OZET

a-Amilaz (EC 3.2.1.1a-D-glukan-glukanhidrolaz), gasta molekulindeka-
1,4 glikozidik baglarinin rastgele hidrolizini kataliz ederek glukaekstrin ve limit
dekstrinleri olgturan bir enzimdir.a-Amilazlar bata gida olmak Uzere, tekstil,
deterjan ve kat endustrilerinde yaygin olarak kullanilmaktaddu uygulamalarda
nisasta hidrolizinin gercekigéiriimesi genellikle yuksek sicaklikta kararli emderin
kullaniimasini gerektirginden, uc sicaklik kaullarinda yaayan
mikroorganizmalar ve onlarin Urdditi enzimlere olan ilgi artmaktadiBacillus
soylari gerek u¢ kallarda yaayabilme gerekse hlcrestha enzim salgilayabilme
Ozelliklerinden dolayr a-amilaz enziminin Uretiminde siklikla kullanilan
mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir. GYTE oBy Bolumu Molekiler
Biyoloji Anabilim Dali Enzim Molekiler Geneti Grubu ve Kizilay Pendik Tip
Merkezi Bakteriyoloji Laboratuvarr’nirgbirligi ile yuratilen bu tez ¢cagilmasinda,
a-amilaz Greticisi Bacillus soylarinin yerel ekosistemlerden izole edilmesi,
nitelendiriimesi ve enzim optimizasyonu amaclagtimi Bu dgrultuda, yerel
kaynaklardan alinan o6rneklerden primer izolasyorakiben, morfolojik ve
mikroskobik olarak Bacillus cinsi Uyesi oldgu distndlen soylarina-amilaz
uretkenlikleri nyasta-agarda test edilgtir. Uretken soylar gasta-agarda verdikleri
halo caplarina gore secilerek manuel tanimlamdetes alinmgtir. Tanimlama
sonucu soylarin bengegi tir isimleri belirlenmg ve bu soylardan bazilari ile enzim
aktivite calsmalari yapilmgtir. Aktivite calsmalarina alinan soylar ayrica yari
otomatik ve tam otomatik tanimlama Kkitleri ile dgmlendiriimeye cakiimistir.
Anilan tanimlama yontemleri ile tir adi verilemeysylardan birisinin molekuler
tiplendirme cakmalarina alinmasi karagtariimis, ilgili soyun genomik DNA’ si
izole edilmgtir. 16S rDNA PCR ile c¢galtilmis ve dizi analizi ¢cakmalari
yapiimstir.

Ayni soyun kudltir ortamina salgilgd a-amilazin  6n nitelendirme

calismalar yapilmg ve nkastanin bu enzim ile hidrolizi sonucu gdn trinler ince

tabaka kromatografisi ile irdelengtir.



SUMMARY

a-amylase (E.C. 3.2.1.h-glucan-glucan hydrolase) is an enzyme which
catalyses the hydrolysis of tlee1,4 glycosidic linkages of starch in a random
manner, produces mainly glucose, dextrins and ldektrins. These enzymes have
been widely used especially food, textile, detergamd paper industries. Since,
starch based processes in these applications eetjugrmostable enzymes, the
microorganisms living in extreme conditions andirtle®zymes are more favorable
for researcherdBacillus strains have been widely used as a source of #resane,
due to their ability of surviving in extreme halétaand secretion of extracellular
enzymes. In this thesis work performed with coll@bon of Enzyme Molecular
Genetics Group, Department of Biology, Gebze Iasitof Technology and
Bacteriology Laboratory, Pendik Medical Centre, 1Ky, isolation and
identification of thea-amylase producin@acillus strains from local areas and the
optimization of the enzyme production have beenedinin this respect, following
the primary isolationBacillus strains were screened on starch-agar plates éar th
alpha amylase production capability. Among thesairst, 35 isolates showing
broader zone of clearance around individual comiere choosen for the manual
identification tests. The closest species namefsgdch of 3Bacillus isolates has
been determined according to the morphological kiodhemical properties of
Bacillus genus defined in Bergey's Manual of Systematic 8aalogy. Of the 35
pre-identified isolates, nine representing betteryene production in the liquid
culture conditions were taken into the enzymatitvag experiments to optimize
the enzyme production. These nine isolates wethduidentified by using API 50
CHBI/E kit and VITEK system. One of these strainsalvhwas unidentified with
afore mentioned techniques, was selected for thiecular identification analysis
and its genomic DNA was isolated. The 16S rDNA wawlified by PCR and then
used for the DNA sequence analysis.

Moreover, preliminary characterization studieshs d-amylase secreted into
the culture medium by the same strain were achiemedrder to determine
biochemical properties of the enzyme and the reacproducts of the starch
hydrolysis by this enzyme have been evaluated mgukin layer chromatography.
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Oncelikle bu tez projesini planlayan ve galalarim boyunca derli fikirleri
ile yol goOsteren, destai, emesini esirgemeyen ve birlikte camaktan mutluluk
duydygum Prof. Dr. Fisun GUMREL’ e, laboratuar cayjmalarim sirasinda
gostermg oldugu anlays, sabir, yardim ve vergioldugu tim emek ve 6zveriden
dolayr Yrd. Dog¢. Dr. SalihalSSEVER OZTURK’ e, bakteriyel tanimlama
calismalar boyunca bizlerle birlikte olarak yol gosteréeraber caltigimiz surece
bana laboratuarda cginanin 6nemini ve sisteminigieten Kizilay Pendik Tip
Merkezi Bakteriyoloji Laboratuai§efi Uzman Mikrobiyolog Seza ARTUNKAL' a
ve bizlerden yardimlarini esirgemeyen laboratuahsa@ari Biyolog Nihan
NUHOGLU, Melike BEKAROGLU, SaimeSAHIN ve Makbule BICAK’ a, tez
calismalarimizi birlikte yarittgimuiuz ve her zaman yardimini g@oin arkadalarim
Huseyin BALCI ve Mutlu BATTAL'’ a, laboratuarsamasinda bizlere destek veren
Ar.Gor. Yosun MATER’ e, Api ve VITEK sistemlerindbizlerle birlikte olan
Biyolog Mehmet BAYSAL' a ve her zaman yanimda ol@BVGILI AILEM ve
Sevket Gokhan OZTURK’ e sekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS
1.1.BACILLUS CINSI

1.1.1. Morfolojik 6zellikler

Bacillus cinsi bakteriler, comaksekill, Gram (+) ya da 06zellikle ywh
kiltarlerde Gram (-) olabilen mikroorganizmalarddacillus turleri aerobik ya da
fakultatif anaerobik olabilirler. Bu cinsin en onkndzelligi, bakteri hicresinin
icinde yuvarlak, oval ya da silindirigekilde olan vesigi kirabilen "endospor” larin
olusturulmasidir. Vejetatif hicreler diiz, yuvarlak ya kiseli uclar olan comaklar
seklindedir ve comaklar 0.5 x 1j#n gibi kiicik boyutlarda veya 2.5x 1in kadar
blayuk olabilmektedir (Sneath, 1986; Turnball anéiker, 1995)Bacillus cinsinde
hiicreler tek tek, ikili comak halinde, kisa veyaumzincir seklinde dizili olabilir
(Slepecky ve Hemphill, 1992).
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Sekill.1. Bacillushiicrelerinin Gram boyama sonrasi mikroskopta gamin

Bacillus tdrlerinin hicre zarlarl, Gram (+) hucreler iciipik bir 6rnek
olusturduklarindan ve bakterinin sporulasyon ve gersyoaundaki rollerinin yani
sira sicaksevegi ile de ilintili olduklarindan ¢ok fazla calimistir. Ornegin
sicaksever bir bakteri olaB. stearothermophilisn yuksek sicaklhkta blyume
yetenginin zarin lipit bilgsimindeki degisikli ge bal oldugu acgiklanmgtir. Bacillus
hiicre zarlarinda yer alan lipitlerin tipi veglaminin yani sira y&asitleri de buyuk
bir ¢ssitlilik gostermektedir (Slepecky ve Hemphill, 1992)

Birkac¢ Bacillus ttrt kapsul icerirB. anthracidn hastalik yapma 6zeffinde
etken olan kapsul ojumu ayrintihisekilde calgiimistir. B. subtilis B. megaterium
ve B. licheniformisgibi bazi tirler D- ya da L-glutamik asit homopaptitleri
iceren kapsullere sahiptiB. circulans B. mycoidesre B. pumilusgibi bazi turler



karbohidrat kapsduller tretirler (Slepecky and Heithph092).

Endospor formu, yapi ve biien olarak dger bakteriyel-dinlenme
formlarindan oldukcga faklidir. Nukleus ve protopjascakiga direncli DNA, RNA,
ribozomlar, enzim ve @er proteinleri icerir ve bu yapilar ilkel bir germmicre
duvari ile cevrilmgti. Daha dsta vejetatif hicre duvarina benzeyen bir
peptidoglikan tabakadan gln korteks bulunur. Protoplast ve korteks estad bir
spor kilifi ile cevrelennstir (Sneath, 1986).

Endospor formu ve spor aliwran ana hticre (sporangiuacillus ttrlerinin
karakteristik 0Ozellsidir. Endosporlar genellikle silindirik eliptik, @ ya da
yuvarlaktir, fakat bazi soylarda bodbrek ya da mekilli endosporlara da
rastlanmaktadir. Sporlar sporangium icinde sanpatasantral, subterminal ya da
terminal konglanabilir. Endospor okumu sirasinda ana hicre genellikle kendi
seklini korursa da bazi soylarda sporangigigmeleri gortlmektedir. 1973 yilinda
Gordon ve grubu caluklari soylari, sporsekilleri ve sporangium morfolojisine
bagli olarak, bugiin de yaygin olarak kullangdiizere 3 morfolojik gruba ayirgtir
(Sneath, 1986; Turnball ve Kramer, 1995):

Morfolojik grup 1. Sporangiumdaisme gortlmez. Sporlar elips ya da silindir

seklindedir ve sporangium i¢inde santral ya da taahkonglanirlar.

-alt grup A (buyuk htcreli grup):Basillerin hiicre ¢capi lum'ye git ya da
blyuktar.

-alt grup B (kuc¢uk hicreli grupHucre capr um'den kaguktar.

Morfolojik grup 2: Sporangium eliptiksekilli, santral ve terminal sporlarla
sismis durumdadir. Bu grupta Gram boyanma 6getegiskendir.

Morfolojik grup 3: Sporangium kuresel, subterminal ya da terminallagdar
sismis durumdadir. Bu grupta da Gram boyanma ozellikiegiiskendir (Sneath,
1986; Turnball ve Kramer, 1995)

Olgunlgmis sporlar lizisin bir sonucu olarak sporangiumdanrbest
birakilirlar. Dolayisiyla mikroskobik incelemedenaykiltirde vejetatif hicreler,
endospor bulunduran form ve sadece spor formuradaabulunabilir. Bazi turlerde
kiresel ve eliptik sporlar ayni kultirde gorulebilSporlar ygam déngulerinin

hangi evresinde bulunduklarina gha olarak oldukga refraktil §1g1 kiran)



goruinebilir. Endosporlar, tek fnaa spor olarak ya da vejetatif hicre igindeki
konumlari ile faz-kontrast mikroskobu kullanilara&hatlikla tespit edilebilirler.
Buna ek olarak, Gram boyama da sporlarin gemin belirlenmesinde etkin olarak
kullaniimakta, vejetatif hicreler ya da sporangimmuejetatif kisminin boyayi
almasina kairn, sporlar boya almagh icin ayirdettirici olmaktadir (Slepecky and
Hemphill, 1992). Sporlaringeklini ve sporangiumda bulunduklart konumlari
incelemek icin genellikle farkhh wéardaki kudltarler kullantlir.  Sporlarin
mikroskobik preparasyonlari en iyi immersiongyde ya da 0.5 mm kalinlikta % 2
su agari ile ortilmgi hicrelerin Gzerine lameller kapatilarak X1000 hingde
incelenebilir (Sneath, 1986).

Bacillus soylarinin koloni morfolojisi genellikle cevres&ktorlerle iliskili
olarak cok cgitlilik gosterir. Besi yeri bilgimi, inkiibasyon sicakyi, nem gibi
kaltar kosullari koloni 6zelliklerinin dgismesine neden olabilmektedir. Sadece
kiguk koloniler olgturabilen soylar bir yana, koloni ¢api bluyuk 6l¢tuktrideki
besi yeri miktarina ve bulundurgu besin konsantrasyonuna ghdir. Bacillus
cinsinde belli bir tarin farkl soylari karakteriskabul edilebilecek, benzeri koloni
yapilar gosterebilgi gibi, bircok tirde dgisik koloni varyasyonlari gozlenebilir.
Koloni morfolojisinde ug duzeydeki farklilhkld. subtilisve yakin turlerde gorulir.
Ornesin, B. pumiluaun 25 farkh S (smooth) ve R (rough) kolonisi aidu
gorulmistar. Ayrica bu kolonilerin alt kdlttrlerinde geér koloni tipine déngiim
(R'den S'ye ya da S'den R'ye dgiima) gorilebilir. Koloni farklilamasinin besi
yerinde bulunan pepton g#erinden kaynaklanabild@i belirlenmgtir (Sneath,
1986).

En 6zgun koloni morfolojisBacillus mycoidesoylarinda gérulir. Bu soylar
48 saat icinde “rhizoid” bir Greme ile petriyi tamen kaplarlar. Rhizoid buyime
genellikle sola dgru donmeseklindedir. Sadece birka¢ soyungaad@ru donerek
blyudiEi gorulm@tar. Rhizoid buyime bazi turlerde besi yerinin pHie
dogrudan ilgkilidir. Bu tlr buyime kendiiinden kaybolabildii gibi, cok miktarda
nutrient besi yerinin ¢ok kicik miktarda baktere igilandigl kultirlerde hic

gorulmeyebilir (Sneath, 1986).

Bazi Bacillus turleri, 6zellikle ekimden oOnce iyi kurutulmagmpetrilerde
yayllma eilimi g0sterirler. Bunun yanindaB. alvei B. circulans ve

B. sphaericusin bazi soylarinda hareketli koloniler normagiitarda (kuru petriler



gibi) dahi gordlebilir. Yuriyen ve donen kolonilenikroskop altinda X50
biylutmede gdzlemlenebilir. Bu tir koloniler petmeiinde saatte yalgdek 15 mm
hizla, ¢c@unlukla saat ibresinin tersi yondegreya da spiralsekilde yol alarak
yurdrler. Bunun sonucunda da petrilerin ylzeyi djdde 24-48 saat icinde

tamamen kaplanir (Sneath, 1986).

Bir petriye ekilen saf bir koloni bazen mat, yaratmbazen de beyaz veya
krem renkli olabilir. Bu farkliliklar kolonilerdeksporulasyon derecesi ilestilidir.
Bacillus turlerinin ¢c@u pigmentsizdir. Ancak bulunduklari besi yeringslbalarak
pigment olgturan tirler mevcuttur. Orga; B. megateriunsoylar 6zellikle kazein
agarda sari bir pigment glururlar. Sarimsi pigment alumu ayrica B.
fastedioususn allantoin agarda uzun sdreli inkiibasyonu sondeu gozlenir.
Bunlardan bgka B. firmus B. sphaericusin pembe,B. pulvifacien$n kirmizi-
turuncu, B. subtilis’in pembe, sari, turuncu, kahverengi pigmentlestahabildigi
gozlenmgtir. Ayrica B. cereusve B. subtilisttrlerinin birka¢g soyunun sarimsigyle
floresan pigment okiurduzu da bilinmektediBacillusturleri bitin besi yerlerinde
pigment Uretmezler. Orgm, B. subtilis subsp. atterimusadece kullanabilgi
karbohidratlarin bulundiu besi yerinde koyu mavi bir pigment giurur (Sneath,
1986).

1.1.2. Fizyolojik 6zellikler

Bacillus cinsinde turler cok o¢#li fizyolojik yeteneklere sahiptirler.
Psikrofilik (20 ile -20°C arasindaki sicakliklargasayan), termofilik(55-80°C'ta
yasayan), asidofilik (dsik pH’larda yaayan), alkalofilik (yiksek pH'larda
yasayan) ve halofilik (2-5 M NaCl'de yayan) tirler mevcuttur (Beffa ve ark.,
1996). Bacillus soylari genellikle katalaz pozitiftirler ve oksmaozitif veya
negatif olabilmektedirler. Hareketlilik de bu ciignde yaygin bir 6zellik olarak
bilinmektedir (Turnball ve Kramer, 1995).

Bacillus cinsinde biyiume kaillari ve beslenme oldukca gerir cesitlilik
gosterir. Yine de soylarin birga nutrient agar besi yerinde buyuyebilir.
Organizmalarin besin gereksinimleri spgekli ve sporangium sismesiyle

uyumludur ve buna goére gruplandirilabilirler:
Grup 1: Basit besin kaynaklarina ihgiglauyanlar.

Grup 2: Daha kompleks gereksinimleainbér.



Grup 3: Zor lEEnenler.

Asagida bazi Bacillus soylari bilinen fizyolojik 6zelliklerine gore
gruplandiriimstir:

SicakseverleB. stearothermophilus, B. thermodenitrificans, &8dotenax
Sicak ve asit severleB. coagulans, B. acidocalderius

SasukseverlerB. psychrophilus, B. macquariensis, B. globisporus,  B.
insolitus, B. pyschrosaccharolyticus

Alkaliseverler:B. alcalophilus

Nitrojen ba&lama yetengi olanlar:B. polymyxa, B. macerans, B. azotofixans
Nitrati nitrite indirgeyenlerB. azotoformans, B. licheniformis

Siyanur kullananB. pumilus

Yuksek pH ve NHCI' de UreyenB. pasteurii

Bbdcek patojenleriB. thuringiensis, B. larvae, B. popilliae, B. sphaes,

B. lentimorbus

Insan ve hayvan patojenleB. anthracis, B. cereuSlepecky ve Hemphill,
1992).

Bircok bakterinin aksineBacillus turleri, genellikle logaritmik biyume
fazinin sonunda ya da vejetatif hiucreler besin rhaldan zengin bir ortamdan
fakir bir besi yerine alinginda "resting cell” (uyku, dinlenme hucresi)
olustururlar. Hicre icinde okan sporlar (endosporlar) optik kirinim, ince yapi,
kimyasal bilgim ve caitli kimyasallara ve fiziksel strese direng yetelegiyle,
vejetatif hucrelerden farklidir. Endosporlarin dige derecesi buyuk 0dlgude
bulunduklar kgullara b&lidir (Sneath, 1986).

Bacillus soylari her kultiir ksulunda endospor ofturmazlar. Ozellikle sivi
besi yeri genel olarak spor gturmadiklari bir ortamdir. Soylarin birgo 10-50
mg/l mangan tuzu eklengiagar besi yerinde endospor glururlar. Ancak bu
Ozelliklerini baka besi yerlerine pasaj yapgtida veya zamana gla olarak
kaybedebilir ya da azaltabilirler. Bu durum "oligosi® olarak adlandirilir.

Endospor olsumunu etkileyen gier faktorler:

-inktbasyon sicaki



-besi yerinin pH' sI
-besi yerinin havalandirma derecesi

-minerallerin ve belli karbon ve nitrojen hjlklerinin varhgl ve

konsantrasyonudur (Sneath 1986).

Endosporlar, genel olarak, cevresel faktorlere tadfeformlarindan daha
dayaniklidir. Vejetatif hiicrelerle kakastirildiginda sporlar sicalga 16 kat, UV
ve radyasyona fOkat veya daha fazla bir direncle dayanabilmektedyrica
antibiyotik ve kimyasallara ker da daha dayanikh olduklari bilinmektedir.
Ornesin; sporlar camgr suyu gibi bir dezenfektana vejetatif hiicredef di daha
dayaniklidir (Slepecky ve Hemphill, 1992).

Spor olyturduklar kgullarda bulunanBacillus soylari ygamlarini uzun
sure hicbir problem olmadan surdururler. Spor igekélttrler, tercihen @k jeloz
Uzerinde kurumaksizin oda sicgklveya daha g1 sicakliklarda en az 1 yil
saklanabilir (Sneath 1986).

Sporulasyon icin genel olarak, belirli eser elertegimt (6zellikle mangan
iyonlari) vejetatif hiicre biyumesi icin gerekli lsamtrasyonlarindan daha fazlasi

gerekir. Nutrient agarda hi¢ spor giurmayan ya da sadece birka¢ sportitan

soylar 50 mg/l MnSQH,O ilavesi ile sporlgtirilabilir. Bazen CaGl2 H,O (100

mg/l) ve MgSQ.7H,0O (500 mg/l) ilavesi de yararli olabilir (Sneath869.

Spor olgturmws ya da olgturmamsg Bacillus soylari vakum altinda ya da
sogukta uzun sure saklanabilir. g&r Gram (+) bakteriler gibBacillus soylari da
bu kaullarda ygamlarini devam ettirirlerBacillus soylari igin uygun stok besi
yeri skim milk agar olabilir (Sneath 1986).

Bacillus soylarinin -20 ile -90°C arasi sicakliklardgayabildigine dair bir
yayin bulunmamakla birlikte, neredeyse butin so¥at0 (v/v) gliserol ya da % 5
(v/v) dimetil sulfoksit eklenngi nutrient besi yerinde, sivi nitrojende uzun sire
saklanabilir (Sneath 1986).

BaziBacillusturlerinin firsatcl patojen olmalarina kar, gida bozulmalarina
neden olarB. cereus/e sarbon hasta@i etkeniB. anthracisbir yana,Bacillus cinsi
tibbi mikrobiyologlar igin ¢ok ilgin¢ da&ldir (Sarrias ve ark., 2002; Sneath 1986).
Bu ylUzdenBacillus tarlerinin antibiyotik duyarlilg ile ilgili calismalar azdir.



Etkin antibiyotik tipi ve konsantrasyonu, antibijph vejetatif blylumeye,
sporulasyona ve spor gginine etkisi Bacillus turleri arasinda farklilik gosterir.
Ornezin; B. licheniformis eritromisin ve kloramfenikole direncliB. alvei
B. laterosporusre B. stearothermophilusulfonamidlere duyarlB. cereuskolistin
ve polimiksine direncliB. sphaericusstreptomisine direnclidirBacillus soylari
genellikle penisiline duyarlidiB. anthracissoylarinin bir soy dinda penisiline
duyarli olmasi klinik olarak 6nemgianaktadir (Sneath, 1986).

Bacillus cinsi uyeleri logaritmik fazin sonunda ya da dama fazin
baslarinda ikincil metabolit olarak g#li antibiyotikler tretirler. Yaklaik 169 ¢ait
antibiyotigin Bacilludar tarafindan tretilgi bulunmutur. Ornegin B. subtilis
soylarinin 68 c¢gt, B. brevis soylarinin 23 c¢gt antibiyotik Uretebildgi
gorulmistar. Bu antibiyotiklerin ¢gu Gram pozitif organizmalar Uzerinde etkilidir.
B. subtilistarafindan dretilen subtilin, surfaktin, basilisohfisidin, oksidifisidin,
basillomisin FB. brevistarafindan tretilen gramisidin S, tirosidi, licheniformis
tarafindan Uretilen basitrasin, protisiB, pumilustarafindan uretilen, pumilin,
tetain ve B. cereustarafindan Uretilen bioserin ve serksin bu antibiferden

bazilaridir (Slepecky ve Hemphill, 1992).

Uretilen bitun antibiyotiklerin slevleri heniiz tam olarak bilinmemekle
birlikte birgosunun vejetatif hicreden spor formuna geietkin faktorler
olabilecgi dustinilmektedir (Slepecky ve Hemphill, 1992).

Bacillus soylari ¢cok cgtli enzimler salgilayabilme yetegmdedirler. Her
Bacillus soyunun en az bir hicre sdi enzim salgillagn kanitlanmgtir.
Salgilananlar; ¢ok géli proteazlar, penisilinazlar, nikleazlar, fostalar, amilaz,
lipaz, fosfolipaz C, tiaminaz ve bakteriyolitik Z2mlerdir. Enzimler 6zellikle
endustriyel uygulamalarda kullaniggll icin oldukca c¢ok cajilan bir
mikroorganizma olaBacillus hiicre dgina enzim salgilama yetefinden dolayi
molekdler biyologlarin da ilgisini cekmektedir (Bexky and Hemphill, 1992).

1.1.3. Habitat

Endosporlarinin elvegsiz kaullara dayaniklilgl ve uzun sure hayatta
kalabilme yeteneklerinden dolayr spor giluan Bacillus soylari ¢ok dgisik
habitatlarda bulunabilir ve gengssitlilik gosteren kaynaklardan izole edilebilirler.

Bacillus tarlerinin bir cgunun balica habitatinin toprak olgu kabul edilmekte



ve yine bir ¢ok turin biyopolimerleri parcalamaemklerinden dolayi karbon ve
nitrojen doéngusunde oOnemli bir rol oynadibilinmektedir. Topraktan alinan
sporlularin toz ya da ger faktorler nedeniyle kontamine olabilgcg6z dninde
bulundurulmalidir (Sneath, 1986).

