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KONVENSIYONEL VE MOLEKULER YONTEMLERLE
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Bu caligmada, Tiirkiye nin farkli bdlgelerinde bulunan sicak su kaplicalarindan alinan
su ve ¢amur Orneklerinden termofilik 6zellik gosteren toplam 130 izolat elde edildi.
Konvensiyonel ve molekiiler yontemler kullanilarak yapilan analizler sonucunda;
Bacillus, Anoxybacillus, Aeribacillus, Enterococcus, Exigobacterium ve Paenibacillus
cinslerine ait toplam 11 farkli tiir tespit edildi. Elde edilen veriler incelendiginde; test
suslarinin, genellikle %2-4 tuz konsantrasyonunda, pH 7-9°da ve 45-55°C sicaklik
degerlerinde optimum {ireme potansiyeline sahip oldugu belirlendi. Ayrica termofilik
bakterilerin tamaminin Gram, Endospor (EA 9 ve EA 10 hari¢), katalaz ve oksidaz
pozitif (EA 9 harig), hareketli, cubuk (EA 9 hari¢) formda oldugu tespit edildi. 16S
rRNA sekans analizi sonucunda tiim izolatlarin %99 benzerlik yilizdesine sahip oldugu
gozlemlendi. Tanilanan 11 farkli tiirlin endiistriyel enzim {iiretme potansiyelleri petri
plak yontemi kullanilarak incelendi. Elde edilen veriler analiz edildiginde: EA 4 ve EA
8’in giiclii proteaz, EA 2 ve EA 4’lin giicli amilaz; EA 2-5, EA 7 ve EA 8 kodlu
izolatlarin gii¢lii lipaz, EA 2, EA3, EA 7 ve EA 8’in ksilanaz ve EA 6 kodlu izolat ise
seliilaz enzimi {iretme potansiyeli bakimindan pozitif oldugu belirlendi. Tiim bu veriler
g0z Oniine alindiginda, test suslarinin endiistriyel enzim {iiretme potansiyellerinin
oldukca yiiksek oldugu, bu izolatlardan elde edilecek enzimlerin biyoteknolojik
proseslerde yaygin kullanim alani bulacag: diistintilmektedir.

2018, 93 sayfa
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In this study, a total of 130 isolates showing thermophilic characteristic from water and
sludge sapmles attained from thermal springs found in different regions in Turkey was
obtained. As a result of analyses by using conventional and molecular methods, a total
of 11 different species which would belong to Bacillus, Anoxybacillus, Aeribacillus,
Enterococcus, Exigobacterium and Paenibacillus was determined. When the obtained
data were examined, it was determined that the test strains have usually optimum
reproductive potency at 2-4% salt concentration, pH 7-9 and tempetature of 45-55 °C. It
was also detected that all of the thermophilic bacteria were in the form of grams,
endospores (except EA 9 and EA 10), catalase and oxidase positive (except EA 9),
mobile, rod (except EA 9). As a consequence of 16S rRNA sequence analysis, it was
observed that all isolates had 99% similarity. Afterwards, industrial enzyme-producing
potentials of 11 different species identified were examined by using petri plate method.
When the obtained data were analyzed, the coded isolates of EA 4 and EA 8 for strong
protease-producing potential, EA 2 and EA 4 for strong amylase-producing potential,
EA 2-5, EA 7 and EA 8 for strong lipase-producing potential, EA 2, EA 3, EA 7 and EA
8 for xylanase-producing potential and EA 6 for cellulase-producing potential were
designated to be positive. When all these data are taken into consideration, it is
considered that the test strains have a high industrial enzyme-producing potential and
the enzymes obtained from these isolates will be widely used in biotechnological
processes.
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1. GIRIS

Diinya {iizerindeki yasamin olaganiistii cesitliligi insanlarin geg¢misten beri ilgisini
cekmektedir. Sadece canlilarin ¢esitliligi degil bu canlilarin farkli zaman ve mekanlarda
ki dagilimlar1 ve islevleri de oldukca cezbedicidir. Ancak ¢esitlilikle ilgili bilgilerin
onemli bir kismi, hayvan ve bitkiler iizerinde yapilan biyogesitliligin dagilmasi ve
korunmasi1 iizerine yapilmistir. Mikrobiyal ¢esitliligin - biiyiik bir kismi hala
kesfedilmemistir (> %95). Prokaryotlarin diinya {izerindeki tiir ¢esitliliginin ise ancak
%1’1 tanilanmustir; dolayisiyla prokaryotik ¢esitlilik hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
Sistematik calismalardaki gelismelere ragmen giintimiizdeki dogal habitatlarda bulunan
prokaryotik tiir sayisin1 tahmin etmek miimkiin degildir. Prokaryotlar i¢cinde bilinen en
fazla cesitlilige sahip olan tiir Actinobacteria, Proteobacteria ve diisik G+C oranina
sahip gram + bakterilerdir. Bakteriler yeryiiziindeki en fazla bulunan ve en cok

cesitlilige sahip olan canli gruplarindan biridir (Inan 2011).

Canlilar smiflandirilirken sistematik ya da taksonomi terimleri kullanilir. Taksonomi
simiflandirmanin teorik yapisini ve esaslarini ele alirken; sistematik, tiirlerin belli

sistemlerdeki yerlerine yerlestirmesini gergeklestirmektedir.

Modern molekiiler yontemlerin kesfedilmesiyle, mikroorganizmalarin arastirilmasi hiz
kazanmigtir. 1990 yilinda Wosse ve arkadaslari canlilari; viicut, biyokimyasal,
filogenik, ve genomik yapilarina gére Bacteria, Archea ve Eukarya olarak 3 domaine
ayirmiglardir. 1977 yilinda yapilan ¢alismada ise 16S rRNA diziligleri basta olmak
tizere, hiicre duvari, lipitler, RNA polimeraz ve protein sentezi Ozelliklerine gore
canlilar alemi Bacteria, Archea, Eukarya olmak iizere 3 domaine ayrilmistir (Ercan
2005).
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Sekil 1.1. Filogenetik yasam agaci, organizmalarin ii¢ domainini ve her domainin birkag
temsilcisi (Brock 2017)

Bakterilerin tanilanmasi i¢in; mikroskobik morfolojileri, koloni morfolojileri, hareketli
olup-olmadiklari, gram reaksiyonlari (hiicre duvar yapilari), 1s1, O2, 151k ve pH istekleri,
karbon kaynagi olarak kullanabildigi molekiiller, hiicrenin biyokimyasal yapis1 ve
niikleik asitlerin belirlenmesi gerekmektedir. Tanilamada gerekli testlerin gerceklesmesi
icin mikroorganizmalarin kiiltiire edilmesi gerekir. Bazi mikroorganizmalar kiiltiire
almak mimkiin olmamaktadir. Bundan dolayr mikroorganizmalar: kiiltiire almadan
kendi dogal ortamlarinda tanilamaya olanak saglayan teknikler (in situ hibridizasyon
problari) gelistirilmistir. Bu yontemler genotipik (niikleik asitlere dayali yontemler) ve

fenotipik yontemler olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir.

Bakterilerin tam1 amacgli karakterizasyonu i¢in, hem fenotipik hem de genotipik
karakterlere yer verilmelidir. ilk olarak fenotipik gdzlemler daha sonra bu verilerden

faydalanilarak molekiiler incelemeler yapilmaktadir.

Fenotipik 6zellikler; mikroskopik oOzellikler (hiicre sekli, biiyiikliigli, hareketliligi,
flagella bulunup bulunmadigi, spor olusturup olusturmadigi, hiicresel inkliizyonlar,
renk, koloni morfolojisi, gram boyanma 0&zelligi), hiicre bilesenlerinin kimyasal
kompozisyonu (DNA, membran bilesimi, yag asitleri, eter yaglari, alifatik
hidrokarbonlar, izoprenoid kuinonlar, sitokromlar, hiicre duvari yapilari ve bilesimi,
bakteri antijenleri, lipopolisakkaritler, mikolik asitler, peptidoglikan, elektroforetik

protein analizleri, poliaminler), metabolizma ile ilgili O6zellikler (temel enerji



metabolizmasi, besinsel ve metabolik karakterler, 6zel besinsel gereksinimler, enzimler,
ekolojik parametreler) ve niikleik asit proplari ile belirlenen karakterleri (spesifik
niikleik asit proplarmin sentezi veya izolasyonu, hedef niikleik asit ekstraksiyonu,
spesifik niikleik asit proplarinin ¢ogaltilmasi ve gdézlemlenmesi, hedef niikleik asitin

niikleik asit probu ile hibridizasyonu ve hibridlerin tespiti) kapsamaktadir (Acar 2009).

Yapilan filogenetik incelemeler sonucunda Archaea ve Bacteria’nin prokaryot grubu
icerisinde yer almasina ragmen birbirinden farkli oldugu, Archaea‘lar ve Eukaryotlar’in
atalarinin yakin akraba olduklari tespit edilmistir. Okaryotlarin aksine bakteriler ve

arkealarin ¢ok yliksek sicakliklarda yasayabildigi saptanmistir (Tarakgioglu 2016).

1.1. Termofilik Bakteriler ve Habitatlar1

Mikroorganizmalar biyosferin en Onemli kismimi olusturmalarina ragmen besin
tretiminde  kullanilanlar ve hastalik yapanlar haricinde biiyiikk c¢ogunlugu
tanilanamamistir. Mikrobiyal ¢evre; hava, su, toprak, kutuplar, buzullarin arasi,
volkanik yanardag bacalari, tuz golleri, sodali sular ve yiiksek asitli ortamlarda genis bir
yayilim gostermektedir. Su sicakliginin kaynama noktasina ulagtigt degerlerde bile
mikroorganizmalar yasamini siirdiirmektedir. 65°C’nin {izerinde yalnizca prokaryotik
yasam formlart bulunurken daha yiiksek sicakliklarda sadece Bacteria ve Archea
topluluklar1 bulunmaktadir (Ercan 2005).

Sicaklik canli organizmalari iki sekilde etkiler. Sicaklik arttik¢a, enzimatik tepkimelerin
hiz1 artar ve lireme daha hizli olur. Bununla beraber, belirli bir sicaklifin {istiinde,
proteinler ve diger hiicre bilesenleri denatiire olabilir ya da geri doniisimii olmayan bir
sekilde zarar gorebilir. Her bir mikroorganizma ig¢in, liremenin miimkiin olmadig:
minimum sicaklik, tiremenin en hizli oldugu optimum sicaklik ve lizerindeki degerlerde
tiremenin miimkiin olmadigr maksimum sicaklik degerleri vardir. Kardinal sicakliklar
olarak adlandirilan bu {i¢ sicaklik, her organizma igin tipiktir ve tiirler arasinda 6nemli

Olciide farkliliklar gostermektedir (Brock 2017).



Organizmalar arasinda ¢ok diisiik optimumlardan ¢ok yiiksek optimumlara uzanan bir
devamlilik olsa da sicaklik optimumlarindaki iiremelerine gore mikroorganizmalar;
diisiik optimum sicakliga sahip psikrofiller; orta araliklarda optimum sicaklifa sahip
mezofiller; yiiksek optimum sicakliga sahip termofiller ve oldukg¢a yiiksek optimum
sicakliga sahip hipertermofiller olmak iizere 4 grupta incelenir. Mezofiller dogada
yaygin olarak bulunurlar ve iizerinde en fazla c¢alisilan mikroorganizmalardir.
Mezofiller sicak kanli hayvanlar ile iliman ve tropik enlemlerdeki kara ve su
ortamlarinda bulunurlar. Psikrofiller alisilmadik soguk, termofiller ise alisilmadik sicak
ortamlarda bulunurlar. Hipertermofiller ise sicak su kaynaklari, geyzerler ve agik
denizlerdeki hidrotermal yariklar gibi ekstrem sicak habitatlarda bulunmaktadirlar

(Brock 2017).
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Sekil 1.2. Mikroorganizmalarin farkli sicaklik siniflarinda tireme yanitlar1 (Brock 2017)

Iliml1 termofiller 50-60°C sicaklik araliginda optimum olarak gelisebilen protozoa,
fungi, alg, Streptomycetes ve Cyanobacteria gibi prokaryotik ve Okaryotik
mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir. Ayrica ilimli termofillerin filogenetik
olarak mezofilik organizmalara benzer oldugu ve sicak gevrelere uyumun sonradan
olustugu kabul edilmektedir. 60-80°C sicaklik araliginda gelisen ekstrem termofiller
genel olarak Bacillus, Clostridium, Thermoanaerobacter, Thermus, Fervidobacterium,
Thermotoga ve Aquifex cinslerine ait c¢esitli tiirleri igermektedir. 80-110°C sicaklik

araliginda gelisebilen hipertermofiller ise arkeleri kapsamakta: arkeler ise



Crenarchaeota, Euryarchaeota, Korarchaeota ve Nanoarchaeota olmak iizere 4
subeden olugmaktadir (Akdas 2012).

Termofilik mikroorganizmalarin dogal yasam alanlari; jeotermal alanlar, termal
topraklar, c¢oller, derin kara ve okyanus dipleri seklinde oldukga genis bir yayilim
gostermektedir (Adigiizel 2006).

Jeotermal alanlar iki tiptir bunlardan ilki aktif volkanik bolgelerde bulunan yiiksek
sicakliktaki alanlardir ve bu alanlar 1s1 kaynagi olarak 2-5 km derinliginde magma
kazanina sahiptir. Bunlar genellikle 500-3000 m‘de 150-300°C sicakligi ve yiizeyde
buhar emisyonu ve volkanik gazlarla karakterize edilmektedir. Volkan agzindaki
alanlar, asidik topraklar, asidik kaplicalar ve kaynar ¢camur havuzlar1 bu gruba 6rnek

verilebilir. Bu alanlar yiiksek kiikiirt igerir ve asidik karakterdedir (Sarigiil 2007).

Ikinci tipteki jeotermal alanlar ise diisiik sicaklikli alanlar olarak isimlendirilir; lav
akintilari, magma odalar ve aktif volkanik alanlarin disinda bulunmaktadir. Sicaklig
genelde 150°C‘nin altindadir ve nétralden alkaliye kadar olan pH degerleriyle
karakterize edilir. Fresh-water 1licalar, taze sicak su kaynaklar1 ve gayzerler de bu gruba
ornek verilebilmektedir. En iyi bilinen ve en ¢ok ¢alisilan jeotermal alanlar izlanda,
Kuzey Amerika (Yellowstone National Park), Yeni Zelanda, Japonya, Italya ve
Rusya’da bulunmaktadir (Sarigiil 2007).

Termofilik bakterilerin ¢ogu kitasal ve deniz diplerindeki petrol kaynaklarindan,
sicakligi 113°C’yi gegmeyen derinlerden izole edilmektedir. Volkanik alanlarda ise yer
kabugunun c¢esitli derinliklerinde 1sinin olusturdugu termal enerji mevcuttur, bu termal
enerji bazen kaplicalar olarak goriiliircken bazen volkanik patlamalar seklinde
goriilebilmektedir. Termofillerin ¢alisildig en 6nemli kaynak kaplicalardir. Notral pH’l1
kaplicalar, asidik ve kiikiirtlii kaplicalar, demirce zengin kaplicalar gibi c¢esitli
ozelliklerde kaplicalar bulunmaktadir. Kaplica sularmin sicakliklari genellikle 50-
130°C’ler arasindadir ve yeryliziine sicak halde ¢ikan bu sular gectikleri alanlardaki

minarelleri ¢dzerek minarel maddelerce zengin duruma gelmektedirler (inan 2011).



Ulkemiz cografi yapisi geregi deprem kusaginda yer almaktadir ve sicak su kaynaklari

bakimindan olduk¢a zengindir (Sekil 1.3).

TURKIYE JEOTERMAL KAYNAKLAR DAGILIMI VE UYGULAMA HARITASI
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Sekil 1.3. Tiirkiye’de bulunan jeotermal kaynaklar dagilimi
(http://13harf2hece.blogspot.com/2016/11/tfc-atlas.html) (6/3/18 tarihindeki goriintii)

1.2. Termofilik Mikroorganizmalarin Ozellikleri

Diinya iizerinde yasayan tiim mikroorganizmalarin atasinin termofilik bakteriler oldugu
kabul edilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda termofiller temelde atasal ve sonradan
termofiller olarak ikiye ayrilmaktadir, atasal termofillere 6rnek olarak Thermotoga ve
Aquifex verilirken, sonradan termofil olanlara Bacillus ve Clostridium 6rnek
verilebilmektedir (Sar1 2016).

