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FARKLI LED (ISIK YAYAN DiYOT) KAYNAKLARININ BAZI
MIKROORGANIZMALARIN TOPLAM PROTEIN VE FOSFOPROTEIN PROFILLERI
UZERINE ETKISINIiN PROTEIN ELEKTROFOREZ YONTEMI iLE BELIRLENMESI
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Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Aytac KOCABAS
Subat, 2018, 73 sayfa

Isik yayan diyotlar kullanilarak yapilan bu g¢alismada amag 1s18in mikroorganizmalarin
biiylime tipi ve siireci iizerine etkisinin protein elektroforez yontemi ile arastirilmasidir. Bu
dogrultuda mikroorganizmalar uygun kiiltiir ortamlarina agilanmis ve 151ksiz veya 1sikhi
olarak farkli siire inkiibe edilmistir. Inokiilasyon {i¢ biyolojik tekrar olarak
gerceklestirilmistir. Kati1 besiyeri lizerindeki koloni boyutlar1 ve morfolojileri her giin
fotograflanmistir.

Calismanin sonunda 151k olmadan yetistirilen mikroorganizmalarin 151k altinda yetistirilen
mikroorganizmalara kiyasla kisa inkiibasyon siirelerinde daha biiylik koloni boyutlarina
ulastigi gozlenmistir. Mikroorganizmalar, bes giiniin sonunda yalnizca 11k olmadan
yetistirilen besiyeri ortaminda tiim yiizeyi kaplamistir. Her iki kosulun toplam protein ve
fosfoprotein sonuglar1 farklilik géstermistir. Isik olmadan yetistirilen mikroorganizmalarin
protein profillerinin, 151k altinda yetistirilen mikroorganizmalarin protein profillerinden
yogunluk olarak daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, 1s18in mikroorganizmalarin
protein profillerini etkiledigi ve biiyiimeyi yavaslattig1 sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Mikroorganizmalar, LED 1s18inin etkisi, Protein profili



ABSTRACT
Master Thesis

DETERMINATION OF EFFECTS OF DIFFERENT LED (LIGHT EMITTING
DIODE) SOURCES ON TOTAL PROTEIN AND PHOSPHOPROTEIN PROFILES
OF SOME MICROORGANISMS BY PROTEIN ELECTROPHORESIS METHOD
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The aim of this study, which used the LED sources is to investigate the effect of light on
growth type and duration of microorganisms by using protein electrophoresis method. For
this purpose, microorganisms were inoculated to appropriate culture media and exposed to
LED sources for different periods. Inoculation was performed in three biological replicates.
Colony sizes and morphologies on the agar medium were photographed every day.

At the end of the study, it was observed that microorganisms grown without light reached
larger colony sizes during short incubation periods compared to microorganisms grown
under light. After five days, only the microorganisms grown without light covered the
entire surface of the agar medium. Meanwhile, protein concentrations and SDS-PAGE
profiles of both conditions were found to be similar. For this reason, it has come to the
conclusion that the light affects the protein profiles and slowed down the growth of
microorganisms.

Keywords: Microorganisms, LED, Protein profile
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklamalar

g Yercekimi ivmesi

rcf Rolatif santriflij kuvveti

CFU Koloni olusturan birim

L Litre (6l¢ii birimi)

uL Mikrolitre (hacim 6l¢ii birimi)
M Molarite (madde konsantrasyonu)
W Watt (gii¢ birimi)

kDa Kilodalton (atomik kiitle birimi)
pH Hidrojenin Giicii (6l¢ti birimi)
Kisaltmalar Aciklamalar

LED Isik yayan diyot

BHI Brain Heart Agar

uv Ultraviyole (mordtesi 1s1k)



1. GIRIS

Mikroorganizmalar, ilag ve besin maddelerinin elde edilebilmesinde, protein a¢iginin
giderilmesinde ve ¢evre saglhigi gibi biyolojik olaylarda rol oynamakta ve bu olaylar

sonucunda cesitli {iriinler meydana getirmektedir (Uziimcii, 2009).

Mikroorganizmalar kiiciik olmalarina ragmen, diinya iizerinde biyokiitlenin biiylik
boliimiinii olusturmaktadir. Diinya iizerinde oldukga fazla bulunan bu canlilarin toprak ve
su ekosistemlerinden kolaylikla elde edilebildigi, sayilarinin anlik olarak yaklasik 5x10%
oldugu tespit edilmistir. Biinyelerinde, tim bitki toplulugunda bulunan karbon miktarina
esit karbon, 10 kat1 kadar azot ve fosfor bulunmaktadir. Bu canlilar bir araya geldiginde
biiylik popiilasyonlar olusturarak habitat {izerinde 6nemli etkiler meydana getirmektedir.
Ornegin, bu canlilarm metabolik aktiviteleri sonucu olusan atiklar o bdlgede yasayan diger

bir canli igin besin olmaktadir (Madigan ve Martinko, 2010).

Metabolik ¢esitliliklerinin ¢ok farkli olmasi, c¢ok ¢esitli enzimleri sentezleyebilme
yeteneklerinin bulunmasi, jenerasyon siirelerinin kisa olmasindan dolay1 bu canlilar degisik
ortam kosullarina uymakta cok basarilidirlar. Adaptasyon yetenekleri yiliksek olan
mikroorganizmalar, genetik varyasyonlar sonucu ¢evreye uyumlu yeni tipler olusturmak

suretiyle, kendi varliklarin1 dogada siirdiirmektedir (Oner, 2008).

Cevreleri ile uyum igerisinde yasayan bu kii¢iik canli topluluklari, degisen ortam
kosullarindan etkilenmekte, bulunduklar1 ortamlarda optimal kosullar saglandiginda ise
genetik karakterlerine gore iyi bir ilireme ve gelisme gostermektedir. Bu degisimler
dogrultusunda hiicre yapisinda bulunan binlerce gen ve bu genlerin iiriinii olarak binlerce
cesit protein ortaya ¢ikmaktadir. Bu proteinlerin her biri ise spesifik bir fonksiyon
gormektedir (Uziimceii, 2009).

Bu canlilarin biiyiik bir kism1 zararsiz ve yararlilar grubunda yer alsa da insanlar agisindan
direkt veya dolayli zararli gesitleri de vardir. Insan, hayvan ve bitkilerde hastalik ve
enfeksiyonlara, gida ve yem maddelerinin bozulmalarina neden olduklar1 bilinmektedir

(Giiven ve Zorba, 2015).



Insan saghigini tehdit eden birgok farkli tiirde mikrobun mevcut oldugu, bu mikroplarin
cesitli bulasict hastaliklara yol actig1, hastaliklarin farkli toplumlara taginmasi ve yayilmasi
ile oliimlerin ve salginlarin artmasi sonucunda toplumlarin bozulmasina neden olduklari
bilinmektedir. Ornegin, diinyada halen mikroorganizmalarin neden oldugu sitma, verem,
kolera ve siddetli ishal vb. hastaliklardan dolay1 insanlar hayatlarim1 kaybetmektedir
(Madigan ve Martinko, 2010).

Giliniimiizde gelismis llkelerde rutin enfeksiyonel hastaliklar kontrol altina alinmis ve
6liimler en aza indirgenmis bile olsa 6liimciil tehditini korumaktadir. Fakat gelismekte olan
ilkelerde o©liim sebeplerinde bas sirada enfeksiyonel hastaliklar gelmektedir. Yeni
antimikrobiyal maddelerin kesfinin artmasi, gelismis yontemler ile hastaliklarin tespiti ve
kontrolii saglanmistir. Fakat bircok tedavide basari saglansa da mikroorganizmalar halen
biiyiik bir tehlike olabilmektedir. Ozellikle antibiyotik tabanli ilaglar ile
mikroorganizmalarin kontrolii giderek zorlagmakta, direngli organizmalar gelismektedir.
flag tedavilerine ek olarak kullanilan 151k tedavileri ile etkinin arttirilabilecegi ve
kontroliiniin saglanabilecegi diisliniilmektedir. Amag istenmeyen etkileri en aza indirmek
icin yeni hedeflerin saptanmasi, yeni mekanizmalarin belirlenmesi ve bunlara yonelik yeni

tedavilerin gelistirilmesi, uygulanmasidir.

Birgok hastaligin temel nedeni olan bu canlilara kars: alternatif tedavi olarak kullanilan
1siklar ile basarili sonuglar elde edilmistir. Farkli 151k kaynaklar1 asidik ve alkali pH
ortamlarinda bulunan organizmalara uygulandiginda gelismis bir antibakteriyal etkinin
ortaya ¢iktig1 goriilmiistlir (Ghate ve ark., 2015). Belirli bir siire ve dozda uygulanan 11k
yayan diyotlarin ¢alisilan organizma popiilasyonlarinda diisiise neden oldugu belirlenmistir.
Bu calismada 151k kaynagi olarak farkli frekansa sahip 151k yayan diyotlar kullanilmistir. Bu
151k kaynaklarinin mikroorganizmalarin hem morfolojik hem protein seviyesinde etkisine
bakilmistir. Calisma sonucunda morfolojik farkliliklar gosterenler secilerek toplam protein

ve fosfoprotein profilleri incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar, tek hiicre veya hiicre topluluklar1 seklindeki canlilarin, hiicre yapisinda
olmayan viriislerin, prionlarin ve viroidlerin olusturdugu, biiyiikk ve ¢esitli mikroskobik
yapilarin bulundugu bir topluluktur. Biyolojik &zelliklerine gore bakteriler, arkealar,
siyanobakteriler, mantarlar, protozoalar ve algler olmak iizere gruplara ayrilmistir
(Engelkirk ve Engelkirk, 2017). Yasam i¢in temel olan olaylarin baginda yer alan bu kiigiik
hiicreler, bitki ve hayvanlarin ortaya ¢ikisindan milyarlarca yil 6nce olugsmustur (Madigan
ve Martinko, 2010).

Tek ve ¢ok hiicreli organizmalar metabolik reaksiyonlarini yerine getirebilmek igin
cevrelerinde bulunan besin maddelerini enerji kaynagi olarak kullanmaktadir. Bu sayede
hiicreler gogalmakta, hiicre yap1 taslarini sentezlemekte ve olusan atiklari disar1 atmaktadir.
Disaridan gelen 1s1k, sicaklik, soguk ve kimyasal uyaranlarin etkisi ile genetik
degisikliklere ugrayabilmekte ve cevresel degisikliklere cevap verebilmektedir (Engelkirk
ve Engelkirk, 2017).

Mikroorganizmalarin, hayvan ve bitki hiicrelerinden farkli olan hiicrelerinin incelenmesi ile
yasamin fiziksel ve kimyasal yapisi anlasilmistir (Madigan ve Martinko, 2010).
Mikroorganizma hiicreleri, dogada tek basina bagimsiz olarak birgok faaliyeti
gerceklestirmektedir. Bu hiicrelerden, madde dongiilerinde, endiistriyel atiklar ile kirlenmis
alanlarin temizlenmesinde, gida sanayinde ve tip ¢alismalarinda yararlanilmaktadir ( Gliven

ve Zorba, 2015).

2.1.1. Mikroorganizmalarin Genel Ozellikleri

Hiicre tipleri prokaryot ve Okaryot olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.1).
Prokaryot hiicreler morfolojik olarak basit, genellikle karyot hiicrelere gore daha kiigiiktiir.
Okaryot hiicrelerin aksine, prokaryot hiicreler belirli fonksiyonlarin yerine getirilmesinden
sorumlu ¢ekirdek ve organel yapilarindan yoksundur. Ttim bakteriler ve arkealar prokaryot
hiicre yapisinda, diger organizmalar algler, mantarlar, protozoalar, yiiksek bitkiler ve

hayvanlar okaryotik hiicre yapisina sahiptir (Ergene, 2014).  Prokaryot hiicrelerin
3



sitoplazmasinda ribozom, kromozom ve sitoplazmik partikiiller bulunmaktadir. Sitoplazma,
gerekli suyu ve enzimleri, atik {rlinleri, temel besin maddelerini, proteinleri,
karbonhidratlari, lipidleri ve bazi bakterilerde ¢6ziinmiis oksijeni ihtiva etmektedir.
Prokaryot hiicrelerin sitoplazmalari, hiicre zar1 ile ve bazen hiicre duvar1 veya kapsiil ile
cevrilidir. Hiicre zari, protein ve fosfolipitlerden olugmakta, segici gecirgen bir yapi
gostermektedir. Bu o6zelligi ile hiicreye girecek ve ¢ikacak olan maddelerin kontroliinii
saglamaktadir. Metabolik reaksiyonlarin goguda hiicre zarinda gergeklesmekte ve zara ¢ok
sayida enzim tutunmaktadir. Prokaryot hiicrelerde cogalma, ikiye bdliinme ve DNA
replikasyonunu takiben hiicre zarinin ayrilmasi ve daha sonra hiicre duvarinin olusmasi ile

olmaktadir (Engelkirk ve Engelkirk, 2017).

Okaryot canlilar, zarla cevrili ¢ekirdege ve hiicre i¢i organellerine sahiptir ve cekirdek,
kromozomal DNA igeren cift zarli bir organeldir. Hiicre zari, hiicrenin i¢ ve dis ortamlari
arasinda secici gegirgen bir bariyer olusturmaktadir. Zardaki tagima sistemi, hiicre igine
materyallerin secici bir sekilde gegisine izin vermektedir. Hiicre duvari suyun hiicreye giris
cikisini kontrol etmekte, fotosentetik protista ve mantarlarda bulunmaktadir (Barker ve ark.,

2013).
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Sekil 2.1. Okaryot (a) ve prokaryot (b) hiicre yapis1 (Benlioglu ve Ozyilmaz, 2017)




2.1.2. Mikroorganizmalarin Dagilimlar:

Mikroorganizmalar, diger canlilara oranla daha genis bir popiilasyona sahiptir ve
yerylizliniin her yanma yayilmistir. Kii¢iik boyutlar1 ve agirliklarinin az olmasi onlarin
yeryliziniin her alanina dagilmalarinda en biiyiik etkendir (Giiven ve Zorba, 2015).
Mikroorganizmalar ¢ok yiiksek sicaklik ve dondurucu soguklarda yasamlarini
stirdiirebilmektedir (Barker ve ark., 2013).