Su ana kadar vyapilan cghalarda dgada bulunan mikroorganizma
¢ssitlerinin ancak % 1-5'i saptanabilgtir. Bu oran Bacilludar icin de gecerli
olabilir. Bacilludar u¢ kaullarda ygayabilme ve hiicre gl enzim salgilayabilme
Ozelliklerinden dolayr biyoteknolojik uygulamalaritaglica odak noktalar

arasinda yer alirlar (Sneath, 1986).
Bacillusturlerinin izole edilebilec@ habitatlar Tablo 1.1'de verilngir :

Tablo 1.1. Bacillus Soylarininizole Edilebilecgi Habitatlar (Slepecky ve
Hemphill, 1992)

Bacillus turu izole edildigi habitat (lar)
B. cubtilis Toprak, si

B. acidocaldarius Termal, asit, su, topr:

B. alcalophilus Alkalen topral

B. alvei Toprak, hastalikh ari larve
B. amylolyticus Topral

B. anthraci: Antraksli hayvanle

B. azotoformar Topral

B. badius Gidalar, deni, diski

B. brevis Gidalar, topra

B. cereus Gidalar, topra

B. circulans Topral

B. coagulan Asitli gidala

B. fastidiosus Toprak, kiimes hayvanle
B. firmus Topral

B. globisporus Toprak, si

B. insolitus Topral

B. larvae Hastalikli ari larva:

B .laterosporus Spor, toprak, ¢

B. lautus Toprak, dski

B. lentimorbus Hastalikl balarisi larva
B. lentus Toprak, gidale

B. licheniformis Topral

B. macerans Bitki materyalleri, gidale
B. macquaciensis Subantartik toprakli

B. marinus Deniz sedimen

B. megaterium Topral

B. mycoides Toprak

B. pabuli Toprak,hayvan yen
B-pantoethenicus Toprat




B. pasteurii Su, toprak, 1gim suyt

B. popilliae Hastalikl boce

B. psychrophilus Su, topra

B. pumilu Topral

B. schlegelii Gol sedimen

B. sphaericu: Toprak, stsedimenti, gidali
B. stearothermophilus Toprak, sicak su kaynakla
B.thermoglucosidasius Toprak

B. thuringiensis Toprak, gidale

B. validus Toprak

1.1.4. Taksonomi

Bacillus cinsi uyelerinin siniflandirma ve tanimlanma gaklari c¢ok
eskiye dayanmaktadir. Ancak bu gimler sadece aerobik Ureme ve endospor
olusturma 0Ozelliklerine dayangh icin, farkl fizyolojik karakterlere sahip ve
degisik habitatlarda ygayan bakterileri ayni grupta siniflandirmakla
sonuclanmytir. Fizyoloji, ekoloji ve genetiklerindeki hetessjlik Bacillus cinsini
kategorize etmeyi ve hakkinda genellemeler yaprnagiestirmaktadir. Fizyolojik
yasam sekillerinin  dgilimi  etkileyicidir; seliloz, njasta, proteinler,
hidrokarbonlari iceren bitki ve hayvansal kayndikitiin substratlari parcalayanlar,
antibiyotik  Ureticileri, nitrojen sabitleyenler, trati indirgeyenler, demir
cOktirenler, selenyum oksitleyenler, mangani o&gith ve redikleyenler,
fakiltatif kemolitotroflar, asidofiller, alkalofiélr, psikrofiller vb. olmak lzere
Bacillus cinsinde tanimlanngi145 tir bulunmaktadir. Cinsin tyelerini tanimlamak
tzere fenotipik 6zelliklerin yani sira, DNA baz kpazisyonunun tayini ve DNA-
DNA hibridizasyon cakmalar gerekmektedir (Slepecky ve Hemphill, 1992).

Literatiirde tam olarak tanimlanmanircok Bacillus soyu bulunmaktadir.

Bunlar genellikleBacillus sp. olarak adlandirilir.

DNA hibridizasyon c¢akmalari ile Bacillus turlerinin GC igerginin
% 32-69 arafiinda olabilecginin gdsterilmesiyle cinsin heterojenitesi ortaya
ctkmistir. Bu farkhlik sadece tirler arasindagdediger 6zelliklerine dayanarak
ayni tdr icinde tanimlanmi soylar arasinda da gorilmektediBacillus
taksonomisinde kullanilan gBr teknikler; fosfolipit yg asiti analizi, pirolizis
gaz-likit kromotografisi, ribozomal RNA dizilenmege API kitleridir (Slepecky
ve Hemphill, 1992; Hill ve ark., 2000; Ntougias Ressell, 2000).
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Genetik muhendigtinin gelismesiyle birlikte, bakterilerin tanimlanmasinda
kullanilan temel yodntemlerden molekiler metodlam@grd bluyuk bir dgisim
olmustur. Bu yaklgimlardan en etkili olani, evrimsel sirecte cok &zigkli ge
ugrams ya da kendini tamamen korugmolan ve kucuk farkhliklarla turler arasi
evrimlesmeyi gosterebilen rRNA molekullerinin kullaniimasidProkaryotlarda bu
yontemlerden en yaygini ~ 1500 baz cifti uzgnluwda olan 16S rDNA’nin dizi
analizidir (Messaoud ve ark., 2003, StackebrandtLaeg, 1998). Ribozomal
rDNA’nin dizilenmesi icin 16S rDNA'nin korunmgubdlgelerine 6zgu “ileri” ve
“ters” primerler kullanilarak 16S rRNA'yl kodlayamDNA dizisi genomik
DNA'dan PCR aracifil ile ¢ogaltilarak, dizi analizi ¢gagmalarinda kullanilabilir
(Weisburg ve ark., 1991; Stackebradt ve Lang, 1988ner ve ark., 1995; Duart ve
ark., 1998; Blanc ve ark., 1999; Ntougias ve Rus2600).

Bu teknik d@al filogenetik akrabaliklari olan canlilarin taksomsinde
yardimci olmaktadir. Yontem, deniz bakteriyoplamiamoi, toprak, hidrotermal
ekosistemler ve bataklik 6rnekleri icingbali bir sekilde kullanildgi gibi, Bacillus
taksonomi icin de etkili bir yaktamdir (Blank ve ark., 1999). Bununla birlikte
geleneksel taksonomisti®&acillus tirlerinin 16S rDNA analizlerinin sonuclarina
gOre spor olsturmayan tiurlere de akrabalik gosterdiklerini fakbeek, dekete
kapiimslardir. Bu guclu teknikle yapilan ilk camalar, Bacillus, Planococcus,
Sporosarcina, Staphlococuge Thermoactinomycetesarasinda yakin akrabalik
oldugunu gosternstir. 16S rRNA cakmalari  yuvarlak sporlu tdrleri
(B. sphaericus, B. globisporuge B. amino vorank birlikte gruplandirmazken,
B. subtilisve dier eliptik sporlu turleri B. cereus, B. megaterium, B. pumjlus
tutarli bir sekilde birlikte gruplandirmgtir. Ayrica bu gruptakiler sporlu olmayan
organizmalara B. sphaericus Caryophanon latian B. globisporus Filibacter
limicola’ya, B. pasteurii Sporasarcina uaéa ve B. aminovoransPlanococcus
citreusa) filogenetik olarak daha yakindir (Slepecky ventpaill, 1992). 16S
rDNA analizleri her ne kadar etkin bir yontem ise, doircok durumda tur
karsilastirmasinda tek ana yeterli olmayabilir. Bu nedenle tir tanimlameasoy
belirlemede 16-23S rRNA spacer bolgelerinin kulangerekli olmaya bgamistir
(Messaoud ve ark., 2003).
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16S rRNA analizlerBacillustirlerini 3 temel gruba ayirstir:

Tablo 1.2: 16S rRNA Analizlerine GoreBacillus Turlerinin Gruplandiriimasi
(Slepecky ve Hemphill, 1992).

Morfolojik grup | B. subtiliscluster 1 B. alveicluster 2 B. breviscluster 3
1 B. subtilis, , B. pumilus
B. licheniformis,
B. megaterium,
B. coagulans,
B. cereus, B. smithii
2 B. circulans, B. larvae, B. alvali, B. brevis,
B. stearothermophilug B. polymyxa, B .laterosporus
B. macerans,
B. azotofixans
B. pulvifaciens
3 B. sphaericus, B. macquariensis

B. thiaminolyticus
B. alcalophilus,

B. lentus,

B. freundenreichii,
B. aneurinolyticus,
B. pantothenticus,
B. insolitus,

B. psychrophilus

1.1.5.Bacillus Cinsinin Biyoteknolojideki Yeri

Bacillus cinsi Uyeleri bgta hidrolitik 6zellikte olmak Gzere bircok enzinbunun
yani sira antibiyotik, yararli biyokimyasallar vesektisitleri tGretmelerinden dolayi
endustriyel sireclerde yaygin olarak kullaniimaktadAyrica Bacillus tirlerinin
fermentasyonu ile elde edilen ve yilda yakial00 000 ton tiketilen bir Japon yiyéce
olan “Natto” bu cinsin gida sektdrtindeki kullaninmrpir diger 6zgunseklidir (Harwood,
1992).

Bacillus tdrleri, kolay ureyebilmeleri, bulunduklari kiltiortamina enzim
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salgilayabilmeleri, belli tirler bir yana insan Jeayvanlar icin patojenitelerinin
bulunmamasi ve bir@onun basit besin gereksinimleri nedeniyle endisktrsjirecler igin
enzim kayngi olarak kullaniimaktadir (Harwood, 1992).

Gida, icecek ve deterjan endustrilerindeki yaygullakimi ve dguk dizeydeki
patojenitesi nedeniyl®. subtilis, FDA (US Food and Drug Administation) tarafindan
guvenli kabul edilen mikroorganizmadir (GRAS: GexllgrRegarded As Safe) (Harwood,
1992).

Bacillus soylari biyime ortamina biyuk miktarlarda protsagilamalari, kolay
blyutulebilmeleri ve kanitlanmigtvenilirliklerinden dolay! heterolog protein tGreinde
kullaniimaktadirlar (Harwood, 1992).

Bacillus turlerince Uuretilen bgica endustriyel enzimler;a-amilaz, B-amilaz,
B-glukanaz, alkalen fosfataz, alkalen proteaz, siékstrin glukanotransferaz, glukoz

izomeraz, pullulanaz, lipag;laktamaz ve nétral proteazdir (Harwood, 1992).

Endustriyel uygulamalarda sicaklik karagihin dneminin ankalmasindan bu yana
termofilik mikroorganizmalar, termofilik amilazlar Gretimi icin 6zel ilgi odg olmustur
(Pandey ve ark., 2000). Yuksek sicakliklar gerektiendustriyel sireclerde 6zellikle
sicakseveBacillus soylari tercih edilmektedir (Harwood, 199Bacillustirlerinin hemen
hepsi amilaz tUretmekle berab&., azotoformansB. badius B. fastidiosusB. insolitus
B. larvae B. laterosporus B. lentimorbus B. marinus B. pasteurij B. popilliag
B. pumilus B. schlegellive B. sphaericusin nisasta hidrolizi yapmagh bilinmektedir.
Endustride en cok kullanilan amilaz dreticileri iBe subtilis B. stearothermophilys
B. licheniformisve B. amyloliquefacierisr. Tablo 1.3’ de bazBacillus tirlerinden elde

edilena-amilazlar ve saptanan bazi 6zellikleri vergtmi
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Tablo 1.3. Bazi Bacillus Turlerinden Elde Edilem-Amilazlarin Ozellikleri (Pandey ve
ark., 2000; Haki ve Rakshit, 2003)

Kaynak Molekul agirli g1 (Da) | Optimum pH | Optimum sicaklik
Bacillus sp. 110 000-140 000 55 90
Bacillus sp. 90 000 11.0-12.0 60
Bacillus sp. 42 000-150 000 9.0 70
B. flavothermus 5.5-6.0 60
B. licheniformis 58 000 6.0-6.5 90
B. licheniformis 64 000 6.0-6.5 90
B. lentus 49 000 6.1 70
B. megaterium 59 000
B. subtilis 54 780 5.6 80
B. subtilis 5.4-6.4 50
B. subtilis 57 700 6.5 50
B. amyloliquefaciens 7.0 70
B. stearothermophil 5.0-6.0 70-80
B. licheniformis 6.0-6.5 100
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1.2.0-AMILAZ ENZ IMI

Amilazlarin tarihi Kirchhoffun 1811 yilinda gasta parcalayan ilk enzimi
bulmasiyla bglamistir. Bunu, parcalayici amilazlarin ve malt amilaziabulundgu
birkag yayin takip etmgtir. Bundan c¢ok sonra 1930'da Ohlson malttakisastayi
parcalayan enzimleri, enzimatik reaksiyon ile leatsekerlerin anomerik tipine gore-
ve B- amilazlar olarak siniflandirgtir. a-amilaz (1,4- a-D-glukan—glukanhidrolaz,
E.C.3.2.1.1) salgilanan enzimler arasinda oldukgamdi bir yer tutar. Buglne dm
c¢esitli kaynaklardan elde edilerw-amilazlar oldukca ayrintigekilde calgiimistir (Gupta
ve ark., 2003).

a-Amilaz nisasta ve ilgili oligosakkaritlerdekio-1,4 glikozidik balari
hidroliz eden bir enzimdir. Bunun yani sisal,6 glikozidik b&larini hidroliz eden

bir a-amilazThermococcus profundigsn elde edilmitir (Kwak ve ark., 1998).

Nisasta kolay bulunan bir enerji kayhdir. Bitki hicrelerinde veya
tohumlarda sitoplazmada ¢ok miktarda bulunmaktadigastanin buyik molekdl
agirhkh iki parcasi; a-1,4 ba&l glukopironoz rezidulerinden meydana gelen
dogrusal bir polimer olan amiloz ve-1,4 glikozidik b&larina ek olarak, her 17-26
glukoz Unitesinde bir dallanma noktalari iceren lapgktindir (Khajeh ve ark.,
2001). Amiloz, ngastanin molekal@rliginin % 15-25, amilopektin ise % 75-85’ini
olusturur. Suda ¢o6zinmeyen miseller giliran a-amiloz zincirlerinin molekul
agirhklari, c¢ozeltide kolloidal form ve miselletugturan amilopektinden yakde
bir milyon kat daha ktcuktir (Bertoldo ve Antraraki 2002).

Nisastanin karmgk yapisindan dolay! hiicrelersastanin oligosakkaritlere ve
glukoz ve maltoz gibi daha kucukekerlere ayrilmasi icin uygun enzimlere

gereksinim duyarlar. Bu enzimler basit olarak 2ograyrilir:
1-) “Endo-acting” ya da “endo-hydrolases” adi iariicten hidroliz eden enzimler
2-) “Exo-acting” ya da “exo-hydrolases” adi verilégtan hidroliz eden enzimler

a-Amilaz gibi icten etki eden enzimler saista polimerinin icteki kgarini
rastgele hidroliz ederek, @gausal ve dallanngi oligosakkaritlerin olgumunu
sglarlar (Bertoldo ve Antranikian 2002). Ancakamilazlara direncli gastanin da
bulundgu bilinmektedir (Bergmann ve ark., 1998). stan etkileyen mjasta
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hidrolazlarip- amilaz, glukoamilaz ve-glukozidaz olup, ve bu enzimler substratin
indirgenmemy ucunda kucguk oligosakkaritler meydana getirir (Blelo ve
Antranikian 2002; Duedahl-Olesen ve ark., 2000).

Geng endustriyel uygulamalari ile giinimuz biyotekndmjde biyik dnem
tastyan amilazlar bitki, hayvan ve mikroorganizmaldri gssitli kaynaklardan elde
edilebilir, ancak endistride genellikle mikrobiyahzimler tercih edilmektedir.
Bugiin bircok mikrobiyal enzim ticari olarak eldeiletlilir durumdadir ve rasta
endustrisinde enzim kullanimi  kimyasal hidrolizgerini alms bulunmaktadir
(Kandra 2003). Bakteriyel ve fungal kaynakhamilazlar, 6zellikle deBacillus
turlerinden elde edilen enzimler arasinda yuksalarkdik gosterenler, endustriyel
uygulamalarda yaygin olarak kullaniimaktadir (Puebark., 1999; Pandey ve ark.,
2000; Burg 2003, Demirjian ve ark., 2001). Sicakiskarhligi yikseka-amilazlarla
yapilan yeni argirmalar termofil ve uc¢ termofiller Gzerinde ganlasmistir (Bolton
ve ark., 1997).

1.2.1. Amilazin mikroorganizmalar arasinda d&ilimi

a-Amilaz kaynaklar hayvan, bitki ve mikroorganizraalarasinda genibir
dagihm gostermektedir. Son yillarda siii mikroorganizmalar tarafindan Uretilen
hiicre dg1 a-amilazlarla ilgili calsmalar oldukca fazladir. Amilaz Gretimi icin
mikroorganizmalarin kullaniimasinin en buyuk avanekonomik tretim kapasitesi
ve istenen nitelikte enzim elde etmek icgin kolay nipéle edilmeleridir.
a -Amilazlar mantar, maya, bakteri ve aktinomiseyriakli olabilir (Gupta ve ark.,
2003). Bununla birlikte fungal ve bakteriyel kayhalenzimler endustriyel
sektorlerdeki uygulamalarda baskindir (Gupta ve, &803).o—Amilaz kaynaklari
arasinda Aspergillus, Bacillus, Clostridium, Halobacterium, Thermus,
Thermoanaerobactertiirleri sayilabilir (Pandey ve ark., 2000; Bertoldee
Antranikian 2002).

1.2.2.a-Amilaz aktivitesinin belirlenmesi

a-Amilazlarin analizinde substrat olarak genelligl&ziinebilir ngasta ya da
modifiye nkasta kullanilir. a-Amilaz, niastadaki a-1,4 glikozidik balarinin
hidrolizini katalize ederek glukoz, dekstrin ve tindekstrin olgumunu salar.

Reaksiyonun sonucu, indirgengeker miktarindaki ar§iya da iyot ile boyanmi
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substrat rengindeki azgllh gozlemlenir.a-Amilaz aktivitesinin belirlenmesi icin
cssitli metotlar vardir. Bunlar:

-Nisasta- iyot renk ygunlugunda azalma,

-Dekstrinleme aktivitesi tayini,

-Sandstedt Kneen ve Blish metodu,

-Indian pharmacopoeia metodu,

-Indirgenerseker artgl ya da dinitrosalisilik asit (DNSA) metodu,

-Nisasta suspansiyonunun viskozitesindeki azall

-Falling number (FN) metodu ve

-Amilograf / Farinograf testidir. (Gupta ve ark., 2003)

1.2.3.a-Amilazin biyokimyasal 6zellikleri

Substrat 6zgulligt: Diger enzimler gibi a-amilazin substrat 6zgulii de
mikroorganizmadan mikroorganizmayagdg&enlik gosterir. Geneldeg-amilazlar
en yuksek oOzguligli nisastaya, daha sonra sirasiyla amiloz, amilopektin,
siklodekstrin, glikojen ve maltotrioza gosterir([@upta ve ark., 2003).

Optimum pH ve kararhilik: a-Amilazlarin optimum pH’lar 2 ile 12 arasinda
degisir. Bircok bakteriyel ve fungal amilazin optimal fgHasidik- notral araliklarda
bulunur. Alicyclobacillus acidocaldariusa-amilazi pH 3'te optimum aktivite
gosterirken, alkalofilikBacillus turlerinden pH 9-10.5 arasinda optimium aktivite
gosteren alkali amilazlar rapor edikti. Uc dizeyde alkalofilik bira-amilaz
Bacillus sp.GM8901’ de bulunmgve optimal pH dgeri 11-12 olarak belirtilngtir.
Optimum pHB. stearothermophilu®ONK BS-1' de oldgu gibi sicaklga ya da
B. stearothermophilusa oldugu gibi kalsiyuma bgi olabilir.

a-Amilazlar genellikle 4-11 gibi gegibir pH aralginda kararlidir, ancak dar
pH araliklarinda kararhlik gostereramilazlar oldgu da bildirilmistir (Gupta ve
ark., 2003).

Optimum sicaklk ve kararlilik: a-Amilaz aktivitesi igin optimum sicaklik
mikroorganizma buyumesine @adir. En digtk optimum sicaklikF. oxysporum
amilazi icin 25-30°C ve en yuksek optimum sicakise arkeabakteriler olan
Pyrococcus furiosuse Pyrococcus woeseamilazlari icin sirasiyla 100 ve 130°C
olarak bildirilmistir (Gupta ve ark., 2003). Sicaklik karagliligosterern-amilazlar,

kullanildiklari sureclerdeki yiksek sicaklik geneksinin yani sira, genellikle
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uygulamalarda kontaminasyon riskinin azalmasi \aksgon zamaninin kisalmasi
nedeniyle de tercih edilirler (Pandey ve ark., 20@ssta kalsiyum ve substrat
olmak uzere sicaklik kararlghni etkileyen bircok faktor vardir (Gupta ve ark.,
2003).

Molekul agirli g1: a-Amilazlarin molekdl girliklart 10 ile 210 kDa arasinda
degiskenlik gosterir.B. caldolyticu&glan izole edilen enzim 10 kDa, buna gar
Chloroflexus aurantiacutn izole edilenu-amilaz 210 kDa buyukgiindedir. Yine
de mikrobiyala-amilazlarin molekdl @rliklari genellikle 50-60 kDa’ dir (Gupta ve
ark., 2003).

Inhibitérler: Bircok metal katyonu, ozellikle g metal iyonlari, sulfidril
grubu bilgikleri, N-bromosuksinimid, P-hidroksil merkiribesik asit, iyodoasetat,
BSA, EDTA ve EGDA o-amilazlari inhibe etmektedir (Gupta ve ark., 2003)

a-Amilaz kararlili g1 ve kalsiyum: a-Amilaz en az bir CZ iyonu iceren bir
metallo enzimdir. Cd'un o-amilaza olan ilgisi dier iyonlardan daha guclidr.
Enzime bgh kalsiyum miktari 1-10 arasinda glgmektedir. Crystalline Taka-
amilaz A (TAA)'nin 10 tane C& iyonu icermesine kam bunlardan sadece bir
tanesi enzime siki Badir. Diger sistemlerde enzim karargiiicin genellikle bir
cd”* iyonu yeterlidir. C&" amilazlardan diyaliz ya da elektrodiyalizle aybila.
Kalsiyumsuz enzimler bu iyonun eklenmesiyle reaktivedilebilmektedir.
a-Amilazlar C&* varliginda sicakfga, bu iyonun bulunmagh kosullara gérece cok
daha dayaniklidir. Ancak buna graen C&"un enzim Uzerinde hicbir etki

gostermedii durumlar da bildirilmgtir (Gupta ve ark., 2003).
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1.3.a-Amilazlarin endustriyel uygulamalari

Amilazlar nkastaya dayal bitin endudstriler icin en 6nemli diidk
enzimlerdir ve amilazin ticarigenesi ilk olarak 1984’te sindirim bozulkdu hastalari
icin farmasotik olarak kullaniimasiyla far. Bugin amilazlar birgok endustriyel
surecte (gida, deterjan, tekstil ve gkaendustrisi gibi) ngasta hidrolizi icin
uygulama alani bulmaktadir. Bu gtamda, mikrobiyal amilazlar gasta
endustrisinde kimyasal hidrolizin yerini tamamemmatir. Ayrica a-amilazlar
farmasotik ve kimya endustrilerinde de kullanimnalbulunmaktadir. Ginimuzde
amilazlar diinya enzim pazarindaki en buyik paygptalGupta ve ark., 2003).

1.3.1. Ekmek ve firincilik endistrisinde kullanimi

Firincihk enduastrisindea-amilazlar ytzyillardir gensi ¢ssitlilikle yiksek
kalitede Urtn elde edilmesi icin kullanilmaktadsion yillarda, malt ve mikrobiyal
kokenli enzimlerin kullanimi belirgirsekilde artmgtir. Bu enzimler ekmek ve
simitlerde bu urunleri daha fazla kabartmak, dalhaeink ve daha fazla yumgaklik
icin kullanihr. Bugiin, ekmek endustrisinde birgekzim preparasyonu (proteazlar,
lipazlar, ksilanazlar, pullulanazlar, pentosanaztsllilazlar, gulukoz oksidazlar,
lipoksigenazlar vb.) ¢#li amaclar icin kullaniimakla birlikte, hicbirisia-
amilazlarin yerini tutamamaktadir. Bugine dek, paskta kullanilano-amilazlar
arpa maltindan elde edilen tahil enzimi ile baktei funguslardan elde edilen
mikrobiyal enzimlerdir. Fungat-amilazlar 1955'ten itibaren ABD’de ve 1963’ ten
bu yanaingiltere’de guivenli olarak kabul edildikten sonekmek katki maddesi
olarak kullaniimalarina izin verilrgtir. Simdilerde ise butin diinyada farkli amacglar
icin kullaniimaktadir. Yeni endustriyel-amilaz uygulamalarindan biri, Grinlerin
bayatlama surelerinin geciktiriimesi, birgdr desisle bu trinlerin raf dmriandn
arttinlmasidir. Ekmgin bayatlamasini dnlemek ve urtnlerin yapisini sgatnek
icin geleneksel olarak ¢#li maddeler eklenmektedir. Bunlar, kimyasallatjckik
sekerler, enzim/enzim kombinasyonlari, sut tozu, lerfije edici maddeler,
monogliseritler / digliseritlerseker esterleri, lektin gibi maddeler olabilmektedir
Yeni eilim ise hamur geltiriimesinde bayatlamayr 6nlemek icin-amilaz,
maltojenik amilaz,f-amilaz, amiloglukozidazlar gibi enzimlerin kullémasidir.
Ayrica pullulanaz vex-amilaz kombinasyonu da bayatlamayaskatkili bir ajan
olarak kullaniimaktadir. Bununla birlikte, ggmeden fazla kullanilana-amilaz

ekmekte istenmeyen bir yaganliga neden olabilir. Bunu engellemek Uzere ara
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sicakliklarda kararl a-amilazlarin kullanimi giderek yaygigtaaktadir. Bu
nitelikteki enzimler ngastanin jelatinizasyonundan sonra aktiftir, ancajrme
surecinin tamamlanmasindan 0Once aktivitelerini leal@sler. Bircok c¢gt
mikrobiyal a-amilaz bilinmesine @men, bu 6zelffe sahip olam-amilaz sadece

birka¢ mikroorganizmada rapor edigtii (Gupta ve ark., 2003).

