein miktarinin kontrole
nazaran azalmasina neden olmaktadir. Bu sonug , Webb’in
ileriye sirdigd gibi (18) mikrodalganin DNA , RNA ve protein
sentezini stimule etme veya inhibe etme etkisiyle
aciklanabilir.
Cizelge-3.4’te verilen membran protein miktarlarinin
beklenenden fazla olmasi pellet icerisinde , parcalanmamis
hicrelerin membran proteinlerinin de SDS 1ile alinmis
olabilecegini disindirmektedir.
Cizelge-3.5 ve (Cizelge-3.46’da sicakliga bagli: olarak
Staphylococcus simulans ve Bacillus cagulans’in cdzunlr
stoplazma proteinleriyle membran protein miktarlarindaki
degisim verilmistir. 37°C’de esit sayidaki bakteri stoplazma
\ proteinlerinin 22.5 ve 50°C’de lretilenlerden fazla olmasi
’ 37°C’nin Staphylococcus simulans ve Bacillus cagulans’in

optimal dUreme sicakligina yakin olmasi1 , dolayisiyla bu
sicaklikta metabolik aktivitenin yiksek olmasina
baglanabilir.

Resim-3.7 ve Resim-3.9’da esit miktarda protein
verilmesine karsin 22.5 ve 350°C’ye ait jellerde 3I7°C’de
gdrilmeyen , molekll agirlig:r 466.000 Daltondan biuylk Ug¢ yeni
bant gdrilmektedir. Bu bantlarin ancak antibiyotik gibi

degisik ortam kosullarinda faaliyet gésteren genler gibi ,

A
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cevreye adaptasyondan sorumlu genlerden kaynaklandiga
ileriye suriilebilir.

Membran proteinlerinin 22.5°C’de gédrilmemesi ideal
metabolik ortamin olmamasindan kaynaklanmaktad:ir. Buna
bagimli: olarak , tasimada ihtiyag duyulmayan proteinler
meydana getirilmemektedir. Membranlarin 1lipid ve protein
agirlikly oldugu disiinildiginde , membranda o kosullarda
bulunan proteinlerin SDS gibi deterjanlarla membrandan
koparilamadigini dislndlrmektedir.

Yapilan calismalar sonucu ’ protein miktar
tayinlerinden ve elektroforez bant profillerinden .
mikrodalganin protein sentezini gen dizeyinde etkiledigi ,
bu etkinin uygulanan mikrodalganin dozuna 5
mikroorganizmanin morfolojik yapisina ve icinde bulundugu
bélinme evresine bagl:i olarak degisiklikler gosterdigi

kanisina varilabilir.
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Cizelge — 3.1. Bacillus coagulans ve Staphylococcus simulans igin elde

edilen veriler.

= Bacillus coagulans " Staphylococcus simulans
Ozellik Denel Referans Denel Referans
“yax.ireme sic.("C)|54,5 55-60 51 Belirtilmemis
Min.lreme sic.(°C)|22,5 15-25 22 Belirtilmemis
Geniglik (Mm) 0,7-0.8 0,6-1,0
yzunluk (Mm) 5-6 2,5-5
cap (Mn) 1,36 Belirtilmemis
Gram reaksiyon + * * +
Hemoliz - Belirtilmemis o Zayirf veya -
Hareket * + - +
gpor olusturma + Zayaf % -
Nisasta hidrolizi + + + Belirtilmemis
Kazein hidrolizi + +/- + Belirtilmemis
Jelatin hidrolizi + Belirtilmemis = -
Katalaz iliretimi + + + Belirtilmemis
Lipaz hidrolizi + Belirtilmemis - -
NOj 'U indirgeme + +/- - +
NH,uUretimi + Belirtilmemis + Belirtilmemis
%3 NaCl'de iireme + Belirtilmemis + Belirtilmemis
%10 NaCl'de dreme - Belirtilmemis = Belirtilmemis
Sukroz = Belirtilmemis + +
Xyloz == =/+ - -
Laktoz + Belirtilmemis + Belirtilmemis
Glukoz + + + Belirtilmemis
Ureaz + Belirtilmemis + Belirtilmemis
Mannitolda iireme + +/- - -/+
Sitratli Besiye-
rinde ilreme = Belirtilmemis = Belirtilmemis
Anaerobik Besiye-— :
rinde lreme + + + Belirtilmemis
Saburo Dextrozda
ireme + + + Belirtilmemis
Sodyum Azid(%0,02)| - + = Belirtilmemis
Trehaloz Bakilmada = -/+
Maltoz Bakilmada - ~/+

Indol Besiyeri

Belirtilmemis

Cizelge-3.2: Degisik dozlarda mikrodalga uygulanmasi
sonucu olusan ortalama ve maximum mVY ve

ona karsilik

gelen sicaklik degerleri.