Mikroorganizmalar, topragin farkli derinliklerinde, sularin yiizey ve derin bolgelerinde
besin ihtiyaglar1 ve oksijen durumlarina gore yasamlarini siirdiirmektedir (Giiven ve Zorba,
2015). Cevrenin fiziksel ve kimyasal yapisi mikroorganizmalarin gelisimini biiyiik 6lgiide
etkilemektedir. Cevrede meydana gelen degisimlerin anlasilmasi, mikrobiyal biiylimenin
kontroliinii ve mikroorganizmalarin ekolojik dagilimimin incelenmesine yardimci
olmaktadir. Cogu prokaryot i¢in 6ldiiriicii olabilen ortamlar, bazi prokaryotlar i¢in biiylime
olanag saglamaktadir. Ornegin, Bacillus infernus, oksijen olmadan, yeryiiziiniin 1,5
km’den fazla olan derinliklerinde yasayabilmektedir. Mikroorganizmalar, c¢evresel
faktorlerin ve besin maddelerinin biiyiimeyi sinirlandirmasina kadar mikro ortamlarda
yasayabilmektedir. Mikrobiyal biiylimeyi etkileyen baslica fiziksel faktorler ¢ozeltiler ve su
aktivitesi, pH, sicaklik, oksijen seviyesi, basing ve radyasyondur. Belirli bir yerde artig
gosteren mikroorganizmalar, list liste binen bir¢ok gida maddelerine ve diger cevresel

faktorlere maruz kalmaktadir (Prescott ve ark., 2006).

2.1.3. Mikroorganizmalarin Cevresel Istekleri ve Etkileri

Mikroorganizmalarin gelisimi igin besin maddelerinin ortamda bulunmasi her zaman yeterli
degildir. Bunlarin yaninda belirli ortam kosullarmin  yerine getirilmesi ile
mikroorganizmalar ¢evrelerinde hazir bulduklar1 besin maddelerinden faydalanarak
gelismeye baslamaktadir. Bu ¢evresel etkenler baslica sicaklik, ortamin pH degeri, oksijen,

su ve kimyasal maddelerdir (Benlioglu ve Ozyilmaz, 2017).

Sicaklik etkeni: Mikroorganizmalar sicaklik isteklerine gore psikrofil, mezofil, termofil ve

hipertermofil olarak gruplandirilmistir. Psikrofiller 0-20°C, mezofiller 20-40°C, termofiller
40-80°C ve hipertermofiller 80-110°C’de gelisim gostermektedir.



pH etkeni: Genel olarak dogal cevrelerin ¢ogunun pH araligit 5 ila 9 arasindadir.
Mikroorganizmalarin ¢ogu bu aralikta yasayabilmektedir. Diisilk pH degerlerinde
asidofiller, yiiksek pH degerlerinde alkalifiller yasamaktadir. Bakteriler notr ortamlari,

funguslar ise asidik ortamlar1 sevmektedir.

Oksijen etkeni: Hiicrelerde karbondan sonra en fazla bulunan elementtir. Aerobik

mikroorganizmalar gelisim igin serbest oksijen molekiillerine ihtiyag duymaktadir.
Gelisimleri i¢in molekiiler oksijene ihtiyag duymayan mikroorganizmalara ise anaerobik
denilmektedir. Anaerobik mikroorganizmalara oksijen toksik etki yapmaktadir. Fakiiltatif

anaeroblar ise oksijen varliginda veya yoklugunda yasayabilmektedir.

Su etkeni: Canlilarin hepsi yasamlarinin devamliligi igin suya gereksinim duymaktadir. Su
mikroorganizmalarin ¢ogalmalarinda en 6nemli faktorlerden biridir. Tuz ve seker igeren
ortamlarda mikroorganizmalarin gelisimi zorlagsmaktadir. Hiicre bu ortamlarda su
kaybederek biiziismektedir. Besin endiistrisinde olduk¢a Onemli bir yeri olan su temin

edilebilme durumu, su potansiyeli olarak ifade edilmektedir.

Kimyasal madde etkeni: Kimyasal maddelerin bazilar1 mikroorganizmalar {izerinde

durdurucu ya da oldiiriicii etki olusturmaktadir. Baz1 mikroorganizmalar tarafindan iiretilen

antibiyotikler diger mikroorganizmalar {izerinde bu sekilde etki gostermektedir.

Mikroorganizmalar yaklasik olarak soludugumuz havanin yarisim iiretmektedir.
Denizlerde, yeralti sularinda, okyanuslarda ve toprakta meydana gelen bir¢ok kirlilik
mikroorganizmalar tarafindan bagarili bir sekilde giderilmektedir. Son zamanlarda
gelistirilen transgenik bakteriler ile agir metal atiklarinin, radyoaktif elementlerin, sentetik
giibrelerin, insektisit ve herbisit gibi zirai ilaglarin kalintilar1 ve toluen, benzen, etilbenzen
ve ksilen gibi toksik etki yaratan maddelerin toprak ve yeralti sularindan temizlenmesi
saglanmistir. Biyolojik 1iyilestirme c¢aligmalar1 sayesinde endiistriyel atiklarm, ilag
kalintilarinin temizlenmesi saglanmistir. Toprak ve sularda kirlenmeye neden olan
Klorlanmis ¢oziiciilerin uzaklastirilmasinda Dehalococcoides tiirleri gérev almaktadir. Bir
bagska bakteri Geobacter metallireducens ise uranyum ile beslenmekte ve ortamdan

uzaklastirtlmasini saglamaktadir (Ekici, 2011).



Mikroorganizmalar ile yapilan biyoteknolojik ¢alismalar sonucunda birgok alanda yeni
yontemler ve iriinler olusturulmustur. Mikroorganizmalar kimyasal {iretiminde ( aseton,
etanol v.b), madencilikte, besin teknolojisinde (yogurt, ekmek, aminoasit, peynir v.b), asi
tiretiminde, bazi proteinlerin iiretimi ve vitamin kaynaklarinin elde edilmesinde biiyiik rol
oynamaktadir. Ornegin, Giircistan’da bilim insanlar1 tarafindan genetigi degistirilmis
bakteriler kullanilarak son derece toksik olan trikloroetilen ve tetrakloroetilen ¢oziiciilerinin

topraktan temizlenmesi saglanmistir (Engelkirk ve Engelkirk, 2017) .

2.2. Bakteriler

Bakteriler 1 um genisliginde ve 1-5 pm uzunlugunda olan, bagimsiz olarak yasayan tek
hiicreli canlilardir. Nadir durumlarda 50pum genisliginde ve bir kag milimetre uzunlugunda
olanlar1 mevcuttur. Okaryot canlilara gore boliinme zamanlari ¢ok daha kisadir. Istisnai
olarak aktinomisit ve biyofilm olusumlarinda ¢ok hiicreli bakteri yapilar

gozlemlenmektedir (Kocabas ve Ulagl, 2014).

Bakterilerde hiicrelerine sertlik, glic ve koruma saglayan hiicre duvari yapilari mevcuttur.
Oldukca karmasik olan bu yapimin bileseni, kiigiik peptit zincirleri ile birbirine baglanmis
polisakkaritlerin olusturdugu kompleks bir polimer olan peptidoglikandir. Hiicre duvarinin
kalinligi ve igerigi bakterilerin tiirtine gore farklilik gostermektedir (Engelkirk ve
Engelkirk, 2017).

Gram pozitif olarak adlandirilan bakterilerin hiicre duvarlari, teikoik asit ve lipoteikoik
asitten olusmus kalin bir peptidoglikan tabakadan olusmaktadir. Gram negatif olarak
adlandirilan bakterilerin hiicre duvarlari ise daha ince bir tabakadan olusmakta ve dis zar ile
lipopolisakkarit icermektedir (Sekil 2.2). Arkealarda da hiicre duvart mevcuttur fakat
pseudopeptidoglikan icermektedir (Engelkirk ve Engelkirk, 2017).
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Sekil 2.2. Gram negatif ve gram pozitif hiicre duvari yapilari (Benlioglu ve Ozyilmaz, 2017)

Bakteri hiicrelerinin sitoplazmalarinin yaklagik olarak %90°1 sudan olusmaktadir. Bu
hiicreler, sitoplazmalarinda bulunan enzim ve depo graniilleri sayesinde glikojen, lipit ve
fosfat gibi bilesikleri tutabilmektedir. Bakterilerde hiicre duvarinin altinda yer alan, hiicreyi
saran, sitoplazmay1 dis ortamdan ayiran plazma zar1 bulunmaktadir. Plazma zar1 lipoprotein
yapida olup, solunum enzimlerini icermektedir. Birbiri listiine katlanarak adeta yumak
haline gelmis bir tek kromozomdan ibaret uzun, dolasmis bir DNA molekiilii niiklear
materyali olusturmakta ve niikleoid adi verilmektedir. Bakteri sitoplazmasinda genetik
bilginin proteinlere doniistiiriilmesi, mRNA ve ribozomlar aracihigiyla olmaktadir (Unal,

2012).

Bakterilerde gubuk (basil), yuvarlak (coccus), virgiil (vibrio) ve spiral (spirillium) olmak
tizere dort farkli sekil goriilmektedir (Sekil 2.3). Bakteri sekilleri besiyerlerinin
bilesiminden, ¢evre sartlarindan ve kullanilan kiiltiiriin eski olmasindan etkilenmektedir.
Kiiltiirlerin durma ve Olme durumuna girmesi diizensiz sekilli ve ipliksi yapilarin

olugsmasina neden olmaktadir (Giiven ve ark., 2011).
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Sekil 2.3. Bakterilerin hiicre sekilleri (Engelkirk ve Engelkirk, 2017)

Bakteriler kendi biinyelerinde siirekli olarak kendilerine 6zgli kimyasal tepkimeler ile
organik maddelerin yikimlarini saglayarak yasamsal ihtiyaglarini kargilamaktadir. En ¢ok
bakteri tiirli toprakta olup miktarlar1 son derece fazladir. Ciinkii bakterilerin ¢ogu toprakta
kendileri i¢in gereken kosullarin bir ¢cogunu bulabilmektedir. Topragin yasam alani olarak
elverigli olmasmin en biiylik sebepleri organik ve madensel madde bakimindan nemli
topraklarin verimli olmasi ve bakterilerin dogrudan gilines 1s18indan toprak sayesinde

korunmalaridir (Okur, 2012).

Bakteriler beslenmelerinde makro ve mikro birgok elemente ihtiyag duymaktadir.
Mikrobiyal hiicreler gelisimleri i¢cin makro besin elementlerine daha ¢ok ihtiya¢ duyarlar.
Baglica gerekli olan makro elementler karbon, hidrojen, oksijen, azot, kalsiyum,
magnezyum, fosfor, kiikiirt ve demirdir. Mikro elementler ise ¢inko, bakir, mangan,
molibden, nikel ve kobalttir. Hiicreler tarafindan sentezlenemeyen, kii¢iikk miktarlarda
mikroorganizma gelisimi i¢in gerekli olan organik maddelere biliylime faktorleri

denilmektedir. En énemli biiyiime faktorii vitaminlerdir (Benlioglu ve Ozyilmaz, 2017)

Bakteri sistemlerinde dort farkli ireme donemi goriilmektedir. Bu donemler; ortama uyum
(lag), logaritmik (log), sabit ve logaritmik azalma donemi olarak adlandirilmaktadir (Sekil
2.4) (Pamir, 1985).

Ortama uyum (Lag) dénemi: Asilama yapildiktan sonra maksimum bdliinmeye baslama

arasinda gegen siiredir. Bu siirenin uzun ya da kisa siirmesi asilanan bakterinin yas1 ve

besiyerinin taze olmasma baghdir. Ornegin duraklama fazinda bir bakteri secildiginde



enzim sentezinin yeni kosullara uymasi, hatta mevcut olmayan enzimlerin olusturulmasi

gerekmektedir.

Logaritmik (Log) iireme donemi: Hem hizli hiicre bdliinmesinin gerceklestigi hem de

boliinme oraninin sabit oldugu donemdir. Boliinme hiz1 bakteri tiirli ve besiyeri bilesimiyle
ilgilidir.
Sabit donem: Besiyeri ortaminda substrat azaldigindan ve metabolizma atiklari ortamda

artmaya basladigindan ¢ogalma durmustur. Hiicreler depo maddelerinden ve proteinlerden

faydalanabildigi siirece canli kalmaktadir. Fakat ¢cok hassas olan hiicreler 6lmektedir.

Logaritmik azalma dénemi: Bu donemde canli hiicre sayisinda azalma goriilmektedir.

Sabit Logaritmik azalma
ddnem ddnemi

Logaritmik (Log)
lrame danemi

Bakteri Savisi
riama uyum (Lag) dénami

n
L

Zaman

Sekil 2.4. Bakteri sistemlerinde goriilen {ireme donemleri (Benlioglu ve Ozyilmaz, 2017)

2.3. Kiifler

Mantarlar, Ascomycetes, Basidiomycetes, Zygomycetes ve Deuteromycetes olmak iizere
dort gruba ayrilmaktadir. Mantarlar dogal c¢evrede oldukga yaygin bir sekilde
bulunmaktadir. Kiifler dogada saprofit, parazit ve diger organizmalar ile simbiyotik iliski
icinde yasayanlar olarak ayrilmaktadir. Kiiflerin karakterizasyonunda ipliksi ve ¢ok
cekirdekli vejetatif organlari olan "miselyum” kullanilmaktadir. Miselyumlar devamli
olarak uctan gelisen, yan dallanma yapan hiflerden olusmus bir topluluktur. Besin
maddeleri miselyumlarin biitlin yiizeyleri ile alinmaktadir. Miselyumlarin ¢ogalmalar1 belli

bir yogunluga ulastiktan sonra tek veya cok hiicreli sporlar, yani ireme organlari meydana
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gelmektedir. Bu yapilar olgunlasma gosterdikten sonra ana hiicrelerden ayrilarak yeni

bireyler olusturmaktadir.

Kif mantarlarindan genellikle endiistriyel alanda yararlanilmaktadir. Kiifler, sekerden
organik asitleri, endiistriyel ve tarimsal atiklardan mikrobiyal proteinleri olusturmakta, bazi
aromatik maddeleri meydana getirmekte, antibiyotik yapmakta ve c¢esitli enzimleri
tiretmektedir (Pamir, 1985).

2.3.1. Thermomyces lanuginosa

Thermomyces lanuginosa patatesten izole edilmis bir termofilik mantar tiridir. Bu
mantarlarin tireme sicakliklari, en diisik 20°C, en yiiksek 61°C ve en iyi 40-57°C
arasindadir (Halil ve Kalkanci, 2008). Ureyebildikleri yerlere gére, jeotermal bolgelerde
bulunanlar ve ciirlimiis bitki kiimeleri, glibre gibi kendini 1sitan kaynaklarda bulunanlar

olmak iizere iki gruba ayrilmistir (Redman ve ark., 1999).