1.3.2. Nsasta sivilgmasi vesekerlesmesi

a-amilazlarin en biyuk pazar glukoz ve fruktoz giiasta hidrolizatlarinin
dretimidir. Nisasta fruktozsuruplarina dongtaralir ve yuksek dizeydekieker
Ozelliklerinden dolayr bu suruplar icecek endustrisinde tatlandirici olarak
kullanitlirlar (Gupta ve ark., 2003). Amilaz enzimisastanin fruktoz ve glukoz

suruplarina dongimtnde ilk basamak olan sastanin sivilgma slrecinde

endustriyel enzim olarak kullaniimaktadir.

wr-amilaz Glukoamilaz Glukoz] Izomeraz
Misasta — * Hidmolix olmus nisasta Ghilozsuruhu . Frulcoz surubu
Snnlastrma Selerkendirme Izomerizasyon

(Crabb ve Mitchinson 1997; Shaw ve ark., 1999)

Sivilsstirma basama 95-105°C’ta, sekerlendirme basamaise 60-62°C ta
gerceklatigi icin yuksek sicakfia dayanikli enzimler tercih edilmektedir (Prub ve
ark., 1999; Crabb ve Mitchinson 1997; Shaw ve dr99)

1.3.3. Tekstil endistrisi

Kumaslarin modern uretim surecglerinde, dokuma sirasiddiunun zarar
gormemesi gerekiriplik bu sireclerde kopmadan korunmalidir. Bu yiizde
ipliklerin Gzerine kaldinlabilir bir tabaka uygula. Bu Ozellikte tabakalar
olusturmak igin kullanilan materyaller oldukga farkhdNisasta ucuz olmasi ve
kolay bulunabilmesi nedeniyle by icin ¢ok uygun bir maddedir ve gaistanin
kumastan kaldirimasi sadece bu tabakaya etki ederflee [jiplikleri) etkilemeyen
a-amilazlar uygulanilarak karilir. Enzim ngastay! suda ¢ozinebilen ve yikamayla
giderilebilen dekstrinlere parcalar (Gupta ve a2K03).

1.3.4. Kggit endustrisi

Kumagslarda old@gu gibi kagit da Uretim sireci boyunca mekanik zararlardan
korunmalidir. Bu, kgdin son halinin kalitesini, serdini, dayaniklilgini ve

silinebilirligini de iyilestirir. Bu tlr uygulamalar icin gasta uygun bir maddedir.
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Nisasta k@ida presleme samasinda uygulanir ve &a rulolari aradaki rasta
sayesinde kolayca yuvarlanir. Bu sure¢ 45-60°Ckbkta gerceklgmektedir. Bu
asamada tekrar edilebilir sonu¢ alinabilmesi icigasta akgkanligi sabit olmalidir.
Diger bir deysle kullanilan ngastanin alkkanlgl elde edilen kat kalitesini
belirleyen balica etkenlerden birisidir. Ogal nisastanin viskositesi kka
bicimlendirmek icgin ¢ok yiksektir ve bir “batch” yda sirekli proseste gaistanin
akikanligl, o-amilaz ile kismen parcalanmasinaglbaolarak ayarlanmaktadir.
Kullanilan nkasta ve a-amilazin kayngi  belirleyicidir. Kagit endustrisinde
kullanilan amilazlar: Amizyme (PMP fermantation Products, Peoria, USA),
Termamyf, Fungamyl, BAN' (Novozymes, Denmark) veo-amylase G 9995
(Enzyme Biosystems, USA) (Gupta ve ark., 2003).

1.3.5. Deterjan endustrisi

Enzimler gunimizde kullanilan deterjan katki maedelrasinda dnemli yer
tutmaktadir. Enzim iceren deterjanlarin en buyUkra&j, enzimsiz deterjanlara
goreceli daha ilimh kaillarda kullanilabilmeleridirilk tretilen bulaik deterjanlari
cok sert oldgu ve hasar yaragh icin deterjan endustrisinde daha yuskive cok
daha etkili materyaller gereksinilgtir. a-Amilazlar 1975 yilindan bu yana cagma
deterjanlarinda kullaniimaktadir. Gunimuzde, seteganlarin % 90’ia-amilaz
icermektedir ve bukak makineleri icin a-amilaz kullanimi giderek artmaktadir.
Deterjanlardar-amilaz kullanimini sinirlayan etkenlerden biriszignin kalsiyuma
duyarli olmasi ve diilk kalsiyumlu bir ortamda kararlghnin siddetle azalmasidir.
Ek olarak bir cok yaban tipi-amilaz deterjanlarin iceiinde bulunan oksidanlara
duyarlidir. Ev tipi deterjanlarda oksidanlara gkdeararlilik, proteaz gibi g@er bazi
enzimler kullanilarak barilabilmektedir.iki buyiik deterjan Ureticisi firma olan
Novozymes ve Genencore amilazlarin kargrhih arttirmak Utzere yeni bir
yaklasim olarak protein muhendigli tekniklerini kullanmglardir (Gupta ve ark.,
2003).

Belirtilen enddistriyel sureglerin yani sira, yemydieknolojik uygulamalarin
artmasiyla, amilazlarin kullanim yelpazesi Kklinigg ve analitik kimya gibi alanlara

dogru genglemistir.
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1.4. Tezin Amaci

Gida, tekstil, deterjan, klinik ve analitik kimyabg genk bir endustriyel
kullanim alani olaru-amilazlar buginiin biyoteknolojisinin vazgecilmezinleri
arasindadir. Boylesinglevsel bir enzimin endustriyel sireclere uygun,akniarkli
nitelikteki ¢esitlerinin bulunmasi ve uygulamaya aktarimi bugirgddk argtiricinin
hedefi olmygtur.

Bu tez camasi Ulkemizdeki yerel kaynaklardaramilaz Ureticisi soylarin
izole edilmesi, taranarak secilmesini, tanimlanmasnzim aktivitelerinin
belirlenmesi ve enzim Uretiminin optimizasyonunu rog&lestirmek Gzere

planlanmgtir.
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Gerecler

2.1.1.Kullanilan Sarf Malzemesi

Uretici Firma

[a->°S] dATP (10 MBq > 37 TBg/mmo
(> 1000 Ci/mmol)

IZOTOP KS-203

(NH,).SO, MERCK 1.01216.1000
2-Propanol RIEDEL 24137
3-5-dinitrosalisilik asit SIGMA D 0550

Agar BD 214010

Agaroz SIGMA A-6013
Akrilamit SIGMA A 8099

Amonyum per sulfat

BIORAD 161-0700

Asetik Asit RIEDEL 27225
Bisakrilamit BIORAD 161-0201
Borik Asit SIGMA b 7660

Brillant Blue R SIGMA B 7920
Bromofenol blue SIGMA B-6131
CaCb.2H,0 SIGMA C-3306

CTAB MERCK 1.02342.0100
CuChk.2H,0O SIGMA-ALDRICH C-6641
Cozunur njasta SIGMA S 2630

Etanol J. T. BAKER 8228
Etidyum Bromdr SIGMA E-7637

Fenol MERCK 100200
FeSQ.7H,0O SIGMA F-7002
Formamid SIGMA D 4551

Fuksin Sulu Boya GBL 2424

Gliserol RIEDEL 15524
Glukoz SIGMA G-8270
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H3BO3

SIGMA B-7660

Immersiyon Y&l

MERCK 1.04699. 0100

izoamil Alkol MERCK 1.00978.1000
KoHPO, MERCK 1.05101.1000
KCI RIEDEL 12636
KH2PO, RIEDEL 04243
Kloroform J.T. BAKER 7386
Kristal Moru Boyasi GBL 2434

Ksilen Siyanol SIGMA X 4126

Lugol Cozeltisi GBL 2435

Maltoz SIGMA M 2250

Meat ekstrakt OXOID L 29
MgSQO,.7H,O SIGMA M-2773
MnSQO,.H,O SIGMA M-7634
NapCOs MERCK 1.06392.1000
NagM00O,.2H,0 SIGMA-ALDRICH M-1003
NaCl MERCK 1.06400.1000
NaH,POy RIEDEL 0.4269

NaNG; SIGMA S-8170

NaOH MERCK 1.06462.1000

Nutrient Broth

DIFCO 234000

Pepton

BD 211693

Protein Standarti

SIGMA SDS-6H

Proteinaz K

ROCHE 1 373 196

Rezin (Anyon ve katyon ggstirici)

BIORAD 142-6425

SDS SIGMA 5750
Sodyum Asetat RIEDEL 25022
Sodyum potasyum tartarat SIGMA S 2377
TEMED SIGMA T 7024
Trikloro asteik asit RIEDEL 27242
Triptik Soy besi yeri ACUMEDIA 7164
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Tripton ACUMEDIA 7351A
Tris baz SIGMA T-1503
Tris-HCL MERCK 108986
Ure BIORAD 161-0731

Yeast ekstrakt

MERCK 1.03753

—Merkaptoetanol

SIGMA M-6250

A DNA

MBI-FERMENTAS

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Uretici Firma

+4°C Sgutucu

ARISTON NOFROST

-20°C dondurucu

ARISTON NOFROST

-80°C dondurucu

HERAEUS INSTRUMENT

Agaroz Gel Elektroforezi Sistemi

BIOMETRA/AGal Mini

Buz Makinesi

BAR LINE BF 85

Densitometre

BIOMERIEUX-Densimat

Etiv

EDMUNT BUHLER-TH 15

Gug Kaynai

BIOLAB, Elite 300 plus

Hassas Terazi

SARTAHS-BL 210S

Inkiibator

CERTOMAT-BS-T

Jel Goruntiileme Monitort

SONY, PUM-95E

Jel Gorintileme Sistemi

VILBER LOURMAT TFX-20M

Jel Goruntlleme Yazicisi UP-890 CE
Liyofilizator JOUN RC-10.10
Liyofilizatdr Sogutucu Motoru JOUN RCT90

Liyofilizatér Vakum Motoru

ALCATEL Pascal 2005 C1

Manyetik Karstirici

HEIDOLPH MR3001

Masa Ustu Santrifijj

HERAEUS Sepatech, Biofuge 15R

Mikrodalga Firin

BEKO-1550

Mikroskop NIKON-Alphaphot 2-YS 2
Orbital Karstirici BIOMETRA WT12
Otoklav HIRAYAMA-HICLAVE HVE-50
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Otoklav

VARIOKLAV-Dampfsterilizator 300

Otomatik Pipet 100

GILSON

Otomatik Pipet 20qul

GILSON

pH Metre

INOLAB pH LEVEL 1

Protein Elektroforezi Sistemi

BIORAD Mini Protean |

Spektrofotometre BIORAD-Smartspec 3000
Steril Kabin HERAEUS-Herasafe-HS 12
Sterilizator BINDER-ED115

Su Banyosu JULABO-SW 21

Su Banyosu JULABO-MP 13

Terazi SARTORIUS-BL 3100

U.V. Transilliminator

VILBER LOURMAT V026347

Vorteks

IKA-MS 2-Minishaker
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2.2.YOntem

2.2.1. Orneklerin toplanmasi

Afyon, Bursa ve Yalova illerinde bulunan termal kailardan alinan su ve
toprak ornekleri ile Edremit yoresinde bulunan meyigletmelerinden s#danan
karasu ve pirina orneklerine ait 6zellikler Tabld’'de verilmgtir. Bunlara ek olarak
bozulmy tereyal ornek kayn@i olarak kullaniimgtir. Toplanan materyallerden su
ornekleri ile karasu ve pirina ornekleri stegikelere, toprak ornekleri ise Kkilitli
torbalara alinarak laboratuvar ortamina getigtmi Alinan tim materyallerin uzun

slreli saklanmasi +4 °C’ ta gerceklglmi stir.

2.2.2. Primerizolasyon

Tablo 2.1. Toprak ve Su Orneklerinin Yeri ve Ozetiri

Ornek Kodu Ornek kaynagi Ornek Tipi Sicaklik (°C) pH

T1 Yalova Mantar Ciftlgi Sarilms Kompost
T2 Afyon Heybeli Kaplicasi Toprak 48 9
T7 Afyon Gecek Kaplicasi Toprak 15 8
T8 Afyon Gecek Kaplicasi Toprak 26
T10 Afyon Gecek Kaplicasi Toprak 48 8
T11 Afyon Omer Kaplicasi Toprak 55
T12 Bursa Kara Mustafa Kaplicasi Tortu
T13 Afyon Omer Kaplicasi Toprak 15 (Ortam)
T14 Afyon Omer Kaplicasi Toprak 80
T16 Gonen Dg llicasi Toprak 40
T17 Yalova Mantar Ciftlgi Torf
S1 Manyas Serpin Kaplicasi Su 53 7
S2 Gonen Dg llicasi-1 Su 43 7
S3 Gonen Dg llicasi-2 Su 43 8
S5 Gonen Dg llicasi-Aci su Su 5
S6 Gonen Yildiz Otel- G10 Su 75 7
S7 Gonen Yildiz Otel-G7 Su 58 7
S9 Bursa Askeri Hastanesi Su 45.2 7
S10 Bursa Yeni Kaplica Su 81 8
S12 Bursa Kara Mustafa Kaplicasi Su 63 7
Al Afyon Heybeli Kaplicasi Su 58 8
A2 Afyon Gazligdl Kaplicasi Su 65 7,5-8
A3 Afyon Gazligdl Kaplicasi Su 69 8
A4 Afyon Gazligdl Kaplicasi Su 29
A5 Afyon Orugaglu Kaplicasi Su
A9 Afyon Gecek Kaplicasi Su 96 9
Al12 Afyon Omer Kaplicasi Su 104
Al5 Afyon ikbal Kaplicasi Su 43 7
Al6 Afyon Cay llicasi Su 38 7

KARA Edremit Zeytinisletmesi Karasu

PIRINA | Edremit Zeytinisletmesi Prina

TERE Tereya| Bozulmuy tereya




27

2.2.2.1. Primerizolasyonun Yapildgi Besi Yerleri

Nutrient broth: 3 g beef extrakt, 5 g pepton, distile su ile 1060ye
tamamlanir (pH 6.8). 121°C'ta 20 dakika otoklavlexék steril edilir (Sneath,
1986).

Nutrient agar: 3 g beef extrakt, 5 g pepton, 15 g agar, distileles 1000
ml'ye tamamlanir ( pH 6.8 ). Isitilarak kgrrilir. 121°C'ta 20 dakika otoklav
edilerek steril edilir (Sneath, 1986).

L- agar: 10 g tripton, 5 g yeast ekstrakt, 5 g NaCl, 15gara Isitilarak
karstirihr. Distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir (pH.7121°C'ta 20 dakika otoklav
edilerek steril edilir (Travers ve ark., 1987).

Minimal besi yeri: 10 g glukoz, 4 g NaNQ 0,01 g CaG| 0,5 ¢

MgSO, 7H,O, 1 g KCI, 0,01 g FeSO0,5 g KHPQ,, 0,5 g KHPQO,, distile su ile
1000 ml 'ye tamamlanarak 121°C'ta 20 dakika otolddiir. Minimal besi yeri icin
eser element soliisyonu; % 0,026 B, % 0,05 Cu, % KI®, % 0,06 Mo, % 0,07 Zn,
distile su icinde ¢ozuldikten sonra 121°C’'ta 20ikialotoklav edilir. Son hacim %

0,005 olacakekilde minimal besi yerine eklenir (Llarch ve ark997).

Triptik Soy Broth: 30 g triptik soy broth, 7 g NaCl, 0,36 g tris 1000distile
su iginde ¢ozuldikten sonra 121°C'ta 20 dakikalato&dilir (Sneath, 1986).

M-9 besi yeri (% 1 ¢Ozunlr nsasta iceren): 10 g ¢Ozunur gasta, 2,5 g
(NH.). SO, 0,3 g MgSQ7H,0, 0,2 g CaCl 2 g pepton, 2 g yeast ekstrakt 1000 ml

distile su icinde ¢ozullr sonra 121°C'ta 20 dalokaklav edildikten sonra Uzerine
minimal besi yeri i¢in kullanilan eser element sgdnundan 1 ml eklenir (pH 6.7)
(Ali ve ark., 1999).

Asidofilik besi yeri : A ¢ozeltisi: 0,4 g (NH.SO,, 1 g MgSQ, 05 g
CaCl.2H,0, 6 g KHPQ,, distile su ile1000 mI’ ye tamamlanir.

B c¢Ozeltisi: 2 g glukoz, 2 g yeast ekstrakt, thstsu ilel000 ml'ye

tamamlanir.

A ve B cozeltileri ayri ayri otoklav edildikten s@n (121°C, 20 dakika)
karstirihr (Sneath, 1986).
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2.2.2.2. Primerizolasyon Yontemleri

Su ornekleri igin : Su 6rneklerine ait ilk calmada, paralel 2 set halinde
hazirlanan 5 ml nutrient broth, 1 ml su gfnée asilanmsg ve bir set 75°C’'ta 10
dakika pastorize edilgtir. Diger sete pastdrizasyorslemi uygulanmangtir.
Pastorize ve pastérize olmayan kilttrler 37°C’'t@ 1@m’de calkalanarak inkibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi Ureme gozlenen kiiltiirlerden tQ@'elinarak iki
tanesi pH 7 ve iki tanesi pH 10 nutrient agar igere her ornek igin toplam 4 adet
hazirlanan petrilere yayilgtir. Ekim yapilan pH 7 ve pH 10 nutrient agar
petrilerinden bir seti 30°C’ta ger set ise 55°C’ta inkiibasyona birakgtmi

Ikinci calsmada ise, ilk cagmada iyi tireme gozlenen ve ¢ok sayida koloninin
secilerek saklangi su 6rnekleri cajmaya alinmang} az sayida koloni izole edilen
su orneklerinden 1pul alinarak, 5 mllik Minimal be®ri, M-9 besi yeri, asidofilik
besi yeri ve Triptik soy broth besi yerleringlanmstir. Buna gére Minimal, M-9
ve Triptik soy broth besi yerleringilanan érnekler icin inklibasyon sicakliklari 30,
45 ve 70°C, asidofilik besi yeringianan tek bir su orrgge icin ise 30 ve 45°C
olarak uygulanmstir. inkiibasyon sonrasinda lreme gézlenen 6rneklerdear00
alinarak, inkibe edildikleri besi yerlerinin agaetien tirlerine ve paralel olarak
Nutrient agar besi yerine yayilgtir. Agarli besi yerlerine alinan drnekler 30, 45 v
55°C’'ta inkuibe edilnyitir.

Toprak ornekleri icin : Toprak drnekleri 2 set halinde galmistir:
a-)Sicaklik uygulamasi ile pastdrizasyon :

4 g toprak orngi, 20 ml distile su ile ve vorteks kullanilarak kariimistir.
Daha sonra 80 °C su banyosunda 150 rpm'de 20 dagakalanarak pastorize
edilmistir.

b-) Etanol uygulamasi ile pastdrizasyon :

4 g toprak orng, 20 ml % 50 etanol ile kagtirildiktan sonra c¢alkalamali
etlivde 30° C'ta 150 rpm'de 1 saat pastdrize egdihmi

a ve b'de hazirlanan 6rnekler distile su il& €6 10% oraninda sulandirildiktan
sonra 100'er pul alinarak L -agar petrilerine yawtir.
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Karasu, pirina ve tereyagl ornekleri icin: 1 ml karasu, pirina ve 1 g tergya
5 ml steril suya alinarak bir seti 75°C’'ta 10 dakigastorize edilmgiir. Diger set
pastdrizasyorsiemi uygulanmadan inkiibasyona birakgtmi

Butlin calgmalarda kati besi yerinde tek koloni halinde treyemmorfolojik
olarak Bacillus kolonilerinin gosterdii 6zellikleri tasidigi gézlenen koloniler Gram
boyama ile boyanrgy yapilan mikroskobik incelemede Gram (+) sporlune&
oldugu tespit edilen soylar saffarilarak nutrient agargk jelozlarinda tretilm ve
yeniden cakilana dek +4°C’ ta saklangtir.

2.2.3.a-Amilaz Ureticisi soylarini secimi

Elde edilen izolatlarina-amilaz Gretkenfiini belirlemek Uzere bu soylar

nisasta agar tzerinde test edgmae verdikleri halolar dgerlendirilmistir.
2.2.3.1. Kullanilan besi yeri

Nisasta agar:3 g meat ( ya da beef) ekstrakt, 10 g ¢cozUniasta, 12 g agar
tartilir, bir miktar distile su icinde gasta tamamen c¢6zinene kadar gtararak
isitilir. Distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir.

Hazirlanan ¢ozelti daha sonra 120°C'ta 15 dakikklat edilir. Steril besi
yeri 45°C'a kadar gwitulduktan sonra petrilere dokalur (Lawler ve arRQOO;
Martins ve ark., 2001).

2.2.3.2. YOntem

Test edilecek ornekler, steril kirdan yardimi dede ~25 ml’lik nutrient agar
iceren petri kaplarinda uygun kareye ekilerek 3@’ gece inkiibasyona birakilir.

Ureyen koloniler 24 saat sonra yine steril kiirdandymi ile pH 7 ve pH 10
nisasta agar petrilerine paralel olarak ekilir ve 368Q4-48 saat inkube edilir.
Inkiibasyon sonrasi Gram's iodine soliisyonu (lugbly sprey yardimi ile ve

petrilerin ylzeylerini kaplayacajekilde dokuldr.

Bakteriyel buyimenin oldiu yerlerin etrafindaki renksiz ya da acik sari
renkli bolgeler pozitif sonucu, mavi ya da mor rienkdlgeler ngasta hidrolizinin
olmadgini gosterir ( Lawler ve ark., 2000; Martins v&.a001).
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2.2.4. o-Amilaz Jdreticisi olarak secilen Bacillus soylarinin

tanimlanmasi

Nisasta-agarda verdikleri halo ¢aplari gozéninde ludwrarak secilen 3&-
amilaz ureticisi Bacillus soyunun tanimlanmasi, manuel olarak gerggkilen
biyokimyasal testlerin yani sira, yari ve tam otaknganimlama kitleri eliyle de
yapiimstir. Buna gore soylar dncelikle her biri standatiklikta dokilmg nutrient
agar petrilerine "tek koloni" halinde ekignre 35°C'ta inkiibe edilrgtir. Bu islem
ardsik olarak 3-5 kez tekrarlangve saflgtirma tamamlanngtir. Saflgindan emin
olunan kolonilerden iki tanesi tiplendirme testhele kullaniimak, bir tanesi ise stok
materyal olarak saklanmak Uzere; 2 kez otoklava@gihutrient agar gk jelozlara
ekilmis ve 35°C'ta inklibe edilrgir. Egik jelozda Greme gdzlemlendikten sonra 1'er
tane gik jeloz kdlturd +4°C'ta saklangidigerleri ise @agida belirtilen testlerin
gerceklatiriimesinde kullaniimgtir.

2.2.4.1. Manuel olarak yapilan tanimlama testleri

Secilen soylarin 6n tanimlamasi, manuel olaraklgapre aagida belirtilen

biyokimyasal testler ve mikroskobik inceleme ileggklestirilmi stir.

1-) Mikroskobik inceleme: Bakteriyel tanimlamasamasinda nutrient agar
petrilerinde dretilip saflgiriimis olan ve mikroskobik inceleme igin hazirlanan
bakteri htcreleri Gram boyanma, hicre cap! (0,9 @lgut alinarak), dizik,
endosposekli, yeri ve sporangiurgiskinligi 6zellikleri gozetilerek irdelenir.

Gram boyama: ilk kez Hans Christian Gram tarafindan 19. yiizyikimci
yarisinda tasarlangtir. Gram boyama, bircok bakteri tlrini etkin bakilde 2

blyuk gruba boler :
-bazik boyay! (kristal viole) emen Gram-pozitifler,
-kristal violenin alkol ya da asetonla akmasina i&ren Gram-negatifler

Bazi bakteri turleri, hicre duvarlarinin kimyagapisindan dolay: etil alkol
ve aseton gibi organik renk gidericilerle muametedenra bile kristal violeyi tutma
yetengindedirler. Boyayl tutan bu bakteriler mikroskoptimia mor renkte

gorunarler ve "Gram-pozitif" olarak adlandirdurl Diger bazi bakteriler ise teorilere
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gore hicre duvarlarinin  yioksek lipit iggnden ya da hicre duvari
gecirgenliklerinden dolay! renk gidericiler uyguthginda kristal violeyi vererek
renksizlgirler ve konttr boyama sonrasi mikroskop altindalpe renkte goriinerek,

"Gram-negatifler” olarak adlandirilirlar.
Gram boyama yontemi :

1-) Materyal lamin Ustinde metanol veyasate tespit edilir. EBer atg ile

tespit yontemi kullanilirsa boyamadan 6nce prepasggumasi icin beklenir.