Uygulanan gig Ortalama mV|Sicaklik|Maximum|Sicaklik
(Watt) slre:15 sn| degerleri ) mV (°C)

S5 0.1 39.5 17.9 472.4

110 0.3 44.35 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 a2 14.3 350.2




Cizelge-3.

S1

Degisik dozlarda mikrodalga uygulanmis
Staphylococcus simulans’in bakteri sayis: ,
stoplazma ve membran proteinleri miktar:.

>52

Uygqulanan Bakteri Esit miktarda bakterinin (3,7.1C5
Guc(Watt) saylsi Stoplazma tane/ml)
Stire: 13=n (tane/ml)xlcp praoteinlieri Membran
(mg/ml) proteinleri(mg/ml)
Kontrol 11,2 I, 63 0,82
S5 9:2 2,02 0,62
110 3.4 2,98 0,60
165 D2 3,26 0,42
220 ;8 2,43 0,57
2735 4 2y l2 0,44
330 3:7 2,33 0,467
Cizelge-3.4: Degisik dozlarda mikrodalga uygulanmis
Racillus cocagulans * 1n bakteri sayis: ,

stoplazma ve membran proteinleri miktari.

Uygulanan Rakteri Esit miktarda bakterinin 1.105
Gic(Watt) saylsi1 Stoplazma tane/ml)
Sire: 15sn (tane/ml)xlcﬁ proteinleri Membran
(mg/ml) proteinleri(mg/ml)
Kontrol 9 2,22 1,29
S5 90,1 3,46 2,463
110 2 1,056 1,056
165 ) 2,09 2,09
220 1 2,16 0,672
2735 3 2,76 1,51
330 1,1 2,02 0,74
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Cizelge-3.5: 22,3 ; 37 ve 50 °*C’de uretilen Staphylococcus
simulans *i1n bakteri sayisi1 , stoplazma ve
membran praoteinleri miktari.

Oreme Bakteri Esit miktarda bakterinin
si1cakligi sayisi (2,2.10% tane/ml)
(°C) (tane/ml) x10| Staplazma prote— membran protein-
inleri (mg/ml) leri (mg/ml)
22,9 14,3 1.73 i
37 11,2 2,23 1,41
30 2,2 1,9 2,016

Cizelge-3.6: 22,5 ; 37 ve 50 °*C’'de iretilen Bacillus
coagulans’i1n bakteri sayisi, staplazma
ve membran proteinleri miktar:.

Ureme Bakteri Esit miktar bakterinin
si1cakli1g1 sayl1si (2,2.1¢ tane/ml)
(°C) (tane/ml)x10|Stoplazma prote- membran protein-
inleri (mg/ml) leri (mg/ml)
22;9 24,4 0,64 0,270
37 9 25,91 0,607
50 20,2 1,63 1,27
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Resim—Z.1: Staphylococcus simulans®in Gram Boyamadan

sonra mikroskop altindaki gédrantisid {1360 kez biydtilmiis).

' Resim—3.2: Bacillus coagulans®in G6Gram Boyamadan

’ sonra mikroskop altindaki gorintisid (13460kez buyiitdlmis).
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Resim-3.3: Degisik dozlarda mikrodalga uygulanmis
Staphylococcus simulans’in stoplazma proteinlerinin esit
| miktarda protein (2,02 mg/ml) verilmis elektroforez bant

profilleri.

‘ S:Standart proteinler 3 K: Kontrol ; A: Albumin Boving

w (66.000 Dalton) 3 B: Albumin egg (45.000 Dalton) C:

Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (36.000 Dalton) D:

Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton) ;E:Tripsinojen (24.000
Dalton) 3 F: Tripsin inhibitér (20.100); G: «-Laktalbumin

(14.200 Dalton).

4
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Resim-3.4 :Degisik dozlarda mikrodalga uyg

Staphylococcus simulans’in membran proteinlerini

profilleri.

S:Standart proteinler ;3 K: Kontrol 3 A: Albumin
| (66.000 Dalton) ;3 B: Albumin egg (45.000 Dalton)
Gliseraldehit 3I-fosfat dehidrogenaz (34.000 Dalton)

Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton) j;E:Tripsinojen

ulanmis

n esit

miktarda protein (0,44 mg/ml) verilmis elektroforez bant

Boving
& Ok
;7 D:

(24.000

Dalton) 3 F: Tripsin inhibitdr (20.100);3;G: «—Laktalbumin

(14.200 Daltan).