Sicak topraklarda ve 1s1s1 kendiliginden, siirekli olusan kus giibrelerinde en yaygin goriilen
mantar tiirii T.lanuginosa’dir. Bu mantar, seliilozu ayirma yetenegi olmadigindan, seliillozu
ayirabilenler ile ortak yasamakta ve onlarin seliilotik aktiviteleri sonucu olusan sekerleri
kullanmaktadir (van Heerden ve ark., 2002). Bazi mantar tiirlerinin degisen sicaklik
degerleri sonucunda icerdikleri linoleik asit oranlar1 degismektedir. Ornegin, T.lanuginosa
mantarinin 50°C’de igerdigi linoleik asit orani, 30°C’dekinden iki kat fazla oldugu

gorilmistir (Wright ve ark., 1983).

2.3.2. Aspergillus terreus

Aspergillus terreus, Aspergillus cinsine ait ve morfolojik yontemler kullanilarak
laboratuvarda kolaylikla tespit edilebilen, enfeksiyonlara neden olan toprak saprofitidir.
Dogada olduk¢a yaygin bulunan ve endiistriyel acidan 6nemli sekonder metabolitleri
tireten, mezofil kiiflerdir. Depo kosullarinda saklanan arpa, misir ve fistik
kontaminasyonlarinin yan1 sira ¢6l topragi, mera ve kompost yigmlarindan izole
edilebilmektedir. Bu tiiriin {iyelerinde koloni morfolojileri c¢esitlilik gdstermektedir.

Koloniler parlak turuncudan, tar¢in kahverengi tonlarina kadar farkli renk cesitliligine
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sahiptir. A.terreus, agar ilizerinde, agirlikli sporlanan ve kabarik, yetersiz sporlanan

fenotiplere kadar ¢cok degisken koloni goriiniimlerini sergilemektedir (Balajee, 2009).

Aspergillus cinsinin 150’den fazla tiiriiniin bulundugu ve bu tiirlerden sadece birkaginin
insan ve hayvanlarda enfeksiyona sebep oldugu bilinmektedir (Arabatzis ve Velegraki,
2013). A.terreus’un yasam alanini iliman iklim topraklari, tarim arazileri ve ormanlar
olusturmaktadir. Nadiren ise asidik orman topraklarinda ve soguk bolgelerde yasadiklari

bilinmektedir.

2.4. Proteinler ve Genel Ozellikleri

Proteinler hiicrelerde en fazla bulunan makromolekiillerdir. Biitiin proteinler, fonksiyonlari
ve biyolojik aktiviteleri ne olursa olsun 22 ¢esit amino asitin farkli kombinasyonlarindan
olugsmustur. Amino asitlerin birbirinden farkli olmast C atomuna bagli degisen R-
gruplariin varhigidir (Karagiiler ve Kok, 2014). Amino asitlerin tek baslarina biyolojik
aktiviteleri olmamasina ragmen, yapitast gorevi ile polipeptid zincirlerine girdiklerinde
olusturduklart proteinler farkli aktiviteler i¢in Ozellesmistir. Proteinlerin alfabesi olarak
adlandirilan amino asitler sinirsiz sayida farkli dizilme olanagina sahip olduklarindan,

binlerce gesit protein meydana getirebilirler (Asi, 1995).

Proteinlerde dort farkli yapi tipi bulunmaktadir. Bunlar primer (birincil), sekonder (ikincil),
tersiyer (li¢linciil) ve kuaterner (dordiinciil) yapilanidir (Sekil 2.5). Bir proteinin primer
yapisi, o protein i¢in karakteristik ve genetik olarak tespit edilmis olan amino asitlerin
belirli tiirde, sayida ve diziliste birbirlerine peptit baglariyla baglanarak olusturduklar bir
polipeptit zinciri bi¢imindeki yapisidir (Asi, 1995).
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Sekil 2.5. Proteinlerin yapr tipleri (Unal, 2012)

Bir proteinin sekonder yapisi ise yari sertlesmis polipeptit zincirlerinin 6zgiin bir bicimde
biikiilme ve katlanmasi sonucunda olusan yapisidir. Bir proteinin sekonder yapisinin
olugmasini primer yapi, meydana gelen polipeptit omurgasinin 6zelligi ve hidrojen baglari

saglamaktadir (Asi, 1995).

Tersiyer yapisi, polipeptit zincirinin sekonder yapisinin olusumundan sonra, uzayda daha
ileri katlanmalar sonucu olusan globiiler veya fibriler yapisidir. Tersiyer yapinin
olusmasinda, primer ve sekonder yapinin olugsmasina katilan baglardan baska Van Der
Waals c¢ekimleri ve iyon baglari katilir. Bir proteinin ii¢ boyutlu yapist onun fonksiyonel
karakterini belirlemektedir. Gelisi gilizel kivrilip biikiilen bir protein molekiilii biyolojik
islevini yapamaz durumdadir. Proteinlerin fonksiyonunu yapabilmeleri i¢in {i¢ boyutlu yap1
icinde atomlarinin uygun diizenlenmesi, yani uygun bir konformasyon kazanmalari
gerekmektedir. Kuarterner yap1 ise primer, sekonder ve tersiyer yapiya sahip polipeptit

zincirlerinin biiylik yapilar halinde biraraya gelmesiyle olusan yapilardir (Asi, 1995).

Proteinler, biyolojik islevleri, miktarlar1 ve fizyolojik 6nemlerinden dolayr dogal organik
bilesikler arasinda en basta gelmektedir. Canlilarda olduk¢a 6nemli bir yeri olan proteinler,
viicudun en kii¢iik birimi olan hiicrelerin yapi1 tasidir ve viicutta bir¢ok biyolojik olgunun

olusumunda ve onariminda kullanilmaktadir. Proteinler cesitli baglarla baglanmaktadir.
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Primer yapilarinda kovalent baglarla, sekonder ve tersiyer yapilarinda ise iyonik,

elektrostatik, hidrojen ve Van Der Waals baglari rol oynamaktadir (Unal, 2012).

Proteinler cesitli etkiler ile denatiire olabilmektedir. Bir proteinin denatiirasyonu,
molekiildeki yan baglarin kopmasi, polipeptit zincirindeki katlarin agilmasi ve sonra yeni
bir bi¢imde yeniden katlanmasi olayidir. Denatiirasyona ugramig bir proteinin tersiyer
yapist bozulmus, sekonder ve primer yapist korunmus ise geri donlistimliidiir.
Denatilirasyonda, proteinin tersiyer ve sekonder yapisi bozulmus, yalnizca primer yapisi
korunmus bi¢iminde olursa geri doniisiimsiizdiir. Denatlirasyona ugramis bir proteinin

tekrar eski haline donmesine ise renatiirasyon denilmektedir (Asi, 1995).

Proteinler asit ve baz gibi davranma yeteneklerine sahiptirler. Ayrica proteinlerin negatif ve
pozitif iyon baglama Ozellikleri bulunmaktadir. Protein molekiilleri i¢in farkli ve
karakteristik Ozellikte olan R-gruplarinin sayilarina ve elektriksel yliklerinin cesitlerine
bagl izoelektrik noktalar1 bulunmaktadir. Proteinler, elektriksel alanda farkli hizlarda go¢
etmektedir. Bu gog, izoelektrik noktalarindan diisiik pH’larda katoda; izoelektrik
noktalarindan yiiksek pH’larda anoda dogrudur. Proteinlerin elektriksel alanda gé¢me hizi,
net elektrik yiiklerine ve ortamin pH degerine baghdir. Bir protein, elektriksel alanda,
izoelektrik noktasina esit pH ortaminda her iki kutup tarafindan esit kuvvetlerle

¢ekildiginden hareketsiz kalmaktadir (Asi, 1995).

2.4.1. Proteinlerin Gorevleri

Proteinler yapilarina ve biyolojik fonksiyonlarma gore iki gruba ayrilmaktadir. Yapilarina
gore proteinler ise basit ve bilesik proteinler olarak ayrilmaktadir. Basit proteinler, hidroliz
olduklarinda amino asitleri veren, yalnizca amino asitlerden olugsmus, polipeptit zincirleri
yapisindaki proteinlerdir. Bilesik proteinler, hidroliz edildiklerinde amino asitlerden baska
degisik nitelikte kimyasal maddeler veren, polipeptit zincirlerinin prostetik grup denen
yapilara baglanmasiyla olusmus proteinlerdir. Bu gruplar asagida Cizelge 2.1 ve 2.2°de
gosterilmistir. Cizelge 2.1°de proteinlerin biyolojik fonksiyonlarina gore siniflandirilmasi
yapilmigtir ve bazi proteinler i¢in Ornekler verilmistir. Cizelge 2.2°de ise proteinlerin

yapilarina gore siniflandirilmasi yapilmistir ve 6rnekler verilerek gosterilmistir (Asi, 1995).
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Cizelge 2.1. Fonksiyonel 6zelliklerine gore proteinler (Asi, 1995)

a) Enzimler
Heksokinaz

Laktat dehidrogenaz
Sitokrom ¢
DNA-Polimeraz

b) Depo proteinleri
Ovalbumin

Kazein

Ferritin

Gliadin

Zein

¢) Tasinim gorevi yapan proteinler
Hemoglobin

Hemosiyanin

Miyoglobin

Serum albumin

b-Lipoprotein Fe-baglanmis globulin
Seruloplazmin

d) Kontraksiyon yapan proteinler
Miyozin

Aktin

Dinein

Tubilin

Insulin

Glukogon

Somatotrop hormon
Oksitosin

Melanin stimulan hormon

e) Toksinler f) Koruyucu proteinler
Clostridium botulinum toksini Antikorlar (Antibodiler)
Difteri toksini Komplement

Yilan zehiri Fibrinojen

Risin Trombin

Gossipin

g) Hormonlar h) Yapisal proteinler

Viral-kilif proteinleri
Glikoproteinler
Keratin

00,Sklerotin

Fibroin

Kollajen

Elastin
Mukoproteinler

Cizelge 2.2. Yapisal 6zelliklerine gore proteinler

(Asi, 1995)

a) Basit proteinler
Albuminler
Globulinler
Histonlar
Protaminler
Prolaminler
Albuminoidler

b) Konjuge proteinler
Nukleoproteinler
Glikoproteinler
Lipoproteinler
Fosfoproteinler
Kromoproteinler
Metalloproteinler

Viicutta proteinler tasima ve depolama gorevi iistlenmektedir. Sinir iletilerinin olugsmasini
ve iletilmesini proteinler saglanmaktadir. Hormon ve enzimler protein yapisindadir.
Viicudun aminoasitlere olan gereksinimini karsilarlar ve viicutta yeteri kadar enerji kaynagi
olmadiginda, proteinler enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Viicudun su ve iyon

dengesinin korunmasinda dogrudan ya da dolayli olarak gdrev almaktadir. Viicudun

15



hastaliklardan ~ korunmasinda  ve  etkenlerine karst savunma  gelistirmesinde
kullanilmaktadir. Hiicreler ve hiicreler arast sivilar arasinda besin unsurlarmin degisimine
yardim etmekte, 6demlere sebebiyet veren sivilarin anormal bir sekilde toplanmasina engel
olmaktadir. Organlarin ve yumusak dokularin yapi1 unsurudur ve mekanik destek

saglamakta, kemik olusumunda da gorev listlenmektedir (Asi, 1995).

2.4.2. Proteinlerin Ifade Degisimleri

Yasamsal siireglerin stirdiiriilebilmesi i¢in hiicrelerde tiim gerekli bilgiler genlerde
bulunmaktadir. Genlerde bulunan bu bilgilerden yararlanilarak asil is géren molekdller olan
proteinler sentezlenmektedir. Hiicre, dinamik bir yap1 gostererek yasam dongiisii boyunca
cok farkli protein konformasyonlari i¢ermektedir. Proteinlerin fonksiyonlari hakkinda
bilgiler, DNA dizi analizlerinden elde edilen veriler ile yeterli sekilde saglanamamaktadir
(Anderson ve ark., 2000; Gygi ve ark., 2000; Bor ve Ozdemir, 2005). Canli sistemlerin,
saglikli oldugu donemleri ile enfeksiyon gecirdikleri donemler veya cesitli stres
kosullarinda segilen dayanikli ve duyarli bireylerin farklililarinin belirlenmesi protein
diizeyinde yapildiginda daha anlamli bilgiler elde edilebilmektedir (Anderson ve ark.,
2000; Dutt ve Lee, 2000; Bor ve Ozdemir, 2005). Bu sekilde gesitli hastaliklarin tespitinde
rol oynayan Ozel proteinler veya bu proteinlerde meydana gelen degisimler
saptanabilmektedir (Pandey ve Mann, 2000; Bor ve Ozdemir, 2005).

Gen mutasyonlar1 ve translasyon sonrast modifikasyonlar sonucunda proteinlerde cesitli
anormallikler  gerceklesmektedir. Translasyon sonrasi gerceklesen fosforilasyon,
glikolizasyon ve metilasyon gibi modifikasyonlar proteinlerin fonksiyonlarinda meydana
gelen degisiklikleri belirlemektedir (Haseltine, 1997; Bor ve Ozdemir, 2005).

2.4.3. Fosfoproteinler

Fosfoproteinler, prostetik grubu fosforik asit olan proteinlerdir (As1, 1995). ilk defa 1906
yilinda Phoebus Levene tarafindan vitellin proteininde fosfat grubu bulunmustur (Fischer
ve Krebs, 1995; Kaynar, 2013). Fosforik asit igerigi proteine asit karakter vermekte ve bu
proteinler seyreltik alkaliler ile amonyakta c¢6ziinmekte, tuz olusturmaktadir.

Fosfoproteinler asitlestirme islemi sonucunda ¢okelmekte ve suda hemen hemen hig
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coziinmemektedir. Fosfoproteinlere en iyi ornek siit proteini olan kazein ve fosvitindir (Asi,

1995).

Modifikasyonlar ile hiicresel faaliyetlerin ¢ogu diizenlenmektedir. En sik rastlanilan
modifikasyon fosforilasyondur. Proteinlerde goriilen fosforilasyon, bir veya daha fazla
amino asite fosfat grubunun tersinir bir sekilde kovalent olarak baglanmasi ile olmaktadir.
Proteinlerin ne zaman, nerede ve kim tarafindan fosfatlanacaginin anlagilmasi bir¢ok hiicre

i¢i sinyal iletim mekanizmasinin anlasilmasinda anahtar rol oynamaktadir (Kaynar, 2013).

Bircok enzimin ve reseptoriin yapisinda fosforilasyon ve defosforilasyon yolu ile
konformasyonel bir degisim gergeklesmekte, boylece enzim ve reseptor aktif veya inaktif
hale gegmektedir. Bu diizenlenmeler sonucunda reseptorlerin ve enzimlerin aktif veya
inaktif hale gecme mekanizmalarinin incelenmesi sinyal iletim mekanizlarinin
aydinlatilmasini  saglayacagindan onemlidir. Ornegin, retinada bulunan 1s13a duyarli
hiicrelerde gerceklesen bu gibi sinyal iletimleri ile gelen 15181n degerlendirilmesi islemleri

saglanmaktadir (Kaynar, 2013).