2-) Lamin Uzerine oOrrge Orteceksekilde Kristal viyole dokilerek 2 dakika

beklenir.
3-) Bekleme slresi tamamlandiktan sonra boya dééki@ének yikanir

4-) Ornek tizerine mordan olarak kullanilan lugdeek ve 1 dakika beklenir.

Bu islem iki defa tekrarlanir.
5-) Bekleme slresi sonunda lugol dokulerek drneklakusuyu ile yikanir.

6-) Daha sonra lam renk giderici (alkol-aseton) nf@r boya akana dek

yikanir.

7-) Renk gidermesieminden sonra preparatin tzerine kontlr boya gsaifr

veya sulu fuksin) eklenir ve 1 dakika beklenir.

8-) Sure sonunda boya dokilerek lam musluk suywidanir. Kurutma kadi

ile veya havada kurutulur.

9-) Preparatin mikroskobik incelemesi X1000 buyidmemmersiyon ya
kullanilarak yapilir (Koneman ve ark., 1997; Bak@ark., 1994).

2-) Sporulasyon besi yeri:Nutrient agarda hi¢ spor aliwrmayan ya da
sadece birka¢ spor ghuran soylar sporulasyon besi yerine aktarilaradrlagma

sgilanabilir.

Sporulasyon besi yeri; 3 g beef ekstrakt, 5 g pepttb g agar, 50 mg
MnSOs.H20 (ya da 100 mg CaC2H,0 ve 500 mg MgS©O7H,0) tartilir, distile su

ile 1I'ye tamamlanir (Sneath, 1986).
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3-) Koloni 6zelliklerinin belirlenmesi: Saf kiltirlerden 6ze ile nutrient agar
petrilerine tek koloni halinde ekilen ornekler 3%aC24-72 saat inktbe edilir.
Inkiibasyon sonrasi koloni biyuklii (mm olarak), rengi, gorugii, kivami ve

Ureme zamani gibi 6zellikler tespit edilir.

4-) Katalaz testi: Katalaz, bakteriler icin toksik bir metabolik Urimlan

hidrojen peroksiti (HO,) su ve oksijene parcalayan hemoprotein yapida bir

enzimdir.

Hidrojen peroksit, aerobik karbohidrat metabolizmas oksidatif son
urtnlerinden biri olarak okwr. Birikmesi durumunda bakteri hticreleri igin aldél
olabilmektedir. Katalaz enzimi, hidrojen peroksitgagida verilen reaksiyon ile

parcalanmasini kataliz eder:

o, @Az 5H0 + 0 (gaz baloncuklar)

Streptocotar dsinda, aerobik ve fakiltatif aerobik bakterileringgokatalaz
aktivitesine sahiptir. Katalaz testiStreptococcaceaéyelerindenMicrococcaeae
dyelerini ya da Clostridium (cogunlukla katalaz-negatif) turleriniBacillus

turlerinden (katalaz-pozitif) ayirmak icin yaygitagak kullanilir.
Prosedur:

Agarli besi yerinde uremisaf kultirden bir 6ze yardimi ile bir parga ornek
lamin Gzerine aktarilir. Orgen Uzerine % 3 hidrojen peroksitten bir damla

eklenerek baloncuk aumu gozlenir.

Sonuglar: Hizla baloncuk ya da kabarciksalmu katalaz-pozitif sonucunu
verir. Katalazin yani sira hidrojen peroksiti agyrabilen peroksidaz gibi bka
enzimler de bulundiundan dolayl, 20-30 saniye sonra saln birkag minik
baloncuk pozitif sonu¢ olarak kabul edilmez. Clrkkd@talazin hemen reaksiyon
vermesine karn, peroksidaz reaksiyonu daha uzun slrede gekge&ldedir.
Ayrica test kan icermeyen besi yerinden alinan kdengapilmalidir. Bunun nedeni,
eritrositlerde de peroksidaz enziminin bulunmasidincak eritrositler tarafindan
Uretilen peroksidaz reaksiyonu gecikmeli ve zayifBunun yani sirager hi¢ gaz
Uretimi yoksa, test cikolata agarda Ureyen kultude tekrarlanmalidir (Sneath,
1986; Koneman ve ark., 1997; Baron ve ark., 1994).
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5-) pH 5.7' de Ureme:Kapakh tip icindeki nutrient broth, pH 5.7 safikai
ile ve igne 0ze kullanilaraksdanir. 35°C'ta 2 haftalik inkiibasyonun ardindagnie
gOzlemlenir (Sneath, 1986).

6-) En yiksek ve en dguk biyume sicakliklar: Saf kiltirden alinan érnek
nutrient agar besiyerlerine ekilir. Petrilerin hbiri farkli sicakliklarda inkibe
edilmelidir. Bakterinin birbirinden 5°C farkh sikbklardaki Greme yetenekleri
gozlenir.inkibasyon 55 °C ve daha ustu sicakliklar icin 3, @@50°C icin 5 gun,
20-25°C i¢in 14 gun, 20°C’in altindaki sicakliklein ise 21 gundur (Sneath, 1986).

7-) Tuzlu besi yerinde tureme:% 0, % 5, % 7, % 10 (w/v) NacCl iceren
nutrient broth tiplerinegne 6ze ile kiguk bir miktar saf kolongienir ve 35 °C 'ta
inkiibasyona birakilir. Ureme 7-14 giin icinde goéain (Sneath, 1986).

8-) Sitrat kullanimi :

Sodyum sitrat bir sitrik asit tuzudur ve trikarbdksasit dongusinde (Krebs
cemberi) bulunan basit bir organik Bildir. Bazi bakteriler enerjiyi karbohidrat
fermantasyonundan farkli bir yolla ve sitrati tekrtbon kayngn olarak kullanarak
salarlar. Bu Ozellgin tespiti bakteriyel tanimlamada siklikla kullanilTest edilen
bakterilerin sitrat kullanimlarini gézlemlemek ickullanilan besi yerleri karbon

kayna olarak protein ve karbohidrat icermemelidir.

Test edilen bakterinin sitrat kullanimi, sitrat bgsrinde olgan Uranlerin
ortami alkali yapmasi ile tespit edilir. Besi y&gk karbon kayn& olarak, bir anyon
olan sodyum sitrati, tek nitrojen kayhalarak da, amonyum fosfati icerir. Sitrati
kullanabilen bakteriler ayrica amonyum tuzundan titrojen cikartarak (NFA

olusturabilirler. Bu da besi yerinin daha alkali olmasyol acar.

Prosedur : Saf koloni 6ze ile sitrat besi yeringikekismina ekilir. Tip 35°C’
ta 24-48 saat inkube edilmelidir.

Sonuglar: Pozitif sonug, 24-48 saatte besiyerieimgmin maviye dongiimu
ile gbzlemlenir. Mavi renk okumu, test edilen organizmanin besiyerindeki sitrati
kullanabildigini ve alkali Griinler meydana getigini gosterir. Pozitif sonu¢ mavi
renk olgmadan da alinabilir. ger inokulasyon ¢izgisinin tzerinde gozle gorulir bi

Ureme varsa bu da pozitif bir sonuctur. Cinki Gr@megorilmesi icin organizma
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logaritmik faza girmg olmalidir ki bu da sadece karbon ve nitrojen adsimi
edildiginde olgan bir durumdur. EKim cizgisinden alinan pozitibnsi¢ 24 saat
daha beklenerek genellikle mavi bir renk solonu ile dgrulanabilir (Koneman ve
ark., 1997).

9-) indol testi :

Indol, bir benzil piroldir ve triptofan amino asitin metabolik olarak
parcalanmasiyla ofan Urinlerden biridir. Triptofanaz enzimine sahipkteriler
triptofani hidroliz ve deamine edebilirler ve sotaughdol, pirvik asit ve amonyak
uretirler. indol tretimi birgok mikroorganizma turiiniin tanimizasinda kullanilan

onemli bir 6zelliktir.

Indol testi, p-dimetilaminobenzaldehitin aldehit gom ile indoliin reaksiyona
girmesi sonucu kirmizi renkte bir kompleksingpimuna dayanir. Reaksiyon sonucu
olusan Uriin Kovak ve Ehrlich ayiraclarinda aktif bimkiasaldir.indol testi igin
triptofanca zengin bir besi yeri kullaniimalidfratikte, sulfit —indol —hareket
(SIM), hareket-indol-ornitin (MIO) ya da indol-nét gibi besi yeri kombinasyonlari

kullaniimaktadir.

Prosedur : Triptofan broth test edilecek organiil@assilanir ve 35°C’ta 18-
24 saat inkibe edilir. Bu sire sonunda, tipin vMadadan gaglya dgru akacak
sekilde 15 damla ayira¢ eklenir.gé Ehrlich ayiraci kullanilirsa bu basamaktan

sonra 1ml ksilen eklenir. Kovac ayraci i¢in bubiruygulama gerekli dgldir.

Sonuglar: Ayirag eklendikten birkag saniye sonraagyile brothun (ya da
ksilen tabakanin) ara ylzeyinde parlalgyarkirmizi bir renk olgumu indolin

varhgini, dolayisiyla pozitif bir sonucyaret eder (Koneman et.al., 1997).

10-) Nitrat Indirgenmesi: Nitrat bir cok bakteri ve mantar igin nitrojen
kaynai olmakla birlikte parcalanmasi zorunlu bir maddedir organizmanin
nitrati nitrite indirgeme yetege tiplendirmede ve bir ¢ok mikroorganizma
gurubunda tur farklihklarinin agarilmasinda dnemli bir 6zellik olarak kullanilir.

Nitratin kullanilmasinda ilk basamak bir oksijen letdilinin c¢ikmasiyla

nitrite indirgenme olgusudur:
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NO3-+2e+2H 5 NQG+H20
Nitrat Nitrit

Bazi bakteriler nitrati daha da ileri diizeyde igdirve nitrojen olgturur.

Test tipinde nitritin vagh alfa-naftilamin (ayiragc A) ve silfanilik asit (@igc
B) eklenmesi ile kirmizi renkli p-sulfabenzenazo-naftilaminin olgumu ile

belirlenir.

Prosedur: Test edilecek organizmanin saf kultUetaillanan 5ml’lik nitrat
besi yeri 35°C’ta 18-24 saat inkiibe edilinkiibasyon sonunda, besi yerine A ve B

ayliraclarinin her birinden 1’er ml eklenir.

Sonuglar: Ayiraclarin eklenmesinden sonra 30 samyede kirmizi renk
olusumu nitritin varlgini ve nitrat indirgenmesinin gercekiigini (pozitif sonug)
gosterir. Ayiraclarin eklenmesinden sonra kirmiengin olgmamasi, nitratin
indirgenmedgini (negatif sonug) ya da nitratin amonyak, molekihitrojen
(denitrifikasyon), nitrit oksit (NO) ya da.® ve hidroksilamin gibi nitritten farkh

ardnlere indirgendiini gosterebilir. CUnkl ayiraclar sadece nitritirarhgini
gOsterebilir. Bu nedenle, ikinci bir basamak uyguiailk basamakta kirmizi renk
olusumu gozlenmeyen tuplere cok kucuk bir miktar cinloau eklenir. Cinko
iyonlari nitrati nitrite indirger ve c¢inko eklenmeden sonra kirmizi bir renk
olusumu rezidiel nitratin var olgunu dolayisiyla negatif reaksiyonu gosterir

(Koneman ve ark., 1997, Baron ve ark., 1994).

11-) Ureaz testi :

Ure, bir karbonik asit dinamitidir. Butiin amidlemanyak ve CQ agga

cikararak kolayca hidroliz olurlar.

Ureaz, ¢c@u mikroorganizma turinin sahip ofdu ve ureyi gagidaki

reaksiyonla hidroliz eden bir enzimdir.

O

I Ureaz

NH,— C—NH, +2HOH —»  CO+ H,0 + 2NH —(NH.), CO,
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Amonyak soliisyonda reaksiyona girerek amonyum kaabmlwturur ve bunun

sonucunda alkali bir ortam alarak besi yerinin pH’s1 ytkselir.

“Stuart’s Ure broth” ve “Christensen’s Ure agaréaz aktivitesinin tayini igin
yaygin olarak kullanilan besi yerleridir.

Sonugclar: Ureyi hizli parcalayan organizmalar 1dga2 saat iginde pozitif
sonug verebilir. Ancak daha az aktif turler iciny@ da daha fazla giin beklemek

gerekir. Reaksiyonlarsagidaki gibidir :

1-) Stuart’s broth: Besi yerinin tamaminda gorulpembe-kirmizi renk

alkalinizasyonu ve ure hidrolizini gosterir.

2-) Christensen’s agaProteustirleri gibi hizli tre parcalayicilarinda besi
yerinin tamami pembe-kirmizi olur. Yavére parcalayiciskKlebsiella turleri gibi
bakterilerde, bdangicta sadecegik kisimda kirmizi renk gortlir. Bu renk gittikge
batin tipe yayilir.

3-) Ure hidrolizinin olmagi durumda besi yeri orijinal sari renginde kalir

(Koneman ve ark., 1997; Baron ve ark., 1994).

12) Voges —Proskauer ( V-P ) Testi: Voges — Proskauer 20. Yuzyilin
basinda iki biyolog tarafindan gsatirilmis bir testtir. Once uygun kiiltir besi yerinin
potasyum hidroksit ile muamele edilmesiyle kirmmenk olgumu goézlemlenngi
daha sonra besi yerindeki aktif Griiniin bakteri ingtiamasi tarafindan ogturulan

asetil metil karbinol oldgu bulunmugtur.

Glukozun fermentasyonla parcalanmasi sonucusaalu piruvik asit,

bakterilerin sahip oldgu farkli enzim sistemlerine Bha olarak cagitli metabolik

giren diasetil kirmizi bir kompleks cftwrur.

Prosedir: MR/VP besi yeri test edilecek organizmasaf kulturd ile
asllanarak 35°C’'ta 24 saat inkiibasyona birakilir.sBeenin sonunda, besi yerinden
1ml alinarak, temiz bir test tiipiine aktarilir. Uaerénce 0,6 mhb—naftol, daha
sonra 0,2 ml % 40 KOH eklenir. Ayiraglarin sirask gdnemlidir. Besi yerinin
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atmosferik oksijenle temas etmesi icin tlp hafiig@kalanir ve 10-15 dakika
bekletilir.

Sonuglar: Pozitif sonug, ayiraclarin eklenmesindéndakika sonra okan
kirmizi renkle alinir. Bu sonug, asetoinin oksidasyirini olan diasetilin vagini
gosterir. Test sonucuna lsaatten daha gec bakilmbm&unki negatif Voges —
Proskauer kdlttrleri bu sirede bakir rengine beaerenk olgturarak yank bir
pozitif sonu¢ alinmasina yol acar. V-P besi yeripid’'st pH metre ile ayrica
Olculur (Koneman ve ark., 1997; Baron ve ark.,4)99

13-) TSI Agar Reaksiyonlari: Pratikte, fermentatif glukozu kullanabilen
mikroorganizmalar, “Kligler Iron Agar (KIA)” ya ddTriple Sugar Iron (TSI)”
agarda urediklerinde gosterdikleri reaksiyonlarégyint edilebilir. Eger glukozu
fermente etmeyen bir organizma s6z konusu ise,tigginde herhangi bir renk
degisimi gbzlenmez. Bu durum, asit Uretiminin olma&adi ve test organizmasinin

hicbir sekeri fermente etmegini gosterir.

KIA ile TSI agarin sukroz gindaki tum bilgimi aynidir. Beef ekstrakt, yeast
ekstrakt, pepton ve proteoz peptonun gamIA ve TSI agari besin yéniinden ¢ok
zenginlgtirmektedir. Ayrica inhibitér de icermeyen bu begerlerinde butin
bakteriler Grer. Bu nedenle KIA ve TSI agar, sadsecici agar besi yerlerinde ya
da nutrient agarda ureyen tek kolonilerden ornekaghk yapilir. Besi yerlerinde
glukoz ve laktoz (TSI agarda sukroz d@keve dip kisimlarda @t dagitiimistir.
Ancak laktoz konsantrasyonunun glukoz konsantrasyanorani 10:1'dir. Bu

10:1’lik oran testin biyokimyasal ilkesinin aglamasi icin 6nemlidir.

demir tuzlarindan daha az duyarlidir. Bu nedenlé, K'S| ve diger test besiyerleri
arasinda hidrojen stilfit okunmasi yonunden faiblabilir.

KIA ve TSIA bakterilerin 3 6nemli 6zefini tayin etmek i¢in kullanihr :

1-) Sekerlerin fermentasyonu ile gaz uretebilme yeien@az olgyumu

genellikle baloncuklar ya da besiyerindesal catlaklarla gozlenir).

2-) Fazla miktarda hidrojen stilfit gazi tretimiy&hn, demir iceren bir ¢cozelti

ile gozlenir).
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3-) KIA'da laktozu ya da TSIA'da laktoz ve sukroZarmente edebilme

yetengi.

Test icin hazirlanan besi yergik bicimde dokulir. Bu konfiglrasyon ayni
tupte iki reaksiyonun gozlemlenmesi igin esastigikEslant) kisim aerobikken
“butt” olarak adlandirlan dip (deep) kisim hawmaz ve nispeten anaerobiktir.
Besi yeri hazirlanirken dip vesi& kisimlarin uzunluklariningg olmasina (yaklgk

3’er cm) 6zen gosterilmelidir.

Prosedur: KIA ve TSI tuplerigne 6ze ile ekilir. Bir agar besiyerinden alinan
saf koloni 6ncelikle tupunggk kismina ekildikten sonragmne 0ze tipun yakjek 3-5
cm icine daldinlarak alt kisima ekim yapilir. Tépl35°C’ta 18-24 saat inkibe

edilir.

Sonuclar: Test edilen organizma, gee nonfermentatif bir bakteri ise
karbohidrat fermentasyonu olmgmdan asit olgmaz ve besi yerinin rengi

degismez.

Eger TSIA (ya da KIA) tipu glukozu fermente eden dndaktozu
kullanamayan bir organizma ile inokule edilir id@gsi yerinde bulunan % 0,1
konsantrasyondaki glukozdan kuclik miktarda asifwlunkibasyonun ilk 8-12 .
saati boyunca okan kicuk miktardaki asit bileggk ve dip kismin bglangicta sari
renge doéngmesini sglar. Daha sonraki birka¢ saat icinde glukoz tamanigenir
ve bakteriler oksijenin var olgu esik kisimda amino asitlerin oksidatif
fermentasyonuna klar. Aminlerin salinimi ve bunlaring&k kisimda bulunan az
miktardaki asitin yerine gecmesi ile 18-24 saagiix &ismin pH’ si alkali olmaya
baslar ve rengi tekrar kirmiziya doner. Tupun dip kisda ise (nispeten anaerobik
kisim) amin olgumu asit olgumunun yerine gegcemeanden bu kisim sari renkli
kalir. Boyle bir “alkali gik -asit dip” reaksiyonu bu organizmanin laktozuente

etmedgini gosterir.

Eger tlp laktoz fermente eden bir organizma ile ekiliee, glukoz ilk 8-12
saate tamamen kullanilsa bile fermentasyon, orgamilaktozu kullanabilgi icin
devam eder. Bu ylzden 18-24 saatin sonunda vessodeagik ve dip kisimlar sari
renkte goralur. “Asit gik-asit dip”’reaksiyonu elde edilrgiolur. Kesin sonug icin 7-
14 gin beklemek yararhdir.
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Renksiz olan hidrojen sdlfitin belirlenmesi icin dbeyeri bir indikator
icermelidir. Sodyum tiyosulfat bir cok besi yerindielrojen sulfit Gretimi icin sulfir
atomu kayng olarak kullanilir. Besi yerindeki demir tuzlaridnojen sulfit ile

reaksiyona girerek suda ¢ozulmeyen siyah bir ¢cb&kl§turur.

Reaksiyonlarin 6zeti :

» Alkali egik/Alkali dip (K/IK) — Karbohidrat fermentasyonu yok.

Nonfermentatiflerin 6zelfii.
Ornek :Pseudomonas aeruginosa.

» Alkali egik/Asit dip (K/A) — Glukoz fermente edilngj laktoz (ve sukroz)

fermentasyonagramams. Laktoz fermente etmeyen bakterilerin 6zglli

Ornek :Shigella

» Alkali egik/Asit, siyah dip (K/A/HS) — Glukoz fermente edilmngj laktoz

fermente edilmengj hidrojen sulfit Uretilmy. Laktozu fermente etmeyen ve
hidrojen sulfit olgturan bakterilerin 6zel.

Ornek:Salmonella, Citrobacter, Proteus
* Asit egik/Asit dip (A/A)— Glukoz, laktoz (ve sukroz) fermente edimi

Ornek:E. coli, Enterobacter(Sneath, 1986; Koneman ve ark., 1997; Baron vg ark
1994).

14-) Jelatinin sivilgmasi: Ticari olarak satin alinan nutrient jelatin besriy
ya da sadece jelatin iceren test tupleri (120 gtijelve 1000 ml distile su, pH 7.0)
ile alternatif olarak % 0.4 jelatin eklengnnutrient agar mikroorganizmalarin

jelatinaz aktivitelerinin tayininde kullanilabilir.

Test edilecek bakterinin saf kilturinden, kati bkid(+4°C’ta saklanan)
jelatin thplerine gne 6ze ile ve igine batirilarak ekim yapilimkiibasyon 28-35°C’
ta gerceklgtirilir. Inkiibasyonun 24. saatinde ve takip eden her 24iksaétiesinin
sonunda sivi haldeki besi yeri 20°C ve altindakaldiklarda 3-4 saat bekletilir.

Eger mikroorganizma jelatinaz enzimine sahipse besiny katilgtiran jelatini
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parcalar ve bu sicakliklarda besi yeri sivi haldérk Eger kati halde kalirsa 28-

35°C'taki inkiibasyona devam edilir ve 4 hafta steegyozlemlenir (Sneath, 1986).

15-) Hareket: Bakterilerin hareketli olup olmagini goézlemlemek igin
bakteriler SIM (sulfir indol maotiliti) ya da MIO (otiliti indol ornitin) yari-kati besi
yerine gne 6ze ile dibine kadar batirilarak inokile edifid-72 saatlik inklibasyon
sonunda Ureme sadece 0ze batirilan bdlgede ise smyatif, Greme inokllasyon

yapilan bélgenin gevresinde de goruluyor ise pivizi{iSneath, 1986).

16-) Penisilin Testi: Bakteriler, penisiline direncli olup olmadiklarini
belirlemek Uzere saf kilttrlerden alinarak, nutriagar besi yerine 6ze ile yayilir.
Inokiilasyon bélgesinin ortasina 10 U penisilin digkilestirilerek 37 °C’ ta 24 saat
inktibasyona birakilirinkiibasyon siiresi sonunda penisilin disklerinin eswvide
ureme go6zlenmesi penisiline direnci, disk cevresindeme olmayan zonlarin

belirmesi ise penisilin duyarlgini géstermektedir.

17-) Anaerop Ureme: Anaerop lremenin belirlenmesi icin saf kiltiirlerde
O0ze ile inokille edilmyi nutrient agar petrileri “Anaerop Ret Sistemi” ne
yerlestirilerek 37 °C’ ta 72 saat inkiibasyona birakilnkiibasyon sonrasinda tireme

gosteren soylar anaerop ortamda Ureyebilme ygitechedir.

18-) Kanli agarda hemoliz: Bircok bakterinin kanh agardaki koloni
morfolojisi ve hemoliz 6zelfii bakteriyel tanimlamada yaygin olarak kullanilr.
Kanli agar besi yeri icefinde; 10 g pepton, 5 g beef ekstrakt, 5 g NaClg 1&gar,
1000 ml distile su bulunmaktadir. Besi yeri pH &#4' e ayarlanir. Kagtirilip
Isitilan besi yeri 121°C' ta 20 dakika steril editeril petrilere 0,5'er ml koyun kani
bir pipet yardimi ile koyulur. Steril edildikten m@ 50°C'a kadar gatulmus besi
yerinden her bir petri kutusuna 15' er ml dokulereic beklemeden besi yeri ile
kanin kargmasi sglanir. Bu glem sirasinda besi yerinin 50°C' gggtulmus olmasi
kanin hemoliz olmamasi acisindan énemlidir. ama sleminin hizli yapiimasi
gerekmektedir. Boylelikle besi yerinin donarak kanlice kargmayan pihtilar

sekline dongmesi ve ekime uygun olmayan kekil almasi 6nlenngiolur.

Testin ilkesi: Bazi bakteriler kan hicrelerineiketikiicre dgi enzimler Uretir
ve kan hucrelerini tamamen lizisgratabilir (3 hemoliz) ya da koloninin etrafinda

yesil bir renk olusturabilir (o ya da tamamlanmaginemoliz). Bazilari ise hicbir etki
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gostermezler (gama olarak adlandirilabilirler).
Sonuclar:

a hemoliz: Koloninin etrafinda kismi renk acgiimasi vesi yerinin ygl renge

doniima.

B hemoliz: Eritrositlerin lizisinden dolayi kolonmietrafindaki kanin tamamen

acllmasiyla olgan acik renkli zon.

a prime: Koloninin etrafinda bitmemibir lizisin halosu ile onun gevresinde

tamamen hemoliz olngukinci bir zon bulunmasi.