Ik izolasyonu yapilan termofilik organizma Sulfolobus acidoicaldarius olup 75°C’de
optimum gelisim gostermektedir. Bununla birlikte ilk izole edilen Bacillus’un 1888’de
Miquel tarafindan 70°C’de, Paris Seine nehrinden izole edildigi bilinmektedir, sonraki
30-40 yil icinde toprak, lagim ve besinlerden yaklasik 60°C’de yasayabilen basiller

izole edilerek, ¢cok sayida yeni termofillik basil tiirii tanilanmistir (Ercan 2005).


http://13harf2hece.blogspot.com/2016/11/tfc-atlas.html

Termofilik organizmalar; enzim, antibiyotik, cesitli biyokimyasal maddeler ve
insektisitlerin tiretiminde kullanilmasi sebebiyle bilimsel arastirmalarda gokga tercih
edilmektedir. Bacillus cinsi iizerinde en fazla caligma yapilan termofilik bakteri
gruplarinin baginda gelmektedir. Bu organizmalar genellikle Gram pozitif, aerobik,
cubuk sekilli bakteriler olup endospor olustururlar. Endospor olusturmasi bu cinsi
elverissiz sartlara dayanikli hale getirmektedir. Bacillus cinsi endiistriyel enzim
tiretiminde tercih edilmesinin nedenleri arasinda: hizli ve kolay iiremesi, ¢ok cesitli
karbon, nitrojen kaynaklar1 ve farkli substratlart kullanabilme, yiiksek verimde iiriin
olusturmasi sayilabilmektedir. Ayrica bu gruba dahil organizmalar, topraktan, tatli su ve
denizlerden, bitki rizosferlerinden, gidalardan, baz1 canlilarin bagirsak sistemlerinden,
bazi bocek larvalarindan ve hatta ekstrem pH ve sicakliga sahip alanlardan da izole

edilebilmektedir (Tarakgioglu 2016).

Termofilik mikroorganizmalarin mezofilik mikroorganizmalara gore yiiksek iireme
hizlar1 ve kapasiteleri, son iirliniin kolay kazanilmasi, genis sicaklik ve pH araliklarinda
yiikksek islem stabilitesi ve verimi, nigasta seliiloz gibi dogal polimerleri dogrudan
fermente edebilmeleri, yiiksek biyosentetik aktiviteleri gibi bir¢ok avantajlari

bulunmaktadir (Tarak¢ioglu 2016).

Termofilik bakteriler yiiksek sicakliklarda hiicre ve molekiillerinin fonksiyonel halde
kalmasina izin verecek cesitli adaptasyonlara sahiptirler. Bu adaptasyonlar su sekilde

siralanabilir :

1. DNA yapist: Lineer ¢ift zincirli DNA 65°C’de denatiirasyona ugrarken siipersarmal
plazmitlerin 107°C’ye kadar termal denatiirasyona direngli oldugu goriilmektedir.
Plazmit DNA’s1 topolojik olarak kapali oldugu i¢in termal denatiirasyona karsi daha
direngliyken, termal degredasyona karsi direngli  degildir. Yiiksek tuz
konsantrasyonunun ¢ift zincirli DNA’y1 107°C’de termal degredasyona karsi korudugu
bilinmektedir. Tuzlar tarafindan DNA’nin termal degredasyona karsi korunmasi,
termofilik bakterilerin yasamu ile ilgilidir. Cilinkii termofilik bakteriler, hiicre i¢i yiiksek

tuz konsantrasyonuna sahiptirler. Reverse giraz (RG) enzimi, biitiin hipertermofillerde,



bazi termofilik bakterilerde ve arkealarda bulunmaktadir. RG, pozitif siiper sarmal DNA
olusmasint ve DNA’daki baglanti sayisinin artmasini saglamaktadir. Baglanti
sayisindaki asirilik, DNA’nin yiiksek sicakliklarda fonksiyonel halde kalmasi icin
gereklidir. Mezofilik bakterilerin ve bir¢ok canlinin DNA’s1t RG enzimini igermedigi
i¢in, negatif siipersarmallik gosterirler. Bu yapt DNA’nin daha kolay denatiire olmasina
sebep olur. Yani pozitif slipersarmal DNA, termal denatiirasyona karst negatif
stipersarmal DNA’dan daha direnglidir. Ayrica DNA’ya baglanan histon ve histon
benzeri proteinler yiiksek sicakliklarda DNA’nin ¢ift zincirli yapida kalmasinda énemli

rol oynamaktadirlar (Inan 2011).

2. Protein yapisi: Termal proteinler, mezofilik proteinlerin denatiire oldugu yiiksek
sicakliklarda aktivitelerini koruyarak kararli halde kalabilmektedirler. Proteinin termal
kararliligi hem bilim hem de endiistriyel alanlarda ¢ok Onemli olmasma ragmen,
yillardir yapilan deneysel ve teorik calismalar proteinin termal kararliligini sadece
kismen agiklayabilmistir. Termofillerin ve mezofillerin homolog proteinlerinin tersiyer
yapilart ve dizi analizlerinin karsilastirilmasi ¢alismalarin temellerini olusturmaktadir.
Bir¢ok arastirmacinin {izerinde durdugu, proteinlerin termal kararliligini arttiran
nedenler arasinda; tuz kopriilerinin optimizasyonu, daha kisa halkalar, halkalarda glisin
miktarinin azaltilmasi ve prolin miktarinin arttirilmasi, hidrojen baglar1 ve proteinlerin

i¢ kisimlarindaki hidrofobik paketlemeler sayilabilmektedir (inan 2011).

Yapilan ¢aligmalar, termofilik proteinlerdeki tuz kopriisii sayisinin mezofilik proteinlere
oranla %70 daha fazla oldugunu, bunun da tuz koprii sayisi ile proteinin termal
kararliligi arasinda Ki giiglii bir korelasyon sonucu gerceklestigini gostermektedir.
Ciinkii tuz kopriileri yiiksek sicakliklarda daha kararlidir ve bu sicaklik degerlerindeki
tuz koprilerini kirmak icin daha fazla enerjiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Boylelikle tuz
kopriilerinin yiiksek sicakliklarda protein ¢oziilmesine karsi kinetik kararlilik sagladigi
bilinmektedir (inan 2011).



Proteinlerdeki termal kararliligin olusmasinda aminoasit degisimleri de rol
oynamaktadir. Termofilik proteinlerin yiiklii aminoasit (Arg, Lys, His, Asp ve Glu) ile
valin ve izol6sin igeriginde artis goriiliirken; yiiklenmis polar aminoasit (Ser, Thr, Gln,
Asn, Cys) iceriginde ve denatiirasyona sebep olan asparagin ve glutamin igeriginde
azalma oldugu goriilmistiir. Proteinlerdeki hidrofobik etki proteinin katlanmasinda
etkin bir giice sahiptir ve bu nedenle termofilik proteinler mezofilik proteinlere gore
daha biiyiik hidrofobik merkeze sahiptirler. Termofilik proteini mezofilik proteinden
ayiran bagka bir yon de daha fazla halka delesyonuna maruz kalmas: ve bu ylizden
termofilik proteinin daha kisa olmasidir. Proteindeki halka delesyonu proteinin
kararhiligim arttirir ve termofilik proteinler {ic boyutlu yapisina katlanirken daha kiigiik
ve daha az sayida oyuklar olusturarak daha etkilli bir katlanma saglamaktadir (inan
2011).

3. Hiicre membran yapisi: Normal sicakliklarda yasayan canlilar ¢ift tabakali lipid
yapisinda hiicre membranina sahipken, hipertermofiller ise tek tabakali lipid yapisinda
degisik bir hiicre membranina sahiptirler. Bu membran sayesinde yiiksek sicakliklarda
erimeye karsi direng gostermektedirler. Termofilik organizmalarin hiicre membran
proteinlerinin en 6dnemli 6zelligi daha etkili ve siki bir sekilde paketlenmesini saglayan
aminoasitlere sahip olmasidir. Aspartik ve glutamik asitler i¢erdikleri amin gruplarindan
dolayr heliks yapisin1 kuvvetlendirirken, glisin ve serin kuvvetli hidrojen bagi yapma
ozelliklerinden dolay1 proteinin daha iyi katlanmasini ve 1siya karsit daha yiiksek bir

direng gdstermesini saglar (Inan 2011).

4. RNA Yapisi: Baz modifikasyonlar1 ve protein baglanma bdlgelerindeki
degisimlerin RNA’lar1 kararli hale getirdigi bilinmektedir. rRNA‘larin GC igerigi ile
optimum biiylime sicakligi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmistir.
Thermus thermophilus adli bakteride yapilan caligmada tRNA’sinda ki timin-55
pozisyonundaki oksijen atomu yerine bir kiikiirt atomu sokulmus ve bakterinin transfer
RNA geninin bir bazinda ki tek bir atomunun degismesiyle 1siya daha direngli hale
geldigi bildirilmistir (inan 2011).
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5. Kiiciik Molekiiller: Termofillerin sahip olmasi gereken 6zelliklerden biri de kiigiik
molekiillerin kararli olmasidir. ATP, UTP, GTP, NAD, FAD gibi kii¢iik molekiiller
1stya direngli degillerdir, 6rnegin GTP’nin 100°C’de yarilanma 6mrii birkag saniyedir.
Termofilik bakteriler bu sorunu ihtiya¢ duyulan molekiilleri kullanacaklar1 zaman

sentezleyerek iistesinden gelmektedirler (Inan 2011).

1.3. Biyoteknolojik Acidan Termofilik Organizmalarin Onemi

Termofilik organizmalarin hiicre bilesenleri termal kararli olmanin yani sira yiiksek
asidik ve alkali ortamlarin denaturasyonuna karsi da direnglidir. Bu nedenle termofilik
organizmalar biyoteknolojik a¢idan 6nem tasimaktadir ve arastirmacilar tarafindan
oldukga cezbedici bir konu olmaktadir. Biyoteknolojik olarak termofiliklerin en 6nemli

ozellikleri, termofilik enzim iiretme potansiyelleridir.

Termofilik enzimlerin, pH degisikliklerine ve yiiksek sicakliklara karsi kararli olmasi bu
enzimleri endiistride tercih edilir  kilmaktadir. Termofilik  enzimler,
mikroorganizmalarin optimum biiylime sicakligindan daha yiiksek bir sicaklikta bile
kararli ve aktiftirler. Bu yiiksek sicakliklar, reaksiyon sirasinda meydana gelebilecek
kontaminasyon riskini Onemli derecede azaltir, ¢iinkii biyolojik dongiide
kontaminasyona sebep olan bakterilerin ¢ogu mezofiliktir. Bu mikroorganizmalardan
elde edilen enzimler, mezofillerden elde edilen enzimlere gore daha stabil olduklarindan
ticari Uriinlerin ve 6zellikle de besinlerin raf dmriiniin uzatilmasinda kullanilmaktadir.
Yiiksek sicakliklarda reaksiyona katilan maddelerin difiizyon hizlar1 ve ¢oziiniirliikleri
onemli derecede artar ve bu sicakliklarda suyun yiizey geriliminin ve vizkozitesinin
azalmasi, Ozellikle biiyiik fermentorlerde havalandirma igin daha az enerjinin
kullanilmasina neden olmaktadir ve daha fazla iiriin olusumunu saglamaktadir (Inan

2011)

Termofilik enzimler bahsedilen avantajlardan dolayr endiistrinin bir¢ok alaninda
kullanilmaktadirlar. Bu enzimlerden bazilar1 klonlanarak mezofilik konaklarda eksprese

edilmektedir. Bu enzimlere ornek olarak DNA polimerazlar, amilazlar, ksilanazlar,
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Kitinazlar, seliilazlar, proteazlar, lipazlar, gida ve kimya endiistrilerinde DNA’y1
modifiye edebilen enzimler verilebilmektedir. Bu enzimler molekiiler biyoloji alaninda,
nisasta endiistrisi, gida endiistrisi, petrol endiistrisi, kimyasal endiistrisi, kagit ve kagit

hamuru endiistrisi gibi pek ¢ok endiistri alaninda genis 6l¢iide kullanilmaktadir.

1.4. Termofilik Bakterilerin Tanilanmasi

Taksonomi, sistematik kelimesiyle es anlamli kullanilmasina ragmen birbirinden farkli
iki biyolojik terimdir. Sistematik; organizmalar: diizenli bigimde karakterize edip siraya
koyan bilimsel bir ¢calismayken, taksonomi; siniflandirma, isimlendirme ve tanilamay1
kapsayan {i¢ alt birimden olusmaktadir. Sistematik ilk olarak organizmalar1 benzerlik
veya farkliliklarmma gore taksonomik gruplara ayirip sistematik bir diizen
olusturmaktadir. Iki takson arasindaki akrabalik iliskilerini gdstermek igin en kisa ve
mantikli yol olan siniflandirma, sabit bir isimlendirme ve giivenilir bir tanimlama igin
on kosul olup, genellikle tanilama ile karistirilmaktadir. Bu yiizden taksonominin iki
bileseninin de dikkatlice ele alinmasi gerektigi bilinmektedir. Bunlardan ilki, tiirlerin
veya temel taksonomik birimlerin kimliklendirilmesi, ikinci olarak da bu birimleri
siralaylp kataloglamak icin uygun bir ilerleyisin planlamasidir. Ikinci adim olan
isimlendirme, taksonomik bir hiyerarsinin olusturulmasinda kullanilan terimlerden ve
kurallardan olugmaktadir ve isimlendirilmenin dogru sekilde yapilmasi igin
International Nomenclature of Bacteria’da deginilen uluslararasi kurallar ve tanimlanan

isimler kullanilmaktadir (Baltac1 2015).

Bakterilerin geleneksel olarak morfolojik, metabolik ve fizyolojik 6zelliklerine gore
siniflandirilmasi farkli bakteri gruplar arasindaki evrimsel iligkiyi tespit etmede yetersiz
kalmaktadir. Niikleik asitlerin dizi analiz verilerini temel alan mikrobiyal sistematigin
filogeniye girisiyle mikroorganizmalar evrimsel ozelliklerine gore
siniflandirilabilmistir. Klasik testlerin uzun stireli deneyleri, fazla is giicii gerektirmesi,
tecriibeli arastirmacilara ihtiyag duymasi, ekonomik olmamas: ve alinan sonuglarin
yoruma agik olmasi gibi bir¢ok dezavantaji bulunmaktadir. Klasik yontemlerin bu tiir

dezavantajlarini ortadan kaldirmak amaciyla mikroorganizmalarin tanisinda molekiiler
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yontemler gelistirilmistir. Molekiiler yontemler, mikroorganizmalari meydana getiren
makromolekiillerin igeriklerine, ¢esitliliklerine ve oranlarina bagl olarak gelistirilmistir.
Bu yontemde karbonhidratlar, lipitler, proteinler, DNA ve RNA c¢alisma materyali
(Sekil 1.4) olarak kabul edilir ve bunlardan birinin veya kombinasyonlarinin
kullanimiyla mikroorganizmalarin tan1 ve karakterizasyonu gergeklestirilmektedir

(Adigiizel 2006).
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1.5. Tanilamada Kullanilan Bashca Genotipik Yontemler

1.5.1. 16S rRNA analizi

Bakteri sistematiginde kullanilan genotipik yontemlerden gen dizileme analizi ge¢mis
yillardan beri kullanilmaktadir. Gen dizilemede odak nokta, secilecek olan hedef gendir.
Dizi analizi i¢in kullanilacak hedef genlerin belirli 6zelliklere sahip olmasi1 gerekir.
Ornegin; Hedef genin fonksiyonu evrim boyunca degismemis olmalidir, tiim bakteriler
icin korunmus olan bolgeyi icermeli ve icerdigi korunmus bolgeyi ¢evreleyen degisken
bolgeler bulundurmalidir. Yapilan calismalarda bu amagla arastirllmis korunmus
bolgelerin; 5S, 16S ve 23S rRNA’y1 sifreleyen genlerden olustugu belirlenmektedir. Bu
gen bolgeleri icerisinde bakteri sistematigi i¢in en 6nemli olan gen bdlgesi 16S rRNA
gen bolgesidir. Sistematik igerisinde bu gen bolgesi yalnizca bakteriler arasinda degil
ayni zamanda arkelerin 16S ve Okaryotlarin 18S rRNA gen bolgeleri ile de
karsilastirilabilmektedir (Arslan 2017).