4
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Resim—-3.5 :Degisik dozlarda mikrodalga uygulanmis
Bacillus coagulans’in stoplazma proteinlerinin esit miktarda

protein (1,056 mg/ml) verilmis elektroforez bant profilleri.

S:S8tandart proteinler 3 K: Kontrol 3 A: Albumin Boving
(66.000 Daltoen) 3 B: Albumin egg (45.000 Dalton) ; C:

GBliseraldehit 3—-fosfat dehidrogenaz (36.000 Dalton)

(=]

Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton) ;;E:Tripsinojen (24.000
Dalton) 3 F: Tripsin inhibitdr (20.100);G: o-Laktalbumin

(14.200 Dalton).
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Resim—-3.6 :Degisik dozlarda mikrodalga uygulanmis
Bacillus coagulans®in membran proteinlerinin esit
miktarlarda protein (0,672 mg/ml) verilmis elektroforez bant

praofilleri.

S:Standart proteinler ;3 K: Kontrol 3 A: Albumin Boving
(66.000. Dalton) 3 B: Albumin egg ((45.000 Daltaon) 3§ C:
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (36.000 Dalton) 3 D:
Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton) ; E:Tripsinojen (24.000
Dalton) ;3 F: Tripsin inhibitdr (20.100); G: o-Laktalbumin

(14.200 Dalton).
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A
B
C
D
E
B
G
S 22,5 37 50 €
Resim-3.7 : 2245 3 I7 ve 3Q C’de Uretilen
Staphylococcus simulans’in stoplazma proteinlerinin esit

miktarda protein (1,73 mg/ml) verilmis elektroforez bant

profilleri.

S:Standart proteinler 3 K: Kontrol 3 A: Albumin Boving
(646.000 Dalton) 3 B: Albumin egg (45.000 Daltan) j; C:
Gliseraldehit 3I—fosfat dehidrogenaz (36.000 Dalton) 1 D:
Karbonik Anhidraz (292.000 Dalton) ;E:Tripsinojen (24.000
Dalton) ; F: Tripsin inhibitdr (20.100);6: «a—-Laktalbumin

(14,200 Dalton).
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s 22,5 37 50 °%

Resim-3.8.: 22,9 3§ 37 ve 30 °C’de d(retilen
Staphylococcus simulans®in membran proteinlerinin esit

miktarda protein (1 mg/ml) verilmis elektroforez bant

profilleri.

S:Standart proteinler ; K: Kontrol 3 A: Albumin Boving

(66.000 Dalton) 3 B: Albumin egg (45.000 Dalton) 3 C:
Gliseraldehit 3F—-fosfat dehidrogenaz (36.000 Dalton) ; D:

1

Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton) ;3 E:Tripsinojen (24.000

Dalton) 3 F: Tripsin inhibitdr (20.100);6G: wx—Laktalbumin

(14.200 Dalton).
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B
C
D
B
B
G
S 22,5 37 50 %
Resim-3.92 : 22,5 § 37 ve 30 °C’de Uretilen Bacillus

coagulans’in stoplazma proteinlerinin esit miktarda protein

(0,64 mg/ml) verilmis elektroforez bant profilleri.

S:Standart proteinler 3 K: Kontrol ;3 A: Albumin Boving
(66.000 Dalton) ; B: Albumin egg (45.000 Daltan) ; C:
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (36.000 Dalton) ; D:

Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton) j;E:Tripsinojen (24.000

Dalton) 3 F: Tripsin inhibitdr (20.100);G: a—-Laktalbumin

(14.200 Daltom).
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Resim—-3.10 : 22,5 ;3 37 ve SO °C’de dretilen Bacillus
coagulans’in membran proteinlerinin esit miktarda protein

(0,270 mg/ml) verilmis slektroforez bant profilleri.