Bakteriler tarafindan hemolizinlerin tretimi inkigy@n ortamina, pH' sina ve
bircok desisik faktore baglidir. Kanli agarda morfoloji ve hemoliz, bir izola
tanimlanmasinda daha ileri basamaklara yardimdileteek 6zelliklerdir. Kanl
agardaki hemolitik reaksiyonlarin goézlenmesi icietrp isiga tutularak bakilir

(Koneman ve ark., 1997; Baron ve ark.,1994).
2.2.4.2. Yari otomatik ve tam otomatik tanimlama stemleri

Bacillus cinsi soylarin tanimlanmasi; manuel testlerin y@raBacillus cinsi
dyelerinin tanimlanmasinda kullanilan API 50 CHEE ile AP1 20E kiti ve tam
otomatik bir tanimlama sistemi olan VITEK cihazilleailarak da yapilnstir.
Kitler ve VITEK sistemi BOMERIEUX Firmasindan sganmstir.

2.2.5. Bakterilerin uzun sireli stok kulttrlerinin hazirlanmasi

Tanimlanan soylarin uzun sureli stok kulturlerirhazirlanmasi igin @k
jelozda bulunan érnekler 2 ml LB besi yerine st&iifdan ile allanarak 37°C’'ta
170 rpm calkalama hizinda gece boyu inkiibe egiimElde edilen kalttrlerin 375
pl'si (-20)°C stoklari icin 625 pl % 80 gliseroleien steril Eppendorf tliptine ve 625
pl'si (-80)°C stoklari icin 375 pl % 80 gliseroleien steril Eppendorf tipline
eklenmi ve tupler iyice kastirildiktan sonra -20 ve -80°C derin donduruculara

yerlestirilmi stir.

LB Broth Besi Yeri: 10 g nutrient broth, 5 g yeast ekstrakt, 8 g N&(32 g

Tris. Distile su ile 1 litreye tamamlanir. 120’ ta 40 dakika otoklav edilir.
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2.2.6.0-Amilaz Aktivite Testi

Enzim: Hicre kadlttri 10000 rpm’de 10 dakika santrifijldiliten sonra elde

edilen Ust sivi enzim kaypeolarak kullanilir.

Tampon: Aktivite testinde6,7 mM NaCl iceren 20 mM NaiR O, tamponu
(pH 6,9) kullanilir. 0.5 M NgHPO, ve 0.5 M NaHPO, hazirlanarak pH’lari dl¢ulir.
Bu c¢ozeltilerden hareketle 20 mM M M#PO, ve 20 mM NaHPQO, hazirlanir. Bu
iki cozelti pH 6.9 olacakekilde birbiri ile karstirihir. Son konsantrasyonu 6.7 mM
olacaksekilde 5 M NaCl eklenir.

Substrat ¢ozeltisi:

6,7 mM NaCl iceren 20 mM sodyum fosfat tamponumtd §,9) % 1 ¢6zunur

nisasta ¢ozeltisi hazirlanir.
Dinitro salisilik asit ¢ozeltisi:

10 g 3,5 dinitro salisilik asit tartilir ve 500 wtistile su ile kawtirilir. Ustiine
200 ml NaOH (2M) eklenerek katirildiktan sonra yavayava 300 g sodyum
potasyum tartarat eklenir. Dinitro salisilik asigtziinmesi zor oldiu icin 1 gece
manyetik kamtiricida birakilarark kagtirilir. Tamamen ¢ozingiiinde distile su ile

llitreye tamamlanir.

Protokol: 500 pl hiicre ust sivisi alinarak, tizerine 500 pésat ¢ozeltisi
eklenir. Vorteks ile hafifce kagtirilan tipler 37° C su banyosunda 3 dakika inkiibe
edilir. Inkiibasyon sonrasi her bir tiipe 3 ml 3-5 dinitris8i asit ¢ozeltisi
eklenerek vorteks ile katirihr. Tupler daha sonra 10 dakika kaynayan swdie
tutulur. Oda sicak@iina gelinceye dek buza alinan tuplere 8 ml distieklenerek
vorteks ile kagtirilir. A540 nm’de spektroskobik dlcimleri yapilir

a-Amilaz igin:

1U: 37° C'ta pH 6,9'da 1 dakikada 1pmol maltozsaggikaran enzim

miktaridir.

Kalibrasyon grisi: 6,7 mM NaCl iceren 20 mM sodyum fosfat tampoda (pH
6,9) cozunmgimaltoz (5 pmol/ml) standart olarak kullanilir. Medun seri
dilisyonlar1 Tablo 2.2’de verildi sekilde hazirlanir.
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Tablo 2.2. Maltoz Kalibrasyon Erisi Degerleri.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(blank)

5 pumol/ml - o1, 02, 03| 04 05 O6 Oy 08 09 1

maltoz

dH,O (ml) 1 09| 08| 0,77 06 0,49 04 OB 02 01

Her tipe 3 ml 3-5 dinitro salisilik asit solisyomklenerek vorteks ile
karstirihr. Tapler kaynar suyun icinde 10 dakika sideekaynatilir. Oda sicalgina
gelinceye dek buzda gotulan tiplere daha sonra 8 ml distile su eklenerek
karistinilir. A540 nm’de spektrofotometrik 6lgimleri ydgn Orneklerin iki seti i¢in
elde edilen dgerlerin ortalamasi alinarak, maltoz konsantrasyanutasl
540 nm’deki absorbans graficizilir. Hazirlanan grafikten elde edilergien enzim

aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilir.

Psao 1000
X x Reaksiyon Hacmi (ml)

Sifm MAwaitoz

Enzim Aktivitesi =
Enzim Hacmi (mP Reaksiyon Suresi (dakika)

Reaksiyon Hacmi: 1 ml

Enzim Hacmi: 0,5 ml

Reaksiyon Siresi: 3 dakika

M.A (maltoz): 360,3 g/mol

Egim: 0,153
2.2.7. Yerel soylardan-amilaz aktivitesinin belirlenmesi

2 ml LB, ilgili bakterinin -20°C’'ta korunan stok Kirinin 20 ul'si ile
asllanarak 37°C'ta 170 rpm'de 1 gece inkube edildikeonra 10ml'lik kapakli
kaltar tipinde bulunan 3 ml LB besi yerinigilanmasinda kullanilngtir. 37°C’ta
170 rpm’de gergekigirilen inkiibasyonun farkli saatlerinde drnek atateo-amilaz

aktivitelerine bakildi. Ornekler kiltiriin 8.,9.,18.,20.,24.,30.,48.,54. saatlerinde

alindi.
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Tlpte yapilan caymalar sonucundar-amilaz aktivitesi en iyi olan 5 soy
belirlenerek, 72 saatlik bir inkiibasyon gaiasina alindi. 1 gecelik 6n kultirden
500 pl ornek ile glanan 50 ml LB besi yeri 250 ml’lik erlen icind87°C’'ta
170 rpm’de inkiibasyona birakildinkiibasyonun ilk 48 saati boyunca 4, 48-72.
saatler arasinda 6 saatlik araliklarla alinan demd& hiicre ygunlugu ve enzim

aktivitesi belirlendi.
2.2.8. % 1 Nsasta iceren M-9 besi yerindea-amilaz aktivitesinin
belirlenmesi

LB besi yerinde buydtulen kdlttrlerden alinan aikéiv sonuclarinin iyi
olmamasi nedeniyle bakterilerin, primer izolasyonkallanilan ve a-amilaz
enziminin substrati olan gastayr iceren M-9 besi yerinde buyutilmesi
kararlgtirildi. 35 soyun 4 ml M-9 besi yerinde hazirlanparalel kulttrlerinde
aktivite testleri yapildi.

2.2.9. % 1 Nsasta iceren M-9 besi yerinde gerceki#rilen erlen
calismasi

izole edildgi kaynak ve tiipte yapilan aktivite gahalarinin sonuglari goz
onune alinarak erlen cgtinasina alinacak soylar A3, A4, A7, A18, A23, A2&8A
P19, P22 olarak belirlendi. Cana 250 ml’lik erlenlerde gerceklirildi ve daha
onceki sonuclar gbz oniunde bulundurularak erlermina@ia 1/3'0 kadar besi yeri
kullanildi. % 1 ngasta iceren 83 ml M-9 besi yeri 2 ml LB besi yearaiyttilmi
on kdlttrin 830 pl'si ile glandi. Inkiibasyon 37°C’ta 170 rpm'de yapildi ve
calismanin ilk 56 saati boyunca 4 saatte bir ve 56. tsaasonra yalnizca
74.,120.,144. ve 168. saatlerde ornek alinarakireaktivitesi ve hicre ygunlugu
tayini yapildi. Aktivite dgeri 168. saatin sonunda da yuksek olan A3 soyuligh,
216. ve 288. saatlerdeki aktivite ve hucrgyaugu deserleri belirlendi.

2.2.10. % 1 Nsasta iceren alkali M-9 besi yerinde (pH 9.3)
gercekKlestirilen erlen calismasi

pH 10 ngasta agar petrilerinde verdikleri halolagddendirilerek secilen A4,
P22 ve A26 soylarinin alkali ortamdaki enzimatikiakelerini belirlemek Uzere

oncelikle M-9 besi yerinin pH'si % 10 BaO; ile 9.3'e yukseltildi. Secgilen 3
soyun alkali ortamdaki ilk testleri 3 ml M-9 besery iceren kultir tuplerinde
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yapildi. Inkilbasyonun 24. ve 48. saatlerinde alinan orneklgdpilan testler

sonucunda A4 ve A22 soylarinin gatiaya alinmasina karar verildi.

A4 ve P22 soylarinin alkali M-9 besi yerinde 72tssizren inkiibasyonunda

inkiibasyon kegullari ve ¢algma diizeni bir 6nceki ¢cama ile ayni tutuldu.
2.2.11. Kultdr st sivisi ile gercekigirilen enzim 6n
nitelendirme calismalari

Gerek enzimatik aktivite, gerekse Ornek kaynan Ozellikleri, primer
izolasyon kaullari ve tiplendirme ¢agmalari sonuclarina dayanilarak, en ilgi ¢ekici
soy old@gu disundlen A28 soyunun Uredii a-amilaz enziminin 6zelliklerinin
belirlenmesi kararkdirildi. Bu amacgla A28 soyunun en Uretken @ualunkibasyon
saatlerini d@rulamak Uzere yeni bir cama baglatildi. Bir 0Onceki erlen
calismasinda bu soyun enzimatik acidan en Uretkensaldaatin, kiltiriin 17. saati
oldugu g6z 6nunde bulundurularak yeni kadltarin 17., Z84,, 28., 30. ve 41.
saatlerinde hiicre yonlugu ve a-amilaz aktivitesi belirlendi. Yeni kultir ¢amasi
onceki calymayla ayni keullarda gerceklgirildi ( % 1 nisasta iceren M-9 besi yeri,
-20°C stoklarindan hazirlanan 6n kltir, % 1'liklama orani, 1/3 havanlandirma
orani, 45°C inkibasyon sicakll 170 rpm calkalama hizi). Caha sonucunda
enzimatik aktivitenin en yiksek gerine kiltiriin 17. saatinde gz dogrulandi.
Buradan yola c¢ikilarak Gst sivisindan 6n nitelendiryapilacak yeni bir kilttr ayni
kosullar sa&lanarak bgatildi ve inkibasyonun 17. saatinde kultirin tamam
santrifgj tiplerine alinarak Beckman Santrifij’d@0® rpm’de 20 dakika santrifij
edildi. Ust sivinin tamami aktivite cginalarinda kullaniimak tizere ayrildi.

On Nitelendirme Calismalari:

1) Optimal reaksiyon sicaklginin belirlenmesi: Kaltlr Gst sivisi ie aktivite
testleri farkl sicakliklarda gercekteildi. Buna gore enzimatik aktivitenin
ilk basamgl olan 37°C'ta 3 dakika inkiibasyon bas@maaki sicaklik
degeri her defasinda @stirildi ve inklibasyon siresi sabit tutuldu. Optimal
reaksiyon sicakyn calsmalart 15, 25, 37, 45, 55, 65, 75 ve 85°C'ta
gerceklatirildi.

2) Sicakhk kararlil ginin belirlenmesi: Kalttr Gst sivisinin belirlenen farkli
sicakliklarda 15 dakika bekletiimesinin ardindarzieratik aktivite genel

protokole uygun olarak belirlendi. Sicaklik karagi, optimal reaksiyon
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sicaklginin belirlenmesi sirasinda uygulanan sicakliklamllakilarak
gerceklatirildi.

3) Optimal reaksiyon pH’sinin belirlenmesi: Farkli pH’lardaki tamponlarda
¢cozilmig nisasta, genel protokoldeki substrat ¢ozeltisi olakaianildi.
Buna gore ryasta, pH 5 - 9.0 arah icin 200 mM potasyum fosfat tamponu
ile ve pH 10.0- 11.0 argh icin 100 mM glisin tamponu ile c¢6zilerek
kullanildr.

4) pH kararhli ginin belirlenmesi: Enzimatik aktivite reaksiyonlari, tst sivinin
ilgili pH’lardaki tamponlarda 1/5 oraninda seyreltek, gece boyu +4°C'ta
bekletiimesinin ardindan gercekiieildi. pH kararliik calsmalarinda
kullanilan tamponlar optimal reaksiyon pH’sininidehmesi ¢cagmalarinda

kullanilanlarin aynisidir.

On nitelendirme ¢caymalarinin tamami paralel 2 set kullanilarak yapild

Sicaklik kararhlg calsmalarinin sonuglarindan yola ¢ikilarak A28 soyunun
Ust sivisi ile 85°C’'ta 2 deney daha gercgtidiédi. Bu calismalarin ilkinde st sivi
ilgili sicaklikta 45 dakika, djerinde ise yine 85°C’'ta 17,5 saat bekletildiktenrao
aktivite calgmalarina alindi. Deneyler 2 paralel set halindeeldestirildi.

2.2.12. SDS-PAGE ve zimogram analizi

Sodyum dodesil sulfat-poliakrilamit  jel elektrofare (SDS-PAGE),
polipeptitlerin elektriksel alanda molekulegidiklarina b&li olarak farkl hizlarda
goc etmeleri temeline dayanmaktadir. Moleki@irlagl bilinmeyen proteinler,
molekdl a&irhigr bilinen standart proteinlerle (belirtegret proteinleri) birlikte
yurutulerek, jelde okan bantlar kaulastirihir ve bilinmeyen proteinin molekdl
agirh g1 hakkinda bir fikir edinilebilir.

a-Amilaz zimogram analizinde, denatiran icermeyddejeaktivite gosteren

bantlarin belirlenmesi hedeflendi.
2.2.12.1. SDS-PAGE i¢in 6rneklerin hazirlanmasi
SDS-PAGE ig¢in, kultar Ust sivisindan 30 pl alinatederine 10 pl yikleme

tamponu eklendi. Standart olarak sec§limiotein belirtecinden 5 pl alinarak tzerine
20 pl yukleme tamponu eklendi. Hazirlanan ornekknstirildiktan sonra kisaca

santrifilj edildi. 5 dakika sireyle kaynayan sudeldétden ornekler jele yuklendi.
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Kdltar dst sivisinin konsantre edilmesi amaciylat@s coktirmesi yapildi.
Bunun icin kdltir dGst sivisindan 120 pl alinarak Bppendorf tiplne aktarildi ve
Uzerine 1 ml sguk aseton eklendi. 4 paralel set halinde hazirlademekler
karstirildiktan sonra buz icinde 30 dakika bekletildiire bitiminde 13.000 rpm’de
15 dakika santriftj edildi ve ofan Ust sivilar atildi. Cokelek liyofilizatorde 28-2
dakika kurutulduktan sonra distile su ile ¢ozul@alsilan tiplerden 2 tanesindeki
cOkelekler 15er pl distile su ile, ger iki ¢cokelek ise birlgirilerek, toplam 15 pl
distile su ile ¢ozuldi. Tuplere 7 ul yikleme tampoeklendi. Standart olarak
secilmg protein belirtecinden 5 pl alinarak tGzerine 2@jitleme tamponu eklendi.
Ornekler kawtirildi ve jele yiiklenmeden 6nce 5 dakika kaynatild

Yikleme Tamponu:

50 mM Tris-HCI, pH 6.8,

% 1 SDS,

2 mM EDTA,

% 1p-merkaptoetanol,

% 10 gliserol,

% 0,002 Bromofenol blue.
2.2.12.2. SDS-PAGE’de kullanilan jellerin hazirlannasi ve
orneklerin yuklenmesi

Ayirma jeli:

750l dH,O

3750pl 0,75 M Tris HCI, pH 8.8 / % 0.2 SDS

3 ml Akrilamit/ Bisakrilamit (30:1)

90 ul %10 APS

6 ul TEMED

Derisim jeli:

1050l dHO

1500ul 0,25 M Tris HCI, pH 6.8 / % 0.2 SDS
390 ul Akrilamit / Bisakrilamit (30:1)

60l % 10 APS

3l TEMED
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Jel dokme aparatlari hazirlandiktan sonra éncemayjeli bir pipet yardimi
ile dokulur. Uzeri hemen izopropanol ile kaplamgarma jeli polimerize olduktan
sonra ust fazdaki izopropanol dokuilur ve jeliniidistile su ile birkag kez yikanir.
Yikama gleminin ardindan ayirma jelinin tzerine dem jeli dokulir ve hemen
taraklar yerlsgtirilir. Derisim jelinin polimerizasyonunun ardindan taraklar kdilte
cikarilarak olgan kuyular 1X SDS- PAGE ylritme tamponu ile yikarBu
asamada hazirlanan 6rnekler pipet yardimi ile kuylgiiklenir ve aparat SDS-
PAGE tankina yerkgirilir. Tank 1X SDS-PAGE yuriutme tamponu ile dofdlur.
Elektroforez, bantlar alt jele (ayirma jeli) geceswk 100 Volt'ta, daha sonra 200
Volt'ta gerceklgtirilir. Elektroforez tamamlangainda cikarilan jel boyama
cOzeltisinde gece boyu hafifce calkalanarak bdkleDistile su ile yikandiktan
sonra arindirma c¢oézeltisinde bekletilir.

Boyama c¢ozeltisi:

100 ml % 10 asetik asit

100 ml % 95’lik alkolde ¢ozulmii% 0,25 Coomassie Blue
Aritma c¢ozeltisi:

% 5 asetik asit

% 50 etanol

5XSDS-PAGE yurutme tamponu:

15 g Tris

72 g glisin

5 g SDS tartilarak distile su ile 1 litreye tamamia

2.2.12.3. Zimogram analizi i¢in érneklerin hazirlam€masi

A28 soyunun kultdr Gst sivisinin zimogram analgai ioncelikle 20 pl Gst sivi,
tzerine 20 ul yukleme tamponu eklenerek, oda Bigakla 10 dakika bekletildi.
Sure sona erginde 6rnekler jele yuklendi.

2.2.12.4. Zimogram analizinde kullanilan jeller ve orneklerin
yuklenmesi

Yukleme Tamponu:

0,125 M Tris-HCI, pH 6,8

% 20 Gliserol
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% 0,04 SDS

% 0,005 Bromophenol Blue
Gelistirme ¢oOzeltisi:
6,7 mM NaCl iceren 20 mM sodyum fosfat tamponu,Go®i

Zimogram analizinde jellerin hazirlanmasi ve dokédmgamalar yukarida
anlatilan SDS-PAGE ile aynidir. Farkli olarak zimeng analizinde ayirma jeli %
0.2 oraninda ¢ozunur gaista icereksekilde hazirlannstir. Orneklerin kuyulara
yuklenmesinin ardindan elektroforez, demi jelinde 80 V’'ta ve boya jelden cikana
kadar ayirma jelinde 120 V'ta gerceftieldi. Ozgiin olmayan siasta hidrolizinden
ve rezollisyon kaybindan kacinmak icin elektroforéZ'ta gerceKklgtirildi.
Elektroforez tamamlanginda jel distile su ile yikandiktan sonra gelime cozeltisi
icinde, 39°C’ta 2,5 saat hafifce calkalanarak inkiibe edildkiibasyon sonrasi jel,
% 12 TCA coOzeltisinde 10 dakika bekletildi ve emsgama olarak lugol ile
boyandi. Zimogram analizi, Martinez ve arkglda tarafindan tanimlanan yontem

(Martinez ve ark., 1997) modifiye edilerek yapildi.
2.2.13. Molekiiler tiplendirme calsmalari
2.2.13.1.Genomik DNA izolasyonu
Genomik DNA izolasyonu igin segilen A28 soyunun °@0stoklarindan 50
ml LB icine % 1 oranindasdama yapildi ve gece boyu 45°C'ta, 170 rpm’de
inkibasyonun ardindan elde edilen kulttiriin tamaenil £ppendorf tiplerinesé
oranda daitilarak gagidaki islemler gerceklgirildi:
* Tulpler 7000 rpm’de 5 dakika santriftj edilir.
e Ust sivilar ¢cokeltilere dokunulmaksizin uzakialir.
* Her bir Eppendorf tuptine; 56 TE, pH7.5 eklenerek pipetle kstnrilir.
Ardindan 3Qul % 10 SDS eklenerek katurilir. Her tiipe 3ul Proteinaz K
(20 mg/ml) eklenir.
e 37°C'ta 1 saat slireyle su banyosunda bekletilikisa sireyle santrif(j
edilir.
e Uzerlerine 10Qul 5 M NaCl eklenerek kagtirilir.
e 80ul CTAB+NaCl ( % 10 heksadesiltrimetil amonyum bradmi 0,2 M NaC
l) eklenerek kagtirilir.

» 65°C su banyosunda 10 dakika inktibasyona birakilr.
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» Sire dolunca uzerlerine 750-8@bkloroform/izoamil alkol (24/1) eklenerek
karistirihir.

e 13000 rpm’de 5 dakika santriftij edildikten sonragisi yeni bir Eppendorf
tupuine aktarilir.

e 700pl fenol/kloroform/izoamil alkol (25/24/1) eklenerddaristirilir.

e 13000 rpm’de 15 dakika santriftij edildikten sonsa $ivi yeni bir
Eppendorf tiplne aktarilir.

» 340pl soguk izopropanol eklenen tipler DNA iplikleri gorunteye dgin
karistirihir.

e 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sorirplérde olgan st sivi
atilir.

* CoOkelek10Qul % 70 sg@uk etanol eklenerek yikanir.

e 13000 rpm’de 15 dakika santrifij edilir ve tst satir.

» Cokelek liyofilize edilir.

» Kurutulan drneklere 30 pl steril dB ile eklenerek ¢ozullr ve bir soya ait
batin tiplerdeki DNA ¢o6zeltileri tek bir tlpte (atig) toplanir. Kalan
tuplerden ilki 50 pl steril dbD ile yikanir ve toplanan sivi ikinci tipe
aktanlir. Bu yikamasieminin tim ttplerde yapiimasinin ardindan toplanan
Sivi ana tupe aktarilr.

* Elde edilen genomik DNA'nin konsantrasyonu ve gafipektrofotometrik
yontemle belirlenir. Bu amagla DNA ¢6zeltisi uygoranda dHO ile
seyreltilerek 220, 230, 240, 250, 255, 260, 270, 280, 300, 320 nm dalga
boyunda absorbans 6lcular.

* «Genomik DNA'nin konsantrasyonu (ug/ml)= 260 nnkid®@D x 50 x
sulandirim orani» formalt kullanilarak konsantraspesaplanir.

Hazirlanan DNA cozeltileri -26C’ta saklanir.

Genomik DNA izolasyonunda kullanilan tampon ve ¢o4gler:
TE (Tris-EDTA), pH7.5

10 mM Tris-HCI, pH 7.5
0,1 mM EDTA,

121°C'ta 40 dakika otoklav edilir.
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% 10 SDS cozeltisi

10 g SDS, distile su icerisinde ¢ozulerek 100 mtymamlanir. 12C'ta 40
dakika otoklav edilir.

5 M NacCl

29,2 g NaCl tartilarak di® ile 100 ml'ye tamamlanir. 12@'ta 40 dakika
otoklav edilir.

% 10 CTAB (setiltrimetil amonyum bromid) + 0,2 M NacCl

10 g CTAB tartilir, tGzerine 80 ml ¢, 4 ml 5 M NaCl eklenerek
karstirihr. Karistirma slemi manyetik kagtiricida uzun sireli yapilabilgi gibi, 65
°C’hik su banyosunda isitilarak daha kisa slredealgifir. Tamamen ¢ozuldikten
sonra distile su ile 100 mI'ye tamamlanir. PEZIta 40 dakika otoklav edilir.

Kloroform/ izoamil alkol ¢ozeltisi (24:1)

240 ml kloroform 10 ml izoamil alkol ile katirilarak 250 ml kloroform/

izoamil alkol s¢6zeltisi elde edilir.