Fosforilasyon islemini katalizleyen 6zgiin protein yapilarmin adi kinaz; defosforilasyon
olayin1 katalizleyen 6zgiin protein yapilarinin ad1 ise fosfatazdir. Prokaryotik hiicrelerde ise

histidin, metiyonin ve aspartik asit fosfatlanmis halde bulunur (Kaynar, 2013).

2.5. LED Isik Kaynaklar: ve Ozellikleri

Isik yayan diyotlar (LED), ¢evreci, uzun dmiirlii, konveksiyonel ve biitiin 151k kaynaklarina
gore elektrik tiiketiminde tasarruflu oluslar1 sebebi ile bir¢ok iilkede kullanilmakta ve
Tiirkiye’de de kullanimi giderek yayginlasmaktadir (Teke ve ark., 2011). Isik yayan
diyotlar, elektrik akimi gegtiginde goriiniir 151k yayan yari iletken cihazlardir. Isik yayan
diyotlarn hangi renkte 1s1k yaymasi isteniyorsa galyum, arsenit, aliiminyum, fosfat,
indiyum, nitrit gibi kimyasal malzemelerden uygun oranda yar1 iletken malzemeye katki
yapilmaktadir. Bdylece LED’in istenilen dalga boyunda 1s1ma yapmasi saglanmaktadir. Isik
yayan diyotlar, sicakliktaki biiyiik degisimlere ve titresime karsi olduk¢a dayanikli olup
kesintisiz kullanim olanag1 saglamaktadir (Orug, 2011). Isik yayan diyotlar kiigiik boyutlu

ve esnek olmalarindan dolay1 ¢ogu tasarima kolaylikla uymaktadir. Mevcut sistemlerde
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kullanimlar1 sonunda 6zel imha yontemlerine ihtiya¢ duyulmamaktadir (Hamamoto ve ark.,

2007; Mori ve ark., 2007).

Isik yayan diyotlarin aydinlatma verimliligi, enerji tasarruflu lambalar ve yiiksek basingli
sodyum lambalardan daha yiiksektir. Ayrica konvansiyonel akkor ampuller ve sodyum
lambalaria kiyasla %50 ila 80, enerji tasarruflu lambalara kiyasla %10 ila 20 daha fazla
tasarruf saglamaktadir. Eski akkor elektrik ampullerine kiyasla sekiz kat daha fazla
parlaklik sunmakta ve bakimlari olaganiistii tasarruf saglamaktadir. Isik yayan diyotlarm
kullanim Omiirlerinin uzun olmasi siirekli hizmet kesintisinin Onlenmesine, hasar ve
degistirme gerekliliginin ortadan kalkmasina yardimci olmaktadir. Isik yayan diyotlarin
diisiik gerilimle (< 32V) calisiyor olmasi ve minimum 1s1 tretmesi, kullanicilar igin
kurulum ve ¢alisma sirasinda oldukga giivenli ortam saglamaktadir. Bu sistemlerde renkli
151k olusturabilmek icin filtre kullanilmadigindan enerji harcamadan daha saf ve derin

renkler elde edilebilmektedir (Orug, 2011).

Cizelge 2.3. Aydinlatma sistemlerinin teknik 6zellikleri (Orug, 2011)

Floresan Tiip Led Tiip Led Seridi Akkor Standart = Led Ampul
120cm (T8- 120cm (T8) | 100cm Ampul 60W
T10)
Tiiketim (W)
Voltaj (V) 110,120,127,
100-240 VAC 100 240 VAC 100-240 210-240 VAC 100-240 VAC
VAC/12 VDC
Renk
Renk Sicakhg:
(K) 3000-7000K 3000-7000K 3500-6000K 2700K 3500-6000K
Renk
Olusturma
indeksi
Kullanim
Omrii (Saat) 8000 50000 50000 1000 50000
Liimen
Watt
48 85 82 11 86
Isik Yayma
Acis1 I A
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Isik yayan diyotlar antibakteriyal etkilerini, fotodinamik inaktivasyon olarak bilinen bir
sistem vasitasiyla meydana getirmektedir. Hiicre icinde fotosensitif olarak bilinen bazi
molekiiller, 151k absorbe edildikten sonra, lipit, protein ve DNA gibi hiicresel bilesenlerle
tepkimeye girmekte ve sitotoksik etki yaratan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) tiretmektedir
(Luksiene, 2009).

Isik uygun dozlarda ve dalga boylarinda uygulandiginda hiicrelerde bulunan porfirin, flavin
ve diger 1s1k absorbe eden molekiiller tarafindan emilmektedir. Emilim sonucunda
hiicrelerde meydana gelen reaksiyonlar ile istenilen etki yaratilmaktadir. Bu calisma
mekanizmalar1 dogrultusunda, LED 1siklarinin kullanimi son zamanlarda dikkat cekmekte
ve klinik uygulamalarda potansiyel bakteri inaktivasyonu i¢in yeni bir teknoloji olarak
arastirtlmaktadir (Orug, 2011). Aydinlatma siiresi, 15181n uygulanma mesafesi ve dalga

boyu LED 1siklarinin antibakteriyal etki derecesini etkilemektedir (Ghate ve ark., 2013).

Omegin, Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve Candida albicans (ATCC 18804)
tarafindan olusturulan biyofilmlerin etkinligi iizerine farkli siirelerde uygulanan 455 nm
mavi 151k yayan diyodun etkisi arastirilmistir. Mavi 455 nm LED, farkli zaman dilimlerinde
1, 2, 3, 4, 5, 7 ve 10 dakika uygulanmistir. Isik uygulamasindan sonra seri seyreltme
yapilarak BHI veya saboruant agar lizerine yayma ekimle ekilmis, 24 saat boyunca
35°C’de inkiibe edilmistir. Calisma sonucunda 455 nm LED 1siginin S.aureus ve
C.albicans biyofilm etkinlikleri tizerine 10 dakika uygulanmasmin etkili oldugu

gosterilmistir ( Rosa ve ark., 2016).

2.6. Biyolojik Ritim ve Isik

Atmosferik ¢evre ile canlilarin uyum igerisinde yasamasini saglayan dogal bir zamanlayici
bulunmaktadir. Bu dogal zamanlayiciya “Biyolojik Saat” denilmektedir. Biyolojik saat
canlilardaki  kimyasal olaylarin giinliikk, aylhik hatta mevsimsel degisimlerini
diizenlemektedir. Sistem yapisal olarak periyodiklik, biiyiikliik, siklik ve faz gibi 6zellikler
gostermektedir. Biyolojik bir faaliyetin ge¢cmesi i¢in gereken zaman, birim zamanda
tekrarlanma sayisi, ortalama degerden olan sapmalar ve biyolojik davranigin baslama, bitis

gibi ozellikleri vardir (Bunney ve Bunney, 2000).
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Canlilarin yiiriittiigii biyolojik fonksiyonlarin faaliyetleri, genellikle ¢evre sartlarindan
dongiisel 6zellikler gosterenlerle eszamanli olarak yiiriir. Eger bir canli engelsiz bir sekilde
dis ortamla iliskili ise ve faaliyetlerini dis diinyadan gelen wuyarilara gore
diizenleyebiliyorsa, boyle faaliyetlere bagh faaliyetler denilmektedir. Bunun yaninda, eger
canli laboratuvar ortaminda, ¢evresel isaretlerden yalitilmis bir bigimde yetistirilirse, bu
durumda tam olarak c¢evresel isaretlerle tutarli olmasa da bir i¢ ritmi silirdiirdiigi
goriilmektedir. Bu tip faaliyetlere de serbest faaliyetler denilmektedir (Eldebiran ve ark.,
2003).

Biyolojik saat ilk defa 1729’da “Gilinebakan Cigegi” ile gliindeme gelmistir. Bu ¢icegin
giindiizleri yapraklarini agmasi, aksamlar1 kapatmasi dikkat ¢ekmistir. Karanlik bir ortama
konuldugunda da aym tepkileri veren cicegin bir i¢csel mekanizmasinin oldugu tespit
edilmistir (Eldebiran ve ark., 2003). Geceleri rengini degistirebilen bir balik tiirli izerinde
1913’te yapilan arastirmalarda, baligin pinal bezinin bulundugu bolgeye zarar verildiginde
geceleri rengini degistiremedigi goriilmiistiir. Meyve sinekleri ile 1997°de yapilan bir bagka
calismada ise Clock (CLK) ad1 verilen biyolojik saat geni bulunmus ve kodladigi proteine
de Clock ad1 verilmistir (Senel, 2008).

Organizmalarda koordineli bir sekilde ilerleyen, 24 saat siiren sirkadiyen ritimler, biyolojik
evrim gecirmis tiim organizmalarin rekabet etmesine ve hayatlarini gevre ile uyumlu hale
getirmelerini saglamistir. Yapilan arastirmalar sonucunda hastaliklarin tedavisi, metabolik
yolaklarin tam anlamiyla dilizenlenmesi, transkripsiyon faktorlerinin, redoks ve
metabolizma sistemlerin biyolojik saatin yardimi ile diizeltilebilecegi anlasilmistir

(Robinson ve ark., 2014).

Metabolizma ve hormon salgilanmast uyku-uyaniklik dongiisii ile kontrol edilen
stireglerdir. Hormonlarin salgilanmasi, beden sicakliginin diizenlenmesi, tireme islevlerinin
ve daha fazlasmin yapilabilmesini kontrol etmektedir. Bu dongiilerin olusmasi epifiz
bezinin, suprakiazmatik c¢ekirdegin, hipotalamusun birbiri ile uyumlu ¢alismas: ile
olmaktadir. Yapilan ¢alismalar geceleri ¢alisan ya da diizenli bir ¢alisma sistemi olmayan
insanlarin kansere yakalanma riskinin yiiksek oldugunu gostermistir. Malign hastaliklarin
tedavisinde biyolojik saatin terapdtik etkisi olabilecegi diisiincesi olusmustur (Kelleher ve

ark., 2013).
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Melatoninin hormonu biyolojik saatin korunmasi ve ritminin ayarlanmasinda gorev
almaktadir. Melatoninin hormonunun yetersiz salgilanmasi sonucunda jet-lag rahatsizligi,
yorgunluk hissi, uykusuzluk, istahsizlik, hazimsizlik, zihinsel problemler, huzursuzluk,
zaman algisinda bozulma, olaylara tepki verme zamaninin uzamasi, yonelim bozuklugu,
nedensiz yaygin viicut agrilar1 ve bazen terleme gézlenebilmektedir (Ozgelik ve ark., 2013).
Sirkadiyen ritim ile ilgili yapilan ¢alismada, Pseudomonas putida organizmasina
1sik/karanlik  sistemi uygulanmis ve ¢alisma sonucunda biiyiime oraninin degistigi
gozlemlenmistir. Calismada kat1 besiyerlerinin igerisine proteinleri ve diger ekstraselliiler

maddeler ile baglanan, yiizey degisikliklerini gosteren boyalar kullanilmistir (Soriano ve
ark., 2010).

Yakin bir gegmise kadar bakterilerin biyolojik saatleri olabilecegi diistiniilmemistir. Tiim
canlilar icin gerekli olan besinlerin ve kimyasallarin doniisiimiinde bakteriler yasamsal
onem tasimaktadir. Bakterilerde giinliik ritmin, c¢ekirdekten gelen sinyallerden
kaynaklandigi, bu ritimler sayesinde hiicre boliinmesi, enzim sentezlenmesi, metabolik
dongiiniin ve hareketlerin yapilabilmesi saglanmaktadir. Bakterilerde biyolojik saat
calismas: ilk siyanobakterilerde yapilmistir. Bu organizmanin giindiizleri fotosentez
yapmasi, geceleri ise azot doniisiimii yapiyor olmasi dikkat ¢ekmistir. Azotun insanlar
tarafindan kullanilabilir forma doniisiimiinde siyanobakteriler kilit rol oynamaktadir. Azot,
nitrogenaz enzimi sayesinde nitrata ¢evrilmektedir. Nitrogenaz enzimi oksijen varliginda
yikima ugramakta ve siyanobakterilerin biyolojik saat ayarlama sistemlerinin diizenli bir
sekilde islemesini saglamaktadir. Bakteriler hiicre bdliinmelerini biyolojik saatlerine gore
ayarlamaktadir. Bolinme donemleri belirli zaman araliklariyla olmaktadir. Bunun nedeni
giines 1s1gindaki mordtesi 1sinlarin DNA’da kirilmalara yol agmasi, hiicrenin genetik
sifresini degistirerek dengesini bozmasidir. Bir hiicreli canlilarda bu tiir dis etkilere karsi
biyolojik saat devreye girmekte ve hiicre boliinmesinin zamanini belirlemektedir (Senel,
2008).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Mikroorganizmalar ve Kiiltiirleri

Nutrient Broth Besiyeri

Laboratuvarlarda standart mikrobiyolojik analizler i¢in kullanilan besiyeridir. Nutrient
broth 8 g/L olacak sekilde hazirlanmaktadir. Kat1 olarak hazirlanacagi zaman 15 g/L agar-

agar eklenmektedir. Deneylerimizde bakteri gelisimi i¢in kullanilmistir.