S:Standart proteinler ; K: FKontrol ; A: Albumin Boving

(65.000 Dalton) ;3 B: Albumin egg (45.000 Dalton) ; C:

Gliseraldehit 3I—fosfat dehidrogenaz (36.000 Dalton) ; D:

Karbanik Anhidraz (292.000 Dalton) ;E:Tripsinojen (24.000
Dalton) 3 F: Tripsin inhibitdr (20.100);6: «—Laktalbumin

(14.200 Daltaon).
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Sekil 3.1 Staphylococcus simulans igin uygulanan mikrodalga giligleri

ile situplazma ve membran protein miktarlari arasindaki

iligki
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Sekil 3.2 : Bacilus coagulans i¢in uygulanan mikrodalga gigleri ile

sitoplazma ve membran protein miktarlari arasindaki iligki
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Sekil 3,3 .
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Staphylococcus simulans igin, sicaklik ile sitoplazma

ve membran protein mikcarlary arasindaki iligki
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sekil 3.4 : Bacillus coagulans igin sicaklik ile sitoplazma ve

membran protein.miktarlary arasindaki iligki
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tLAVE - I:

D1YARBAKIR-CERMIK KAPLICASI
Yeri: Diyarbakir iline bagl: Cermik ilcesindedir. Kaplica
mahallinin yuksekligi 600 metredir.
Kisa tarihcesi: Cermik kaplicasi , tarihi kaplicalarimizdan
olup , Selcuklular zamaninda isletilmistir. Mevcut tarihi
havuzlar Selcukluklardan kalmadir.
Kaonaklama tesicsleri: Kaplicadaki muhtelif konaklama
tesislerinin toplam yatak kapasitesi 100 kadard:ir.
Tedavi tesisleri: 1ki adet umumi havuz ve Dicle Oniversitesi
Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Merkezi’nden ibarettir.
Yardimci1 tesisler: Bir gazino ile bir lokanta bulunmaktadir.
Sifal:r suyun grubu: Sodyum , bikarbonatl: , klorurlid ,
stilfatl: , iodlu , bromurll , kikdrtld.
Sifal: suyun teknik vasiflari: Cermik kaplicasi
kaynaklarinin sicakliklari 52 °C , p" degerli ise 7,3°dir.
Endikasyon (Sifa Niteligi):
Banyo tedavisi ile: "Romatizmalar , nevrit , polinevrit ,
cocuk felcleri ve kadin hastaliklarinda. Ayrica serpintileme
ile de ; dermaztozlar ile solunum yolu hastaliklar:i" icin
tavsiye edilmektedir.
Ulasim durumu: Kaplica , Cermik ilcesine 3 km. uzakliktad:ir.
Sezon siiresince kaplicaya Cermik’ten devamli sekilde
karayolu tasit araclar: isletilmektedir.
Enformasyon (Danisma): Her tirld bilgi ve rezervasyon icin

Cermik Belediyesine miracaat edilebilir.



&35

KAYNAKLAR

i. Brock, D.T: Thermophiles , General , Molecular ANd
Applied Microbiology. A.Wiley-interscience Publication John
Wiley and Sons Newyork , Chishester , Brisbane , Toronto ,
Singapore. P:1-5 , (1984).

2. Farrell, J. , and Campell , L.L. Advan. Microbial.
Physiol. 3:83-109 (19469).

3. Akman , M.t Bakteri Genetigi , Teorik-Pratik. 2.Bask1.
Cumhuriyet Oniversitesi Tip Fakiiltesi Yayin: , No:8 ; 79-83
(1983).

4, Singleton , R. , J.R. and Amelunxen R.E. Bacteriologial
Reviews. 37:320-342 (1973).

S. Conn , E.E and Stumpf , P.K. : Outlines of Biochemistry.
Third Edition. Department of Biochemistry and Biophysics
University of California at Davis , John Wiley and Sons.
Inc, 127-141 (1972).

6. Arda , M.: Genel Bakteriyoloji , A.0. Vet. Fak.
Rakteriyoloji ve Salginlar Kirsiusiu. A.O0O. Basxm‘evi. Ankara.
(1978).

7. Howard , J.B. , Klass , J. , Rubin , S§.J. , Weissfeld ,
A.S5 , Tilton , R.C: Clinical and Pathogenic Microbiology.
The C.V. Mosby Company. St. Louis. Washington , D.C Toronto.
231-244., (1987).

8. Buchanan , R.E. , and Gibbons , N.E. : Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology. Eighth Edition. The Williams and

Wilkins Company / Baltimore. p. 3529 - 541. (1974).




&6

9. Chipley , R.J. U.S Tobacco Company , Nashville ,
Tennessee. USA Adv. Appl. Microbiol. 26 , 129-130. 1980.

10. Ingram , M. , and Page , L.J Proc. Soc. Appl. Bacteriol.
16, 469. (1953).

i1. Brown , G.H. , and Morrison , W.C. Food Techncl.AB, 361,
(1954).