Bakteri genomundaki 16S rRNA bolgeleri heterojen yapidadir yani degisen ve
degismeyen bolgeler bulundurmaktadir. Bakterilerin tiir bazindaki teshisinde her bakteri
genomunda kendine 6zgii olan degisken bolgeler kullanilmaktadir. 16S rRNA geninde 8
adet degismeyen korunmus bolge ve 9 adet degisken bolgenin bulundugu tespit
edilmistir. Korunmus bolgeler primer c¢ogaltma teknikleri icin biiyiik dlgiide
uygulanabilir baslangi¢ bolgeleri saglarken, benzersiz degisken bolgeler de bakteriler

arasi filogenetik iliskiyi belirlemede kullanilmaktadir.

16S rRNA gen bdlgesi korunmug bolge olma 6zelliginden dolay: hiicresel fonksiyonlar
icin oldukca Onemlidir ve bu bolgede meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon
kolaylikla tolere edilebilmektedir. 16S rRNA geni bdlgesindeki degisim tam olarak
aciklanmasa da organizmalar arasindaki baglantiyr (benzerlik ve farkliligl) net bir
sekilde ortaya konulmustur (Arslan 2017). 16S rRNA gen bdlgesi yaklasik 1550 bg
niikleotidden olugsmakta olup, bakteri sistematigi agisindan oldukg¢a Onemli bir yere

sahiptir (Adigiizel 2006).



15

16S rRNA gen bolgesinin dizilenmesi, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
bakteriyal izolatlarin tanilanmasinda ve yeni suglarin literatiire kazandirilmasinda kilit
noktadir ve 16S rRNA gen dizileri ile yapilan siniflandirma, fenotipik tiplendirmeye
dayali siniflandirmadan ¢ok daha objektif ve giivenilir bir siniflandirmadir. Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan geleneksel yontemlerde (Gram boyama ve
biyokimyasal  testler) test sonuglari  kiiltiir = kosullarindan ve  biiyiime
karakteristiklerinden etkilenmektedir. izolatlarinin tanimlanmasi;  Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda anormal fenotipik profil gdsteren, nadir goriilen, ge¢ biiyiiyen ya da
kiiltiiri yapilamayan bakterilerin tanilanmasinda 16S rRNA gen bolgesi oldukga
onemlidir. Bu bolge evrensel primerlerle (Cizelge 1.1) c¢ogaltildiktan sonra, sekans

analizine tabi tutulur ve uygun programlarla analiz edilir (Baltaci 2015).

Cizelge 1.1. 16S rRNA dizi analizinde kullanilan primerler

isiM Dizi (5>-3°) LOKALIZASYON

1| AGAGTTTGATYMTGGCTCAG  8-27
<Z50| ACTCCTACGGGAGGCAGC 338-355
GCTGCCTCCCGTAGGAGT 338-355
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA  515-533
S0 TTACCGCGGCKGCTGGCAC — 515-533
CTTTACGCCCARTRAWTCCG  556-575
ATTAGATACCTGGTAGTCC  787-806
787r

GGAGTACCAGGGTATCTAAT  787-806
P AAACTYAAAKGAATTGACCG  907-926
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT  907-926
KU AAACTYAAAKGAATTGACGG  911-930
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT  911-930
GAGGAAGGTTGGGGATGACGT 1175-1194
FEH| ACGTCATCCCCAACCTTCCTC — 1175-1194
EIATY| AGGCCCGGGAACGTATTCAC — 1390-1371

(il TGACGGGCGGTGWGTRCA 1391-1408
(iepie GGTTACCTTGTTACGACTT 1492-1510

(k| AAGGAGGTGWTCCARCC 1525-1541
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1.5.2. RFLP-PCR

Sistematikte kullanilan RFLP-PCR yo6ntemi oldukga hizli ve avantajli bir yontemdir, bu
yontemdeki esas unsur restriksiyon enzimleridir. YOntemin uygulamasinda secilen
hedef bolgeler Oncelikle spesifik primerlerle cogaltilir ve ardindan yine spesifik
restriksiyon enzimleriyle kesilmektedir. Restriksiyon enzimleri (RE), kisa DNA
dizilerini spesifik olarak taniyan ve bu dizileri yakin kisimlarindan veya iclerindeki
0zgiil bolgelerden kesen enzimlerdir. Bu enzimler, bakteri ve arkelerde bulunmaktadir.
Siklikla  kullanilan  restriksiyon enzimleri arasinda; EcoRI, Hindlll, Pstl

gosterilmektedir.

Restriksiyon enzimlerinin isimleri, enzimlerin orijinleri hakkinda bilgi verirken,
kestikleri dizilimler hakkinda herhangi bir veri saglamamaktadir. DNA’nin bu
enzimlerden biri ya da birkaciyla kesilmesinden sonra, jelde ayrim yapilarak bilinen

izolatlarla 6rnek suslarin profilleri karsilagtirilir (Baltaci 2015).

RFLP-PCR yo6ntemiyle; genom haritalama, tiirlerin varyasyonu ve antimikrobiyal

direncliligin farklar1 kapsamli bir sekilde ortaya konulmaktadir (Arslan 2017).

1.5.3. Genomik parmak izi analizi

Tiim organizmalarm genomlarinda tekrarlayan diziler yer almaktadir. Okaryotik
genomlarda DNA sekans organizasyonu, ¢ok sayida tekrarin (tek-kopya sekanslardan
olusan) aralikli olarak dagilmasiyla olusmaktadir. Insan genomunun (3x10° baz
cifti=b¢) %3-6’sin1 Alu (300 bg) tekrar dizileri olugturmaktadir ve bu diziler haploid
genom bagima 300.000 kopya igerir. Prokaryotik genomlarda da insersiyon sekanslari,
rRNA operonlari, tRNA genleri gibi diisiik kopya sayil tekrar sekanslar1 bulunmaktadir.
Bu sekanslar, kromozomal delesyon, duplikasyon ve inversiyon gibi DNA’nin yeniden

yapilanma siirecinde genomik yapiya énemli katki saglamaktadir (Baltac1 2015).
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Genom {izerinde, sayis1 ve yeri tiirden tiire farklilik gosteren ¢ok sayida tekrar dizileri
bulunmaktadir. Tekrarli diziler bakteri DNA sinda da yer almaktadir ve bu bdlgeler
bakteri sistematiginde kullanilmaktadir. Ciinkii tekrarli diziler korunmus yapiya
sahiplerdir. Bakteri sistematigi icerisinde bu elementler su sekilde kullanilmaktadir;
genom igerisinde bulunan tekrar dizileri PCR ile amplifiye edilmekte ve daha sonra elde
edilen spesifik bantlar birbirleri ile kiyaslanarak sistematik bilimi igerisinde tiplendirme

amaciyla kullanilmaktadir.

Bakteri genomu igerisinde korunmus ve tekrarlayan DNA dizileri; REP ([135-40 bg),
ERIC ([ 124-127 bg), BOX (11 154 bg) ve (GTG)s’den olusmaktadir. Ozellikle bu
bolgeler amplifiye edilerek organizmalar tiir ve tiir alti diizeyde tanilanmaktadir.
Yapilan ¢alismalar; REP ve ERIC PCR yonteminin uygulanabilirliginin daha kolay
oldugunu, ¢ok sayida izolatin ayriminda etkin bir sekilde kullanilabilecegini

gostermektedir (Arslan 2017).

1.5.4. Filogenetik analiz

Tiirlerin evrimsel tarihi filogeni olarak adlandirilmakta ve filogenetik agag, bu tarihin
grafiksel bir oOzeti olarak kabul edilmektedir. Bu aga¢ hangi organizma veya
organizmalarin birbirine daha yakin, hangilerinin ise uzak oldugunu kanitlamaktadir.

Filogenetik analizlerde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir (Baltac1 2015):

NJ (Neighbor-joining; Komsu katihmi-baglama) Yontemi: Genetik mesafe
matriksinden faydalanarak kiimelemeyi gergeklestiren bir yontemdir ve filogenetik
agacin dallar1 boyunca mutasyon hizinin farkli olabilecegini kabul etmektedir. Bu
sebeple OTU (Operational Taxonomic Units; Uzerinde c¢alisilan taksonomik
birimler)’lar arasindaki genetik mesafenin hesaplanmasina olanak saglamaktadir

(Baltac1 2015).

UPGMA (Unweighted pair-group method using aritmetic averages; Aritmetik

ortalamalar1 kullanan agirhiksiz es-grup yontemi) Yontemi: OTU’lar arasindaki
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benzerlik algoritmasina dayali bir gruplama yontemidir. Bu yontemde genetik benzerligi
en yakin olan iki OTU’dan baglayip adim adim en uzak genetik benzerlik gosterene
kadar tiim ftniteler birlestirilerek topolojiye dahil edilir. Yontem, filogenetik agacin
dallar1 boyunca mutasyon hizinin sabit oldugunu kabul eder ve dallarin koklerini esas

alarak kiimeleme yapmaktadir (Baltac1 2015).

Maksimum-parsinomi (tutumluluk) Metodu: Muhtemel agag topolojileri i¢inde en
parsinomik agaci bulmak i¢in kullanilmaktadir. En parsinomik olan ise tiim degisim
sayisinin en az oldugu agactir ve evrimsel olarak en yakin ¢ikarsamayr vermektedir

(Baltac1 2015).

Sec-bagla (Bootstraping) Testi: Agaclarin giivenilirlik derecesini istatiksel olarak
degerlendirmek i¢in kullanilan yaklagimlardan biridir ve bilgisayar mevcut veri setinden
tekrarli 6rnekleme yoluyla yeni bir veri seti olusturmaktadir. Calismada kullanilan
dizinin baz cifti kadar yeni bir dizi olusturmak i¢in bu pozisyonlardan birini rastgele
segmeyle baslar. Genellikle bunu yeni dizinin ilk 6gesi yapar ve se¢ bagla testine baslar.
Sonra rastgele sectigi bir pozisyon yeni veri setinin ikinci veri noktasini olusturur ve bu
ekleme orijinal verinin boyutu elde edilene kadar devam eder. Daha sonra yeni veri seti
filogeni hesaplamak i¢in kullanilir. Yeniden 6rneklenmis veri setinden olusan agaglarda
belirli bir dalin ortaya ¢ikma yiizdesi hesaplanir. Se¢-bagla tahmininde bir dal ne kadar
cok kere agiga ¢ikarsa, o dalin gergekte var olduguna dair giiven artmaktadir. Se¢-bagla
testi, belli bir aga¢ Tlzerindeki dallardan hangilerinin digerlerine gore daha iyi

desteklendiklerini degerlendiren bir tekniktir (Baltac1 2015).

Bu agaclar olduk¢a karmagik yontemlerle elde edilmektedir. Yaygin olarak kullanilan
ve tez calismasinda tercih edilen filogenetik aga¢ yontemi: NJ yontemidir. Bu yontem;
organizmalar arasindaki genetik mesafe matriksini temel alarak kiimelemeyi
gerceklestiren bir yontemdir ve NJ’de filogenetik aga¢ boyunca mutasyon hizi farklidir.
Bundan dolayr OTU’lar arasindaki genetik mesafenin hesaplanmasi bu ydntemde

miimkiin olmaktadir. Filogeni genel olarak 3 baslikta toplanmaktadir;



19

1.Bilgisayar destekli filogeni: Bilgisayar algoritmalari, metotlar1 ve programlar

filogenetik analizlere uygulanmaktadir.

2.Geleneksel filogeni: Organizmalarin fenotipik ozellikleri 6lgiilmekte ve miktarlar

belirlenerek morfolojik bilgilere dayandirilmaktadir.

3.Molekiiler filogeni: Organizmanin genlerini kodlayan niikleotid dizilerini ya da

proteinlerini kodlayan aminoasit dizileri siniflandirilmaktadir (Arslan 2017).

1.6. Enzimler

Enzimler, metabolizmanin gerceklestirmesi gerektigi her tiirlii reaksiyonu hizlandiran
ve protein yapisinda bulunan Kkatalizrlerdir. Genetik materyalin sentezinde veya
tamirinde, elektron tasima sisteminde, apoptozis gibi ¢esitli metabolik olaylarda gorev

alirlar ve gorev aldiklari tepkimelere spesifiktirler (Sar1 2016).

Enzimler hakkindaki 6nemli bilgileri kronolojik olarak su sekilde siralayabiliriz:

1570°li yillarda Pasteur ve Liebing gibi bir¢ok {inlii arastirmaci tarafindan enzimler

hakkinda ilk bilgiler saglanmustir.

1838 yilinda Alman kimyaci1 Berzellius tarafindan reaksiyon hizi {izerine etki yapan
maddelere “katalizor” adi verilmistir. Yine ayni yilda Gagnrard ve Schav adl iki kasif
birbirinden habersiz olarak fermantasyon olayini incelemis ve bu olaya maya adi verilen

bazi mikroorganizmalarin sebep oldugunu agiklamiglardir.

1879 yilinda Kiihne, biyolojik reaksiyon hizlarina etki eden maddeleri ayirt etmek i¢in

Yunanca mayada bulunan anlamina gelen “enzim” kelimesini 6nermistir.
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1883 yilinda Poyen ve Person nisastanin ¢oziiniirlestirilmesinde malt 6ziitlinde bulunan

diastaz enziminin etkili oldugunu belirlemislerdir.

1885 yilinda Blumenthal, peynir yapiminda kullanilmak i¢in ilk kez rennin enziminin

Oziitlinii teknolojik boyutlarda iiretmeyi basarmistir.

1897 yilinda Biichner, maya hiicrelerinden bazi enzimleri ayirmayi basararak, yeni bir

arastirma alani agmustir.

1915 yilinda Rahm, lipaz ve proteaz enzimlerinin ¢amasir yikama sularma katilarak,

cok etken bir temizleyici olarak kullanilabilecegini gostermistir.

1926 yilinda James B. Summer, ilk kez iireaz enziminin kristallerini elde ederek,

molekiiliin biiyiik bir kisminin protein oldugunu gostermistir.

1930 yilinda Northrop, Kuintz, Herriott ve Amson gibi bilim adamlar1 grubu sirasi ile
pepsin, tripsin, kimotripsin ve karboksipeptinaz enzimlerini kristalize etmeyi

basarmislardir.

1930 yillarinda 80 adet enzim taninirken, 1968’lerde bu rakam 1300’¢ 1982°de 2000’e
yiikselmistir. Giiniimiizde ise 2500’den fazla enzimin var oldugu bilinmektedir ve yine
enzimlerle ilgili ¢aligmalar siirekli artarak devam etmektedir. Enzimler gérev aldiklar

reaksiyonlara gore 6 gruba ayrilmaktadir (Algigek 2018);

1. Oksidorediiktazlar: Oksidasyon ve rediiksiyon tepkimelerinde goérev alan enzimler
olup, oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini katalizlerler.

2. Transferazlar: Alici ve verici iki molekiil arasinda hidrojen harig agil gibi gruplarin
taginmasindan sorumlu enzim ailesidir. Fonksiyonel bir grubun bir molekiilden diger bir

molekiile transferini katalizlerler.
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3. Hidrolazlar: Molekiillerin sulu ortamda ayr1 bilesiklere ayrilmasindan sorumludurlar.
Eter, peptid, ester gibi baglarin yikimlarinda hidrolazlar gorev alir. Molekiile su
molekiiliinti dahil ederek bag kirarlar.

4. Liyazlar: C-C, C-O, C-S, C-N gibi baglarin olusumunu hidrolitik olmayan yoldan
gergeklestirir. Cift bag yapar veya kirarlar.

5. Izomerazlar: Molekiillerin birbiri iglerinde izomerlerine doniismelerini katalizleyen
enzim grubudur. Molekiilleri izomerlerine ¢evirmektedirler.

6. Ligazlar: ATP gibi biinyesinden fosfat koparilmasi ile enerji saglayan yapilarla
beraber molekiiller arast bag olusumunu saglarlar. iki molekiil arasinda bag olusumunu

katalizlemektedirler.

Enzimlerin ¢ok ¢esitli uygulama alanlar1 bulunmaktadir (Cizelge 1.2). Teknik kullanim,
besin iiretimi, hayvansal yem iiretimi, kozmetik medikal gibi pek ¢ok alanda uygulama
alanina sahiptir. Giiniimiizde 200’ii mikrobiyal kaynakli olmak iizere, toplam 4000
enzim ticari olarak kullanilmaktadir (Algigek 2018).