Saboruant Besiyeri

Laboratuvarlarda standart mikrobiyolojik analizler ve 6zellikle maya, kif gibi
mikroorganizmalarin izolasyonu, gelistirilmesi ve tanimlanmasinda kullanilan besiyeridir.
Kat1 olarak hazirlanacagi zaman 15 g/L agar-agar eklenmektedir. Deneylerimizde A.terreus

ve topraktan izole edilen Mavi-1 kodlu bakteri gelisimi i¢in kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Saboruant %4 glukoz besiyeri igerigi

Madde Miktar (L)
Pepton 10 g
Glukoz 40 g
Agar-agar 15¢

Maya Oziitii Nisasta Besiyeri

T.lanuginosa i¢in en uygun gelisim ortamini olusturan besiyeridir. Amaca goére gerekli
konsantrasyonlarda ve dengeli bir sekilde besin maddeleri eklenmistir. Kati olarak

hazirlanacagi zaman 15 g/L agar-agar eklenmektedir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Maya 0ziitli nisasta besiyeri i¢erigi

Madde Miktar (L)
Nisasta 15¢
Maya Oziitii 49
MgS0,.7H,0 059
K,HPO, 1g
Agar-agar 159
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Bazal Besiyeri

Glukoz gibi bazi karbonhidratlar, besiyerlerine fermentasyonun izlenmesi ve buna gore
kolonilerin 6n tanimlanma islemlerinin yapilabilmesi amaci ile katilmaktadir. Cogu
mikroorganizma bu ortam kosullarinda iyi bir gelisim gostermektedir. Mavi-1 kodlu
bakterinin glukoz isteginin belirlenebilmesi ve ekzopolisakkariti en ¢ok hangi oran
kullanildiginda olusturdugunu belirlemek amaci ile bu besiyeri kullanilmistir. Kati olarak

hazirlanacagi zaman 15 g/L agar-agar eklenmektedir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Bazal besiyeri icerigi

Madde Miktar (%)
Glukoz 123,49
Maya Oziitii 0549
NH;NO3 05¢
NaH,PO, 0,05¢g
NaCl 0,01¢
Agar-agar 159

3.2. Isik Kaynaklar1 ve Ozellikleri

Mikroorganizmalarin morfolojik 6zellikleri ve protein profilleri tizerine LED 11k
kaynaklarinin etkisinin arastirilmasi icin Cizelge 3.4°te gosterildigi gibi farkli renk ve
glicteki 151k yayan diyotlar (LED) kullanilmistir. Kullanilan LED 1siklarinin watt cinsinden

verilen degerlerinin liimen olarak ¢evrilmesi LX-101 Digital Lux Meter ile yapilmustir.
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Cizelge 3.4. Arastirmada kullanilan LED kaynaklar1 ve 6zellikleri

Isik Rengi Giig Aydinlatma Marka Kod
Etkinligi

Sicak Beyaz 10W 930 Limen Gold Master-Eco Serisi LA-127
Sicak Beyaz 5W 400 Liimen Gold Master-Eco Serisi LA-100
Soguk Beyaz 5W 420 Limen Gold Master-Eco Serisi LA-102
Sicak Beyaz 3w 240 Limen Gold Master-Eco Serisi LA-107
Mavi 2W 130 Liimen Gold Master-Eco Serisi LA-107B
Kirmizi 2W 90 Liimen Gold Master-Eco Serisi LA-107R
Sar1 2wW 85 Liimen Gold Master-Eco Serisi LA-107Y
Yesil 2W 145 Liimen Gold Master-Eco Color Serisi LA-107G

3.3. Tampon ve Cozeltiler

TCA (triklora asetik asit) ile Protein Coktiirme

Bu yontem, proteinler ile triklora asetik asit anyonlarinin bag kurarak, suda ¢éziinmeyen
tuzlar olusturmalari prensibine dayanmaktadir. Cozelti, 100 mL aseton igerisinde 20 g TCA
cozdiiriilerek hazirlanmistir. Deneylerde soguk olarak kullanilmakta ve 1 mL 6rnek {izerine
300 pL eklenerek, bir gece yada yapilan denemeler sonucunda degisen siirelerde -21°C’de
bekletilmektedir. Daha sonra alinan 6rnekler, TCA ¢o6zeltisinin uzaklastirilabilmesi i¢in iki

defa %50’lik aseton ile yikanmaktadir.

Deneylerimizde hiicreigi protein 6rneklerine 1:1 oraninda %20’lik TCA islemi uygulanmis
ve Once 1 saat +4’te, sonra 3 saat -21°de bekletilmistir. Siire sonunda TCA ornekleri
santrifiijlenerek (15000g, 15 dakika) protein ¢okeltisi (pelletler) elde edilmistir. Pelletler,
%50’lik aseton ¢ozeltisi ile iki defa santrifiijlenerek (15000g, 15 dakika) yikanmustir. Elde
edilen orneklere SDS-PAGE elektroforez metodu uygulanmigtir. Elde edilen jeller uygun

boyama metodu kullanilarak boyanmis ve goriintiileri kaydedilmistir.

Bradfort ¢cozeltisi

Coomassie Brilliant Blue G-250 boyast 100 mg, 50 mL %95’lik etanolde
¢ozdiiriilmektedir. Orto fosforik asit %85’lik 100 mL eklenmekte ve karisimin son hacmi

1000 mL’ye tamamlanmaktadir. Hazirlanan boya ¢o6zeltisinden ¢6ziinmeyen boya
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kalintilarinin  uzaklastirilmas1 amaci ile filtre kagidindan siiziilmektedir. Bradford

yontemine gore protein tayini yapilirken kullanilan standart Ek 2’te verilmistir.

Tampon Cozeltiler

Cozeltilere eklenen az miktarlardaki asit veya bazlarin ¢ozelti pH’ n1 degistirmesini 6nleyici
yonde etki gosteren Ozel ¢ozeltilerdir. Tampon ¢dzeltilerin i¢inde ya zayif asit ile konjuge
bazi; ya da zayif baz ile konjuge asidi bulunmaktadir. Bu durumda tampon ¢6zeltinin iginde
hem asit hem de baz karakterli parcaciklar olmaktadir. Tampon ¢ozeltiler ayn1 zamanda
cesitli laboratuvar ¢aligmalarinda durulama ve yikama basamaklari i¢in de kullanilmaktadir

(Evcin, 2006).

Sodyum fosfat: Mikrobiyal hiicrelerin hiicre siispansiyonlarinin hazirlanmast igin
laboratuvar caligmalarinda rutin olarak kullanilmaktadir. Bu siispansiyon sivilarinda
bulunan tuzlar hiicre biitiinliigiiniin ve canliliginin devam ettirilmesi igin izotonik bir ortam
saglamaktadir. Ayrica, canliligin devami i¢in pH degeri Onemli olabilmektedir.
Deneylerimizde kullanilan sodyum fosfat tamponu 7,10 g/L sodyum fosfat dibazik
(NazHPO,)’in saf suda ¢ozdiiriilmesi ile hazirlanmistir. Cozelti pH: 7’ye ayarlanmis ve

islemlerde kullanilmak {izere +4°C’de saklanmustir.

[zotonik soliisyon: Laboratuvar calismalarinda siispansiyon, seyreltme ve durulama
islemlerinde kullanilmaktadir. Besin igermediginden dolay1 bu sivilarda siispansiyon edilen
ornekler uzun siire bekletilmemelidir. Deneylerimizde genellikle seyreltme islemlerinde
kullanilan c¢ozelti 9 g/ NaCl’nin saf su igerisinde ¢ozdiriilmesi ile hazirlanmistir.

Otoklavlanmis ve islemlerde kullanilmak {izere +4°C’de saklanmustir.

3.4. Mavi-1 Kodlu Bakteri izolatina Uygulanan Biyokimyasal Analizler

Gram Boyama

Saf koloniden bir miktar alinip lam {izerine fikse edilmis ve 1-2 dakika kristal violet ile
boyanmigtir. Boya saf su ile siire sonunda iyice akitilmistir. Boyanin etkisinin
arttirilabilmesi icin ligol ¢ozeltisi ile 1 dakika boyanmis ve alkol ile yikanmistir. Karsit
boya olarak 45 saniye kadar safranin ile boyanip yikanan preparatlar immersiyon yagi

altinda incelenmis ve pembe renkteki hiicreler gram negatif olarak kaydedilmistir.
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Endospor Boyama

Saf kiiltiir 6rneginden bir miktar alinip lam iizerine fikse edilmistir. Kaynayan su buharinda
5 dakika boyunca malasit yesili ile boyanmistir. Boya siire sonunda saf su ile iyice
yikanmis, 10 saniye karsit boya olan safranin ile muamele edilmistir. iImmersiyon yag1

altinda incelenmis ve endospor olusturmadigi kaydedilmistir.
Oksidaz Testi

Kovac’s ayiract damlatilan kurutma kagidi iizerine bir miktar saf koloniden alinip yayilmas,

mor-mavi renk olugsmamasi negatif sonug olarak degerlendirilmistir.
Katalaz Testi

Kiltire edilen 24 saatlik ornekten bir miktar alinarak temiz bir lam tzerinde, saf su
icerisinde dagitilmistir. Uzerine 1 damla %3’ liik hidrojen peroksit ¢ozeltisi damlatilmis ve

olusan hava kabarcig1 ¢ikisi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

3.5. Proteinlerin Elde Edilmesi

Sivi saboruant dekstroz besiyerine Mavi-1 kodlu bakteri kiiltiiriinden tek koloni alinip
ekilmig, gece boyu calkalamali inkiibatorde 30°C’de inkiibe edilmistir. Bakteri kiiltiir
bulanikligi 0,5 McFarland (1,5x108 CFU/mL) standartina ayarlanmus ve 102 kat seyreltme
islemi yapildiktan sonra kati besiyerlerine paralel olacak sekilde (100 pL yayma ekim)
ekilmistir. Ekim yapilan kiiltiirler aydinlik ve karanlik iki farkli kosulda inkiibe edilmistir.
Inkiibe edilen kiiltiirlerde istenilen gelisim saglandiktan sonra izotonik soliisyon
kullanilarak drigaski yardimi ile agar iizerindeki izolatlar toplanmistir. Toplanan izolatlar
santrifiij (4000 rcf, 15 dakika) edilerek siipernatant ve pellet ayrilmistir. Pellet havanda sivi
azot kullanilarak parcalanmig ve sodyum fosfat tamponunda ¢ozdiiriilmistiir. Coziinmesi
saglanan ornekler tekrar santrifiij (4000 rcf, 15 dakika) edilerek hiicre kalintilar1 bulunan

pellet ayrilmis, siipernatant deneylerde kullanilmak iizere alinmistir.

Aterreus ve T.lanuginosa ekimleri ise spor stoklarndan 1072 kat seyreltme yapildiktan
sonra gergeklestirilmistir. A.terreus, %4 glukoz iceren saboruant dekstroz besiyerine,

T.lanuginosa ise sivi ve kati maya Oziiti nisasta besiyerine ekilmistir. Ekimler sivi
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besiyerlerine 6ze yardimi ile kati besiyerlerine ise antibiyotik diskler yardimi ile
yapilmistir. Antibiyotik diskler seyreltilen spor stoklari igerisine daldirilip ¢ikarilmis ve
agarin tam merkezine gelecek sekilde yerlestirilmistir. T.lanuginosa, sivi besiyerine dort
0ze dolusu olacak sekilde ekilmistir. Kiiltiirler aydinlik ve karanlik iki farkli kosulda inkiibe
edilmistir. T.lanuginosa kati besiyerinde istenilen gelisimi gosterememis, A.terreus ise
istenilen gelisimi gostermistir. A.terreus’un spatiil yardimi ile agardan ayrilmasi
saglanmistir. Sivi  besiyerinde gelisim gosteren T.lanuginosa siiziilerek alinmustir.
Temizlenen kiifler havanda sivi azot kullanilarak parcalanmis ve sodyum fosfat
tamponunda ¢ozdiirilmistiir. Cozlinmesi saglanan 6rnekler tekrar santrifiij (4000 rcf, 15
dakika) edilerek hiicre kalintilar1 bulunan pellet ayrilmis, siipernatant deneylerde

kullanilmak iizere alinmistir.

3.5.1. Protein Miktarmin Belirlenmesi

Protein miktar tayini, Bradford metoduna gore BSA standart proteini kullanilarak
spektrofotometrede belirlenmistir. Bradford yontemi, proteinlerin asidik ve bazik gruplar
ile etkilesime giren Coomassie Brillant Blue G-250 boyasiin renk olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Negatif yiiklii olan Coomassie Brilliant Blue G-250 boyast kirmizi
renklidir. Boya proteinlerde pozitif yiiklii gruplar ile bag kurdugunda mavi renk almakta ve
595 nm’de maksimum absorbans vermektedir. Bradfort yonteminde renk olusumu 2

dakikadan sonra ger¢eklesmekte ve 1 saat stabil kalmaktadir.

Bradford reaktifi 0,1 g/L Commassie Brillant Blue G-250, %5 (h/h) etanol ve %10 (h/h)
%385°1ik fosforik asit igermektedir.Yontemde protein miktar tayini yapilirken; 50 pL 6rnek
tizerine 1,5 mL hazirlanan bradford ¢ozeltisinden eklenip vortekslenmekte ve 30 ila 60
dakika arasinda beklendikten sonra 595 nm’de 6l¢iim yapilmaktadir (Bradford,1976).

3.5.2. Poliakrilamid Jel Elektroforez Yontemi ve Jellerin Boyanmasi

Yapilan o6giitme islemlerinin ardindan elde edilen proteinler SDS-PAGE elektroforez
metodu ile goriintilenmistir.  Elektroforez c¢alismalart mini  jel sistemleri ile
gerceklestirilmistir. Ek 4’te belirtildigi gibi farkli konsantrasyonlarda alt ve {ist jel

hazirlanmistir. Caligma sonunda elde edilen jeller protein Orneklerinin goriintiilerinin
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belirlenebilmesi i¢in Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasi ile boyanmustir. ilk gériintiileri
elde edildikten sonra tekrar ayni 6rneklere SDS-PAGE uygulanarak fosfoprotein ve toplam
protein tespitleri yapilmistir. Jeller boya ¢ozeltisinde 2 saat bekletilmistir. Daha sonra
boyanin giderilebilmesi i¢in yikama ¢06zeltisinde iki saat bekletilmistir. Boyanin iyi bir
sekilde giderilebilmesi i¢in her 30 dakikada bir yikama ¢ozeltisi degistirilmistir. Yikama
sonunda protein bantlar1 goriintiilenmistir. Poliakrilamid jel elektroforez ydnteminde

kullanilan ¢6zeltilerin ve boyalarin igerikleri Ek 4 ve 5°de verilmistir.

Fosfoprotein tayini i¢in standart SDS-PAGE protokoliine gore jeller yiiriitiilmiistiir.
Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jeller, iki defa 100 mL fiksasyon c¢ozeltisinde
bekletilmistir. Her fiksasyon c¢ozeltisi eklendiginde 30 dakika boyunca g¢alkalanmasi
saglanmustir. Islem sonunda jeller 100 mL ultra saf su ile ii¢ defa 10’ar dakika olacak
sekilde yikanmustir. Yikama isleminden sonra jellerin tamamini kaplayacak sekilde phos-
Tag™ phosphoprotein jel boyasi eklenmis, calkalanmasi saglanarak 60-90 dakika boyunca
boyanmistir. Phos-Tag™ phosphoprotein boya uzaklastirici ¢ozelti ile jeller ti¢ defa 30’ar
dakika boyunca yavasca calkalanarak yikanmistir. Her yikamadan sonra 5 dakika ultra saf
su ile iki kez muamele edilmistir. Diizensiz goriintii olusmast durumunda jeller 20-30
dakika ikinci yikamada birakilmaktadir. Jellerin goriintiilenmesi i¢in 300 nm UV
transilliiminator kullanilmistir. Belirtilen sekilde fosfoprotein boyama yapilan ayni jel daha
sonra toplam protein tayininin yapilabilmesi i¢in asagida belirtilen sekilde boyanmustir.