12. Delaney , E.K. , Van Zonte , H.J. , and Hartman , P.A.
Microwave Energy Appl. Newsl. I, 11. (1948).

13. Lechowich , R.V. , Beuchat , L.R. , Fox , K.I , and
Webster , F.H. Appl. Microbiol. 17,106. (1969).

14. Roberts. P.C.B., J.§c1. Food. Agric. 23,554. (1972).

15. Correlli , J.C. , Gutmann , R.J. , Kahzi , S. , and
Levy, J.J. Microwave Fower 12, 141. (1977).

16. Hamrick , P.E. , and Buttler , B.T , J. Micraowave power
8, 227. (1973).

17. Webb , S.3. , and Booth , A.D. Nature(London) 222 ,
1199. (1969).

18. Webb , S.J. , Ann 4, N.Y Acad , Sci. 247 , 327. (1973).
19. Berteaud , A.J. , Dardalhon , M. , Rebeyrotte , N. , and
Averback , D.C.R. Hebd. Seances Acad. Sci. 281, B843. (1973).
20. Grezz , N. , Walker , A.A. , and Anellis , A.Bacteriol.
Proc. P.145. (19464).

21. Dreyfuss , M.S. , Thesis. Ohio State University ,
Columbus. (1978).

22. Webb , S.J. , and Dodds , D.D. Nature(London) 218,374.

(1968).



b7

23; Dreyfuss , M.S5. 4 Chipley , J.R. , and Kolodziej , B.J.
Appl.Environ. Micrabiol. (submitted for publication). (1980).
24. Chipley , J.R. , Rohl¥s , L.A. , and Ford , C.L.
Microbios (submitted) . (1980}.
25. Yeagers , E.K. , Langley , J.B. , Sheppard , A.P.; and
Huddlestaon, G.K., Ann. N.Y. Acad. Sci. 247 . JI01 . (1273).
26. Tungler , P. s Keilmann , F., and Genzel , L.
Z.Naturforsch. Tell € 34, &0. (1979).

27. Belkhode , M.L., Johnson, D.L. , and Muc, A.M: H=2alth
Fhys. 246,45. (1973).

28. Belkhode . M.L., Muc, A.M. , and Johnson, D.L. J,
Microwave Power 2, 23. (1973).

292. Clary , S.F. Crit. rRev. Environ. Controcl 7, 121 .
(13977).

30. Milroys, W.C. , and Michaelson, S.M. Health Fhys. 20,
567.(1271).

31. Lystov V.N. s Frank-Kamenetskii , D.A. « and
Shchedrina , M.V. Biyofizika 10,114. (1263).

32. Luczuk M., Szmigielski, 5. , Janiak , M. ¢ Kobus , M. ,
and deClerg. E. J. Microwave Fower 11,173. (1976).

3. Vela , G.R. 4, and Wu , J.F. Appl. Environ. Microbiol.
37,590, (1979}.

4. Kalant , H. Can. Med. Assoc. J. 81, 571. (195%).

35. Dreyfuss , M.S5. and Chipley , J.R. Appl. Environ.

Microbiol. 39, 13. (1980).

b




68

36. Barmnes , F.5. , and Hu , C.L. J. IEEE Trans. Microwave
Theory Tech. 23, 742. (1277).

37. Straub , K.D. , and Carver , P. Ann. N.Y. Acad. Sci.
247, 292. (1975).

Z8. Crabtree , K.T. s Hinsdill , R.D. : Fundamental
Experiments in Microbiology, W.6. Saunders Company.
USA. (1974).

32. 0’Tairo , I. Kazutomo ; International Journal of
Systematic Bacteriology. 24(1) :102-112. (1974).

40. Lowry , 0O.H. , Rosebrough , N.Y. , Farr , A.L. and
Randall , R.J. J.Biol. Chem. 193: 265-275. (1931).

41. Telefoncu , A.:Tip ve Fean BRilimciler icin Biyokimya.
i.Baski , Sermet Matbaasi: , Kirklareli , Vize. Sayfa 5&6-61.
(1288).

42. Gozukara , E.M.: Biyokimya , Ofs2t Repromat Ltd. Sti.
Ankara, sayfa 184-186. (1989).

43. Weber , K.and Osborn , M.J. , Biol , Chem , 244 ;440&6-
4412, (1962).

44, D*Ans -Lax : Tashenbuch fir Chemiker und Physiker. 3.

Aufl., Springer — Verlag, Berlin (19487).




	20140521063212
	20140521063558
	20140521063927
	20140521064351
	20140521064750