Cizelge 1.2. Baz1 enzimler ve onlarin kullanim alanlar

Endiistrilerin Tipleri Enzimler Kullanim Alanlari

Alkol/icecekler Amilaz,glukanazlar, Polikarbonatlarin ve
proteazlar, nisastanin basit sekerlere
beta-glukanazlar, yikiminda, kompleks
arabinoksilanlar, proteinleri sekere
amilogliikosidaz, indirgeyerek fermantasyon
pullulanazlar ve verimliligini arttirmada

asetolaktat dekarboksilaz  diisiik kalorili bira
liretiminde

kullanilmaktadirlar.
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Meyve Sulari Sellulazlar, pektinazlar Meyve sularini temizlemede
kullanilmaktadirlar.

Bebek Yiyecekleri Tripsin Bebek yiyeceklerinin 6n
sindiriminde
kullanmaktadirlar.

Yiyecek Isleme Amilaz, proteaz ve Etin yumusatiimasinda,

Siit Uriinleri

Deterjan

Tekstil

papain

Rennin, lipazlar ve
laktazlar

Proteaz, amilaz, lipaz,
seliilazlar,
ve mannanaz

Amilaz, pektinaz,
seliilazlar,
katalaz ve proteaz

nisasta ve komplex
proteinlerin yikiminda
kullanilmaktadir.
Proteinlerin hidrolize
edilmesinde, peynir
liretiminde,

Laktozdan glukoz
iiretiminde kullanilmaktadir.
Boyama sonrasi proteini
¢ikarmada, bulasik yikarken
¢ozlinmez nigastay1
cikarmada, yaglarin
¢ikarilmasinda ve
deterjanlarin etkinligini
arttirilmasinda
kullanilmaktadir.

Nisasta kalintilarini
gidermede, fiber ¢ekirdek ve
mumlart yapistirmada,
kotlardaki dokumay1
tamamlamada, pamugun
beyazlatilmasindan sonra
kalint1 hidrojen peroksiti
yikmada, yiin bakiminda,
ayn1 zamanda biyolojik
parlatma olarak da bilinen
ham ipegin zamklamasinda
kullanilmaktadir.
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Cizelge 1.2. (devam)

Kagit ve Kagit Hamuru Amilaz, ksilenaz,
seliilaz, hemiseliilaz,
ligninaz, ve esteraz

Daha az viskoziteli nisastay1
yikmada, boyutunu
ayarlamada, kagit kaplama
ve miirekkebini gidermede
kullanilirlar Ksilenazlar
dekolorize etmek i¢in
gerekli agartici sellulaz ve
hemisellulazlar fiberleri
diizlestirmede, su drenajini
saglamada, miirekkep
¢ikarmada kullanilirlar.
Lipazlar zifti azaltmada
kullanilirlar. Lignin-yikan
enzimler kagidi yumusatmak
icin lignini ¢ikarmada
kullanilirlar.

Lateksi koptklii lastige

Lastik Katalaz cevirmede ve peroksiten
oksijen liretiminde
kullanilmaktadir.

Yag ve Petrol Sellulazlar, ligninazlar Yag sondajinda jel kirici

ve mannazlar

Biyopolimer / Plastik Lakkazlar,
peroksidazlar, lipazlar
ve transgliitaminazlann

Farmasotik Nitril hidrataz, D-amino
asit oksidaz, glutarik
asit asilaz, penisilin
asilaz, penisilin G
asilaz, amonyak liyaz
ve humulin

olusturmada
kullanilmaktadir.
Polimerizasyon iglemi
acisindan in-situ materyaler
iiretmek icin
biyopolimerlerin arasinda
capraz baglar olusturmada
kullanilmaktadir.
Biyosentetik insan insulini,
aspartamat i¢in ara
maddeler, semisentetik
antibiyotikler, suda ¢6ziinen
ara maddeler liretmede
kullanilmaktadir.
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Cizelge 1.2. (devam)

Molekiiler Biyoloji Restriksiyon enzimleri, Genetik miihendisliginde
DNA ligaz ve polimeraz DNA‘y1 manipule etmede
kullanilirlar. Adli bilimler,
polimeraz zincir
reaksiyonlart ve DNA‘nin

hidrolizi i¢in gereklidir.

1.7. Termostabil Enzimler

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler ¢ogunlukla mikroorganizmalardan
elde edilmektedir. Ciinkii hayvansal ve bitkisel kokenli enzimlere gore mikroorganizma
kaynakli enzimlerin katalitik aktiviteleri daha yiiksektir, istenmeyen yan {iriin
olusturmazlar, daha stabil ve ucuzdurlar, fazla miktarda izole edilebilmektedirler ve
yiiksek sicakliklarda kullanilabildiklerinden bakteriyal ve viral kontaminasyonlara da
kapalidirlar (Giil 2011).

Termostabil enzimlerden bahsetmeden ©once degredasyon ve enzim stabilitesinden
bahsetmede fayda vardir. Sicaklik ile enzim inaktivasyonu; uygun seklin (enzimin
kuarternal yapisinin) ¢oziilmesi (denatiirasyon) ve kovalent baglarin geri doniisiimsiiz
olarak koparilmasi (degredasyon) ile olmaktadir ve denatiirasyonda proteinin yapisini
stabilize eden non-kovalent gii¢lerin koparilmasi, proteinin seklinin geri doniisiimlii
olarak bozulmasina neden olmaktadir. Bu, genellikle geri doniisiimsiiz olan bir
agregasyon basamagi ile takip edilir. Yiiksek sicakliklarda (>100°C) peptid baglarinin
hidrolizi ve deaminasyon gibi geri doniisiimsiiz prosesler 6nem kazanmaktadir.
Degredasyonda sorumlu olan bazi reaksiyonlar polipeptid zincirden olusan iskeletin
esnekligine ve amino asitlerin sirasina (diizenine) baghidir. Yapilan ¢alismalar, uygun
uygun kosullar altinda bazi enzimlerin yarilanma émriiniin 125°C’de 10 dakikadan daha

fazla oldugunu gostermektedir (Sarigiil 2007).
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Endiistriyel alanda, enzimatik ve biyokimyasal reaksiyonlarda kullanilan termofilik

enzimlerin avantajlari:

1. Termofilik organizmalardan elde edilen enzimler, termostabil 6zellige sahip
olduklarindan raf 6miirleri uzundur.

2. Termofilik enzimler organik ¢oziiciilere, yiiksek ve diisiik pH'ya kars1 gosterdikleri
diren¢ mekanizmasiyla, denatiire edici ajanlara kars1 direnclidirler.

3. Uygun olmayan sartlarda saflastirilabildiklerinden, genel bir diren¢ mekanizmasina
sahiptirler.

4. Viskoziteyi ve ¢Oziinlirligi arttirirlar.

5. Patojenik mikroorganizmalarin ¢ogu mezofilik olup, mezofiller de yiiksek
sicakliklarda gelisemediklerinden dolayi, enzimatik c¢aligmalarda mikrobiyal
kontaminasyonun 6nii kesilmis olur.

6. Termofilik enzimler, kararsiz bilesiklerin biyokimyasal reaksiyonu engellemesini
onlemektedir (Adigiizel 2006).

Bununla beraber bazi dezavantajlari da vardir, bunlar; biiyiik ¢apta fermentasyon
proseslerinde ekstrem termofilik mikroorganizmalarin kiiltiivasyonu oldukca zordur.
Yiiksek sicaklik buharlagmay1 arttirir bu da su aktivitesindeki diismeye bagli olarak
ciddi kayiplara neden olmaktadir. Barotermofiller gibi mikroorganizmalar, gelisimleri

i¢in ekstra ekipmanlara ihtiyag duymaktadirlar (Sarigiil 2007).

1.8. Endiistriyel Oneme Sahip Termofilik Enzimler

Endiistriyel agidan 6nemli olan ve bu tez kapsaminda incelenen termofilik enzimler

asagida verilmistir.
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1.8.1. Proteazlar

Proteazlar tiim canlilarda bulunan biiylime ve ¢ogalma icin gerekli olan bir enzimdir.
Viicuttaki biitiin proteinlerin yaklasik %2 sini olusturmaktadirlar. Proteazlar, proteinleri
pargalayarak hiicre ¢ogalmasi, hiicre dongiisii, DNA replikasyonu, doku yenilenmesi,
hiicre 6liimii, hemostasis (koagiilasyon), immiin yanit ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik

stireglerin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadirlar (Algicek 2017).

Proteazlar etki ettikleri peptit bagina gore endoproteaz ve ekzoproteaz olmak iizere 2
ana gruba ayrilmaktadir. Ekzopeptidazlar, substratin amino (N) ya da karboksi (C)
uclarindaki peptit baglarini hidrolize etmektedir. Etki ettikleri N ya da C ucuna gore
aminopeptidazlar ve karboksipeptidazlar olarak adlandirilmaktadirlar.
Aminopeptidazlar, polipeptid zincirinin serbest amino ucunda etkilidir ve bir aminoasit,
bir dipeptit ya da bir tripeptit serbest birakirken; karboksipeptidazlar, polipeptit
zincirinin karboksi uglarinda etkilidir ve bir aminoasit ya da bir dipeptit serbest
birakmaktadirlar. Endopeptidazlar ise substratin i¢ kisimlarindaki peptit baglarini
hidrolize etmektedir (Aktas 2012).

Proteazlar diinyadaki enzim piyasasinin %60 11 olusturmaktadirlar ve kullanim alanlar1
cok genistir; sicaklia dayanikli proteazlar peptit liretiminde, deterjan endiistrisinde,
deri isleme endiistrisinde ve polimeraz zincir reaksiyonundan 6nce DNA nin
temizlenmesinde  kullanilmaktadir.  Ayrica  ultrafiltrasyon =~ membranlarinin
temizlenmesinde, etin yumusatilmasinda ve rontgen filmlerindeki glimisiin geri

kazanilmasinda da kullanilmaktadir (Akdas 2012).

1.8.2. Amilazlar

Nisasta ¢ok sayida glikoz molekiiliiniin farkli agilarla baglanmasi sonucu olusmus
heterojen yapidaki polisakkarittir ve amilazlar tarafindan parcalanmaktadir. Amilazlar
yiiksek molekiiler agirliga sahip amiloz (%15-25) ve amilopektin (%75-85) olmak iizere
iki polimerden meydana gelmektedir. Amiloz, glikoz birimlerinin a-1,4 glikozidik bagla
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olusturdugu dallanmamis diiz yapidaki bir polimerken, amilopektin ise a-1,4 glikozidik
baglara ek olarak a-1,6 glikozidik baglar1 da igeren dallanmis yapidaki bir polimerdir.
Bazi1 bakteriler ve mantarlar tarafindan tretilen alfa-amilaz, beta-amilaz, glikoamilaz ve

glikoizomeraz gibi enzimler nisastay1 pargalama yetenegine sahiptirler (Akdas 2012).

Amilazlar, enzim piyasasinin %25’ini olusturmaktadir. Nisastayr hidrolize eden
amilazlar 4 gruba ayrilmaktadir bunlar; endoamilazlar, ekzoamilazlar, zincir koparan

enzimler ve glikoziltransferazlar’dir (Akdas 2012).

Nisasta endiistrisi termofilik enzimlerin en fazla ihtiyag duyuldugu alanlardan biridir.
Endiistriyel nisasta islemi, nigastanin glukoz, maltoz yada oligosakkarit suruplarina
hidrolizini igcermektedir. Nisastanin tam hidrolizi i¢in birgok enzime ihtiyag
duyulmaktadir, bu enzimler; amilazlar, pullulanazlar, siklodekstrin glikoziltransferazlar,
glukoamilazlar ve glukoz izomerazlardir. Bu enzimler ve bu enzimleri igeren suruplar
nisastanin islenmesinin yaninda icecek endiistrisinde, ekmek yapiminda ve peynir
yapimi gibi endiistrilerde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica tatlandirici
tretiminde ve bircok gida {riiniiniin  koku, yapt ve gorlniisiiniin degisime

ugratilmasinda da bu enzimler yaygin olarak kullanilmaktadirlar (inan 2011).

Amilazlar, fungal ve bakteriyal kaynakli olabilmektedir. Bakteriyal amilazlar, fungal
amilazlardan daha ¢ok termostabil olduklarindan, en fazla bakteriyal kokenli amilazlar
tercih edilmekte olup, bunlar igerisinden de en fazla Bacillus cinsinin tyeleri

calisilmaktadir (Giil 2011).

1.8.3. Lipazlar

Lipazlar, suda ¢oziinmeyen trigliseritleri, di ve mono-agilgliseridlere, serbest yag
asitlerine ve gliserole pargalayan enzimlerdir. Lipazlar, enzim smiflandirmasinda
hidrolazlar (E.C.3), ester baglarin1 parcalayanlar (E.C.3.1), karboksilik ester hidrolazlar
(E.C.3.1.1), triagilgliserol lipazlar (E.C.3.1.1.3) i¢inde yer almaktadirlar. Lipazlar yag
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asitlerinin zincir uzunlugu, doyma derecesi, yag asidinin pozisyonu ve substrat’in

fiziksel durumuna uygun spesifiklik gostermektedirler (Giil 2011).

Termofilik lipazlar, organik ¢oziiciilere, endiistriyel ve kimyasal proseslerdeki yliksek
reaksiyon sicakliklarina ve kimyasal denatiiranlara kars1 yiiksek aktivite ve
termostabilite gostermektedir. Lipazlarin bilimsel arastirmalarda; hidroliz, esterlesme,
transesterlesme, peptit sentezi gibi reaksiyonlar1 katalizlemeleri organik sentez
tasarimlarinda zor olan 6zel bilesikleri liretmeleri, ester bagina spesifik olmalari, yan
iiriin olusumunu Onlemeleri, hidrolitik reaksiyonlar1 katalizlerken kofaktore ihtiyag
duymamamalari, organik c¢oziiciilerde aktifliklerini korumalar1 gibi avantajlarindan

dolay1 endiistride birgok kullanim alan1 bulmustur (Tarakgioglu 2016).

Termofilik lipaz iireten bakteriler arasinda; Bacillus acidocaldarius, Bacillus
atrophaeus, Bacillus coagulans, Bacillus licheniformis, Bacillus sp, Bacillus
stearothermophilus, Bacillus thermocatenletus, Bacillus thermoleovorans, Geobacillus
sp, Geobacillus stearothermophilus, Geobacillus thermoleovorans, Thermus

thermophilus ve Thermus sp. tiirleri bulunmaktadir (Akdas 2012).

1.8.4. Seliilazlar

Diinya iizerinde en fazla bulunan yenilenebilir fosilsiz karbon kaynagi, seliilozdur.
Seliilozun  hidrolizini  endoglukanazlar, ekzoglukanazlar ve B-glukosidazlar
saglamaktadir. Endiistriyel islemlerde termal kararli olan seliilitik enzimler, tekstil
endiistrisinde, ¢op ve atiklarin islenmesinde kullanilmaktadir. Ayrica deterjanlarin
yapisina katilarak, yikama sonucunda ¢amasirlarin yumusak ve daha parlak renkte
olmasmi saglamaktadir. Seliiloz organik bir polimerdir ve glikoz birimlerinin B-1-4

glikozidik baglar ile birlesmesiyle meydana gelmektedir (Inan 2011).

Yiiksek sicakliga dayanikli seliilazlar, jeotermal kaynaklarin yaninda bir¢ok alandan
izole edilen termofilik bakteriler tarafindan iiretilmektedir. Seliillaz iireten bakteriler

arasinda Bacillus sp. , B. subtilis, Thermotoga maritima, Thermotoga neapoltana
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Thermotoga sp. tiirleri yer almaktadir. Termostabil seliilazlar; tekstil de kotlarin
biyolojik olarak taslanmasi, deterjan endiistrisinde katki maddesi olarak, kagit
endistrisinde kagit hamurunun beyazlatilmasinda, yemlerin besin degerinin ve
sindirilebilirliginin artirilmasi, gida endiistrisinde meyve sularinin berraklastirilmasinda

ve alkol iiretimi gibi alanlarda kullanilmaktadir (Akdas 2012).