Kullanilan ¢ozeltilerin ve boyalarin icerikleri Ek 5°de verilmistir.

Su: metanol: asetik asit kullanilarak 1 mL’lik 1000x Luminol™ Protein jel boyasi
seyreltilmekte ve boylelikle boya ¢ozeltisi hazirlanmaktadir. Cozelti +4°C'de koyu renkli,
plastik sisede 1siktan korunmus bir sekilde saklanmaktadir. Jellerin iizerini kaplayacak
sekilde luminol boya ¢ozeltisi eklenmis ve 90 dakika c¢alkalanmasi saglanarak muamele
edilmistir. Daha sonra yikama ¢ozeltisi ile 20 dakika calkalanmasi saglanarak jelin
yikanmasi saglanmistir. Jellerin  goriintiilenmesi igin 300 nm UV transilliiminator

kullanilmistir. Kullanilan ¢ozeltilerin ve boyalarin igerikleri Ek 5’de verilmistir.
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3.6. Mavi-1 Kodlu Bakteri izolati ve Ekzopolisakkarit (EPS)

Saboruant ve bazal besiyeri ortamlarinda biiyiitiilen bakteri izolatimizin agar iizerinde
akiskan, sivi besiyerinde ise yapiskan bir yapi olusturdugu tespit edilmistir. En iyi
biiyimenin %4 glukoz barindiran saboruant besiyerinde oldugu gorillmistiir.
Polisakkaritler, birden ¢ok monosakkaritin glikozit bagi ile baglanmasi sonucu olusan
kimyasal maddelerdir. Ekzopolisakkaritler (EPS) bagimsiz olarak hiicre duvari diginda
biriken, hiicre duvarina birlesmis olabilen kapsiiller veya biiyiikk miktarlarda kiiltiir
ortaminda iiretilen yapilardir. Bakteriler tarafindan iiretilen EPS’ler in vitro ¢alismalarda
varliklarmi kat1 besiyerinde Sekil 3.1’de goriildiigii gibi mukoid koloni, sivi besiyerinde
oldukea viskoz bir goriiniim ile ortaya koymaktadir (Y1lmaz ve Celik, 2007).

Sekil 3.1. Bakteri izolatimin agar iizerinde olusturdugu renk ve akigkan yap1

3.6.1. Ekzopolisakkarit Yapimin Saflastirilmasi ve Tayini

Aydmlik ve karanlik iki ayr1 kosulda inkiibe edilen kiiltiirler alinmis, izotonik soliisyon
kullanilarak toplanmistir. Toplanan izolatlar santrifiij (4000 rcf, 15 dakika) edilerek,
siipernatant ve pellet kisimlart ayrilmistir. Siipernatanta fenol siilfirik asit metodu
uygulanmis ve glukoz standart kullanilarak miktar belirlenmistir. 0-150 pg/mL arasi
degisen konsantrasyonlarda glukoz standardi hazirlanmis, 6rnekten uygun diliisyonlar

hazirlanarak 6l¢iim yapilmastir.

Yontemde karbonhidrat miktar tayini yapilirken; 100 pL 6rnek iizerine, 50 pL %80’lik
fenol ile 2 mL siilfirik asit eklenip vortekslenmekte ve 10 dakika beklendikten sonra 490
nm’de Ol¢lim yapilmaktadir. Glukoz standart grafigi Ek 3’de verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Oncelikli olarak bu calismanin amaci uzun siire LED 1siginmn etkisi altinda kalan
mikroorganizmalarin hem morfolojik hem de protein seviyelerindeki degisikliklerinin
belirlenmesidir. Kullanilan sekiz farkli LED'in mikroorganizma hiicreleri tizerinde etkisinin
olup olmadigi ve bu etki sonucunda protein seviyelerinde bir farkliligin olusup olusmadigi

gosterilmeye calisilmigtir.

Bununla birlikte, LED'lerin her biri farkli 151k siddetlerine sahiptir ve her birinin sagladig
etkinin ortaya cikis zaman aralig1 farkli olmaktadir. Deneylerimizde 10W, 5W, 3W ve 2W
degerindeki farkli LED lambalar1 kullanilmistir. Lambalar inkiibatoriin tavanina
montelenmigstir. Aydinlik ve karanlik kiiltlirler, degerlendirme asamasinda herhangi bir
ortam degisikliginden kaynakli etki ile karsilagilmamasi i¢in ayni inkiibatorde inkiibe
edilmistir. Aydinlik 6rnekler inkiibator icerisinde 15181n tam altina gelecek sekilde, karanlik

ornekler ise alliminyum folyaya sarili olarak koyulmustur.

LED isiklarinin uygulama esnasinda inkiibator sicakligini degistirip degistirmedigi 6nemli
bir detay oldugundan, termometre ile sicaklik Olgililmiis ve herhangi bir artisa neden
olmadigr goriilmiistiir. Sicaklik degisimi ile mikroorganizmalarin gelisim derecesinin
degisebilecegi goz oniinde bulundurularak, belirli bir LED igin sicaklik artis1 denenmistir.
Sicaklik degisiminden mikroorganizma gelisiminin olumsuz etkilendigi goriilmiistiir. Isik
ile sicakligin iliskilendirilemeyecegi ve bir avantaj olamayacag kaydedilmistir. Boylece

mikroorganizma kiiltiirlerindeki azalmanin LED aydinlatma kaynakli oldugu anlagilmistir.

Mavi ve kirmizi LED 1sik kaynaklarinin kullanildigi bir arastirma sonucunda, bezelye
fidelerinin yapraklarindaki klorofil ve B-karoten iceriginin arttig1 goriilmiistiir (Wu ve ark.,
2007). lsiklar ile ilgili c¢aligmalar arasinda mavi 1sik denemelerine olduk¢a sik
rastlanmaktadir. Mavi 15181 tedavilerde kullaniminin saglanabilmesi i¢in organizmalar
tizerinde denemeler yapilmaktadir. Caligmalar sonucunda mavi 1s18a mikrobiyal direng
gelistirme mekanizmalarinin olup olmadigi belirlenmekte ve bununla ilgili parametreler

olusturulmaktadir (Dai ve ark., 2012).
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Mavi 151k tedavisi Propionibacterium acnes enfeksiyonlari igin klinik olarak kabul géren
bir tedavi yaklasimidir. Helicobacter pylori’nin neden oldugu mide enfeksiyonlari iginde
mavi 1s1k, umut verici sonuglar vermistir. Staphylococcus aureus ve Pseudomonas
aeruginosa da dahil olmak tizere onemli patojen bakterilerin mavi 1s1k inaktivasyonu
tizerine ¢alismalar yapilmaktadir. P.acnes, H.pylori ve bazi oral bakteriler iizerinde mavi
151810 inaktivasyon mekanizmasi, hiicre i¢i porfirinlerin 1sikla uyarilmasit ve daha sonra
sitotoksik reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi olarak kanitlanmistir. Mavi 15181in memeli

hiicrelerinde ve yara iyilesmesinde etkisi hakkinda sinirli ve uyusmayan sonuglar

bildirilmistir (Dai ve ark., 2012).

Ultraviyole (UV) 1s1&inin mikrop o6ldiirlicii 6zelliginin uzun zamandan beri bilinmesine
ragmen, 405 nm goriinlir mavi 1s181nin antimikrobiyal 6zelliginin ¢evresel dezenfeksiyon
ve enfeksiyon kontrol uygulamalari i¢in kullanilmaya baslanmasi nispeten Yyeni
uygulanmaya baglanmistir. Bakteriyal ve fungal sporlar gibi direngli formlar da dahil olmak
lizere genis bir prokaryotik ve 6karyotik mikrobiyal tiiriin tahrip edilmesinde 405 nm mavi
151k ile indiikklenen fotodinamik inaktivasyona dair birgok bilimsel ¢alisma yapilmustir.
Mavi 15181n 6nemli antimikrobiyal o6zelliklere sahip oldugu, fakat mikrop o6ldiiriicii
etkinliginin UV 1s1gindan daha diisiik oldugu belirlenmistir. Mikrop 6ldiiriicti etkinliginin
arttirilabilmesi icin isgal edilmis ortamlarda giivenli, stirekli kullanilmas: saglanmali ve bu
sekilde telafisi yapilabilmektedir. Dezenfeksiyon etkinligi ile ilgili umut verici sonuglar,
hastane ¢aligmalarinda elde edilmistir. Ancak bu teknolojinin enfeksiyon hastaliklar ile

ilgili etkisi heniiz belirlenememistir (Maclean ve ark., 2014).

4.1. Isik Yayan Diyotlarin Bakterilerin Gelisimine Etkisi

Baslangic denemelerinde Sekil 4.1°de goriildiigii gibi inkiibator tavanina beyaz serit LED
dosenmis ve laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella enteritidis, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae ve topraktan izole
edilen, farkli sekillerde kodlanmis Mavi-1, B-4 ve Kar-A bakteri ornekleri bu 1s1k altinda
inkiibe edilmistir. Mikroorganizmalarin gelisim parametreleri, bakteri gelisimi icin 600 nm
dalga boyunda spektrofotometrik ol¢iimler dogrultusunda absorbans o&lgiimleri ile

belirlenmistir. Bakteriler oncelikli olarak nutrient ve saboruant %4 dekstroz besiyerlerinde
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tek koloni olarak elde edilmistir. Daha sonra bu tek koloniler hazirlanmis olan erlen
mayerlerdeki sivi besiyerlerine ekilmistir. Mikroorganizmalar aydinlik ve karanlik iki farkli
ortamda, 30°C’de inkiibasyona birakilmig, saatlik 6l¢iimler alinmistir. Kontrol olarak bos
stvi besiyeri kullanilmistir. Elde edilen veriler ile asagida sekillerde verilen absorbans-

zaman Ureme egrileri olusturulmustur (Sekil 4.2).

Sekil 4.1. LED 151k désenmis inkiibator ve inkiibe edilen kiiltiir 6rnekleri
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Sekil 4.2. LED 151k altinda inkiibe edilen bakterilerin tireme egrisi

33




Kullanilan her LED 15181 i¢in 30°C sicaklik denenmistir. Bakteri susunun farkli LED
1siklarina kars1 tepkisi degiskenlik gostermistir. Ornegin, Sicak ve soguk beyaz LED
1siklarinda  aydinlik ve karanlik biliyiime kosullar1 arasinda agar iizerinde fark
gozlemlenmistir (Sekil 4.3 ve 4.4). Fakat yesil (Sekil 4.5), mavi (Sekil 4.6) ve kirmizi
(Sekil 4.7) 151k altinda inkiibe edilen 6rneklerde, agar tizerinde aydinlik ve karanlik biiyliime
kosullar1 arasinda gelisim farkinin olmadig1 kaydedilmistir. Mavi 15181n bir¢ok calismada
bakteri popiilasyonu lizerinde azaltici etkisine deginilmistir. Fakat yaptigimiz calismada,
bakteri izolatimiz iizerinde etki etmedigi, aydinlik ve karanlik kiiltiirlerin, muamele
edilmemis kontrol hiicrelerine benzer bir gelisme gosterdigi goriilmiistiir. Mavi 151k ile ilgili
ornek caligsmalarda, bakteriler iizerinde Oldiiriicii etkisine deginilmis ve olumlu sonuglar
alindigr  belirtilmistir. Bu c¢alismalar g6z Oniinde bulundurularak calismamizda
kullandigimiz mavi 15181n etkisi arastirilmis ve yapilan tekrarli caligmalar sonucunda agar
tizerinde farkin gozlemlenmedigi, normal gelisimin oldugu, benzer bir sekilde protein
seviyesinde de fark kaydedilmemistir. Aydinlik kiiltiir Orneklerinin protein bant
yogunlugunun, karanlik kiiltiirlere oranla daha az oldugu belirlenmistir.

Mavi 1s1k, o6zellikle 405-470 nm dalga boyu araliginda, disaridan 1siga duyarli madde
ilavesi olmaksizin kendine has antimikrobiyal etkisi nedeniyle ilgi gérmiistiir. Mavi 15181n,
bakterilerdeki mavi 151k reseptorleri araciligiyla hiicre-hiicre iletisimi igeren ¢ok hiicreli
davraniglar1 diizenleyebildigi ve biyofilm olusumunu engelledigi ve 151k inaktivasyonunu
giiclendirebildigi rapor edilmistir. Daha fazla maruz birakildiginda, mavi 151k hem gram-
pozitif hem de gram-negatif bakterilere karsi genis spektrumlu bir antimikrobik etki
gostermektedir (Dai ve ark., 2012).

Derin dis ciiriikleri ile gerceklestirilen c¢aligmada gercek zamanli PCR yontemleri
kullanilarak fotodinamiklerin antimikrobiyal etkinlikleri degerlendirilmistir. Derin ¢lirigii
olan 10 dis secilmis, sirasiyla yiizeyden ve derinden 6rnek alinmistir. Ornekler geleneksel
kiiltiir yontemleri ile agar plaklara ekilmis ve elde edilen Streptococcus mutans
kiiltiirlerinde fotodinamik tedavi sonrasinda Onemli Ol¢iide azalma goriilmiistiir. Fakat
yapilan PCR analizi sonucunda fotodinamik tedavi uygulanan ve uygulanmayan iki grup

arasinda DNA degisikligi goriilmemistir (Araujo ve ark., 2015).
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Sekil 4.5. Bakteri izolatinin 2W yesil LED 1s1k altinda gelisimi (a-aydinlik, b-karanlik)
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Sekil 4.7. Bakteri izolatinin 2W kirmizi LED 1s1k altinda gelisimi (a-aydinlik, b- karanlik)

4.2. Isik Yayan Diyotlarin Kiiflerin Gelisimine EtKkisi

Kif orneklerinin gelisimleri ise kat1 ve sivi besiyerinde her giin resimleri kaydedilerek
belirlenmistir. A.terreus’un belirlenmesinde kati besiyeri, T./lanuginosa nin belirlenmesinde
ise siv1 besiyeri dikkate alinmistir. Fakat sivi besiyerinde inkiibe edilen T.lanuginosa i¢in
spektrofotometrik Sleiim yapilmamustir. A.terreus icin spor stogundan 107 kat seyreltme
yapilmigtir. Daha sonra seyreltilen spor stogundan, antibiyotik diskler yardimi ile %4
glukoz igeren saboruant agara ekimler gergeklestirilmistir. Antibiyotik diskler seyreltilen

stok igerisine daldirilip ¢ikarilmis ve agarin merkezine gelecek sekilde yerlestirilmistir.
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T.lanuginosa ise dort 6ze dolusu alinarak sivi maya Oziitli nisasta besiyerine ekilmistir.
Yapilan ekimlerin hepsi paralel sekilde gerceklestirilmistir. Spor olusum zamanlar

belirlenmis ve aydinlik ve karanlik farklar1 kaydedilmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Aydinlik ve karanlik ortamda inkiibe edilen T.lanuginosa’nin sivi besiyerinde gelisimi
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Kiiltiire edilen A.terreus’un Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’da goriildiigli gibi kat1 besiyerinde iist
yiizeylerinde sivi salgisi olusmustur. Bu salgilar siringa yardimi ile toplanmis ve
antimikrobiyal etkinliginin olup olmadigi, var ise aydinlik ve karanlik arasinda farkin
tespiti i¢in antibiyogram analizi yapilmistir. Ayni zamanda agarin rengininde giin gectikce
koyulastig1, aydinlik kiiltiirlerde renk degisiminin daha az oldugu, karanlik kiiltiirlerde ise
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Antibiyogram analizi i¢in antibiyotik disklere 25 pL
salgilardan emdirilmis ve agar yiizeyine birakilmistir. Inkiibe edilen kiiltiirlerde olusan zon
caplari Cizelge 4.1°de gosterildigi gibi Olgiilmistiir. Sonu¢ olarak bakteriler iizerine
etkisinin oldugu, fakat aydinlik ve karanlik kiiltiirlerden elde edilen salgilar arasinda etki

farkinin olmadig1 kaydedilmistir.