Doyurulmus fenol ¢ozeltisi

250 ml fenol, 250 ml 1 M Tris-HCI pH 8.0, 25 gr 8drbksikinolin (final
konsantrasyonu % 0,1 olacgdkilde) karstirilir. Aluminyum folyo ile sarilir ve oda
sicaklginda manyetik kastiricida digik hizda 10 dakika katirilir. Ust faz
ayrilinca atilir ve aynisieme ¢ozeltinin pH’si 8 oluncaya kadar devam edpif
ayarlandginda 0,5 mB-merkaptoetanol (% 0,2) eklenir. Ust faz atilir akéenolin
hava ile etkilgmemesi icin bir miktari birakilirsik gérmeyecekiselerde +4C'ta

saklanir.
Fenol/Kloroform/ izoamil alkol ¢oeltisi (25:24:1)

250 ml doyurulmg fenol, 250 ml kloroform/izoamil alkol (24:1) ile
karstinlarak 500 ml'lik fenol/kloroform/izoamil alkol ¢Ozeltisi hazirlanir.
Hazirlanan ¢ozelti 0,1 M Tris-HCI eklenerek hava dgrudan temas etmekten

korunur ve gik gérmeyecekiselerde 4C’ta saklanir.
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% 70 etil alkol ¢ozeltisi

70 ml etil alkol 30 ml distile su ile 100 ml'ye tamlanarak kastirilir.
Genomik DNA izolasyonunda kullanilacak etanol sgtiminun -26C'ta

saklanmasi gerekmektedir.

2.2.13.2. 16S rRNA genlerinin PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile

cogaltilmasi

In vitro kosullarda istenilen bir genin ya da 6zgun bir DNA isizin ¢ok
sayida kopyasinin elde edilmesi i¢in kullanilanygintemolan PCR, 1985 yilinda
gelistirilmi stir. Bu yontem eliyle 6zgin bir DNA parcasinin ¢elyida kopyasi
primerler tarafindan yonlendirileren reaksiyonladazimatik olarak sentezlenir.
Cetus firmasi asgguricilarinin  gelgtirdigi  yontem, klonlama, dizi analizi,
yonlendirilmis mutagenez, DNA haritalama gibi molekuiler biyologklismalarin

yani sira bugin bircok hasgah tanisinda da kullaniimaktadir.

PCR, cift iplikli bir DNA molekulinde bulunan hedetlizilere iki
oligonukleotid primerin bglanmasi ve enzimatik yontemle uzatilmasi temeline
dayanmaktadir. Kalip DNA molekilinin yiksek sidekli (92-95C) denatiire
edilmesinin ardindan ofan tek ipliki DNA molekillerindeki hedef dizilere
tamamlayici diziler tayan oligontkleotid primerler [ganir (tutunma/annealing
basamai). Bu tutunma dgiik sicaklik derecelerinde (45-86 ) gerceklemektedir.
DNA polimeraz enzimi, uygun tampon vaihda primerin 3-OH ucuna
deoksiriboniikleozid monofosfatlari ekleyerek uzamasglar (uzama/extension
basamal). Bu amacla reaksiyon ortamina yapgitalarak dNTP’ler konulur. Bu
basamak icin uygun sicaklik tir. Boylece kalip DNA'nin her ipfiine
tamamlayici yeni bir DNA molekulinin sentezlenngsiceklgir. Bu 3 gama bir
PCR dongusuniu ofturmaktadir. Verimli bir PCR 25-35 dongtden whaktadir.
Tekrarlanan dongulerle birlikte sentezlenen DNAcp&arinin sayisi logaritmik
olarak artmaktaur.

PCR bilesenleri

« Kalip DNA: Genomik DNA, plazmitve faj DNA'sI, ¢ssitli genler veya
DNA parcalari kalip olarak kullanilabilir.

* Polimeraz: Gunumizde sicaklik kararigh yiksek polimeraz enzimleri

tercih edilmektedir. Bunlar arasinda en yaygin akakullanilaniThermus
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aquaticugan elde edilenTag DNA polimerazdir. Bunun dinda caitli
mikroorganizmalardan elde edilen Amplitaq, Hot Tiyrotase, Tth, Pfu,
Vent gibi enzimler de kullaniimaktadir.

* Primerler: Primerler, kalip DNA’ ya tamamlayici nitelikte, g olarak 20-
30 nukleotit uzunlgunda oligonikleotitlerdir. Primer tasarimi yapiark
cogaltiimasi istenen DNA parcasinin iki ucunda buluwandizisi bilinen
bolgeler goz 6ninde bulundurulur. Tasarigamasinda dikkat edilmesi
gereken en oOnemli noktalardan biri; dort bazin sakl esit sayida
kullanimidir. Bunun yaninda, primerlerin polipuripoliprimidin ya da
tekrarlanan bolgeler icermemesi, primer ciftleri@nuclarinin birbirine ya
da primer icindeki herhangi bir bdlgeye tamamlayiolmamasi

gerekmektedir.

 dNTP karisimi: Deoksiribonikleozid trifosfatlar (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) yuksek saflikta ya tek tek ya da doértli fam halinde ticari olarak

sglanir.

 Tamponlar ve MgCl,: PCR’da kullanilan tamponlar arasinda en yaygin
olani Tag/Amplitaq enzimlerine 6zgu olanidir. Mgk icerisinde bulunan
Mg*? iyonlarinin dNTP’ ler ile ¢ozilebilir kompleksleslusturmasi, cift
ipliki DNA’ nin  Tm degerini arttirmasi, kalip/primer etkjemi ve
polimeraz enzimi Uzerindeki uyaricli etkisinden gold?CR’da uygun

konsantrasyonda kullanimina dikkat edilmesi gerdkebilesendir.
A28 soyunun 16S rDNA'sinin PCR ile ¢galtiimasi ¢calsmalari
Primerler:
Ileri primer: 5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3', §= 58C

Ters primer: 5-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3, nF 54C
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Final miktar
Genomik DN/ 100 n¢
fleri primer 6,25umol
Geri primer 6,25umol
dNTP 0,2 mM
10x PCR tampon 1x
Tagpolimeraz 09U
dH,O (ampul)
Toplam Hacin 25l

I. PCR protokolu:

94°C’ ta 4 dakika 6n denatlirasyon

94°C’ ta 1 dakika denatiirleme

49°C’ ta 1 dakika tutunma

72°C’ ta 2 dakika uzama

72°C’ ta 5 dakika tamamlanma

X35

PCR calgmasi, Biometra T3 termal dongu cihazi kullanilageeceklgtirildi ve

elde edilen PCR drunleri % 1 agaroz jelde yurugKegoruntilendi. Bu ¢aimada
1.5, 3.0, 4.0, 5.0 mM Mggkonsantrasyonlari denendi.

II. PCR protokoli :

94°C’ ta 4 dakika 6n denatlirasyon

94°C’ ta 1 dakika denatiirleme

51°C’ ta 1 dakika tutunma

72°C’ ta 2 dakika uzama

72°C’ ta 5 dakika tamamlanma

X35

II. PCR calsmasinda, |I. cagmada olgan ve 6zgin olmayan bantlarin sentezini

engellemek amaciyla tutunma sicgklbl °C’a yukseltildi. Ayrica |. ¢cakmanin

agaroz jel sonuclan gozetilerek 1.5, 3.0, ve 4.0 gCl, konsantrasyonlari

kullanildi. Elde edilen PCR urinleri % 1 agarodgyUratilerek gorunttlendi.
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2.2.13.3. A28 soyunun 16S rDNA dizi analizi ¢cgmalari

A28 soyunun tdr isminin daha net belirlenmesi aylacl6S rDNA dizi
analizi calgmasi planlandi. DNA dizi analizi icin kullanilan &mel ydntem
bulunmaktadir. Her 2 yontemde de rezollsyonu ylkssaturleyici poliakrilamit
jeller kullaniimaktadir. Bu yontemlerden ilki ol&imyasal yontem (Maxam-Gilbert
Yontemi), radyoaktif garetli bir DNA molekulinin bazlara 6zgi kimyasattar
etkisiyle parcalanmasi, dlan ceitli boyuttaki parcalarin poliakrilamit jelde
ylratilmesi ve otoradyografi filmiyle goértntilenkredizinin okunmasi temeline
dayanir. Tez ¢camasi kapsaminda kullanilan ikinci yontem ise engknga da
dideoksi zincir sonlandirma yontemi (Sanger Yon)eatarak adlandirilir. Sentez
tek iplikli bir DNA kalibina tamamlayici oligonukiéid primer ile birisi radyoaktif
isaretli 4 deoksiribontkleozid trifosfat (ANTP) v&rhda DNA polimerazin uzama
reaksiyonu yapmasi ile gercefdielir. Ortamda ayricasekerlerindeki 2’ ve 3’
karbonlarinda hidroksil grubu bulundurmayan didédbksnikleozid trifosfatlar
(ddNTP) da bulunmaktadir. Hicredeki normal bir ilggdyon @amasinda yeni
eklenen nikleotidin 5’ fosfor atomu, zincirin ucaki son nikleotidirsekerinin 3’
hidroksil grubuyla fosfodiester Br olusturur. Sanger dizi analizinin temel,
dideoksinukleozit monofosfatlarin uzayan zinciricunda bulunmalari halinde (3’
hidroksil grubu taimadiklarindan) sentezi osamada durdurmalari ilkesine
dayanmaktadir. Bunun sonucu olarak dsitgedboyutlarda DNA zincirleri olgur.
Olusan DNA iplikleri denaturleyici poliakrilamit jel ektroforezi ile ayrilir ve jel
otoradyografi filmi ile gérunttlenebilir. Otoradymndaki bantlar incelenerek dizi
belirlenir (Frederick, 1993).

Dizi analizi jelinin hazirlanmasi:
10 M ure:

180,18 g ure tartilarak tzerine 100 ml distile klemir, manyetik kagtiricida
Isitilarak ve kastirilarak ¢ozular. C6zinmenin ardindan distile 1300 ml'ye
tamamlanir. Uzerine 30 g mixed bed rezin eklenid\gece kastirilarak deiyonize

edilir. Son gaamada filtre kaidi ile stizllur.
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Formamid boya:

100 ml formamid, 5 g rezin ile katirilarak 30 dakika deiyonize edilir. Sire
sonunda filtre kgudindan suzilerek tGzerine 30 mg bromophenol blug8¥eng
ksilen siyanol ile 4 ml EDTA (0,5 M) eklenir. -2@w80°C’ta stoklanir.

10X TBE (Tris Borat EDTA), pH 8,3:

121,1 g tris baz, 61,83 g borik asit tartihr. User40 ml EDTA (0,5 M)

eklenir ve kautirilir. Distile su ile 1 litreye tamamlanir.
Poliakrilamit jel:

18 g akrilamit, 0,6 g bisakrilamit tartilir. Uzed 7,5 ml distile su ve 30 ml
10X TBE eklenir, kagtirilir. Akrilamit ¢6zindukten sonra 82,5 ml 10 Mel
eklenir. Distile su ile 300 mI' ye tamamlanir ve BMWhatman kg&idindan
stizulerek koyu renkli bisiseye aktarilir. Jel bu haliyle +%C’ ta saklanabilir. Jel
dokilecgi zaman kullanim miktari (~ 100 ml) ayrilarak icggichavadan arindirilir.
Jel dokilmeden hemen 6nce 8% 10 APS eklenir ve hafifce katrilir. Son
asamada 75ul TEMED eklenir, kantirilir ve jel beklemeden dokultr. Taraklar
yerlestirilir. Yatay konumda polimerize olan jel kullaaa dgin +4 °C’'ta saklanir.
Dizi analizinden 6nce kuyulara 6nce yalnizca fornthroya konularak, 1500

Volt'ta 30 dakika sureyle 6n elektroforez yapilir.
Kalip DNA'nin hazirlanmasi:

Dizi analizi icin kalip DNA'nin hazirlanmasinda alk denatirleme yéntemi
kullanildi. A28 soyunun 16S rDNA PCR urunundernul6alinarak Gzerine 44l
distile su, 5ul 2 M NaOH-2 mM EDTA eklenerek katirildi. 37°C su banyosunda
30 dakika tutulduktan sonra kisa sureyle santeddijdi ve Gzerine 5% 3 M
sodyum asetat, 1341 absoli etanol eklendi. Vorteksle kamilarak -20°C ta 1 gece
bekletildi. Ertesi gun tip 14000 rpm’de 15 dakikatsiflj edilerek, st sivi cekildi.
Cokelti liyofilizatérde 20-25 dakika kurutuldu veul distile su ile ¢ozulda.

Dizi analizinde kullanilan primer:

5'-TAC GGG AGG CAG CAG T-3
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Kontrol DNA:

M13 DNA’ sI dizi analizi cagmasinda kontrol DNA olarak kullanildi. M13,
tek iplikli, 7.3 kb buylklginde dairesel DNA'ya sahip bir bakteriyofajdir.

Dizi analizi protokoli:

1) Tutunma reaksiyonu:

A28 icin:

Kalip DNA (~0,5 pmol) 1l
Sekuanaz reaksiyon tamponu (5X) ul2
Primer (2 pmolal) 1ul
M13 igin:

M13 tek iplikli DNA (0,2ug/ul)  5pl
Evrensel ileri primer (0,5 pmall) 2 pl
Sekuanazreaksiyon tamponu (5X) ul2
Distile su ul

Hazirlanan A28 ve M13 tipleri 6% su banyosunda 2 dakika inkiibe
edildikten sonra saumasi icin 68C su dolu bir beherin icinde oda sicgkhda
karistirilarak bekletildi. Tuplerin icinde bulungu suyun sicak@n 35°C'a
ulastiginda beher +4C’ta sicaklik 18°C’a distinceye dek beklendi. Kisa sireli

santrifilj sleminin ardindansaretleme reaksiyonlarina giandi.

2) isaretleme reaksiyonu:

DTT (0,1 M) 1pl
Isaretleme kagimi (1X) 2l
[a->°>S] dATP(1000 Ci/mmol) 0,50l
1/8 seyreltilm§ sekuanaz @l

Tutunma gerceklkdikten sonra 18°C'ta bekleyen A28 ve M13 tuplerine
yukarida reaktifler belirtilen sirayla eklendi. Tép karstirildiktan sonra kisaca
santrifij edildi ve 18C’ta 4 dakika bekletildi.
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3) Terminasyon reaksiyonlari:
Terminasyon karigimlari:

1) ddG terminasyon karsimi: 80 uM dGTP, 80uM dATP, 80uM dCTP, 80uM
dTTP, 8uM ddGTP, 50 mM NacCl

2) ddA terminasyon karisimi: 80 uM dGTP, 80uM dATP, 80uM dCTP, 80uM
dTTP, 8uM ddATP, 50 mM NaCl

3) ddC terminasyon karsimi: 80 uM dGTP, 80uM dATP, 80uM dCTP, 80uM
dTTP, 8uM ddCTP, 50 mM NacCl

4) ddT terminasyon karisimi: 80 uM dGTP, 80uM dATP, 80uM dCTP, 80uM
dTTP, 8uM ddTTP, 50 mM NaCl

Terminasyon reaksiyonlari kic¢uk bir “micro titreapd” de gercekkgirildi.
Kuyulara sirasiyla A, C, G, T olarak isim veriléher bir kuyuya ilgili terminasyon
karisimindan 2,5ul koyuldu. On 1sitma icin 3T su banyosunda kisa bir siire
bekletilen sonlandirma karmlarina saretleme reaksiyonu tamamlagmi
orneklerden 3,3l eklendi. 37C su banyosunda 15 dakika inkiilbasyonun ardindan
kuyulara 4’erul durdurma soliisyonu eklendi. ®Bta 3 dakika bekletildi. Ornekler
daha sonra sirasiyla yuklendi ve poliakrilamit gli800V’'da 1 saat 45 dakika

yuratuldu.

Elektroforez tamamlanginda jel 3MM Whatman kadinin (zerine
aktarilarak 5 dakika % 10 asetik asitle muamel&edlel distile su ile yikandi ve

80°C’ta 90 dakika kurutuldu. Jel otoradyografi yontelmigorinttlendi.

2.2.14. A28 soyu kuoltir dst sivisi ile yapilan incetabaka

kromatografisi (Thin Layer Chromatography, TLC)

A28 soyu kiltar tst sivisindan 1 ml alinarak Uzerinml substrat ¢ozeltisi
(sodyum fosfat tamponunda ¢6zUrgW¥ia 1 nkasta) eklendi ve vorteksle kgtrrildi.
55°C su banyosunda yapilan inkiilbasyonun 3. ve 30kdkkinda 6rnek alindi.
Alinan 6rnekler TLC dncesinde 1a kadar isitildiktan sonra, Z0ta ~15 dakika
bekletildi. Daha sonra érnekler silika jel ile kapLC plakasindakisaretli noktalara

Hamilton enjektérid ile damlatildi. TLC plakasinariag, substrat ¢ozeltisi ve
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belirte¢ olarak kullanilan glukoz, maltoz ve mallekstrin drnekleri damlatildi.
Plaka kurutulduktan sonra icinde ¢ozicu (% 85 asktip % 15 distile su) bulunan
cam kaba bir ucundan batirildi ve c¢oziclu plakariimiint kaplayana gen

bekletildi. Kurutulan plaka timol ile yikandi vetférmoplate” de yakildi.
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3. BULGULAR

3.1. Primer izolasyon Sonucu Elde Edilen Soylar ve-
Amilaz Ureticilerinin Tanimlanmasi

Tez calgmasinin bu bdéliminde yerel ekosistemlerden toplaiave toprak
ornekleri ile pirina, karasu, tereyadrneklerine uygulanan primer izolasyon sonucu
elde edilen ve 292’si topraktan gelen toplam 598aiz a-amilaz Gretkenliklerinin
belirlenmesi icin glevsel teste alindu-Amilaz Ureticisi soylarin segici besi yerinde
olusturdusu zonlarin gorinumaSekil 3.1'de  6rneklenngtir. Islevsel testler
sonucunda izolatlarin birganun a-amilaz dretici oldgu goruldi ve bu soylardan
35 tanesi segici besi yerinde verdikleri halo c¢aplgdz 6nine alinarak, 6n

tiplendirme cakmalari icin secildi.

Sekil 3.1. o-Amilaz ireticisi soylarin gasta-agarda lugol uygulamasi sonrasi verdikleffaf
zonlarin gérinuma.

Secilen 35 adeti-amilaz Ureticisi soyun “Bergey’s Manuel of Systdima
Bacteriology’ye goOre yapilan ve manuel olarak uggain ©On tiplendirme
calismalar sonucu benzerlik gostefdien yakin Bacillus tiri ya da tarleri
belirlendi, ancak bazi soylarin yapilan testlerceeesinde hicbiBacillus tirine
benzemedii gozlendginden bu soylar “?” ile belirtildi. 35 soyun ber#gi
tur(lerin) adi, primer izolasyonun yapggdibesi yerinin 6zellikleri, 6rngn alindgi
yerel kaynak tipi ve 6zellikleri ile izolatlarin g@ei besi yerinde olgturdusu zon

cap! Tablo 3.1'de verilmgtir.
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Tablo 3.1. Secilen soylarin kaynaklari, izolasyonsktiari, alfa amilaz uretkenlikleri ve

benzatikleri tir isimleri.

. ) L Primer Secici Besi
Ornek Kaynaginin Yeri ve Ozellikleri izolasyon Yerindeki
Zon Capl .
3 (mm) Manuel testlere goére
S ¢ — soylarin benzati gi
< S § : S tur(lerin) adlari
£ o 5 x |28 ~
S Ornek Kaynagi _ % % ;\ % g S
= TS |§s ||l 5|
; kaplica
Al | Gonen Dg llicasi-1 suyu |7 43| -| NA[7 |30| 11 | 0 |B.mageterium
i kaplica
A2 | Gonen Dg liicas-1 suyu |7 | 43| -| NB|7 |30] 12 | 0 | B.subtilis
i kaplica
A3 | Gonen Dg liicas-1 suyu |7 | 43| +|nB|7 |55 12 | 0 |Bsubtiis
i kaplica
A4 | Gonen Dg llicasi-1 suyu 7 23| -1 nBl10 130l 11 o |2
i kaplica
A5 | Gonen Dg liicas-1 suyu |7 | 43| +|NB|10] 30| 10 | 0 |2/B.polymxa
i kaplica
A6 | Gonen Dg llicasi-2 suyu 75 23! -l NAl7 130 10 o |2
A7 Afyon Heybeli
Kaplicasi toprak | 9 48 +LA |7 | 30| 11 6 |?
AS Afyon Heybeli
Kaplicasi toprak | 9 48 +LA |7 | 30| 11 6 |B. subtilis
AQ Afyon Heybeli
Kaplicasi toprak | 9 48 +LA |10 30| 12 9 | B. subtilis
AL0 Edremit Zeytin
Isletmeleri karasu| 5 NA7 |30]| 11 0 |B. circulans
ALl kaplica
Afyon Gazligél suyu 29| -| NB|10| 30| 11 13 | B. brevis
A12 Afyon Heybeli
Kaplicasi toprak | 9 48 +LA |10 30| 10 11 | B. megaterium
A13 kaplica
Afyon ikbal Tesisleri |suyu 7 43| -| NA7 |30 3 15 |72
Al4 | aAfyon Gecek Kaplicas| toprak 26 |+A |7 |30 10 | 10 |?/B. firmus
Al5 | Afyon Gecek Kaplicas| toprak 26 |+A 10|30 12 | 17 |?/B. firmus
Al6 Afyon Gecek Kaplicas| toprak| 8 48 |+A |7 | 30| 11 14 | ?/ B. firmus
Al7 Afyon Gecek Kaplicas| toprak| 8 48 |+A 10| 30| 11 16 | B. subtilis
A8 Edremit Zeytin
Isletmeleri pirina HNA|7 |30 11 6 | B. subtilis
AL9 Edremit Zeytin
Isletmeleri pirina HNA|7 |30 11 6 |?
A20 Edremit Zeytin
Isletmeleri pirina - NA7 |55| 16 | yok |B. subtilis
A21 | Gonen D4 llicasi toprak 35 4+LA|7 |30] 15 | 11 |2
A22 | Génen D4 llicasi toprak 35 +LA |7 30| 10 | 12 |?/B.firmus
A3 |Bursa Karamustafa jkaplica | 5 | 31 | aal7 | 70| 14 | yok |B. subtilis
Kaplicasi suyu
A24 | yalova mantar cifthi | torf 6,5 +| LA |7 | 30| 11 15 | B. subtilis
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A5 kaplica
Afyon ikbal Tesisleri | suyu 7 43 AA7 | 70| 10 | yok | B. stearothermophilus
A26 Manyas Serpin kaplica
Kaplicasi suyu 7 53 AA7 | 70| 6 16 | B. stearothermophilus
A27 | yalova mantar ciftgi | torf 6,5 LA [10|30]| 10 | 7 |2
A28 Afyon Heybeli kaplica 8 53 B.subtilis / B.
Kaplicasi suyu AA |7 | 45| 10 | yok |licheniformis
A29 | Afyon Omerli Kaplicas| toprak - 15 LA |10(30| ¢ 14 |B. alcalophilus
p17 | Avon Heybel kaplica | o | 55| _|aL |10|30| 14 | 16 |2
Kaplicasi suyu
P18 | Afyon Cay Kaplicasi I;ﬁ%ca 7 38 TSB| 7 | 45| 16 24 |B. firmus
P19 |Gonen Yildiz Otel G-7 zﬁsﬂca 72 | 58| -|mn | 7 |45] 12 | 0 |B.licheniformis
P21 | Afyon Omerli Kaplicas| toprak - 80 LA |10|{55| O 9 | B. licheniformis
P22 | Gonen Dg llicasi toprak - 35 LA [10(30| 9 11 | B. megaterium
. sariims . : .
P23 | Yalova mantar ciftli kompost 7,5 - LA [10|55| 7 12 | B. licheniformis

35 a-amilaz Ureticisi soy arasindan enzimatik akti@telve alindiklari

kaynain ozellikleri gz oninde tutularak secilen 9 tandsha ileri tiplendirme
calismalarina alinng, bu amacgla APISOCHB/E, API20E kitleri ile VITEK
tanimlama sistemi kullanilgtir. APISOCHB/E ve API20E kitleri, VITEK sistemi

ve tekrarlanan manuel testlerle yapilan tanimlaamabnucu elde edilen tar
isimleri Tablo 3.2’de verilmgitir.



Tablo 3.2.a-Amilaz treticisi soylarin manuel testler, AP kiti ve VITEK sistemi ile yapilan tanimlama sonugiargére benzgikleri tiir(lerin) adlari.

Olasi Tur Adi

Manuel testler

API kitleri

VITEK sistemi

ONERILEN TUR ADI

A3 |B. subtili B. subtilic B. subtilic B. subtilic

A4 |? ||B cereu ||B cereus ||B cereu

A7 [ IB. subtilie B. subtilis IB. subtilie

A18 [B. subtili¢ ||B amyloliquefacier ||B subtilic ||B subtilis (amyloliquefacier
A23 ||B subtilis B. amyloliquefacier ||B subtilis B. subtilis (amyloliquefacier
A26 ||B stearothermophilt (unacceptable) "B. licheniformis B. licheniformis

A28 ||B subtilis / B. licheniform|(unacceptable) "B. licheniformis (Questionable biopattern)(B. licheniformis (Q.Biopatter
P19||B. licheniformi: ||B subtilis/B. amyloliquefacie"B. subtilic ||B licheniformis B. subitilis
||P22||B. megateriui ||B coagulan ||B cereu ||B megateriui
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3.2. a-Amilaz Ureticisi Soylarda Hicre Buylmesi ve
Enzimatik Aktivite

Secilen soylarla 37°C’ta, 170 rpm calkalama hizjnd8 besi yerinde
blyutulen kultirlerde yapilan aktivite gahalari sonucunday-amilaz Uretiminin
istenen dizeyde olmagibelirlendi. Buna kain havalandirma derecesinin 1/5'ten

1/3’e digurilmesinin enzimatik aktiviteyi olumlu yonde e#dligi gozlemlendi.