1.8.5. Ksilenazlar

Kagit ve kagit hamuru endiistrisi en hizli gelisen endiistrilerden biridir. Bu alanda,
klorlu bilesiklerin yerini termal kararli ksilanazlarin kullanimi almaktadir. Kraft kagit
hamurunun agartilmasinda ¢ok fazla miktarda tiiketilen klorlu bilesikler, toksik ve
mutajenik olan yan iirlinleri olusturmaktadirlar. Bu yan iirtinler de ¢evresel kirlilige ve
biyolojik sistemlerde sorunlara sebep olmaktadir. Giiniimiizde bu kimyasallarin yerine
kagit endiistrisinde ksilanazlar kullanilmaktadir. Ksilanazlar, kagit endiistrisindeki
kullanimlarinin yaninda, hayvan yemlerinin besin degerinin arttirilmasinda, hasir ve
keten gibi bitki elyaf zamkinin giderilmesinde, meyve sularinin berraklastirilmasinda ve

un kalitesinden kaynaklanan problemlerin giderilmesinde kullamlmaktadir (inan 2011).

Ksilan, hemiseliilozun baslica bilesenidir ve hemiseliilozlar dogada toplam biyokiitlenin
%30-35’ini olusturmaktadir. Ksilan yenilenebilen bir kaynaktir ve bu kaynaktan gida,
yem sanayi, kagit sanayi ve atik aritim sanayisi yararlanmaktadir. Ksilanin tiim bu
sanayilerdeki isleme ve degerlendirme basamaklarinda enzimatik hidrolizi 6n plana
cikmaktadir ve enzimatik hidrolizinde yer alan baglica enzim ise B-1,4 baglan ile
baglanmis ksiloz birimlerinden olusan iskeleti hidrolizleyen endo-1,4- B ksilanazlar
(1,4-B-D-ksilan ksilanohidrolaz) (EC 3.2.1.8) dir. Ksilanaz enzimi bakteri, maya ve
fungus grubunda bulunan ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan {retilebilmektedir.
Ksilanaz tiretiminde kullanilan baslica tiirler; Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis,
Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reseii ve Thermoascus aurantiacus’dir
(Giil 2011).
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1.8.6. Pektinazlar

Hayvan yemlerinde enzimlerin kullanilmasi giiniimiizdeki ¢iftlik sistemlerinde énemli
bir role sahiptir. Enzimler, hayvanlarin sindirim sisteminde bulunan nisasta, protein ve
yaglar1 pargalayarak sindirimi kolaylastirir. Yem de katki maddesi olarak kullanilan
proteaz, lipaz, amilaz, glukanaz, seliilaz, pektinaz gibi ¢esitli enzimler mikrobiyal
kokenlidir ve tek basina veya kombine olarak yemlere katilmak suretiyle
kullanilmaktadir. Kullanilan enzimler, yemlerin sindirilme derecelerini ve yemlerin
metabolik enerji degerlerini arttirarak, hayvanlarin yemden yararlanma oranlarinda
artisa sebep olurlar. Evlerde kullanilan ilk enzim olan pektinazlar, meyve ve tekstil
sektoriinde ve ¢esitli biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan son derece 6nemli bir

endiistriyel enzimdir (Algicek 2017).

Termostabil  pektinazlar  6zellikle gida  endiistrisinde  meyve  sularinin
berraklastirilmasinda kullanilmaktadir. Son yillarda kagit ya da pamuktan seliiloz
disindaki bilesenlerin ayrilmasinda kullanilabildigi de belirtilmektedir. Bir¢ok
mikroorganizmanin pektinaz enzim iretme potansiyelleri aragtirmasina ragmen,
termofilik mikroorganizmalarin pektinaz enzimleri hakkinda ¢ok az ¢alisma yapilmuistir.
Son yillarda yapilan calismalarda yliksek sicakliga dayanikli pektinazlar
Thermoanaerobacter italicus ve Thermotoga maritima tiirlerinde tespit edilmistir
(Akdas 2012).
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2. KAYNAK OZETLERI

Termofilik mikroorganizmalar ekstrem kosullara adapte olmus, sicaklik stabiliteleri
yiiksek canlilar olup, bu organizmalardan elde edilen enzim ve enzim sistemleri
endiistriyel agidan olduk¢a Onemlidir. Bu ozelliklerinden dolayr bilim insanlarinin
stirekli ilgisini tizerinde toplamaktadir. Termofilik bakterilerin izolasyonu, molekiiler
karakterizasyonu ve termostabil enzim {iretme potansiyellerini konu alan son yillarda

yapilan 6nemli ¢aligmalardan bazilar1 sunlardir:

Beffa et al. (1996), Thermus cinsine ait termofilik bakteriyel tiirleri 65 - 82°C
arasindaki termal ortamlardan izole etmis, optimum iireme sicakliklarinin 65-75°C
oldugunu gozlemlemislerdir. Daha sonra ileri tami teknikleri olan DNA-DNA
hibridizasyonu ve 16S rRNA gen dizi analiz verilerini incelemis, test suslarinin
Thermus thermophilus HBS8 tiiriine biiyiikk oranda benzerlik gosterdigini tespit

etmislerdir.

Pikuta et al. (2000), anaerobik, alkalifilik, fermentatif, spor olusturan yeni bir termofilik
bakteriyi, giibre 6rneklerinden izole etmisler ve izolatin; Gram pozitif, katalaz negatif,
diiz koloni, ¢ubuk hiicre morfolojisine sahip, hareketsiz, iireme sicakligt 37-66 °C
(optimum 62°C) ve pH’st 8.0-10,5 (optimum 9,5-9,7) oldugunu gozlemlemislerdir.
Bakterinin D-glukoz, siikroz, D-fruktoz, D-trehaloz ve nisasta karbon kaynaklarinda
tiredigini, vitaminlere gereksinim duydugunu, maya ekstraktinda ise fazla tireme
gosterdigini ve ana metabolik iiriin olarak H» ve asetati sentezlediklerini tespit
etmislerdir. Ayrica G+C oraninin % 42.2 mol oldugunu, fenotipik 6zellikler, 16S rDNA
gen dizi analizi verileri ve DNA-DNA hibridizasyon sonuglari incelendiginde, bu
izolatin Anoxybacillus cinsine ait yeni bir tiir oldugunu belirlemisler ve Anoxybacillus

flavithermus olarak isimlendirmislerdir.

Hawumba and Brozel (2002), Kuzey Uganda’daki sicak su kaynaklarindan Geobacillus

cinsi termofilik mikroorganizmalar izole etmis ve bu mikroorganizmalarin Gram pozitif,
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aerobik, ¢ubuk seklinde hiicre morfolojisine sahip, spor olusturan, optimum iireme
sicaklik degerleri 60- 62°C, pH’larinin ise 7,5-8,5 oldugunu gozlemlemislerdir. Daha
sonra 16S rRNA sekans analiz verilerini incelemisler ve bu organizmalarin, Geobacillus
cinsi bakterilere ait oldugunu belirlemislerdir. Ayrica bu bakterilerin endiistriyel agidan
onemli olan proteaz enzim aktivitesini arastirmiglar ve karakterizasyon islemini

gergeklestirmislerdir.

Beldiiz et al. (2003), Balikesir (Gonen Kaplicasi) ve Agr1 (Diyadin Kaplicasi) illerinde
bulunan sicak su kaplicalarindan ¢amur ve su ornekleri alarak izolasyon ve tanilama
islemini gergeklestirmislerdir. Sonugta 7 tane termofilik Anoxybacillus cinsi bakteri elde
etmisler ve bu izolatlarin 55-60°C arasinda iiredigini, Gram ve endospor pozitif,
fakiiltatif anaerob olduklarini, gubuk hiicre morfolojisi gdsterdiklerini, glukoz, nisasta,

ksiloz ve mannitol gibi genis karbon kaynaklarinda iyi iirediklerini gézlemlemislerdir.

Dulger et al. (2004), Rize (Ayder Kaplicasi) ve Canakkale (Kestanbol Kaplicasi)’de
bulunan sicak su kaynaklarindan iki adet termofilik basil izole etmislerdir. Fenotipik ve
genotipik analizler sonucunda ilgili izolatlarin ¢ubuk hiicre morfolojisine sahip, Gram
ve endospor pozitif, fakiiltatif anaerob, optimum gelisme sicakliklarimin 50-55 °C
oldugunu tespit etmislerdir. Bu tiirlerin, ¢esitli karbon kaynaklarinda (D-glukoz, D-
raffinoz, D-siikroz, D-ksiloz, D-fruktoz, L-arabinoz, maltoz, D-mannoz, D-mannitol)
tireyebildiklerini, 16S rRNA gen dizi analiz verilerini ve DNA-DNA hibridizasyon
sonuglarini incelediklerinde ise bu tiirlerin Anoxybacillus cinsine ait yeni tiirler

(Anoxybacillus ayderensis ve Anoxybacillus kestanbolensis) olduklarini belirlemislerdir.

Adigiizel et al. (2009), Tiirkiye'deki farkli sicak su kaynaklarindan aldiklari su ve ¢amur
orneklerinden termofilik bakterilerin izolasyonu, identifikasyonu gergeklestirmisler. Bu
amagla yapmis olduklar1 MIS (Mikrobiyal Identifikaston Sistem), rep-PCR ve 16S
rRNA sonucunda elde ettikleri tiirlerin Geobacillus, Anoxybacillus ve Bacillus spp.

tiirlerine ait olduklarini tespit etmislerdir.
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Poli et al. (2009), Italya’da bulunan jeotermal alanlardan su ve camur rneklerini alarak,
termofilik bakterilerin izolasyonunu gerceklestirmislerdir. Bu test suslarinin; aerobik,
endospor ve Gram-pozitif, hareketli, gubuk hiicre morfolojisine sahip, optimum 65°C ve
pH 7.2 *de iireme gosterdigini tespit etmislerdir. Ileri tan1 teknigi olarak gergeklestirmis
olduklar1 16S rRNA sekans dizi analizi ve DNA-DNA hibridizasyonu sonucunda,

Anoxybacillus thermarum sp.nov susunu yeni tiir olarak literatiire kazandirmislardir.

Savas et al. (2009) Van Ercis'de bulunan Hasanabdal sicak su kaplicasindan izole
ettikleri  termofilik  bakterilerin ~ fenotipik ve genotipik  karekterizasyonunu
gergeklestirmigler, 16S rRNA sekans analizi sonucunda, test izolatlarinin 6’sinin
Geobacillus pallidus (yeni taksonomik ismi: Aerobacillus pallidus) tiiriine ait oldugunu

tespit etmislerdir.

Lino et al. (2010) yapmis olduklar1 ¢alismada, termofilik bir kemoheterotrof bakteri
olan Mat9-16T izolatin1 Nagano-Japonya'da bulunan bir sicak su kaynagindan izole
etmis, fenotipik ve genotipik olarak karakterizasyonunu ger¢eklestirmislerdir. Sonucta
bu izolatin, Gram negatif, spor olusturmayan, hareketsiz, cubuk hiicre morfolojisine
sahip oldugunu gozlemlemislerdir. 16S rRNA sekans analiz verileri kullanilarak
gergeklestirilen filogenetik analizler sonucunda bu susun %77-83 dizi benzerligi ile

Chlorobea sinifina ait bir yesil siilfiir bakterisi oldugunu ortaya koymuslardir.

Asad et al. (2011), jeotermal su kaynaklarindan elde ettikleri toplam 50 bakteri izolatini
amilaz, lipaz, esteraz, seliilaz ve B-galaktosidaz enzim fliretim potansiyelleri agisindan
degerlendirmisler ve Bacillus WA21 susunun a-amilaz enzimini iiretme potansiyelinin
yiiksek oldugunu, biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalar i¢in genis bir kullanim

alan1 bulacagini ifade etmislerdir.

Kumar et al. (2014), Manikaran kaplicalarindan 235 izolat elde ederek, hem
identifikasyonunu hem de endiistriyel enzim iiretme potansiyellerini arastirmislardir.
Sonucta bu izolatlar i¢in en uygun gelisme sicakliginin 40-70°C oldugunu, 16S rRNA

sekans analizi sonucunda bu suslarin biiyiik boliimiiniin Firmicutes’e ait oldugunu, bu
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suslarin %26’sinda amilaz, %45’inin ise proteaz aktivitesine sahip oldugunu tespit
etmiglerdir. Ayrica tiim bu verileri dikkate alarak, bu izolatlarin zirai ve endiistriyel

acidan genis bir kullanim potansiyeline sahip oldugunu ifade etmislerdir.

Muller et al. 2014 yilinda yapmis olduklart bir ¢alismada, diinyanin farkli
lokasyonlarindan toplam 81 farkli deniz sedimenti 6rnegi alarak, bakteriyal cesitliligini
aragtirmiglardir. Sonugta elde ettikleri 146 6rnegin Firmicutes familyasina ait oldugunu,
farklt bolgelerden alinan deniz orneklerinde bakteri ¢esitliliginin = degiskenlik

gosterdigini gozlemlemislerdir.

Norashirene et al. (2014) yapmis olduklar1 ¢alismada, Malezya’'nin Sg. Klah
bolgesinden alt1 termofilik izolat elde ederek tamilamis ve hidrolitik bir enzim olan
seliilaz iiretme potansiyellerini arastirmislardir. Calisma sonucunda; bu izolatlarin
optimum gelisme sicakliklarinin 55°C ve pH’larinin ise 7,5 oldugunu, ayrica Gram
negatif, endospor olusturmayan, aerobik, katalaz ve oksidaz pozitif 6zellik tagidiklarin
gozlemlemislerdir. 16S rRNA sekans analiz verilerini incelediklerinde; izolatlarin iki
tanesinin Tepidimonas ignava ve li¢ tanesinin ise, Tepidimonas thermarum’ a > %97
oraninda benzerlik gosterdigini, her iki susun da termostabil seliilaz {iretme

potansiyeline sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Aanniz et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, Fas'taki farkli kaynaklardan toplam
240 adet termofilik bakterileri izole ederek, identifikasyonunu gerceklestirmislerdir.
Biitiin izolatlarin Gram ve endospor pozitif, ¢ubuk hiicre morfolojisine sahip,
halotolerant oldugunu tespit etmislerdir. BOX-PCR ve 16S rRNA sekans analiz
verilerini incelediklerinde, baskin cinsin %97.5 ile Bacillus oldugunu ve bunlarin 119
tanesinin B. licheniformis, 6 tanesinin ise Aerobacillus (%2,5) cinsine ait tiirlerin [A.
pallidus ve Aeribacillus sp.(2)] olusturdugunu gézlemlemislerdir. Ayrica bu ¢alismada,
Bacillus aerius ve Bacillus tequilensis ilk kez termofilik bakteri olarak gruplandirilmis
ve suslarin %71,25, %50,41 ve %5,41'inin sirasiyla yiiksek amilolitik, proteolitik veya

seliilolitik aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir.
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Tarak¢ioglu (2016) yapmis oldugu tez ¢alismasinda, Erzurum-Ilica kaplicasindan su
orneklerini alarak, termofilik bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonunu
gerceklestirmistir. 16S rRNA sekans analizi sonucunda bu termal tesiste; Bacillus
licheniformis, Bacillus thermoamylovorans, Brevibacillus brevis, Brevibacillus agri,
Brevibacillus borstelensis, Aeribacillus pallidus’ un baskin tiir olarak bulundugunu
gozlemlemistir. Ayrica tez calismasimin devami olarak, bu bakterilerin lipaz enzim
iiretme potansiyellerini arastirmis ve sonu¢ olarak, Bacillus thermoamylovorans

susunun en yiiksek lipaz aktivitesine sahip oldugunu tespit etmistir.

El-Gayar et al. (2017) yapmis olduklar1 ¢alismada, Suudi Arabistanin Jazan
Bolgesindeki sicak su kaynaklarindan aldiklar1 6rneklerden 2 termofilik bakteri izole
ederek, proteaz ve amilaz enzim iiretme potansiyellerini arastirmislardir. Yapmis
olduklar1 bu galisma sonucunda, termofilik bakterilerin Brevibacterium linens ve
Bacillus subtilis tiirlerine ait oldugunu, her iki bakterinin de amilolitik ve proteolitik

enzim iiretme potansiyeli tasidigini géstermislerdir.

Habib et al. (2017) tarafindan yapilan g¢alismada Cin’in giineybatisinda bulunan
kaplicalardan toplanan tortu 6rneklerinden, 37-50°C sicaklik araliklarinda yasayabilen
Asetobacteraceae familyasina ait yeni bir termofilik bakteri cinsini literatiire

kazandirmiglardir.