Cizelge 4.1. A.terreus aydinlik ve karanlik ortamda inkiibe edilen kiiltiirlerinde olusan salgisinin
antibiyogram sonuglari

Bakteriler Aydinlik Zon Capr (mm) | Karanlik Zon Capi (mm)
Salmonella enteritidis 0,8 0,9
Escherichia coli O157: H7 1 11
Staphylococcus aureus 1,2 1,1
Bacillus subtilis 1 1,2

A.terreus ve T.lanuginosa i¢in tek bir LED aydinlatma kullanilmistir. Sicak beyaz 10W
LED is1ginin kullanildigi deneyimizde aydmnlik ve karanhik kiiltiirler arasinda farkin
olustugu kaydedilmistir. Inkiibasyonun 2.giiniinden itibaren her iki 6rnegimizde iireme
goriilmeye baslanmustir. Inkiibe edilen A.terreus kiiltiirlerinde 5 giiniin sonunda karanlik
ortamda inkiibe edilenlerinde acik sar1 halka seklinde sporlanmanin, aydinlik kiiltiirlerinde

ise kahverengi sporlanmanin oldugu gortilmistiir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. A.terreus’un 10W sicak beyaz LED i1sik altinda gelisimi (a-aydinlik kahverengi
sporlanma, b- karanlik sar1 sporlanma &rnekleri)

T.lanuginosa ise 9 giin inkiibe edilmis ve aydmlik kiiltiiriiniin sivi kisminin bulanikliginin
yogun ve st kisminda olusan sporlanmanin ise gri renkte oldugu goriilmiistiir. Karanliktaki
kiiltiirlerde ise iist kisimda beyaz kiif olusumun oldugu, fakat sporlanmanin olmadigi, sivi

kisminin berrak oldugu kaydedilmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. T.lanuginosa’nin 10W sicak beyaz LED 151k altinda gelisimi (a-karanlikta inkiibe edilen
kiiltiirde kif gelisimi, b-aydinlikta inkiibe edilen kiiltiirde gri sporlanma, c-karanlik kiiltiiriin berrak
goriintiist, d-aydinlik kiiltiirde bulanikligin goriintiisii)

4.3. Sicakhik Degisiminin Hiicre Cogalmasina Etkisi

Isik yayan diyotlarin antibakteriyal etkisi Escherichia coli O157:H7, Salmonella
typhimurium, Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus tizerinde arastirtlmustir.
Bakteri kiltirleri 4,5 cm’lik bir mesafe ile sicakliklart 7,5, 10, 15 ve 20°C olan
inkiibatorlerde inkiibe edilmistir. Antibakteriyal etki 461 ve 521 nm aydimnlatilmada

gozlemlenirken, 642 nm aydinlatilmada herhangi bir etki goriilmemistir. Aydinlatma
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sicakligina bakilmaksizin 461 ve 521 nm LED ile aydinlatmada tiim bakteri tiirlerinde
hasar gozlemlenmis ve tedavi siiresi arttikga yarali hiicrelerin yilizdesinde de artis
gorilmistir. Sonucglar, LED’lerin antibakteriyel etkisinin dalga boyu ve aydinlatma
sicakligina bagli oldugunu gostermistir. Bu sonuglar dogrultusunda 461 ve 521 nm
LED’lerin gida koruma teknolojisi olarak kullanilma potansiyelini ortaya koymaktadir
(Ghate ve ark., 2013).

Perakende satis dolaplarinda taze kesilmis papaya meyvesinin iizerinde gelisen salmonella
serotiplenmesine kars1 farkli sicakliklarin ve LED 1s1k uygulamasinin gelismis bir
antimikrobiyal koruma saglayabilecegi diistiniilmiistiir. Farkli siirelerde uygulanan LED
151k uygulamasindan sonra belirlenen sicakliklarda bakteri popiilasyonunda meydana gelen
artis ve azaliglar tespit edilmistir. Deney asamasinda papaya meyvesinin fizikokimyasal
yapist ve besleyici 6zelliklerine LED uygulamasinin herhangi bir zararinin olmadigi
belirlenmistir. Gida sogutucusu 405 + 5 nm LED aydinlatmasi ile donatilmis ve papaya’nin
bozulmadan korunabildigi, olusabilecek risklerin en aza indirgenebilecegi tespit edilmistir

(Kim ve ark., 2017).

Calismamizda tiim mikroorganizmalar 30°C’de inkiibe edilmistir. Mavi-1 kodlu bakteri
izolatimiz i¢in ayrica oda sicakligi, +4°C ve 35°C sicakliklar denenmistir. Biiylime ve
pigment olusumunun en iyi 30°C’de oldugu goriilmiistiir. Mavi-1 ve A.terreus drneklerinde
bes giinliikk inkiibasyon sonucunda 30°C sicaklikta istenilen gelisim saglanmistir.
T.lanuginosa’da ise 9 giinlik inkiibasyon sonucunda, 30°C’de istenilen gelisim

saglanmistir.

4.4. Ekzopolisakkarit Miktar Tayini

Saboruant ve bazal besiyeri ortamlarinda biiyiitillen bakteri izolatimizin agar iizerinde
akigkan, sivi besiyerinde ise yapiskan bir yap1 olusturdugu ¢aligsmalarimiz sirasinda tespit
edilmistir. Aydinlik ve karanlik iki farkli kosulda inkiibe edilen kiiltiirlerden elde edilen
ekzopolisakkaritlerin miktar tayinleri yapilmistir. Glukoz standart egiminden elde edilen
denklem yardimi ile karbonhidrat oranlar1 hesaplanmistir. Aydinlik kiiltiirlerden elde edilen
orneklerin ekzopolisakkarit oranlari, karanhik kiiltiirlerden elde edilenlere oranla daha

yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Baz1 6rneklere uygulanan fenol siilfirik asit tayin sonuglari

LED Isik Aydinhk (mg/mL) Karanhk (mg/mL)
Serit Seklindeki Beyaz LED | 0,17575 0,026875

3W Sicak beyaz 16,98175 1,463175

5W Sicak beyaz 7,8375 0,810225

5W Soguk beyaz 5,825 0,52845

10W Sicak beyaz 15,63675 1,794675

4.5. Sicaklik Degisiminin Ekzopolisakkarit Uretimine Etkisi

Farkli ortamlarda bir tiir tarafindan farkli ekzopolisakkaritler {iretilebilmektedir.
Ekzopolisakkarit iiretimi, mikroorganizmalarin iireme asamalarinda gelisim fazlarindan,
besiyeri bilesiminden, pH ve sicaklik gibi iliremeyi Onemli derecede etkileyebilecek
parametrelerden etkilenmektedir (Duboc ve Mollet, 2001). Verim logaritmik fazda
artmakta, duragan fazda tiretim olmamaktadir. Kiiltiir ortaminda kullanilan karbon
kaynaklari, kiiltiiriin inkiibe edildigi sicakliklar EPS firetiminde etkili olmaktadir. Diisiik

inkiibasyon sicakliklari EPS iiretimini olumlu etkilemektedir (Tallon ve ark., 2002).

Bakteri izolatimizin farkli biliylime kosullarinda EPS {iretimi incelenmistir. Caligmada
25°C, 30-35°C ve +4°C olmak tizere dort farkli sicaklik test edilmistir. En fazla EPS
tiretiminin +4°C’de 48 saat inkiibasyon sonrasi olustugu, 20°C ve 30-35°C’ de 48 saat

inkiibasyon sonrasi ise zayif gelisme oldugu goriilmiistiir.

4.6. Glukoz Derisiminin Hiicre Cogalmasi ve Ekzopolisakkarit Olusumuna Etkisi

Celik ve ark. (2007)’nin Pseudomonas aeruginosa G1 ve Pseudomonas putida G12
bakterileri ile yaptiklar1 calismada farkli karbon kaynaklarimin EPS {iretimi iizerine
etkisinin olup olmadig belirlenmistir. Glukoz, ksiloz, laktoz, galaktoz ve siikrozun karbon
kaynag1 olarak etkileri incelenmis ve en yiiksek EPS veriminin ksiloz iceren besiyerinde
sirastyla 335 ve 262 mg/L oldugunu bildirmislerdir (Ergene ve Avci, 2016).

Kumar (2012)’m EPS iiretimi lizerine yaptig1 bir bagka caligmada ise ksilozdan sonra en

yiiksek verimin fruktozdan elde edildigi belirlenmistir. Glukoz dahil olmak {izere tiim besin
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Ogeleri, besiyeri igerisindeki konsantrasyonlar: arttik¢a baskilayict etki yapmaktadir.
Zengin bir besiyeri olusturmak amaci ile biitiin besin maddelerinin, besin ortamina fazla
sekilde eklenmesi uygun bir gelisme saglamamaktadir (Ergene ve Avci, 2016).

Glukoz derisimlerinin %1 ile %30 arasinda kullanildigi deneyde glukoz miktar1 arttik¢a
hiicre ¢ogalma hizinin ve hiicre derisiminin azaldigi goriilmiistiir. Ancak diisiik glukoz
derigimlerinde (%1 ve %5) onemli bir fark olmadigi kaydedilmistir. En yiiksek hiicre
derigimi sirasiyla %1 ve %5 glukoz igeren ortamda 33. saatte bulunmustur ( Yiirtit, 2010).
Mavi-1 kodlu bakterinin farkli miktarlarda glukoz igceren bazal besiyerinde iireme
parametrelerinin belirlenmesi ve en ¢ok ekzopolisakkaritin hangi oran kullanildiginda elde
edilebileceginin belirlenmesi amaglanmistir. Organizmamiz Sekil 4.13’de gorildiigi gibi
%1, 2, 3, 4 glukoz iceren bazal besiyerinde inkiibe edilmis ve en iyi gelisimin, %3 glukoz
iceren besiyerinde oldugu tespit edilmistir. Yine ayn1 sekilde ekzopolisakkarit {iretiminin

%3 glukoz igeren bazal besiyerinde en ¢ok olustugu, %4 glukoz iceren bazal besiyerinde
ise hi¢ gelisimin olmadigi goriilmistiir.

SN Y
A A A

Sekil 4.13. Bakteri izolatiin farkli oranlarda glukoz igeren bazal besiyerinde gelisimi ve
olusturdugu akigkan yapinin goriintiisii

4.7. Tuz Derisiminin Hiicre Cogalmasina ve Ekzopolisakkarit Olusumuna Etkisi

Ug farkl1 bolgeden alman su drnekleri ile yapilan ¢aligmada elde edilen organizmalarin EPS
tretimine sodyum kloriir (NaCl) etkisi incelenmistir. Besiyeri ortamina farkli tuz
konsantrasyonlar1 eklenmis ve en iyi EPS diretiminin 0,2 M ile 0,4 M NaCl igeren
besiyerlerinde oldugu belirtilmistir (Oztiirk ve Aslim, 2010).

Bakteri izolatimiz, farkli miktarlarda NaCl iceren, %4 glukoz barindiran saboruant

besiyerine lireme parametrelerinin belirlenmesi amaci ile ekilmistir. Besiyeri igerisine 0,1
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M ve 0,2 M NaCl eklenmis, aydinlik ve karanlik olarak farkli ortamda inkiibe edilmistir.
En iyi gelisimin, 0,1 M NaCl igceren karanlik kiiltiirlerde oldugu (Sekil 4.14),
ekzopolisakkarit liretiminin, akigkanligin ve parlakligin ise daha az oldugu tespit edilmistir.
Sodyum kloriirii 0,1 M igeren aydinlik kiiltiirde ise ekzopolisakkarit yapinin daha parlak ve
akigkan oldugu goriilmistiir (Sekil 4.14).

e

Sekil 4.14. Bakteri izolatinin 0,1 M NaCl igeren besiyerinde gelisimi (a-aydinlik, b-karanlik)

Sekil 4.15. Bakteri izolatinin 0,2 M NaCl igeren besiyerinde gelisimi (a-aydinlik, b-karanlik)
4.8. Fosfoprotein ve Toplam Protein Boyama Sonucu Elde Edilen Jellerin Goriintiileri

Calisma sonucunda elde edilen proteinlerin fosfoprotein ve toplam protein tayinleri SDS-
PAGE metodu kullanilarak ve belirtilen boyama protokolleri uygulanarak tespit edilmistir.
Yiikleme yapilan orneklerin konsantrasyonlari esitlenmis ve ayni miktarda yiiklenmistir.
Asagida sekillerde tespitleri yapilan jellere 6rnek sonuglar verilmistir. 3W, 5W ve 10W
sicak beyaz LED 1s18inda elde edilen protein 6rneklerinin sonuglar1 Sekil 4.16’da, 3W, SW
sicak beyaz, 2W mavi ve kirmiz1 LED 1s18indan elde edilen protein drneklerinin sonuglari
ise 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.16. Fosfoprotein ve toplam protein boyama gériintiileri. (a) fosfoprotein boyama, (b) toplam
protein boyama. Fosfoprotein boyama ve toplam protein boyama i¢in iki farkli jel yiiriitiilmiistiir.
Jel tizerinde kuyucuklar rakamlarla ifade edilmistir. Protein 6rnekleri 2.’den itibaren 3W Aydinlik,
3W Karanlik 5W Aydinlik, 5W Karanlik, 10W Aydinlik, 10W Karanlik, 10W Aydmnlik ve 10W
Karanlik sicak beyaz 151k seklinde yiiklenmistir.