Alternatif besi yerlerinin denenmesi karatlaldi ve a-amilaz substrati olan
nisastayl % 1 oraninda iceren M-9 besi yerinde yapdhtivite calsmalarinda

enzim Uretiminin uyarilgy gozlemlendi.

Secilen 9 Bacillus soyunun hiicre buylimegmeri ve enzimatik aktivite

degerleri Sekil 3.2-3.12'de verilmitir:

A3

—&— 0D600
—— Aktivite

Aktivite
(mmol maltoz min * ml)

T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

ZAMAN (saat)

Sekil 3.2. A3 soyunda hiicre biyiimesi ve enzim aktivitesi.

Buna gore, A3 soyunda enzimatik aktivitenin geneilamda hucre
blylmesine paralel bir seyir gosteidien yuksek dgerine kiltiriin 12. saatinde
ulastigl, 20. saatte bu derin yarisina inerek, daha sonra uzun sire aygerde

kaldigl gozlendi.
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A7
14 14,00
121 112,00
104 11000 E
€
£
3
o 8 8,00 g [—s—opeoo
8 S | —=— Akivite
6 600 £
E
2
44 Lao0 3
i3
<
2 2,00
0 : : : : : : : : 0,00
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
ZAMAN (saat)

Sekil 3.3. A7 soyunda hiicre bilyiimesi ve enzim aktivitesi.
A7 soyunda enzimatik aktivitenin 20. saatte en glkdeserine ulatigl, daha
sonra artan hicre ganluguna r&men aktivitenin yari dgerine digtigi ve ayni

dizeyde kald kaldigi gbzlemlendi.

Al8

16,00

-+ 14,00

)

o

-+ 12,00

1
ml

min

-+ 10,00

—&— OD600
—— Aktivite

- 8,00

ODsoo

- 6,00

- 4,00

Aktivite (mmol maltoz

T 2,00

R T T T T T T T T 0,00
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
ZAMAN (saat)

Sekil 3.4. A18 soyunda hiicre biiyiimesi ve enzim aktivitesi.
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A23
14 14,00
12 + 12,00
10 110,00 E
=
€
N
.8 800 ¢ | —e—0D600
8
a 1S ..
o 5 |—— Aktivite
6 6,00 £
£
2
4 4400 2
<
<<
2 2,00
0 ; ; ; ; ; ; ; ; 0,00
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
ZAMAN (saat)

Sekil 3.5. A23 soyunda hiicre biiyiimesi ve enzim aktivitesi.

A18 ve A23 soylarinda benzer bir aktivite profibzlendi. Her iki soyda da
yaklasik 20. saatte en yuksek aktiviteggei alindi ve kultirin 32-36. saatlerinde bu
deger yariya ditl. Aktivite kdltirin ilerleyen saatlerinde yakila ayni dgerde
kaldi.

A26
8 14,00
7 412,00
6 - =
410,00 €
"
5 £
4800 B
g % |—e—O0D600
Q4 £ o
o 5 —l— Aktivite
4600 g
3 £
2
T400 2
29 <
11 + 2,00
0 ; ; ; ; ; ; ; ; 0,00
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
ZAMAN (saat)

Sekil 3.6. A26 soyunda hiicre biiyimesi ve enzim aktivitesi.



67

A28
8 16,00
7 + 14,00
6 + 12,002
£
=
51 + 10,00 €
N
o 2
3 ©
8“’ 4 +800 £ |—&— OD600
° ..
E —l— Aktivite
3 +600 £
]
=
2 +4,00 ¥
1 + 2,00
0+ ; ; ; ; ; ; ; ; 0,00
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
ZAMAN (saat)

Sekil 3.7. A28 soyunda hiicre biiyimesi ve enzim aktivitesi.
A26 ve A28 soylarinda en yiksek aktivitegda yine 20. saatte alindi.
Enzimatik aktivite bu soylarin her ikisinde de S2atte en yiksek aktivitenin yari

degerine digtu.
P19
16 18,00
14 - - 16,00 ~
IS
+ 14,00 .
12 | e
1+ 12,00 €
10 - N
g + 10,00 £ —e— 0D600
9 87 E | _m— Aktivite
o 1800 5
6 - S
16,00 E
(]
41 1400 £
2
2 +2,00 <
0 ; ; ; 0,00
0 50 100 150 200
Zaman (saat)

Sekil 3.8.P19 soyunda hiicre biiyiimesi ve enzim aktivitesi.
P19 soyunda enzimatik aktivite en yuksekelne 24. saatte ufa. Kulttrin
35. saatine kadar yakl& bu dgerde kalan aktivite 40. saatten itibaren azaldi.
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A4 (pH6.7)

18 12,00

16 4
-+ 10,00

141

©0
[=)
o

124

104 —e— 0D600

—— Aktivite

ODeoo
o
+
E o
o o
o o
Aktivite (mmol maltoz min™ ml‘l)

n
[=]
o

0 T T T T T T T T 0,00
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

ZAMAN (saat)

Sekil 3.9. A4 soyunun M-9 (pH6.7) besi yerinde hiicre biiyiinvesenzim aktivitesi.

A4 ( pH9.3)

16 12

+ 10

—— OD600
—— Aktivite

1mi-y

Aktivite (mmol maltoz min

0 10 20 30 40 50 60 70 80
ZAMAN (saat)

Sekil 3.10.A4 soyunun alkali M-9 besi yerinde hiicre biyimesenzim aktivitesi.

% 1 nkasta iceren M-9 besi yerinde (pH 6.7) buyutilen #ayu icin
enzimatik aktivite kaltriin 4. saatinde bir pik gikten sonra hizla ditii. Besi yeri
pH'sinin 9.3'e yukseltildii calismada ise en ylksek gkrine 32. saatte g&n
aktivite, hiicre ygunluguna paralelsekilde seyretti ve ve kultiriin 70. saatinde

hemen tamamen kaybedildi.
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ODGOO

P22 (pH6.7)
18 25,00
16 -
14 1 20,00
12 1
1 15,00
10 1
8 i
1 10,00
6 i
47 15,00
2 i
0 T T T T T T T T 0,00
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

ZAMAN (saat)

Aktivite (mmol maltoz mifml'l)

—&— 0D600
—l— Aktivite

Sekil 3.11.P22 soyunun M-9 (pH6.7) besi yerinde hiicre biyimesinzim aktivitesi.

ODsoo

12

P22 (pH9.3)

30

40 50
ZAMAN (saat)

60 70

—&— 0D600
—— Aktivite

Sekil 3.12.P22 soyunun alkali M-9 besi yerinde hiicre biyiimesnzim aktivitesi.

P22 soyu

M-9 besi yerinde (pH 6.7) blyuti@didde, aktivite 24. saatte

yuksek bir dgere ulgtiktan sonra 28-32. saatler arasinda bgeda yarisina dgit.

Kaltarin 36. saatinde ikinci kez artarak en yukskgerine ulgti. Daha sonraki
saatlerde gerek hiicre gmlugu gerekse aktivite dugan bir seyir izledi. Alkali besi
yerinde ise aktivite dgerinin 16. saatte birden yukseldve yaklgik 24.saatte hizla
distigli, bu besi yerinde alinan en yiksek aktivitezedmin pH 6.7'de elde

edilenden daha duk olduzu gordalda.
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3.3. Kdiltar st sivisi ile gerceklgtirilen enzim 0On
nitelendirme calismalari

A28 soyunun kultlr tst sivisi enzimi nitelendirmey@nelik 6n cakmalara
alindi ve oldukca ilging sonuclar elde edildi. Bumgéire, optimal reaksiyon
sicaklginin belirlenmesine yonelik camalarda kilttr tst sivisindaki enzimin 15-
85 °C arasindaki sicakliklarda yuksek aktivitegelgeri verdgi gorildi ve bu
deserlerin birbirine eit denilebilecek kadar yakin olgu saptandi. Yine 15-86
arasinda gerceldérilen sicaklik kararlilgr calsmalarinin  sonuglari  enzim
aktivitesinin yiksek diizeyini denenen tim sicakhith korudgunu gosterdi. Ust
sivinin 85C’ta 45 dakika ve 17,5 saat inkilbasyonunun ardindadigi aktivite
degerleri sirasiyla, 18,42 U/ml ve 18 U/ml'dir.

‘—O—oplimal sicaklik == sicaklik kararlilig ‘
100 :'_': .‘l E g 100
80 - —+ 80
g 60 4 —+ 60 g
2 o
£ E
3 5
3 401 T4 ¢
20 A + 20
] T T T T T T T ]
10 20 30 40 50 60 70 80 90
Sicaklik (°C)

Sekil 3.13.Sicaklgin o-amilaz aktivitesi ve kararlg zerindeki etkisi
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—DO— Optimal pH —&— pH kararlihgi

100 {1 /\ 100

r 9

80 1 a0

70
g 601 T60 @
2 rso g
< <
8 g
$ 40 T4 S

T30

20 1 T20

T 10

0 ; 0

pH

Sekil 3.14.pH’nin a-amilaz aktivitesi ve kararlg tizerindeki etkisi
3.4. SDS-PAGE ve zimogram analizleri

Kaltar tst sivisi ile yapilan SDS-PAGE analizindenb gorulmedi §ekil 3.15.B).
Ust sivinin aseton ¢oktiirmesinin ardindan jeldeskiger biyiklukleri sirasiyla ve
yaklasik 60, 30, 23 ve 15 kDa olan bantlar qtdugozlendi fekil 3.15.C).
Zimogram analizinde yakje&k 200 ve 100 kDa buyukgiinde 2 bandin yani sira,
Sekil 3.15.A’da goruntilenemeyen ve molekulgmbklar yaklasik 30-45 kDa olan
2 aktif bant daha gorulda.
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B C

— ™ 205 kDa 205 kDa

116 kDa S 116 kDa
— 974 kDa S 97,4 kDa
fifi kDa W 66 kDa

&~

P
‘ — 45 kDa B 45 kDa

L

. * — 79 kDa
W 29 kDa -
e
@
1 2 3 4

Sekil 3.15. A) Nisasta zimogram anali®) Kiltiir {ist sivisi ve molekilergalik belirteclerinin
SDS profiliC) Kuyu 1 ve 2 : Aseton ¢oktirmesi sonrasi 8 kez &atre edilen kiltlr tst sivisinin
SDS profili Kuyu 3: Molekdler g@irlik belirtecleri (Sirasiyla; karbonik anhidraz9,2ovalbumin: 45,
Bovin Serum Albumin: 66, Fosforilaz b: 97.8;galaktosidaz: 116, miyozin: 205 kDa) Kuyu 4:

Aseton ¢oktirmesi sonrasi 16 kez konsantre edil#tfikkist sivisinin SDS profili.

3.5. A28 soyu 16S rDNA’sinin PCR ile g@ltimi

Manuel ve kit sistemleri ile yapilan tiplendirmeligmalarinda elde edilen
sonuclar A28 soyunun yeni bir tir olabilgoee isaret ettginden, bu soy igin 16S
rDNA dizi analizinin yapilmasina karar verildi. Bdogrultuda 6ncelikle soyun
genomik DNA's! izole edildi ve ardindan 16S rDNA Rdle cgzaltildi. PCR
kosullarinin optimizasyonu yapilirken, dnce tutunmeakligi olarak 49C, 1.5, 3.0,
4.0, 5.0 mM MgCl konsantrasyonlari denendi. PCR UrlUnlerinin agarmelz |
elektroforezi analizi sonucunda, galan butin MgC] konsantrasyonlarinda ~1500
b¢ buyukliginde bir bandin yani sira, az sayida 6zgin olmégentlar gorilda.
~1500 bc¢ buydklgindeki bandin 3.0 mM Mgglkonsantrasyonunda en gglu
oldugu gozlendi §ekil 3.16.A). 5.0 mM MgGl konsantrasyonunda elde edilen bant
oldukca zayifti. Bir sonraki PCR denemesinde yami1.5, 3.0, 4.0 mM Mgg¢l
konsantrasyonlari ile calldi ve tutunma sicakll 51°C’a yikseltildi. Agaroz jel
elektroforezi sonugclarina gére en gugclu bantin, M MgCl, konsantrasyonunun
kullanildigi  6rnekte gordldi. Bunun yaninda ©Ozgun olmayan laant ilk

optimizasyon cajmasina oranla ¢ok daha az giduozlendi.
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<« 23 kb
€ 9kb
€ 6kb

- - 41

s € 232kb
wes € 203kb

« 157kb

- — -5k

A B

Sekil 3.16. A28 soyunun genomik DNA'’ sinin kalip olarak kuling 1. ve 1l. PCR rinlerinin
% 1 agaroz jeldeki goriniimu A) Tutunmanin®@2a gerceklstigi I.PCR , Kuyu 1. 1,5 mM MgG)
Kuyu 2. 3,0 mM MgC, Kuyu 3. 4,0 mM MgCJ Kuyu 4. 5,0 mM MgClvarligindaPCR urtinu 16S
rDNA Kuyu 5. Molekiiler belirte¢ olarak kullanilaRDNA"™" ( 23: 9: 6; 4; 2,32; 2,03; 0,56; 0,13
kb) B) Tutunmanin 52C’ta gergeklsgtigi II.LPCR , Kuyu 1. Penisilin asilaz gepialt biriminin
sentezinden sorumlu gen parcasi (1,67 kb- belot@gk kullaniimgtir), Kuyu 2. Molekiler belirtec
olarak kullanilarh-DNA"™" ( 23: 9: 6; 4; 2,32; 2,03; 0,56; 0,13 kb) Kuyu & inM MgCh
varligindaPCR urini 16S rDNA

3.6. 16S rDNA dizi analizi ¢calsmalari

A28 soyunun PCR drtind 16S rDNA’sinin kalip olarakanildigi dizi analizi
calismasinda otoradyogram filminde bantlar gérilemedndkagin kontrol olarak
kullanilan M13 DNA'sInin dizisi rahatlikla okunadil

Sekil 3.17’ de gorulen otoradyogram tzerinden gorE3MDNA’ sinin dizisi

asagidaki gibi okundu:
CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC CCGGG
TTA CCG AGC TCG AAT TCG TAATCA TGG TCATAG CTG TTCCT GTG
TGA AAT TGT TAT CCG CTC ACA ATT CCA CAC AAC ATA CGAGCC
GGA AGC ATA AGT GTA
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Sekil 3.17.M13 bakteriyofaji tek iplikli DNA’ sinin dizi analizi mradyogrami.

3.7. A28 soyu kultir Gst sivisi ile yapilan ince tmka

kromatografisi

Sodyum fosfat tamponunda ¢o6ziUnn® 1 niasta ile kagtirildiktan sonra 55
°C'ta inklibe edilen A28 soyu kdltur st sivisinddrCTigin inkiibasyonun 3. ve 30.
dakikalarinda alinan her iki 6rgi@a ayni profili gosterdii belirlendi. Buna gore
nisastanin, A28 soyu tarafindan kultir ortamina satgih a-amilaz ile hidrolizi
sonucunda elde edilen temel Urlnlerin maltoz, rvédo ve maltotetroz oldiu ve

¢ok daha kucuk miktarda glukoz etugu gorulda.
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® @ @ @]
1 2

3 4 5 6

Sekil 3.18.NisastaninA28 soyu alfa amilazi (kiltiir st sivisi) ile hiizdsonucu olyan driinlerin
karstirildiktan sonra 58C’'ta 3 dakika inklibe edilen A28 soyu kltir Ustisivorngi, Kuyu 3.
Nisasta ile kagtirildiktan sonra 55C’'ta 30 dakika inkiibe edilen A28 soyu kiiltir Gstisi Grnegi,
Kuyu 4. Standart olarak kullanilan glukoz (1 pg/iHuyu 5. Standart olarak kullanilan maltoz (1
pg/ul), Kuyu 6. Standart olarak kullanilan maltdstein (2 pg/ul)
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4. TARTISMA VE SONUC

Amilazlar, dinya enzim pazarinda yakla % 25lik bir paya sahip
endustriyel enzimlerdir (Sidhu ve ark., 1997). Aawmilailesinin bir tyesi olan-
amilaz, ngasta molekulindeku-1,4 i¢ balarini rastgele bigekilde hidroliz ederek
glukoz, maltoz ve limit dekstrin ojturan bir enzimdir (Khajeh ve ark.,2001,
Duedahl-Olesen ve ark., 2000). Boyleeeamilaz ngastayr dger enzimler
tarafindan kullanilir hale getirerek, sastanin dongilm sidrecinde anahtar rolu
oynar (Sidhu ve ark., 1997). gdistanin jelatinizasyon ve siwtama klemleri
yuksek sicaklikta gerceklegi icin sicaklik kararlilgl olan enzimlerin kullaniimasi
gerekmektedir. Buna Bh olarak sicaklik seven organizmalar bu nitelikli
enzimlerin yeni kaynaklari olarak ilgi cekmektedBolton ve ark., 1997, Burg
2003, Demirjian ve ark., 2001). Ayrica ginimuzdeklenzimlerin 6nemi giderek
artmakta olup, catli endustrilerde kullanimlari énimuzdeki yillarddaha da
fazlalagacaktir. Deterjan endustrisi gha olmak Uzere bircok endustriyel alanda
alkali a-amilaz tercih edilmekte ve bu da alkali sever mdtganizmalara olan

ilgiyi arttirmaktadir. (Horikoshi, 1999)

Son yillarda Bacillus cinsi Uyesi sicak sever, sporlu bakteriler; susakl
kararhhgl ve alkali ortamlarda ¢aima 6zellgi olan enzimleri Gretmeleri nedeniyle
bircok endustriyel sirecte kullanilmakta, yeni laoyargtiriimaktadir. Bacillus
cinsine ait yeni izolatlarin tanimlanmasi ve kaealkhisyonu gamalarinda halen
bircok zorlukla kagilasiimaktadir. Bu durum temeldéBacillus cinsi Uyelerinin

genotipik ve fenotipik cgtlili gine balidir (Mora ve ark., 1998).

Bu calsmada yerel ekosistemlerden izole ediBacillus soylari a-amilaz
uretkenliklerine gore taranarak secigmie enzim kayn@ olarak kullaniimgtir.
Bacillus soylarinin tir diizeyinde tanimlanmasi manuel &@lgexceklgtirilen temel
biyokimyasal testler ve mikroskobik inceleme ilegpyeis, secilen bazi soylar daha
sonra API kitleri ve VITEK tanimlama sistemi kullarak isimlendirilmeye
calisiimistir. Secilen izolatlar arasinda her ti¢ yontemirgblar kullanilarak ortak

bir tir ismi verilemeyen soylar bulunmaktadir.

Ornesin; P22 soyunun yapilan manuel testler ve mikrogkabceleme

sonucundaB. megateriunolabilecgi dusunulmistir. Ancak API kiti ile yapilan
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calsmalarda bu soyB. coagulans VITEK calismalarinda B. cereus olarak
adlandinimgtir. Soyun hangi tire ait olgunun tam olarak belirlenmesi amaciyla
amilaz ve proteaz enzimleri Uretimi,sasta-agar ve skim-milk agarda pigment
olusumu, jelatin hidrolizi testleri ile mikroskobik ieteme tekrar edilngiir. Tekrar
agarlarda sari renkli pigment eturma 6zellikleri nedeniyle bu soyun daha dnceki
manuel testler sonucu adlandirgidgibi B. megateriunolduguna karar verilnstir.

P19 soyu icin APl ve VITEK kitlerinin ayni isimledne surdgl, buna kagin
manuel testlerle bu soya farkli bir tir adi vegldgozlenmsgtir. P19 soyunun
anaerop Ureme yetegiade oldigu manuel olarak tekrar edilen testlerle&gddanms
ve soyun bu 6zellinden dolay! 6ncelikld. licheniformisoldugu, daha dgiik bir
olasilikla da API ve VITEK kitlerinin 6nergi sekilde B. subtilisolabilecegine karar

verilmistir.

A3, Al18 ve A23 soylarina her u¢ yontem eliyle benzenler verilmg ve bu
soylarin birbiri ile ayni 6zellikleri gbsteren vanh olarak ayirdedilmesi gic olan

B.subtilisve B. amyloliquefacientirlerine ait olabilecg@ne karar verilmgtir.

Yapilan manuel testler sonucunda elde edilen veriginda hicbirBacillus
turiine benzetilemeyen A4 ve A7 soylari igin APIWEEK kitlerinin ortak birer
isim 6nerdgi gorilmis ve bu soylardan A4 icin manuel olarak tekrar edd@aerop
Ureme, ngasta ve proteaz Uretimi testleri ile mikroskobikaeleme sonucunda soyun
kitlerin 6nerdgi isim olan B. cereustlrine ait oldguna karar verilmtir. A7
soyunun rgasta hidrolizi ve proteaz Uretimine tekrar baksime bu soyun da kit

calismalarinda onerilen isim ola. subtilisoldugu distnulmstar.

A26 ve A28 soylarinin tanimlanmasinda ilging soatal kasilagiimistir.
Manuel testler sirasinda bu soylarin 35°C’ta Ureadikberi, Gremeleri igin 45-50°C
gibi yiksek sicakfia gereksinim duyduklari gortulmive soylardan A26'nirB.
stearothermophilys A28’in ise B. subtilis ya da B. licheniformis olabilecegi
disunulmdigtar. Ancak API kitleri her iki soyu herhangi bBacillus tirt olarak
adlandiramamy| VITEK sistemi ise A26 soyun8. licheniformisadini vermtir.
A28 soyu icin sistemin énergiismin B. licheniformisolmasina kawin, bu adin bu
soy i¢in tam olarak gecerli olamayacaelirtilmistir. ilgin¢ olan, bu soylarin daha

Once 65°C’ta Ureyebilmelerine kar 35°C’ta Ureyememeleri ve tekrar edilen
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testlerinde bu sonuclarin tam tersinin gortlmesiBur sonuclar bakterilerin gili
kosullara b&li olarak ya da tekrarlanan pasajlarslamleri ile birtakim 6zelliklerini
degistirebilme yeteneklerini akla getirmektedir. Sondgrak, bu soylardan A26’nin
35°C ve 65°C'ta Ureme Ozelliklerinden dolagi licheniformis A28’in ise B.
licheniformise bir dlciide benzemesine kar farkli ve yeni bir tir olabilege

dUstndlmektedir.

Her ne kadar API kitleri ve VITEK sistemi gerek zam gerekse insan efne
acisindan daha avantajli gortunseler de, mikroorgaalarin taninmasi ve
tanimlanmasindaki 6nemi biyuk olan mikroskobik leocee @amasini
kapsamadiklarindan yeterlilikleri taniabilir. Ayrica 0©zellikle API Kitlerinin
degerlendirme gamasinda kuyularda alan renk reaksiyonlari  farkli
yorumlanabilecginden dikkatli kullaniimalari gerekmektediBacillus soylarinin
kesin olarak adlandiriilmasinda molekdiler tiplendirrgontemlerinin  kullanimi

giderek 6ne cikmaktadir.

Besi yeri bilgimi ve bilesenlerin konsantrasyonu bakteriler, mayalar ve
Aspergillus turlerinde hicre ¢ amilaz Uretimi ve blUyumeyi buyidk olctide
etkilemektedir (Srivastava ve Baruah, 1986). Builar calsmamizda secilen
soylarla yapilan aktivite ¢gmalari ile bir kez daha goulanmstir. Secilen 9 soy-
amilaz aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla 6nkédi LB besi yerinde blyutalngii
ancak alinan aktivite dizeyleri yeterli bulunmeginni Bunun Uzerine farkli besi
yerleri denenngtir. Aktivite degerlerinde yukselmenin gorulgi M-9 besi yeri
ayrica % 1 oraninda gasta icermektedir. Sonuclax-amilazin substrati olan
nisastanin enzim dretimini uyaggdni gostermytir. Benzer olarak Srivasta ve Baruah
amilaz sentezinin bakteriler glukoz, maltoz ya dikrsz iceren bir besi yerinde
blyutuldiginde baskilangini, fakat ngasta ya da g@er polisakkaritleri iceren
ortamda buUyutildgiinde oldukca yuksek olgunu belirlemglerdir. Ancak
literatirde amilaz Uretimi icin gastanin gerekli olmagini gosteren yayinlar da
bulunmaktadir (Srivastava ve Baruah, 1986).