Khan et al. (2017) Cin, Tibet’de bulunan kaplica tortusundan yeni bir termofilik bakteri
susu izole etmislerdir. Bu susun Gram-negatif, aerobik, ¢ubuk hiicre morfolojisine sahip
oldugunu, diiz-sar1 renkli kolonilerden olustugunu tespit etmislerdir. Ayrica bu izolatin
optimum gelisme sicakliginin 60°C, pH'sinin 7 ve tuz konsantrasyonun ise %1,0
oldugunu, DNA-DNA hibridizasyon caligmasi sonucunda bu susu yeni bir tiir olarak

degerlendirerek, Thermus caldifontis sp.nov. olarak isimlendirmislerdir.

Habib et al.(2017), Cin’in giliney batisinda bulunan Tengchong’daki bir kaplicadan
termofilik aerobik bakteri izole etmislerdir. Izolatin Gram negatif, spor olusturmayan,

hareketsiz, ¢ubuk hiicre morfolojisine sahip oldugunu tespit etmislerdir. Fenotipik ve
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genotipik karakterizasyon verilerine dayanarak, literatiire Meiothermus luteus sp. nov

yeni bir termofilik tiir kazandirmiglardir.

Arshia Amin et al. (2017) yapmis olduklar1 ¢alismada Himalayalarda ki jeotermal
alanlarda yer alan g¢esitli havzalardan numuneler alarak mikrobiyal ¢esitliligini
arastirmiglardir. Arastirma sonucunda jeotermal alanlardan toplam 9 6rnek izole etmis
ve bunlarin 90-95°C arasinda biiyiiyen Thermotogae, 60°C de gelisen Proteobacteria’a
ve Chloroflexi grubuna ait tiirlerin baskin  mikroorganizmalar  oldugunu

gozlemlemislerdir.

Khan et al. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, Cin’in Bat1 Tipet bdlgesinde yer alan
kaplicadan iki termofilik bakteriyal sus izole etmislerdir. Bu izolatlarin; Gram-negatif,
aerobik, kisa ¢ubuk hiicre morfolojisine sahip, hareketli, oksidaz ve katalaz-pozitif
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica izolatlarin gelisme sicakligmin 30-55°C'de
(optimum, 37-45°C), pH'm 6,0-8,0'da (optimum, pH 7,00 ve %1 NaCl
konsantrasyonunda gelisim gosterdigini belirlemislerdir. 16S rRNA gen dizilerine
dayanan filogenetik analizler, izole ettikleri suslarin, Comamonadaceae familyasindaki
yakin cinslere gore ayri bir soy hatt1 olusturdugunu ve Acidovorax caeni R-24608T ile
%96,3 ve %96,4 arasinda en yiikksek 16S rRNA sekans dizi benzerlii gosterdigi
gozlemlenmistir. Yapilan morfolojik, filogenetik ve kemotaksonomik test sonuglarina

gore izolatlar1 Tibeticola sediminis olarak tanilamiglardir.

Muhammed Balsam et al. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada 10 tane termofilik
bakterinin izolasyonu ve molekiiler karakterizasyonu gergeklestirilmis, 16S rRNA
sekans analiz verilerine gore izolatlarin 9 tanesinin B. licheniformis’e, 1 tanesinin ise
Thermomonas hydrothermalis‘e benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica bu 10 test
izolatinin amilaz, proteaz, seliilaz gibi endiistriyel agidan onemli termostabil enzimleri

iretebildigi gozlemlenmistir.

Baltac1 et al. (2017) tarafindan yapilan calismada Tirkiye'deki farkli sicak su

kaynaklarindan toplanan su ve ¢amur orneklerinden termofilik bakterilerin izolasyonu
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ve molekiiler identifikasyonu gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada karakterizasyon
isleminin ardindan izolatlarin biyoteknolojik enzim iiretme potansiyelleri arastirilmistir.
Test suslarinin lipaz, proteaz, amilaz ve seliillaz gibi endiistriyel acidan 6nemli olan
enzimleri liretebildikleri, molekiiler karakterizasyon ¢alismasi sonucunda da izole edilen

020 susunun yeni bir tiir olabilecegi sonucuna varilmistir.

Oztas (2017), Erzurum ilinde bulunan Ilica, Hasankale ve Nenehatun termal su
kaynaklarindan farkli zaman dilimlerinde almis oldugu su Orneklerinden 85 adet
termofilik bakteriyi izole etmis ve 29 izolati tiir seviyesinde tamilamistir. izolasyon
sonucunda 29 susun tamaminin proteaz enzim aktivitesine bakmis, Bacillus pumilus
NK14 ve Thermomonas haemolytica I'Y'13 tiirlerinde en yiiksek enzim aktivitesini tespit

ederek, saflagtirma ve karakterizasyon ¢alismasini gerg¢eklestirmislerdir.

Grigor Shahinyan et al. (2017) yapmis olduklar calismada, Ermenistan jeotermal
alanlarindan lipaz tireticisi farkl cinslere ait 3 termofilik izolat elde etmis ve 16S rRNA
sekans analizi sonucunda; bu suslarin Geobacillus sp., Bacillus licheniformis ve
Anoxybacillus flavithermus’a benzerlik gosterdigini gézlemlemislerdir. Ayrica yeni

izole edilen bacil suslarinin iyi bir termostabil lipaz kaynagi oldugunu tespit etmislerdir.

Han et al. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, jeotermal enerjinin kullanimi ile ilgili
onemli sorunlardan biri olan kalsiyum karbonatin neden oldugu jeotermal kuyularin
Olceklenmesi iizerinde durmuslar ve ¢evre dostu biyolojik temelli yaklasimlar
onermislerdir. Bu amacla Tayvan’daki jeotermal alanlardan termofilik bakterileri izole
etmis ve kalsiyum adsorpsiyon verimleri agisindan degerlendirmislerdir. Antun Hot
Spring'ten izole edilen Tepidimonas fonticaldi AT-A2 ‘nin en yiiksek kalsiyum
adsorpsiyon kapasitesine sahip oldugunu ifade ederek kire¢ giderme uygulamalarinda

bu izolatin iyi bir tercih olacagi sonucuna varmiglardir.

Yadav et al. (2018), Nepal‘de bulunan sicakligi 42-62°C ve pH 6.5-6.8 olan
kaplicalardan toplam 150 termofilik bakterinin, izolasyonu ve identifikasyonunu

gerceklestirmisler ve elde ettikleri mikroorganizmalarin Anoxybacillus, Aeribacillus,
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Brevibacillus, Bacillus, ve Geobacillus cinsine ait olduklarin1 tespit etmislerdir. Bu
calismada endiistriyel agidan 6nemli olan enzimleri liretme potansiyeline sahip suslarin
tespiti amaciyla yapmis olduklar1 denemelerde, 150 izolattan 135’inin en az 1 tane

ekstraseliiler hidrolitik enzim iiretme potansiyeline sahip oldugunu gézlemlemislerdir.

Jeotermal kaynaklar bakimindan oldukga zengin olan tilkemizde, bu bolgelerden alinan
su ve camur Orneklerinden mikroorganizmalarin izolasyonu, identifikasyonu ve
biyoteknolojik énemi olan enzimleri liretme potansiyeline sahip bakterilerin tespitine
yonelik kapsamli bir ¢alismaya raslanilmamistir. Burada ki temel amacimiz, c¢alisma
lokasyonlarindaki muhtemel ¢ikabilecek yeni tiir veya tiirlerin tespiti, literatiire
kazandirilmasi ve test izolatlarmin multi enzim iiretme potansiyeline sahip olup

olmadiklarini tespit etmektir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Tez kapsaminda kullanilan su Ornekleri Yalova Armutlu, Aydin Germencik, Izmir
Yildizburnu, Samsun Havza, Bitlis Giliroymak ve Kirsehir Karakurt kaplicalarindan

temin edilmistir.

3.1.1. Tez kapsaminda kullanilan cihazlar

Buzdolab1 (Siemens)

Calkalayict (Midii Dual 14)

Coklu blok 1siticist (Lab-Line)
Deep-Freeze (Glacier)

Elektroforez tanki (Biorad -dikey)

Etliv (Termo Scientific Heraus Incubator)
Fusion goriintiileme cihazi

Gii¢ kaynagi (1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC 135)
Hassas Terazi (Geg, Avery)

Inkiibator (Sanyo)

Kar makinesi (Scotsman AF-20)
Magnetik karistirict (Stirrer HS31)
Mikropipet takimi1

Mikroskop (Leica)

Nanodrop

Otoklav (Hiclave Hv-50L)

PCR cihazi (Senso Quest)

Peristaltik pompa (Ismatec)

pH metre (Metler Toledo)

NS N N N N N T N N N N N N N N N N N N

Saf su cihaz1 (Bamstead Pure Easy)
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v Santrifiij (Hettich)

v' Spektrofotometre  (Beckman Coulter DU*730 Life science UV/Vis
spectrophotometer)

v' Steril kabin (Telstar AV -100)

Su banyosu (Grant 6G)

Vorteks (WiseMix)

3 ml’lik Kuvarz kiivet

1,5 ve 2 ml’lik tiipler ve raklar

AN N NEEN

15 ve 50 mI’lik tiipler ve raklar

3.1.2. Tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler ve kitler

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler ve kitler

KIMYASALLAR SIRKET

Agaroz Sigma
Amfisilin Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma

Distile su Thermo

dNTP Thermo
DNA Marker Thermo
Etidyum Bromiir Sigma
Etil alkol Sigma
Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Sigma

Gliserol Sigma
Hidrojen kloriir (HCI) Sigma
Hidrojen peroksit (H202) Sigma

Isopropyl p-D-thiogalactoside (IPTG) Sigma
Immersiyonyag Sigma

Izopropanol Sigma

Kalsiyum Kkloriir (CaCI2) Sigma
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Cizelge 3.1. (devam)

Kristal violet

Liigol Sigma
Lizozim Sigma
Magnezyum kloriir (MgClIy) Invitrogen
Malasit yesili Sigma
N,N,N*“,N*“-Tetrametilendiamin (TEMED) Sigma
Potasyum hidroksit(KOH) Sigma

Promega Wizard® Plus Minipreps DNA Purification Systems [agels/fef}
(Plazmit izolasyon kiti)

Promega wizard® genomic DNA purification kit (DNA izolasyon ey}
kiti)

RNaz A Invitrogen
Safranin Sigma
Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma
Sodyum Kloriir (NaCI) Sigma
Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (Oksidaz kiti) — {=]{elag[:I gV
Triklorik asit (TCA) Sigma
Tris-HCI Sigma
Tris Asetat EDTA (TAE) Sigma
5-Bhromo-4-Choloro-3-Indolyl p-D-Galactopyranoside (Xgal) Sigma

6X Yiikleme tamponu Thermo

3.1.3. Tez kapsaminda kullanmilan ¢6zelti ve besiyerlerinin hazirlanisi

Calisma siiresince kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltiler asagidaki gibi hazirlanmustir:
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1. Tryptone Soy Agar (TSA)

Kimyasal Icerigi gr/L
Tripton 15
Soya pepton 5
NaCl 5
Agar 15

Tryptone Soy Agar besiyerinden 40 gr tartilip, 1L distile su igerisinde ¢oziildiikten
sonra 121°C’de 15 dk siire ile otoklavlandi.

2. Tryptone Soy Broth (TSB)

Kimyasal I¢erigi gr/L
Kazein 17
Enzymatic Digest of soybean meal 3
Dipotasyum fosfat 2,5
Glukoz 2,5

Tryptone Soy Broth besiyerinden 30 gr alinip, 1 L distile su igerisinde ¢oziildiikten

sonra, 121°C’de 15 dk siire ile otoklavlanda.

3. Luria Bertani (LB) Agar

Kimyasal gr/L
Tripton 10
Maya ekstrakti 5
NaCl 10
Agar 15

Luria Bertani Agar besiyerinden 35 gr alinip, 1L distile su igerisinde ¢dziildiikten sonra,

121°C’de 15 dk siire ile otoklavlandi.
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4. Luria Bertani (LB) Broth

Kimyasal gr/L
Tripton 10
Maya ekstrakti 5}
NaCl 10

Luria Bertani Broth besiyerinden 20 gr tartilip, 1L distile su igerisinde ¢oziildiikten
sonra 121°C’de 15 dk siire ile otoklavlanda.

5. %0,9’luk NaCI Cozeltisi: 0,9 gr NaCl tartilip, 100 ml saf suda ¢oziiliip 121°C de
15 dk otoklavlandi.

6. Liigol Soliisyonu: 1 gr iyot ve 2 gr KCI tartilip, son hacim saf su ile 100 ml ye
tamamlanarak hazirlandi.

7. Safranin Soliisyonu: 1 gr safranin %96’lik EtOH‘da ¢dziiliip, tizerine 100 ml saf
su eklendi.

8. Kristal Violet Soliisyonu: 2 gr kristal violet %96’lik EtOH’da ¢dziiliip, lizerine 80
ml saf su eklenerek hazirlandi.

9. Malasit Yesili: 5 g malasit yesili (oksalat tuzu), 100ml steril saf su i¢inde ¢oziilerek
hazirlandi.

10. KOH Soliisyonu: 3 gr KOH tartilip, 100 ml saf suda ¢6ziiliip otoklavland.

11. %70’lik EtOH: 70 mL EtOH, 30 mL distile su ile 100 mL’ye tamamlanarak
hazirlandi.

12. 50 mM EDTA Soliisyonu: 1,46 g EDTA tartilirarak, 100 mL saf suda ¢ozdiiriiliip
pH’s1 8’e tamamland.

13. IX TAE Tamponu: 100 ml 10X TAE’den alinip, hacmi 1000 ml ye tamamlandi.
14. CaCl2 Soliisyonu: 1,11 gr CaClz, 100mI(100 mM olacak sekilde) saf su iginde
¢Ozdiiriiliip agz1 pamukla kapatilarak otoklavlandi ve kullanilincaya kadar buzdolabinda

+4°C’de muhafaza edildi.
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15. Amfisilin Soliisyonu: 20 mg/ml olacak sekilde steril saf su ile hazirlanarak,
ardindan 0,22 pm ¢apli milipor filtreden gegirildi ve steril edildi. Steril edilen ¢6zelti -
20°C’de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

16. X-Gal Soliisyonu (5-bromo-4-chloro-3-indoly-p-D-galactopyranoside): 40
mg/ml olacak sekilde hazirlanan ¢6zelti, 151k almayacak sekilde -20°C“de kullanilincaya
kadar muhafaza edildi.

17. IPTG Soliisyonu (Isopropyl-p-D-1 thiogalactopyranoside): 23,8 mg/ml olacak
sekilde steril saf su ile hazirlanarak, 0,22 pm c¢apli milipor filtreden gecirildi. Steril

edilen ¢o6zelti -20°C’de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin alinmasi

Calismada kullanilan termal su ve ¢gamur 6rnekleri; Yalova Armutlu, Aydin Germencik,
[zmir Yildizburnu, Samsun Havza, Bitlis Giiroymak ve Kirsehir Karakurt
kaplicalarindan steril, aseptik kosullar altinda labaratuvara getirildi ve kullanilincaya

kadar muhafaza edildi.

3.2.2. Termofilik bakterilerin izolasyonu

Termofilik bakteri izolasyonu i¢in toplanan su ve ¢camur orneklerinden belirli bir miktar
alinarak erlenlere konuldu, tizerine uygun miktarda TSB (Trypton Soy Broth) besiyeri
eklenerek, 55°C ye ayarli g¢alkalamali inkiibatérde 24 saat siire ile inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda gelisen bakteriler i¢in %0,9’luk fizyolojik su (NaCl)
kullanilarak bir seri diliisyon tiipii (10"°den 10"ye kadar) hazirland1 ve steril hale
getirildi. Diliie edilen her bir bakteriyal soliisyonlardan 100’er pl alinarak TSA (
Tryptone Soy Agar) kati besiyerine yayma ekim yapildi ve 55°C’de 24 saat siire ile
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra petrilerde gelisen farkli koloni
morfolojisine sahip bakteriler secildi ve 3 faz cizgi ekim yOntemiyle saf kiiltiirleri

hazirlandi. Daha sonra her bir saf kiiltiirden steril 6ze ile koloniler alinarak TSB sivi
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besiyerine inokiilasyon gergeklestirildi ve 55°C’de 24 saat siire ile calkalamali
inkiibatorde inkiibe edildi. Siire sonunda test suslarinin bulundugu tiipler calkalamali
inkiibatorden c¢ikarilarak, stok kiiltiirleri hazirland1 ve kullanilincaya kadar -86°C’de

muhafaza edildi.