Sekil 4.17. Fosfoprotein ve toplam protein boyama goriintiileri. (a) ve (b) fosfoprotein boyama, (c)
ve (d) toplam protein boyama sonucunu gostermektedir. Jeller 6nce fosfoprotein boyanmis daha
sonra ayni jellere toplam protein boyama yapilmustir. Jel tizerinde kuyucuklar rakamlarla ifade
edilmistir. () jelinde 3.’den itibaren 3W Aydinlik, 3W Aydinlik, 3W Karanlk, 3W Karanlik, 5W
Aydinlik, 5SW Aydinlik, 5W Karanlik ve 5W Karanlik sicak beyaz 1g1k seklinde yiiklenmistir. (b)
jelinde 1.’den itibaren 2W Aydinlik, 2W Aydinlik, 2W Karanlik, 2W Karanlik Mavi 1s1k, 2W
Aydinlik, 2W Aydinlik, 2W Karanlik ve 2W Karanlik Kirmizi 1g1k seklinde yiiklenmistir.
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Yukarida Sekil 4.16 ‘da 3W LED deneyi sonucunda aydinlik ve karanlik protein
profillerinin hem fosfoprotein boyama (a) hem de toplam protein boyama (b) sonrasi
benzer oldugu gozlemlenmistir. SW LED 15181 ile yapilan test sonucunda ise 1518a maruz
birakilmis Orneklere ait diisik molekiiler agirhia sahip proteinlerde yogunluk
gozlemlenmistir. Buna karsilk 10W ile yapilan testlerde karanlikta ¢ogaltilan
mikroorganizmalarda ayn1 bolgedeki (diisiik molekiiler agirliga sahip) protein yogunlugu
1s18a maruz birakilanlara gore daha fazladir. Jel tizerinde 6. ve 8. ile 7. ve 9. kuyucuklara
uygulanan 6rnekler ayni 6rnekler olmasina ragmen 6. ve 7. kuyucuklara yiiklenen protein

konsantrasyonlarinin diigiik oldugu goriilmektedir.

3W ve 5W LED deneyleri sonucunda Sekil 4.17°de aydinlik ve karanlik protein
profillerinin hem fosfoprotein (a) hem de toplam protein boyama (b) sonrasi farkli olduklar:
belirlenmistir. 3W LED 15181 ile yapilan test sonucunda 1§18a maruz birakilmis 6rneklere ait
diisiik molekiiler agirliga sahip proteinlerde yogunluk gozlemlenmistir. SW LED 15181
deneylerinde de benzer sonuglar gézlemlenmistir. 2W mavi ve kirmizi LED deneyleri

sonucunda ise aydinlik ve karanlik sonuglar1 benzer bulunmustur.

Calisma sonucunda, karanlik ortamda gelisime birakilan mikroorganizmalarin, SW, 10W
sicak ve soguk beyaz LED 151k ortaminda gelisime birakilan mikroorganizmalardan daha
kisa inkiibasyon siirecinde daha biiyiik koloniler olusturduklar1 gézlemlenmistir. Bes giiniin
sonunda, sadece 151ksiz ortamda cogaltilan mikroorganizmalar agar besiyerinin tiim
yizeyini kaplamistir. Yesil, mavi ve kirmizi 1sik altinda gelisime birakilan
mikroorganizmalarin aydinlik ve karanlik kiiltlirleri arasinda agar besiyeri lizerinde fark
olugmadig1 kaydedilmistir. Sicak beyaz, mavi ve kirmizt LED 1s1k ¢alismalarindan elde
edilen proteinlerin SDS-PAGE sonucu uygun boyamalar1 yapildiktan sonra yapilan
analizleri dogrultusunda karanlik kiiltiirleri arasinda farkliliklarin oldugu gosterilmistir. Bu
arada, iki kosula ait protein konsantrasyonlari ve SDS-PAGE profilleri farklilik

gostermistir.
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SONUC

LED sistemlerinin kullanim Omiirlerinin uzunlugu, Kurulacak sistemlere uygunlugu ve
elektrik sarfiyatt bakimindan uygun olmasi ile birgok alanda kullanimlar1 faydali
olmaktadir. Yapilan birgok denemede LED isiklari olumlu yonde etki gostermistir.
Biyolojik bilimlerde gida, saglik ve 6zellikle bitki gelisimlerinde uygunluklari test edilmis
ve pozitif etkisi kaydedilmistir. Bunun yaninda mikroorganizmalar iizerine olan etkileri
genel olarak dis¢ilikte mavi LED 15181n1n inaktive edici 6zelligi tizerine odaklanmistir. Bu
calismalara ek olarak bitkilerde elde edilen verimin, bakterilerin trettikleri bir¢ok tiriin
icinde uygulanabilecegi caligmalar yapilarak ortaya konulmalidir. Genis renk
seceneklerinden dolayr LED isiklart ile yapilan calismalarin arttirilmasi bir¢ok alanda
kolaylik saglayacaktir. Cilinkii 15181in canlilar iizerindeki etkisi bir¢ok kez calismalar ile
kanitlanmistir.  Bu  calisma  sonucunda uygun LED  kaynagi  kullanilarak

mikroorganizmalarin ¢ogalma ve protein profillerinin degistigi gozlemlenmistir.
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EKLER

EK1

Cizelge 1.1. Arastirmada kullanilan kimyasal ve biyokimyasal maddeler ve 6zellikleri

Kimyasal Firma Katalog No
KH2PO, Merck A0383277-304
MgSO, 7H,0 Merck AMO0520186-420
NayS,03 Sigma-Aldrich 7772-98-7
NH4sNO3 Merck M101187-1000
KoHPO,4 Sigma-Aldrich 7758-11-4
AgNOs; Sigma-Aldrich 7761-88-8
K,CO3 Sigma-Aldrich 584-08-7

NaCl Merck 7647-14-5
Akrilamid Merck M800830-1000
Amonyum persiilfat Merck M101200-5000
Trisma Base Sigma-Aldrich 77-86-1
TEMED Merck M1107320-100
SDS Sigma-Aldrich 151-21-3

TCA Merck M100807-1000
Metanol Merck M106009-2500
Etanol Merck M100983-2500
Siilfirik asit Merck M100748-2500
Asetik asit Merck M100058-2500
Glisin Sigma-Aldrich 56-40-6
Bromofenol blue Sigma-Aldrich 115-39-9
%37’ lik formaldehit Sigma-Aldrich 50-00-0

Fenol Sigma-Aldrich 108-95-2
Gliserol Sigma-Aldrich 56-81-5

BSA Sigma-Aldrich 9048-46-8
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EK 1 (Devam)

Yeast Ekstract Merck VM221853-042
Nutrient Broth Merck 105443
Sabouraud — %4 Dextrose Merck VM734338-618
Agar-agar Merck VM697014-522
Glucose (D+) Merck K46890337-541
Peptone from casein Sigma-Aldrich 101297770
Starch Sigma-Aldrich 1001630181
Kovac’s Indole Reagent Merck HX390095
Coomassie brillant blue G-250 | Merck M115444-0025
Cristal violett Merck FN1198740-342
Safranin Norateks Kimya 117020191602
Malasit Yesili Norateks Kimya -
eLuminol™ Protein Gel Stain

GeneCopoeia A300LY180
Phos-Tag™  Phosphoprotein A300LY144
Gel Stain GeneCopoeia
Phos-Tag'™  Phosphoprotein
Destain Solution GeneCopoeia P2K1605B
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EK 2
Protein Standart Grafiginin Elde Edilmesi

Standart protein olarak sigir serum albumini (BSA) kullanilmistir. BSA’nin 1 mg/mL’lik
standart ¢ozeltisi hazirlanmis ve standart g¢ozeltiler bu stoktan 0,01-0,5 mg/mL olacak
sekilde, saf su ile seyreltilerek kullanilmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerden tiiplere 0,05
mL eklenmis, kore ise 0,05 ML sodyum fosfat tamponu koyulmustur. Biitiin tiiplere 1.5 mL
hazirlanan bradfort ¢o6zeltisinden eklenmis, karistinlmis ve 30 dakika karanlikta
bekletilmistir. Daha sonra standartlar 595 nm dalga boyunda kore karst okunmus ve protein
standart grafigi, konsantrasyona karsi absorbans grafigi ¢izilmistir. Bilinmeyen Ornegin
protein konsantrasyonu, bu standart grafigin analizi sonucu elde edilen denklemin

formiiliinden hesaplanmustir (Sekil 2.1).

0,9 - y =0,6354x + 0,4689
0,8 - R2=0,9982
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0,0 T T T T T )
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Protein Konsantrasyonu (mg/mL)

595 nm'de Absorbans

Sekil 2.1. Protein tayini i¢in standart BSA grafigi
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EK 3
Glukoz Standart Grafiginin Elde Edilmesi

Standart karbonhidrat olarak glukoz kullanilmistir. Glukoz’un 1 mg/mL’lik standart
¢Ozeltisi hazirlanmis ve standart ¢ozeltiler bu stoktan 0-150 pg/mL olacak sekilde, saf su ile
seyreltilerek kullanilmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerden tiiplere 100 puL eklenmis, kore
ise 100 puL sodyum fosfat tamponu koyulmustur. Daha sonra biitiin tiiplere %80’lik fenol
eklenmistir. En son biitiin tiiplere 2 mL siilfirik asit eklenmis, karistirilmis ve 10 dakika
bekletilmistir. Standartlar 490 nm dalga boyunda kore karsi okunmus ve karbonhidrat
standart grafigi, konsantrasyona karsit absorbans grafigi ¢izilmistir. Bilinmeyen Ornegin
karbonhidrat konsantrasyonu, standart grafigin analizi sonucu elde edilen denklemin

formiiliinden hesaplanmistir (Sekil 3.1).

0,06
y = 0,0004x + 0,0013

R*=0,9951

0,05

0,04

0,03

0,02
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Sekil 3.1. Karbonhidrat tayini i¢in standart glukoz grafigi

55



EK 4
SDS-PAGE i¢in Kullanilan Reaktifler ve Jellerin Hazirlanmasi (Laemmli, 1970)
Stok Cozeltiler

A. Akrilamid/bis (%30 T, %2,67 C)
B. 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

C. 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

D. %10 SDS

E. Ornek tamponu

Saf su 4,0 mL
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1,25 mL
Gliserol 2,5mL
%10 SDS (a/h) 2,0 mL

%0,05 (a/h) bromfenol mavisi 0,2 mL

Ornek tamponu 6rnek ile karigtirilmadan once 2-B-merkaptoetanol ile %5 (h/h) oraninda
karistirilmistir. Ornek, 6rnek tamponu ile en az 1:2 oraninda karistirilip 5 dakika boyunca

95°C’de kaynatilmigtir.

F. 5X elektrot (yiirtitiicii) Tampon, pH 8,3

Tris baz 9049
Glisin 42,3 g
SDS 309

G. %10 Amonyum Persiilfat (APS)
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EK 4 (Devam)
SDS Jel Cozeltilerinin Hazirlanmasi

A. Alt (Separating) Jel

Monomer konsantrasyonu (%30 T, %2,67 C) %12
Akrilamid/bis (%30 T, %2,67 C stok) 4,0 mL
Saf su 3,35 mL
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,5mL
0,5 M Tris-HCI, pH 6,6 -

%10 SDS 100 pL
%10 Amonyum persiilfat (taze hazirlanir) 50 uL
TEMED (N,N- tetrametilen etilendiamin) 5ulL

B. Ust (Stacking) Jel

Monomer konsantrasyonu (%30 T, %2,67 C) %7
Akrilamid/bis (%30 T, %2,67 C stok) 2,3mL
Saf su 51mL
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 -

0,5 M Tris-HCI, pH 6,6 2,5mL
%10 SDS 100 pL
%10 Amonyum persiilfat (taze hazirlanir) 50 uL
TEMED (N,N- tetrametilen etilendiamin) 10 uL

Mini-protean Tetra Cell (Biorad, Almanya) elektroforez diizenegine ait cam plakalar ve
aparatlar kullanilarak jel dskme diizenegi olusturulmustur. Once alt jel ¢dzeltisi dokiilmiis,
jel donduktan sonra iistiine iist jel ¢ozeltisi dokiilmiistiir. Protein ylikleme bosluklarinin
olusmasini saglayan tarak iist jel iizerine gegirilerek, jeller donmaya birakilmistir. Jeller
donduktan sonra drnek tamponuyla karistirilan proteinler jellere yiiklenmis ve elektroforez

islemi baglatilmistir.
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EK5

Boyama Cozeltileri

Commassie Boyama Yontemi

Boya cozeltisi

Coomassie Brilliant Blue (G 250) %0,1 (a/h)
Metanol %50 (h/h)
Asetik asit %12 (h/h)

Yikama ¢ozeltisi

Metanol % 30 (h/h)
Asetik asit %7 (h/h)

SDS-PAGE yontemiyle protein yiiriimesi tamamlanan jeller Meyer ve Lamberts’in (1965)
yontemine gore Commassie boyama yontemiyle boyanmustir. Jeller boya ¢ozeltisi
icerisinde 24 saat bekletilmistir. Sonrasinda yikama ¢o6zeltisi kullanilarak proteinlerin
belirginlesmesi saglanmistir. Jeller, yikama c¢ozeltisi icerisinde bekletilmis, saat basi

yikama ¢ozeltisi yenilenerek yikama gergeklestirilmistir.
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EK 5 (Devam)

Toplam Protein ve Fosfoprotein Boyama

Cizelge 5.1. Fosfoproteinlerin tespiti icin boyama protokolii

Reaktif Protokol
50 mL metanol 100 mL, 30 min
Diizeltme (Fikse etme) }18 m:: 2:?25 asit 100 mL, 30 min
100 mL, 10 min
Yikama Ultra saf su 100 mL, 10 min
100 mL, 10 min
Phos-Tag™™ Phosphoprotein | 40-60 mL
Boyama Jel Stain (PO05A) 60-90 minutes
60 mL, 30 min
Boya giderme Phos-Tag"™ Phosphoprotein | 60 mL, 30min
Destain Solution (P005B) 60 mL, 30 min
100 mL, 5 min
Yikama Ultra saf su 100 mL, 5 min
Cizelge 5.2. Toplam proteinlerin tespiti i¢in boyama protokolii
Reaktif Protokol

Boya cozeltisi

1 mL 1000xLuminol boya
600 mL saf su
300 mL metanol

100 mL asetik asit

4 °C'de plastik sisede 1s1ktan
korunmus sekilde saklanir.

7 mL asetik asit
83 mL saf su

Boyama 1x eLuminol™ boya 90 min
¢Ozeltisi 50 ~80 mL
Yikama 10 mL metanol 20 min
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