Ote yandan besi yerinde bulunan nitrojen kayma konsantrasyonu da
amilaz dretiminde kritik bir rol oynayabilir. Hag ev arkadglari (2003),

calismalarinda farkli miktarlarda (0,5-2,5 g/l) nutridmtoth iceren besi yerlerinde
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blyutulen soylar icin yaptiklar aktivite testlesonucunda, en iyio-amilaz

aktivitesini 0,5 g/l nutrient broth iceren besi iy almislardir.

a-Amilaz aktivitesini etkileyen bga bircok faktorin oldgu da bilinmektedir.
Ornesin ortamda bulunan gitli divalent ve trivalent katyonlarin hiicresdienzim
salgilanmasinda etkili olabilegegorilmistir. Bu iyonlarin etkileri enzim tipine
bagll olarak dgisebilmektedir. Yapilan bir caimadaa-amilaz aktivitesinin HE,
CU* ve Fé* varliginda inhibe oldgu, buna kasnin Zrf”nun inhibisyon etkisinin
olmadg belirlenmitir (Mamo ve Gessesse, 1999).sBa bir calsmada C&', Sf*,
Mg** ve Ba?* divalent katyonlarinin amilaz tretimini kiicuik biiktarda uyardil,
buna kagin Zr* ve Mrf"’nin bilyiime ve amilaz tretimini etkilemgilgdzlenmitir
(Srivastava ve Baruah, 198@)Amilazlarin sicaklik kararh@inin 6zellikle ortamda
Ccd”* iyonu bulundgunda cok daha yiiksek olglu bilinse de, Jin ve arkaglari
(2001), yaptiklan cajmada kullandiklariBacillus sp. Jk soyu a-amilazinin
aktivitesinin, endustride yaygin olarak kullanikamB.licheniformisten elde edilen
termostabil a-amilazdan farkl olarak G& iyonu ile balantili olmadgini rapor
etmilerdir. Tez caymasinda LB besi yerine goreceli olarak ¢ok dahasgkik
aktivite degerlerinin alindgl minimal besi yeri; C4, F&*, Mg®*, Zré*, Mn** ve
CU" iyonlari icermektedir. Bu iyonlardan hangilerinfanimlanan soylarin aktif
enzim dretimi Uzerinde goudan etkin oldgu ve optimal konsantrasyonlari daha

ileri calismalarda ayrica belirlenecektir

Tez calsmasi kapsaminda yapilan aktivite testlerinde, kulbisi yeri
miktarinin, kultr kabina orani 6ncelikle 1/5 olamdiizenlenny, ancak daha sonra
bu oranin 1/3’e djiirtilmesinina-amilaz Gretimini arttirdyl goéralmtir. Buna gore
ilgili soylarin hicre dyi a-amilaz Gretiminin goéreceli daha az oksijenlenen

kultarlerde daha etkin olgu ¢cikariminda bulunulabilir.

pH'si 6.7 olan besi yerinde blyutilen soylar icyapilan aktivite
calismalarinda elde edilen en yuksek aktivitegele 23.34 U olup, Gonen [ga
Ihcasi'ndan alinan toprak orneklerinden izole ediP22 soyundan elde ediktii.
Calisilan soylar arasinda besi yeri pHgdanin 6.7 oldgu kosullarda aktivitesi en
disik olani A4 soyudur. Bu soy icin en yuksek aktivilegeri 9.8 U olarak

bulunmutur.
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a-Amilazin yani sira ayni zamanda etkin bir alkgbeoteaz Ureticisi olan P22
soyunun besi yeri pH’si 9.3’e yukseltigghde, en yiksek aktivite g@erinin 7.9
U'ye dismesi ve aktif enzim uretiminin pH 6.7’de gorulendinkli olarak hizla
azalmasi ilgingtir. Aksine A4 soyu bulyutukglil besi yerinin pH’'st 6.7’den 9.3
deserine yukseltildginde daha yuksek ve kalimli bir enzimatik aktivipeofili

gostermgtir. Bu soylar, alkalisever enzim tretimi yonundsymica irdelenecektir.

P22 soyunun yani sira, A26, A28 ve P19 soylan dalen proteaz
uretmektedir.a-Amilaz ile birlikte endustriyel enzimler arasindmemli bir yere
sahip olan alkalen proteaz ureticisi bu soylaridistriyel sureclerde kullanim
potansiyeli daha sonraki cghalarda argtirilacaktir.

a-Amilazin  endustriyel uygulamalarinin  genellikle kgék sicaklikta
gerceklemesi bu enzimi Ureten termofilik ve hipertermofilikikroorganizmalara
olan ilgiyi arttirmstir. Endustriyel uygulamalarda o6zellik®. licheniformisve B.
stearothermophilusoylarindan elde edilen ve 130-140°C’'ta aktif olaamilazlar
ile en yluksek aktivitesini 80-100°C’'ta gosterd?yrococcus furious amilazi
kullaniimaktadir (Egas ve ark., 1998, Hough ve Dand999). Bunun yaninda.
subtilis soylari da endustriyel slreclerde sikca kullanihncak B. subtilis a-
amilazinin 60°C’in tGzerinde kararl olmamasi be tilgiyi azaltmaktadir (Uguru ve
ark., 1997). Ote yandaB. licheniformisve Aspergillus oryzaeile yapilan bir
calismada, sicak@in rolatif o-amilaz aktivitesini azaltabildi de goralmigttr
( Apar ve Ozbek, 2003).

Tez kapsaminda 45°C’ta inktbe edilen soylardan ettilen aktivite dgerleri
A26 soyu icin 13.1 U ve A28 soyu icin 13.6 U olopdukca yuksek deerler olarak
gorilmektedir. Bu soylar tarafindan Uretilen enamlsaflatiriimalarini takiben
oncelikle reaksiyon sicalgh ve sicaklik kararhfii yoninden irdelenecektir.

Bu tez camasinda A28 soyu kudltir Ust sivisi ile yapilan Bnzdn
nitelendirme cabmalarinda alinan sonuclar dikkat cekicidir. Bu soyirettgi o-
amilazin, 15-85°C arasinda denenen tum sicaklkleeds-11 arasinda denenen tim
pH deserlerinde verdii yuksek enzimatik aktivitenin yani sira, gerir pH ve
sicaklk aralginda kararlilik gostermesi; bu enzimin yiksek si&aka da uc alkali
pH kosullari gerektiren endustriyel sureclerde kullanknmiezere elvesli olduguna

isaret etmektedir. Aktivite derlerinde gorulen kucuk farkhliklarin deneysel
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hatalardan kaynaklanglidUstiniimisttr (Sekil 3.13-3.14). Literattirde termofilik bir
Bacillus soyundan elde edilen ve pH 5.5-9.0 @nabla kararl olan ayrica 80°C’ta 4
saat inkibasyonun ardindan aktivitesinin % 50’komuyan iki amilaz bildirilmgtir
(Mamo ve Gessesse, 1999).sBa bir calsmada,B. flavothermusi-amilazinin pH
5.5-6.0'da ve 60°C’ta optimal aktivite vegdi ayrica 60°C’ ta 30 dakika
inkibasyonun ardindan karargini tamamen korudiu gosterilmgtir (Boltonet ve
ark., 1997). Literatirde sicak su kaynaklarindantegraktan izole edilen bir
Bacillus soyunun uretgii enzimin pH 5.6 ve 70°C’ta optimal aktivite gosher,
80°C’ta 1 saat inkibasyon sonrasinda ise aktivites% 75'ini korudgu
bildirilmi stir (Sidhu ve ark., 1997). Benzer bir gatia Ali ve arkadglar tarafindan
yapilms, kendi izolatlar olan termofilikBacillus soyunun pH 4.5-8.0 arginda
aktif bir amilaz Urettti, enzimin optimal pH’sinin 5.6, optimal sicakhin ise 82°C
oldugu gorulmitar. Ceitli Bacillus soylarindan elde edilea-amilazlarin dgisik
biyokimyasal Ozellikleri oldgu acikga gortulmekle birlikte, termofilik soylardan
elde edilen enzimlerin optimum sicaklik geelerinin yuksek olmasi ve yuksek
sicaklikta kararli olmalari bu enzimleri 6ne ¢ikaktadir. Bu tez calmasinda A28
soyu tarafindan kultir ortamina salgilanaramilazi nitelendirmeye yonelik 6n
calismalar; enzimin gegibir pH ve sicaklik argiinda aktif ve kararl oldgunu
ayrica elde edilen @erlerin literattirdeki en iyi 6rneklerle kalastirilabilir dizeyde
bulund@gunu gosternstir. Enzimin nitelendiriimesine yonelik testler vanetik
calismalar, saflgtirma sirecini takiben gercekteilecektir. Bata A28 soyu olmak
Uzere bu tez ¢aimasi kapsaminda izole edileramilaz Ureticisi yerel soylar, daha
Uretken rekombinant soylarin ggliilmesi icin gen kayng@ olarak

kullanilabilecektir.

A28 soyu klttr Ust sivisi ile yapillan SDS-PAGE leirade belirgin bantlarin
gorilmemesi enzimin yeterince konsantre olmamasin#aynaklanmaktadir.
Aksine, yapilan zimogram analizinde lugol ile boyemin ardindan, agik renkli
bantlar ¢ok net olarak gorulmiancak bu bantlarin timu gortntilenemgimi
Zimograma konulan kdltir dst sivisi aseton ¢okti@inle 8 ve 16 kez konsantre
edildikten sonra yapilan SDS-PAGE analizinde eldier profil, Sekil 3.15.C’de
gorulmektedir. Buna gore ust sividaki protein bamthrasinda en ygan olanlarin
molekdl bayuklikleri sirasiyla ve yakl& olarak; 60, 30, 23 ve 15 kDa'dur.

Zimogram analizinde elde edilen bantlarin molekageriiklar yaklasik olarak 200,
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100 ve 30-45 kDa’'dur. Literatlrdeki bilgilerigiginda amilolitik aktiviteye sahip
bantlarin daha ¢ok 40-60 kDa buyUklinde (Tablo 1.3., Haki ve Raksit, 2003)
olmasi beklenmekte, molekilergidigl daha yiksek bantlarin, zimogramdaki
artefaktlar veya amilaz onculleri olabilggedUstintlmektedir. SDS-PAGE ve
zimogram anlizleri hiicre g protein 6zutinin amonyum sulfat ¢oktirmesi ile
zenginlgtiriimesi ve enzimin daha ileri dizeyde safialmasini takiben

tekrarlanacaktir.

A28 soyua-amilazinin rgastayr hangi trtnlere hidroliz ¢iithi belirlemek
Uzere yapilan TLC'de temel urlnlerin maltoz ve wadkstrinler oldgu, buna
kargin alfa amilazlarin genel etki mekanizmalari ileumju olarak, ¢cok daha az
miktarda glukoz olgtugu gorulmistir. Inkiibasyonun 3 ve 30. dakikalarinda alinan
orneklerde urtn profilinin ayni olmasi; gerek mdt&strinlerin gerekse gastanin
tam hidroliz Grind olan glukozun miktarinin reaksiyn ileri gamalarinda belirgin
sekilde artmadiina, bu nedenle A28 soyu alfa amilazinirgl®agic aktivitesinin

deserlendirilmesinin yeterli olagana saret etmektedir.

Gunumuzde klasik tanimlama yontemlerinin yaninddilda kullanilan 16S
rDNA dizi analizi bircok turin tanimlanmasinda, l&ir arasi akrabaliklarin
gosteriimesinde yararh bir yontemdir. Opive Sacchi ve ark. yaptiklari ¢gtnada
(2002), B. anthracis B. cereusve B. thuringiensistirlerinin 16S rRNA genleri
arasinda % 1'den kucuk bir farklihk olgunu gostermier, bdylesi kuguk
farkhliklarin tir tanimlamasinda onemli olabilgoe vurgulamslardir. Yakin
akraba olan bu tirlerin 16S rRNA genleri arasinddiguk farkliliklarin, onlarin

patojenite bgta olmak Uzere bir¢cok 6zelliklerini etkileyebilegelUstiniimektedir.

Tez calgmasi kapsaminda kullanilan yontemlerle haBgcillus tirtine ait
oldugu tam olarak belirlenemeyen A28 soyunun 16S rDNAi dinalizi igin
oncelikle bu bolge PCR ara@iyla cazaltilmis, agaroz jelde gorulen drindn 16S
rDNA icin beklenen molekuiler buydklikte olgw belirlenmgtir. PCR Grdndndn
kalip olarak kullanildgii DNA dizileme calgmasinda okunabilir bantlar elde
edilememy, kalip DNA'nin alkali denatlrasyonu sirasinda rijdigi sonucuna
variimistir. Ayni analizde kontrol olarak kullanilan M13 BNsinin dizi analizinin

basarili olmasi, dizi analizi sisteminin ve reaksiyamhin gleyisinde problem
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olmadgini gostermgtir. A28 soyunu tur dizeyinde tanimlama galalar

tekrarlanacak 16S rDNA analizleri ile butinleneaekt

Amilazlarin ngastaya dayali g@li endustrilerde kullaniminin son yillarda ¢ok
yayginlamasina kanin bu enzimin ticari kullanimi birka¢ bakteri venfyus soyuyla
sinirhdir (Gupta ve ark., 2003). Bu tez galasi ile yerel ekosistemlerden taranarak
secilena-amilaz Ureticisi soylar, Ulkemizde sicaidive alkali kgqullara dayanikli
enzimlerin endustriye kazandirilmasina yonelik sgaalara katkida bulunacak;
molekuler tiplendirme ¢aimalarinin sonuglari olasi yeni soylarin tanimlanmeas
olanak verecek ve Uretken soylardan hareketlestyidicek rekombinant soylar

eliyle istenen 6zellikte ve miktarda enzim Uretsgilanabilecektir.



84

KAYNAKLAR

. Ali, B.M., Mezghani, M., and Bejar, S., A thermdsi&aa-amylase producing
maltohexaose from a new isolat@acillus sp. US100: study of activity and
molecular cloning of the corresponding gene, Enzyewed Microbial
Technology, 24:584-589, 1999.

. Apar, D.K., and Ozbek, Bo-Amylase inactivation by temperature during starch
hydrolysis, Process Biochemistry, 39: 1137-11449420

. Baron, E.J., Peterson, L.R., and Finegold, S.MileBand Scott’ s Diagnostic
Microbiology, 9" Edition, St.Louis, Mosby, 451-456, 1994.

. Beffa, T., Blanc, M., Lyon, P.F., Vogt, G., MarchiaM., Fischer, J.L., and
Aragno, M., Isolation ofThermusstrains from hot composts (60 to 80°C),
Applied and Environmental Microbiology, 62:1723-¥72996.

. Bergmann, F. W., Abe, J., and Hizukuri, S., Setectf microorganisms which
produce raw-starch degrading enzymes, Applied Niclogy and
Biotechnology, 27:443-446, 1998.

. Bertoldo, C., and Antranikian, G., Starch-hydrohgi enzymes from
thermophilic archaea and bacteria, Current OpimoGhemical Biology, 6:151-
160, 2002.

. Blanc, M., Marilley, L., Beffa, T., Aragno, M., Thaophilic bacterial
communities in hot compost as revealed by mostgii@bnumber counts and
molecular (16S rDNA) methods, FEMS Microbiology kg, 28: 141-149,
1999.

. Bolton, D. J., Kelly, C. T., and Fogarty, W. M.,ifigation and characterization
of the a-amylase oBacillus flavothermuysEnzyme and Microbial Technology,
20:340-343, 1997.

. Burg, B., Extremophiles as a source for novel eregnCurrent Opinion in
Microbiology, 6:213-218, 2003.

10.Carmelo, V., Florido, A., Vinhas, I., and RoserdoC., Physiological responses

of Bacillus stearothermophilus continuous culture tarbon source

concentration and temperature shifts, Process Braddtry, 38:763-770, 2002.

11.Crabb, W.D., and Mitchinson, C., Enzymes involvadthe processing of the

starch to sugars, Trends in Biotechnology, 15:389;3997.



85

12.Demirjian, D.C., Moris-Varas, F., and Cassidy, C.¥Enzymes from
extremophiles, Current Opinion in Chemical Biolo§y144-151, 2001.

13.Duarte, G.F., Rosado, A.S., Seldin, L., Keijzer-W¥d, A.C., and Elsas, J.D.,
Extraction of ribosomal RNA and genomic DNA fromilsfor studying the
diversity of the indigenous bacterial communityud@l of Microbiological
Methods, 32: 21-29, 1998.

14.Duedahl-Olesen, L., Kragh, K.M., and Zimmermann,, Wurification and
characterisation of a malto-oligosaccharide-formamgylase active at high pH
from Bacillus clausiiBT-21, Carbohydrate Research, 329:97-107, 2000.

15.Egas, M. C. V., Costa, M. S., Cowan, D. A, PilesM. V., Extracellulara-
amylase from Thermus filiformis Ork A2: purification and biochemical
characterization, Extremophiles, 2:23-32, 1998.

16. Frederick, M., Current protocols in molecular bapyp1993.

17.Gupta, R., Gigras, P., Mohapatra, H., Goswami, V.&nd Chauhan, B.,
Microbial amylases: a biotechnological perspectiVpcess Biochemistry
38:1599-1616, 2003.

18.Haki, G.D., and Rakshit, S.K., Developments in stdally important
thermostable enzymes:a review, Bioresource Teclkypk9:17-34, 2003.

19.Haq, I., Ashraf, H., Igbal, J., and Qadeer, M.Agdction of alpha amylase by
Bacillus licheniformis using an economical medium, Biosource Technology,
87:57-61, 2003.

20.Harwood, C.R.,Bacillus subtilis and its relatives:molecular biological and
industrial workhorses, Trends in Biotechnology,2dT-256, 1992.

21.Hill, G.T., Mitkowski, N.A., Aldrich-Wolfe, L., Em&, L.R., Jurkonie, D.D.,
Ficke, A., Ramirez, S.M., Lynch, S.T., Nelson, E.Bethods for assessing the
composition and diversity of soil microbial commiigs, Applied Soil Ecology,
15: 25-36, 2000.

22.Horikoshi, K., Alkaliphiles: Some applications ofheir products for
biotechnology, Microbiology and Molecular BiologyeRews, 63:735-750,
1999.

23.Horikoshi, K., Alkaliphiles-from an industrial pdinof view, FEMS
Microbiology Reviews, 18:259-270, 1996.



86

24.Hough, D. W., and Danson, M. J., Extremozymes, &urOpinion in Chemical
Biology, 3:39-46, 19909.

25.Jin, F., Li, Y., Zhang, C., Yu, H., Thermostali@mylase and-galactosidase
production from the thermophilic and aeorolacillus sp. J.F strain, Process
Biochemistry, 36:559-564, 2001.

26.Kandra, L., a-Amylases of medical and industrial importance, rdal of
Molecular Structure, 666-667: 487-498, 2003.

27.Khajeh, K., Naderi-Manesh, H., Ranjbar, B., Moodsiavahedi, A. A., Nemet-
Gorgani, M., Chemical modification of lysine reseduinBacillus a-amylases:
effect on activity and stability, Enzyme and MicrbTlechnology, 28:543-549,
2001.

28.Kirk, O., Borchert, T.V., and Fuglsang, C.C., Inttizd enzyme applications,
Current Opinion in Biotechnology, 13:345-351, 2002.

29.Koneman, E.W., Allen, S.D., Janda, W.M., Schreclkeegér, P.C., and Winn,Jr.,
W.C., Color Atlas and Textbook of Diagnostic Miciology, 5" Edition,
Lippincott, Philadelphia, 651-664, 1997.

30. Kwak, Y.S., Akiba, T., and Kudo, T., Journal of rifentation and
Bioengineering, 8:363-367, 1998.

31.Lawler, David, Smith, Steven, Enzyme-producingisga@fBacillus subtilis US
Patent andrademark Office, 2000.

32.Llarch, A., Logan, N.A., Prieton, M.J., GuineaJsblation and characterization
of thermophilic Bacillus spp. from geothermal environments on deception
island, South Shetland Archipelago. Microbial Egyld997;34:58-65.

33.Lim, W,j., Park, S.R., An, C.L., Lee, J.Y., HongYS Shin, E.C., Kim, E. J.,
Kim, J.O., Kim, H., Yun, H.D., Cloning and charattation of a thermostable
intracellular a-amylase gene from the hyperthermophilic bacteflimarmotoga
maritimaMSB8, Research in Microbiology, 154: 681-687, 2003

34.Mamo, G. and Gessesse, A., Purification and cheniaation of two raw-starch-
digesting thermostablea-amylases from a thermophilBacillus Enzyme and
Microbial Technology, 25:433-438, 1999.

35.Martinez, T.F., Alarcon, F.J., Diaz-Lopez, m., MagaF.J., Improved detection
of amylase activity by sodium dodecyl sulfate-polygamide gel
electrophoresis with copolymerized starch, Eledimpsis, 21: 2940-2943,
2000



87

36.Martins, R. T., Davids, W., Al-Soud, W. A., Levamd€&., Radstrom, P., Hatti-
Kaul, R., Starch-hydrolyzing bacteria from Ethiapsoda lakes, Extremophiles,
5:135-144, 2001.

37.Messaoud, E.B., Ali, M.B., Elleuch, N., Masmoudi,.AN and Bejar, S.,
Purification and properties of a maltoheptaose € araltohexaose-forming
amylase produced byBacillus subtilis US116, Enzyme and Microbial
Technology, 34: 662-666, 2004.

38.Mora, D., Fortina, M. G., Nicastro, G., Parini, Gnd Manachini, P. L.,
Genotyping characterization of thermophilic Bac#listudy on new soil isolates
and several reference strains, Res. Microbiolog9;211-722, 1998.

39.Nielsen, J. E., Borchert,T. V., Protein engineeriofg bacterial a-amylases,
Biochimica et Biophysica Acta, 1543:253-274, 2000.

40.Ntougias, S and Russell, NBacillus sp. WW3-SN6, a novel facultatively
alkaliphilic bacterium isolated rom the washwateof edible olives,
Extremophiles, 4: 201-208, 2000.

41.Pandey, A., Nigam, P., Soccol, C.R., Soccol, VSingh, D., and Mohan, R.,
Advances in microbial amylases, Biotechnological phgd Biochemistry,
31:135-152, 2000.

42.Prub, B. M., Francis, K. P., Stetten, F. V., anth3er, S., Correlation of 16 S
Ribosamal DNA signature sequences with temperatependent growth rates
of mesophilic and phychrotolerant strains of Beillus cereusgyroup, Journal
of Bacteriology, 2924-2630, 1999.

43.Sacchi, C.T., Whitney, A.M., Mayer, L. W., Morey,,FSteigerwalt, A., Boras,
A., Weyant, R.S., Popovic, T., Sequencing of 168ARGene: A Rapid Tool
for Identification ofBacillus anthracis Emerging Infectious Diseases, Vol. 8,
No.10, 2002.

44.Sarrias, J.A, Valero, M., and Salmeron, M.C., Enanen, isolation and
characterization ofBacillus cereus strains from Spanish raw rice, Food
Microbiology,19:589-589, 2002.

45.Shaw, A., Bott, R., and Day, A.G., Protein engimegof a-amylase for low pH
performance, Current Opinion in Biotechnology, @352, 1999.



88

46.Sidhu, G.S., Sharma P., Chakrabarti T., and Gupta Strain improvement for
the production of a thermostalleamylase, Enzyme and Microbial Technology,
21:525-530,1997.

47.Slepecky, R.A. and H.E.Hemphill, The Prokaryoté&Fzlition, A.Balows et.al.,
Chapter 76, Springer-Verlag, New York Ind., Secautew Jersey, 1992.

48.Sneath, Peter H.A., Section 13: Endospore-formingn@positive rods and
cocci / Section 16: Identification of Unknown Batde Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology, Baltimore, Williams and IMis, 2:13, 1104-1139,
2:16, 1986.

49.Srivastava, R.A.K., and Baruah, J.N., Culture ctods for production of
thermostable amylase byBacillus stearothermophilus Applied and
Environmental Microbiology, 52:179-184,1986.

50. Stackebradt, E. And Lang, E., Molecular Detectiomd adentification of
Procaryotes, OECD Workshop-Molecular Methods fofeSarinking Water,
Interlaken, 1998.

51.Tanner, M.A., Coleman, J., Everett, C.L., Robleg,,Dilworth, M.R., Yang,
M.M., Youvan, D., Multispectral Bacterial Identifiton, Biotechnology et alia,
6: 1-9, 1995.

52.Travers, R.S., Martin, P.AW., and Reichelderferi-.C Selective process for
efficient isolation of soil Bacillus spp., Applied and Environmental
Microbiology, 53:1263-1266, 1987.

53.Turnball, P.C.B. and Kramer, J.M., Manual of CladicMicrobiology, 6"
Edition, Washington D.C.ASM press, 349-356,1995.

54.Tuzlakoglu, M., Balci, H., Battal, M., Gokmen, Bztirk,1.S., Artunkal, S., ve
Gumusel, F., Yerel kaynaklardan endustriyel enzim urstibakteri soylarinin
secilmesi ve tanimlanmasina yonelik galalar, XIII.Biyoteknoloji Kongresi,
Canakkale, 2003.

55.Uguru, G.C., Robb, D.A., Akinyanju, J.A., and Sar., Purification,
characterisation and mutagenic enhancement ofrentiaetivea-amylase from
Bacillus subtilis Journal of Industrial Microbiology and Biotechagy, 19:273-
279, 1997.



89

56.Weisburg, W.G., Barns, S.M., Pelletier, D.A., andnk, d.j., 16S Ribosomal
DNA amplification for phylogenetic study, Journdl Bacteriology, 173: 697-
703, 1991.



90

OZGECMIS

1979 yilinda Sakarya’ da gdu. 1997 yilindaistanbul Universitesi Biyoloji
Bolumi’nde lisans @timine bagladi. 2001 yilinda lisansggenimini tamamlayarak
ayni yil Gebze Yuksek Teknoloji Enstitist Biyol®@odlimu Molekiler Biyoloji
Anabilim Dal’'nda yuksek lisansggimine bgladi. Halen Enstitl’ de yuksek lisans

egitimine devam etmekte ve gtama gorevlisi olarak ¢aimaktadir.