3.2.3. Secilen izolatlarin konvensiyonel yontemlerle tanisi

3.2.3.a. Morfolojik 6zelliklerin belirlenmesi

Test izolatlarinin morfolojik &zelliklerinin  belirlenmesi amaciyla stoktan TSA
besiyerine bakterilerin 3 faz ¢izgi ekim yontemiyle aktarimi gerceklestirildi ve 55°C’de
24 saat slireyle inkiibasyona birakildi. Siire sonunda petriler inkiibatdrden ¢ikarilarak
once koloni morfolojileri belirlendi, daha sonra bakteriyal suslarin hiicre morfolojilerini
(kokoid, ¢omak, virgiil, spiral, pleomorfik, vs.) belirlemek i¢in kiiltiirlerden belirli bir
miktar alinarak, preparatlar hazirlandi ve 6zel boyalarla boyanarak mikroskop altinda

incelendi.

1. Gram boyama

Bakteriyal hiicrelerin hiicre duvar yapilarii tespit etmek amaciyla mikrobiyologlar

tarafindan iki farklit Gram reaksiyon testi uygulanir.

Bu yontemlerin ilkinde; geng bakteriyel kiiltiirlerden steril 6ze ile 6rnekler alinarak lam
lizerinde smear preparatlar hazirlanir ve kristal violet ile 1 dk siire ile boyanir. Bu
asamada hem Gram (+), hem de Gram (-) bakteriler mor renge boyanmaktadir. Siire
sonunda fazla boya preparatlar iizerinden saf su ile uzaklastirdi ve mordan olarak ligol
eklenerek, 1 dakika siire ile inkiibe edilir. Daha sonra bu preparat, %96’lik etil alkol ile
yikanir. Yikama sonrast Gram (+) bakteriler peptidoglikan tabakalarinin kalin olmasi
nedeniyle kristal violet-liigol kompleksini birakmaz ve mor renkli kalirken, Gram (-)
bakterilerin dig membranlar1 bozulur ve ince peptidoglikan tabakalari boyay1 tutamadigi

igin renksizlesir. Yikama iglemi sonrasinda saf sudan gegirilen preparatlar, safranin ile
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20 saniye siireyle boyanir. Siire sonunda saf su ile yikanan preparatlarin kurumasi
beklenilerek, mikroskop altinda Gram ozellikleri incelenir. Bu asamada, mor renkli
olarak gorilinen hiicreler Gram (+), pembe-kirmizi renkli olarak goriinen hiicreler ise;

Gram (-) olarak degerlendirilir (Arslan 2016).

Gram boyamada kullanilan ikinci bir yontem ise, KOH testidir. Bu testte, bakteriler
%3’liik KOH ile muamele edilir. Gram (-) bakteriler de hiicre duvari ince oldugundan,
bu islem sonucunda niikleer materyal ve sitoplazma disar1 ¢ikar, sakizimsi bir yapi
olusumu gozlemlenir. Gram (+) bakterilerde ise %3’lik KOH hiicre yapisini
bozamadigindan dolay1 boyle bir olusum gergeklesmez. Bu amagla TSA’da gelistirilen
taze kiilttirlerden (24-48 saatlik) alinan bir 6ze dolusu bakteri, KOH soliisyonu ile 5-10
saniye siire ile muamele edildi, siire sonunda 6ze yukariya - asagiya dogru hareket
ettirildiginde, Gram (+) bakterilerde herhangi bir uzama gézlemlenmezken, Gram (-)

bakterilerde ise stimiiksii bir yapinin olustugu gézlemlendi (Baltac1 2016).

2. Endospor boyama

Identifikasyonda kullanilan konvensiyonel ydntemlerden biride endospor boyama
testidir. Endospor varligini test etmek amaciyla termofilik bakteriler stok besiyerinden
TSA besiyerine aktarildi ve 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
petriler inkiibatorden ¢ikarilarak cesitli stres sartlarinda bekletildi. Daha sonra bu saf
kiiltirlerden lam {izerinde smearlar hazirlandi ve kaynayan su banyosu iizerine
yerlestirildi. Preperatlarin iizerine tamamen malasit yesili ile kaplandi ve {iizerine
kurutma kagitlar1 konularak, 5-7 dakika boyunca malasit yesili ile siirekli 1slak kalmasi
saglandi. Siire sonunda, preparatlarin iizerindeki kurutma kagitlari kaldirilip, su ile
yikand1 ve fazla boya uzaklastirildi. Ardindan preparatlarin tizerine safranin dokiildi ve
20-30 saniye siire ile muameler edildi. Bu karsit boya uygulamasindan sonra,
preparatlar tekrar su ile yikandi, kurutuldu ve immersiyon objektifinde endospor

olusturup olusturmadiklar tespit edildi (Arslan 2017).
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3. Hareketlilik Testi

Izolatlar, TSB ve %0,6 agar igeren deney tiiplerine igne dze yardimiyla inokiile edildi
ve 24 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiiplerde olusan ekim
cizgisindeki gelisim durumu incelenerek, bakteriler hareketlilik acisindan pozitif yada

negatif olarak degerlendirildi (Baltac1 2015).

Ayrica lam (ortasi c¢ukur)-lamel uygulamasi ile bakterilerin hareketlilik 6zellikleri
yeniden incelendi. Bu amagcla, dort kosesi vazelin siiriilmiis olan lamelin tam ortasina
bir 6ze dolusu taze sivi kiiltiirden birakilarak, lamin ¢ukur kismi kiiltiiriin iizerine
gelecek sekilde kapatildi ve preperat seri bir sekilde ters ¢evrilerek, mikroskop altinda

incelendi (Oztas 2017).

3.2.3.b. Fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

1. izolatlarin gelisebildikleri tuz konsantrasyonunun belirlenmesi

Izolatlarin  gelisebildikleri tuz araliklarimin  belirlenmesi amaciyla; farkli tuz
konsantrasyonlarina (%2, %4, %6, %8, %10 ve %12 ) sahip TSB besiyerlerine, test
suslart inokiile edildi ve tiipler calkalamali inkiibatorde 48 saat siire ile inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda termofilik bakterilerin tireyebildikleri minimum ve maksimum

tuz konsantrasyon degerleri spektrofotometrik (ODeoo) olarak belirlendi.

2. zolatlarin gelisebildikleri sicaklik arahiklarimin belirlenmesi

Test izolatlarinin gelisebildikleri maksimum, minimum ve optimum sicaklik
degerlerinin belirlenmesi amaciyla, termofilik bakteriler TSB sivi besiyerine inokiile
edildi ve farkli sicaklik degerlerine (15°C, 25°C, 35°C, 45°C, 55°C ve 65°C) ayarh

inkiibatorde 48 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Siire sonunda izolatlarin
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gelisebildikleri sicaklik araliklari spektrofotometrede (ODeoo) yapilan Olglimler
sonucunda tespit edildi (Baltac1 2015).

3. izolatlarin gelisebildikleri pH araliklarinin belirlenmesi

Test suslarinin geligebildikleri maksimum, minimum ve optimum pH degerlerinin
belirlenmesi amaciyla, farkli pH degerlerine (pH: 3, pH: 5, pH: 7, pH:9 ve pH:11)
ayarlanmig TSB siv1 besiyerlerine bakteriler inokiile edildi ve petriler 48 saat siireyle
inkiibasyona  birakildi.  Ardindan  test  tlipleri  inkiibatorden  ¢ikarilarak
spektrofotometrede (ODgoo) Olgiim yapildi ve gelisebildikleri pH araliklart belirlendi
(Arslan 2017).

3.2.3.c. Biyokimyasal ézelliklerinin belirlenmesi

1. Katalaz testi

Katalaz enzimi, ETS (Elektron Tasima Zinciri)’nin sonunda agiga ¢ikan hidrojen
peroksit (H202)’i pargalayarak, H2O ve O gazina doniistiirlir. Agiga ¢ikan Oz gazi da
kabarcik olusumuna sebep olur. Bu analiz i¢in canlandirilan test suslarindan bir 6ze
dolusu alinarak, iizerinde %5’lik hidrojen peroksit damlasi bulunan lam iizerine birakilir
ve homojenize edilir. Bu islem sonunda hava kabarcigi olusturan bakteriler katalaz

enzimi agisindan pozitif, olusturmayanlar ise negatif olarak kabul edilir (Arslan 2017).

2. Oksidaz testi

Bu test ile bakterilerin, elektron transferinde 6nemli rol oynayan sitokrom ¢ proteini
igerip igermedikleri tespit edilir. Sitokrom ¢ proteini mitokondride bulunan bir

transmembran proteini olup, solunum olayinda gorev alir.
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Analiz i¢in %1 tetra metil-p-fenilendiamin dihidroklorid igeren hazir kit kullanildi. Bu
amagcla kit biinyesinde bulunan disklere bir damla su damlatildi ve {lizerine bir miktar
bakteri birakildi. Oksidaz pozitif bakteriler mavi-mor renk olustururken, negatiflerde ise

renk olusumu goriilmedi (Sar1 2016).

3.2.4. Test suslarimin molekiiler yontemlerle karakterizasyonu

3.2.4.a. Genomik DNA izolasyonu

Test izolatlar1 TSA besiyerine aktarilarak, 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Her bir
petriden tek koloni alinip, TSB besiyerine inokiile edildi ve 48 saat siireyle inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda bakterilere ait genomik DNA, Promega Wizard® genomic DNA
purification kit (A2360) protokoliine gore izole edildi (Arslan 2017).

izolasyon Prosediirii

v' TSB siv1 besiyerinde iireyen hiicrelerden 2 ml alinarak ependorflara konuldu ve
santrifiijde coktiirme islemine tabi tutuldu, ¢dkelek iizerine 480 pl, 50 Mm EDTA
(pH=8) ilave edildi ve ¢oziildii daha sonra bu homojenat iizerine 120 pl, 10 mg/ml
lizozim eklenerek, 1yice karigimi saglandi ve 37°C’de 1 saat siire ile inkiibe edildi.

v" Homojenat 2 dk siireyle 13000 rpm’de santrifiijlendi ve siipernatant atildi, tiiplerin
tizerine 600 pl Niiklei Lizis Soliisyonu eklenerek, pipetajlandi.

v" Homojenat 80°C’de 5 dk siire ile inkiibasyona birakildi, daha sonra oda sicakligina
gelinceye kadar sogutuldu. Uzerine 3 ul RNase A eklenerek birkac kez alt iist edildi ve
30 dk siireyle ve 37°C’de inkiibe edildi.

v Oda sicakhigina gelmesi beklenen Kkarigimin iizerine, Protein Presipitasyon
soliisyonundan 200 pl eklenerek 20 saniye siire ile vortexlendi ve daha sonra 5 dk buzda
bekletildi.

v Buzdan alinan test tiipleri 30 saniye siire ile 13000 rpm’de ¢Oktiirme islemine tabi
tutuldu, siipernatant 600 pl izoproponal bulunan yeni ependorf tiiplerine aktarildi ve

pelet olusuncaya kadar ependorflar birkag kez alt st edildi.
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v' 2 dk siireyle 13000 rpm’de tiipler santrifiijlendi, stipernatant dikkatli bir sekilde
dokiildii.

v Ependorflara %70°’lik EtOH’dan 600 pl eklenerek, hafifge alt iist edildi ve 2 dk siire
ile 13000 rpm’de santrifiijlendi. EtOH dokiildii ve etanol tamamen uzaklasincaya kadar
37°C’de 15-20 dk siireyle inkiibasyona birakildi.

v Ependorf tiiplerinin iizerine 100 ul DNA Rehidrasyon Soliisyonu eklendi ve 1 saat
stire ile 65°C’de inkiibasyona birakildi daha sonra i¢lerinde genomik DNA bulunan

ependorf tiipler kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.

DNA konsantrasyonlarinin ol¢iilmesi ve ¢calisma soliisyonlarimin hazirlanmasi:

DNA miktar1, direkt olarak 260 nm’de absorbans olgiimiiyle belirlenirken, genetik
materyalin temizligi (protein kirliligi tasiyip tagimadigi) ise 280 nm’de elde edilen
absorbans degeriyle belirlenir. Bu amagla Kuvarz kiivetin igerisine 998 ul TE ¢ozeltisi
konularak 260 nm’ye ayarli spektrofotometrede absorbansi 6l¢iimii yapildi ve ¢ikan
deger kor olarak kaydedildi. Daha sonra tizerine 2 pul DNA ilave edilerek, karigimin
homojen hale gelmesi saglandi ve 260 nm dalga boyunda absorbans olgiimii
gerceklestirildi. Elde edilen bu absorbans degerinden kore ait olan ¢ikarilarak DNA’nin
absorbans degeri bulundu ve ayni islemler 280 nm i¢in de tekrarlandi. A260/A280=1-
1,7 arasinda olan DNA oOrneklerinin caligma soliisyonlar1 hazirlanarak, kullanildi

(Adigiizel 2006).

DNA o6rneginin ve ¢calisma soliisyonunun konsantrasyonunun belirlenmesi (png/ml)

DNA Konsantrasyonu (pg/ml)=Azo X Seyreltme Faktorii (500)x50 (DNA i¢in sabit

deger) formiilii kullanilarak stok DNA soliisyonunun konsantrasyonu tespit edildi.

DNA c¢alisma soliisyonunun konsantrasyonu; Istenen Konsantrasyon (100ng/ul) X
Istenen Hacim (200 pl) / Stok DNA Konsantrasyonu (pg/ml) formiiliine gére DNA
caligma sollisyonu hazirlandi. Elde edilen miktar, TE c¢ozeltisi ile 200 pl’ye
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tamamlanarak 100 ng/ul konsantrasyondaki DNA c¢alisma soliisyonu hazirlandi ve

kullanilincaya kadar -86°C’de muhafaza edildi (Adigiizel 2006).

3.2.4.b. rep-PCR Yontemiyle Bakterilerin Gen Profillerinin Belirlenmesi

a. BOX-PCR

BOX- PCR, test izolatlarinin genomik parmak izi analizlerini yapmak amaciyla
kullanilan bir rep- PCR yontemidir. Evrensel primerler kullanilarak gerceklestirilen bu

PCR ¢esidinde her bir 6rnek i¢in hazirlanan reaksiyon kosullari:

s 12,7 ul ddH.O

s 5 ul 10X Buffer

2,5 ul DMSO

% 1.25ul BSA

s 1,25 ul dANTP(deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP 10Mm)

% 4l primer BOX AIR (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3)

< 0,3 ul 5 unit/ul Tag DNA polimeraz

s 3 ul kalip DNA (70 ng/ul) kullanilarak toplam hacim 30 pl olacak sekilde
hazirlandi ve PCR islemi tamamlandi (Adigiizel 2006).
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PCR Program

Ornekler PCR cihazina (3x32-well ProFlex™ PCR system) konuldu ve asagidaki PCR

programi ayarlanarak reaksiyon ger¢eklestirildi.

95°C’de 7 dk (Denatiirasyon)
94°C’de 1 dk (Denatiirasyon)

53°C’de 1 dk (Baglanma) 36 DONGU
65°C’de 8 dk (Uzama)
65°C’de 16 dk (Uzama)

YV V V V V

BOX-PCR Uriinlerinin Elektroforezi

Jel elektroforezi i¢in oncelikle 0,8 gr agaroz tizerine 80 ml 1X TAE (%1°lik agaroz jel)
tamponu ilave edilerek, karisim mikrodalga firinda iyice ¢oziiniinceye kadar kaynatildi.
Daha sonra jel 50°C’ye kadar sogutuldu ve 4 pg/ml miktarinda etidyum bromiir
eklenerek, igerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiildii. 30-35 dk
beklenerek jelin donmasi saglandi ve donan jelden taraklar dikkatlice c¢ikarildi.
Ardindan icerisinde 1X TAE tamponu bulunan elektroforez tankinin i¢ine yerlestirildi.
Jeldeki ilk ¢ukura, 10 kb’lik DNA markirindan [100-200-300-400-500-600-700-800-
900-1000-1200-1500-2000-3000-4000-5000-6000-8000-10000] (New England Bio
Labs, NO550S) 10 pl ve diger ¢ukurlara ise her bir 6rnek i¢in 2,5 pl 6X yiikleme
tamponu + 5 pl PCR iriin karigimi yiiklendi. Elektroforez jel diizenegi 80 volta
ayarlanarak ornekler 120 dk yiiriitiildii. Jel iizerinde bulunan ve etidyum bromiir ile
boyanan DNA bantlar1 jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip bilgisayar ortaminda

(Quantum Vilber Lournat Gel Documentation System) analiz edildi.

b. (GTG)s-PCR

Test izolatlarinin genomik parmak izi analizleri i¢in kullanilan yontemlerden bir digeri

ise evrensel primerler ile gergeklestirilen (GTG)s-PCR yontemidir.
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Reaksiyonun Hazirlanmasi

PCR yapilacak her bir 6rnek igin;

X/
L X4

X/
L X4

12,7 pl ddH20

5 pl 10X Buffer

2,5 ul DMSO

1,25 ul BSA

1,25 ul dNTP(deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

4 ul primer GTGs (GTG GTG GTG GTG GTG)

0,3 ul 5 unit/ul Taqg DNA polimeraz

3 ul kalip DNA (70 ng/ul) kullanilarak 30 pl’lik reaksiyon karistmi hazirlandi ve

PCR islemi tamamlandi (Adigiizel 2006).

PCR Program

Ornekler PCR cihazina (3x32-well ProFlex™ PCR system) yerlestirildi ve asagida

belirtilen PCR programina gore reaksiyon gergeklestirildi.

95°C’de 7 dk (Denatiirasyon)
94°C’de 1 dk (Denatiirasyon)

53°C’de 1 dk (Baglanma) 36 DONGU
65°C’de 8 dk (Uzama)
65°C’de 16 dk (Uzama)

(GTG)5-PCR Uriinlerinin Elektroforezi

Jel elektroforezi i¢in oncelikle 0,8 gr agaroz lizerine 80 ml 1X TAE (%1°lik agaroz jel)

tamponu ilave edilerek, karisim mikrodalga firinda iyice ¢dziiniinceye kadar kaynatildi.

Daha sonra jel 50°C’ye kadar sogutuldu ve 4 pg/ml miktarinda etidyum bromiir



54

eklenerek, igerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiildii. 30-35 dk
beklenerek jelin donmasi saglandi ve donan jelden taraklar dikkatlice ¢ikarildi.
Ardindan igerisinde 1X TAE tamponu bulunan elektroforez tankinin igine yerlestirildi.
Jeldeki ilk ¢ukura, 10 kb’lik DNA markirindan [100-200-300-400-500-600-700-800-
900-1000-1200-1500-2000-3000-4000-5000-6000-8000-10000] (New England Bio
Labs, N0550S) 10 ul ve diger ¢ukurlara ise her bir 6rnek i¢in 2,5 ul 6X yiikleme
tamponu + 5 pl PCR iiriin kanisimi yiiklendi. Elektroforez jel diizenegi 120 volta
ayarlanarak ornekler 90 dakika yiiriitiildii. Jel iizerinde bulunan ve etidyum bromiir ile
boyanan DNA bantlar jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip bilgisayar ortaminda

(Quantum Vilber Lournat Gel Documentation System) analiz edildi.

3.2.4.c. 16S rRNA PCR

Evrimsel olarak korunmus olan 16S rRNA gen bolgesi bakteri sistematigi agisindan
oldukca Onemlidir. Bu amagla bu gen bolgesi universal 16S rRNA primerleri

kullanilarak in vitro kosullar altinda ¢ogaltildu.

PCR Reaksiyon ortam

Her bir DNA 06rnegi icin, 30 pl’lik reaksiyon tiipleri hazirlandi. Bu tiiplere eklenen

kimyasallarin konsantrasyonlar1 ve miktarlar1 Cizelge 3.2’de verildi.



55

Cizelge 3.2. 16S rRNA PCR isleminde kullanilan reaktiflerin konsantrasyon Ve

REAKTIF KONSANTRASYON MIKTAR(ul)

miktarlar1

MgCl. 25 mM
-

3
0,6
1,8
3

3
1,2
19,5

PCR programm: PCR tiipleri termal dongii cihazina yerlestirilerek, Cizelge 3.5°de

verilen program kosullarina gore ayarlama yapildi ve istenilen DNA bdlgesi cogaltildi

(Adigiizel 2006).

Cizelge 3.3. 16S rRNA PCR islemi i¢in uygun sicaklik, siire ve dongii sayisi

T oo

16S rRNA PCR iiriinlerinin jel elektroforezi

SICAKLIK(°C) SURE(dk) DONGU SAYISI

1
36
36
36
1

Jel elektroforezi i¢in oncelikle 0,8 gr agaroz tartilarak tizerine 80 ml 1X TAE (%1°’lik

agaroz jel) tamponu ilave edildi ve karisim mikrodalga firinda 3-4 dk siire ile kaynatildi.

Ardindan jel 50°C’ye kadar sogutuldu ve tlizerine 4 pg/ml etidyum bromiir eklenerek,
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icinde tarak bulunan elektroforez jel kiivetine dokiildii. Jelin donmasi beklendi ve
ardindan tarak dikkatlice ¢ikarildi. Daha sonra jel kiiveti igerisinde 1X TAE tamponu
bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Jeldeki ilk ¢ukura, 10 kb’lik DNA markirdan
[100-200-300-400-500-600-700-800-900-1000-1200-1500-2000-3000-4000-5000-

6000-8000-10000] (New England Bio Labs, N0550S) 4 ul ve diger ¢ukurlara ise her bir
ornek i¢in 1 pl 6X yilikleme tamponu + 5 pl PCR iiriinii yliklendi. Elektroforez jel
diizenegi 90 volta ayarlanarak, 6rnekler 100 dk siireyle yiiriitiildii. Siire sonunda jel,
elektroforez tankindan ¢ikarilarak jel dokiimantasyon sistemi (Quantum Vilber Lournat

Gel Documentation System) ile goriintiilendi ve DNA bantlar1 analiz edildi.

3.2.4.d. Klonlama

1. Kompotent hiicrenin hazirlanmasi

v Stok kiiltiirden Escherichia coli JM101 susu faz ekim yontemiyle canlandirildi,
gelisen bu kiiltirden tek bir koloni alinarak igerisinde LB besiyeri bulunan erlene
aktarildi ve 37°C’de 1 gece calkalamayicida inkiibasyona birakildi.

v Bu Kkiiltiirden 300 pl alinarak, 2700 pl steril saf su ile seyreltildi ve 600 nm dalga
boyuna ayarli spektrofotometrede 6l¢iim yapildi. 30 (hazirlanacak ml cinsinden miktar)
X 0.1 (sabit deger) / Cikan deger X 10 (seyreltme orani) formiiliinden elde edilen deger
bize kiiltiirden alinmasi1 gereken miktari verir.

v 30 ml LB broth {izerine bu kiiltiirden eklenilerek, 37°C’de 0,044-0,055 degerlerine
ulasilincaya kadar inkiibe edildi.

v' Istenilen degere ulasilinca kiiltiir calkalamali inkiibatorden alinarak, 4400 rpm’de
santrifiijlendi. Daha sonra siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi, ¢okelegin
tizerine buzdolabinda bekletilen soguk 100 mM CaClz‘den 10 ml ilave edildi ve 30-45
dakika buzda bekletildi.

v" Siire sonunda 4400 rpm’e ayarli santrifiijde (4°C) 10 dk siireyle ¢oktiirme islemine
tabi tutuldu ve siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Daha sonra ¢okelek tizerine soguk
100 mM CaClz‘den 2 ml eklendi ve bir gece siireyle buzdolabinda bekletildi (Arslan
2017).
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2. Ligasyon islemi

Ligasyon islemi i¢in kullanilan kimyasallar:

5 ul, 2X Ligasyon buffer
3 ul, PCR iirtinii

1 ul vektor

1 ul T4 DNA ligaz

AR NEENEEN

0,2 ml’lik tiiplerde bir araya getiridi ve karisim 16°C’de 13-15 saat siire ile inkiibe
edildi. Kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.

3. Transformasyon islemi

v Her bir ependorf tiipiine buzdolabinda beklettigimiz kompotentten hiicreden 200 ul
konuldu. Daha sonra iizerine 2,5 pl ligasyon firiinii eklenerek, 30 dk siire ile buzda
bekletildi.

v' Siire sonunda buzda bekletilen tiipler, 42°C’ye ayarli su banyosunda 2 dk siireyle
1s1 sokuna maruz birakildi.

v' Her bir tiipdeki soliisyonun {iizerine 200 pl LB eklenerek, 37°C’de 100 dk
bekletildi.

v Daha sonra buzdolabinda saklanan 40 ul X-Gal ve 40 pl IPTG ¢ikarilarak oda
1s1sina gelmesi saglandi, ardindan her ikisi de amfisilinli kat1 besiyerine yayildi.

v Petrilerin yiizeyi kuruduktan sonra, Ligasyon {iriinii + Kompotent hiicre
soliisyonundan 150 pl alinarak, petrilerin tam ortasina konuldu ve drigalski 6zesi ile
karigim iyice yayildi. Daha sonra petriler, 37°C’de yaklasik 14 saat siire ile inkiibasyona
birakildi.
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4. Koloni se¢imi ve s1vi1 kiiltiire aktarim

Siire sonunda petriler inkiibatérden ¢ikarildi ve +4°C’de bir gece bekletildi Petrilerde
olusan mavi ve beyaz kolonilerden beyazlar segilerek, icerisinde 3 ml amfisilinli LB

broth bulunan tiiplere aktarildi ve 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.

5. Koloni PCR

v' Amfisilinli LB broth’da iiremesi saglanan bakteriyal kiiltiirden 4 pl alinarak,
icerisinde 16 pl steril saf su bulunan tiiplere aktarildi ve 10 dk siireyle kaynayan su
banyosunda inkiibe edildi. Siire sonunda tiipler 2 dk siire ile buzda 1s1 sokuna ugratildi.

v Daha sonra tiipler 5 dk siire ile 12000 rpm’de santrifiijlendi, siipernatant yeni bir

tiipe aktarildi ve PCR islemine gecildi. Bu islem i¢in kullanilan kimyasallar:

s 16,1 ul dH20

s 3 pl tampon (MgCl2’li)

s 0,6 pl ANTP mix

s 1,8 ul MgCl; (25mM)

s 2ser ul 5 pM primer [T7 (5-AATACGACTCACTATAG-3’) ve SP6 (5-
ATTTAGGTGACACTATAG-3")]

s 0,3 ul Tag DNA polimeraz

s 1,2 ul DMSO

¢ 3 pl slipernatant

PCR programi: Ornekler PCR cihazina konuldu ve PCR programu i¢in cihaz su sekilde

programlandi;
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Cizelge 3.4. PCR programi

SICAKLIK(°C) SURE(dk,sn) DONGU SAYISI

R *
oo [
R

R
I
I

%1’lik agaroz jel hazirlanir ve ona uygun EtBr ilave edilip, markir ve icerisinde istenen
geni iceren (pozitif) -igerisinde gen bulunmayan (negatif) kontroller yiiklenerek 90

voltta 1 saat stire ile ytriitildii.

Istenen geni tasiyan koloniler, PCR gériintiilerine gore secilip, plazmit izolasyonu i¢in

amfisilinli LB broth’a ekildi.

6. Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in Promega markasma (A1330) ait izolasyon kiti kullanildi.

v' 4 ml amfisilinli LB broth besiyerinde {iretilen bakteriyal hiicreler, 10.000-12.000
rpm’de 10 dk santrifiijlendi ve siipernatant uzaklastirildi.

v Pelletin iizerine Cell Resuspension Soliisyonundan 250 pl eklendi ve pipetlenerek
homojenize olmas1 saglandi.

v Uzerine 250 ul Cell Lysis Solution ilave edilip, alt iist edilerek 5 dk oda
sicakliginda bekletildi.

v' 10 ul Alkaline Protease Soliisyonu karigima eklendikten sonra, 5 dk oda
sicakliginda bekletildi.
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v 350 ul Neutralization Solution ilave edildi ve 12.000-14.000 rpm’de 10 dk siire ile
santrifiijlendi.

v’ Siipernatanttan yaklasik 650-750 pl alinarak, igerisinde kolon bulunan ependorf
tiiptine aktarildi ve 12.000-14.000 rpm’de 1 dk siire ile santrifiijlendi.

v" Daha sonra kolonun iizerine 750 pul Wash Solution eklenip, tekrar 1 dk 12.000-
14.000 rpm’de santrifiijlendi

v Kolonun {izerine 250 ul Wash Solution ilave edilip tekrar 2 dk siire ile 12.000-
14.000 rpm’de santrifiijlendi ve alta gecen s1v1 uzaklastirildi.

v Tekrar 1 dk siire ile 12.000-14.000 rpm’de oda 1s1sinda santrifiijlendi.

v Kolon yeni bir tiipiin icerisine alind1. Uzerine 100 pl Nuclease-Free Water eklendi
ve 1 dk siire ile 12.000-14.000 rpm’de santrifiijlendi.

v Kolon ¢ikarilip uzaklagtirildiktan sonra, tiipler 6l¢iim yapilincaya kadar —20°C’de
muhafaza edildi (Arslan 2017).

7. Plazmitlerin kontrol edilmesi

Koloni PCR ile bu basamak kismen asilmis olsa da, istenilen belgenin klonlanip
klonlanmadigini kontrol etmek amaciyla 6rnekler ECoRI ile kesime tabi tutuldu (Baltact
2015).

8. Plazmitlerin konsantrasyonlarinmin o6l¢iilmesi ve ayarlanmasi

v' 998 ul saf su+2 ul plazmit konularak, OD2s0 da dl¢iim yapildi.

v Ao x 50 (sabit) x 500 (dilisyon orani) formiilii ile plazmitin konsantrasyonu, 100
— 200 ng olacak sekilde ayarlanda.

v" Uygun konsantrasyondaki tiiplerden, 30-50 pl alinarak sekans analizi igin

plazmitler Macrogen (Hollanda) firmasina gonderildi.
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9. DNA dizi analizi

Firmanin sayfasindan indirilen sekans sonuclar1 BioEdit programi ile analiz edildi ve
FASTA formatina cevirildi. Oncelikle primerler bulundu ve primerlerin &niinde ve
arkasinda kalan vektore ait kisimlar ¢ikarildi. Daha sonra diziler birlestirilerek anlamli

hale getirildi.

10. Sonug¢larin degerlendirilmesi

Anlaml1 hale getirilen sekans verilerinin blast caligmasi,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch
&LINK _LOC=blasthome ve http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/identify internet
adresleri kullanilarak gergeklestirildi ve % benzerlik oranlar1 belirlendi. Daha sonra bu

veriler Genbank’a girilerek her bir rnek i¢in Genbank numarasi alindi.

3.2.5. Endiistriyel acidan onemli enzimleri iiretme potansiyeline sahip izolatlarin

belirlenmesi

3.2.5.a. Proteaz aktivitesinin belirlenmesi

Proteaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan besiyeri igerigi asagidaki gibidir:

¢ Nutrient siv1 besiyeri (8g)
% Skim milk (10g)

s Agar (159)

¢+ Distile su (1000 ml)

Skim milk disindaki besiyeri icerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, 121°C’de 15
dakika sterilize edildi. Daha sonra skim milk (10 g/100 ml), 45°C’ye kadar sogutulmus

temel besiyerlerine aseptik kosullarda ilave edilerek, iyice karisimi saglandi ve besiyeri
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esit hacimlerde olacak sekilde steril petrilere dokiildii. Besiyerine bakteriler inokiile
edilerek, her bir bakterinin gelisebildigi optimum sicaklik degerinde 2 giin siire ile
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda petriler inkiibatérden ¢ikarilarak,
kolonilerin ¢evresinde seffaf zon olusturan suslar pozitif olarak kabul edildi (Aktas
2012).

3.2.5.h. Amilaz aktivitesinin belirlenmesi

Amilaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan besiyeri igerigi asagidaki gibidir:

% Maya ekstrakti (1g)
¢ Coziinebilir nigasta (5g)
s Agar (159)

% Distile su (1000 ml)

Besiyeri igerikleri distile suda ¢oziindiikten sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi ve
slire sonunda besiyeri steril petrilere esit hacimde olacak sekilde dokiilerek, katilagmasi
beklendi. Hazirlanan besiyerine bakteriler inokiile edilerek test bakterilerinin optimum
gelisme sicakliklarinda 2 giin stire ile inkiibasyona birakildi. Siire sonunda inkiibatdrden
cikarllan her bir petrinin iizerine liigol ¢ozeltisi dokiilerek boyama iglemi
gerceklestirildi. Amilaz aktivitesine sahip suslarin kolonileri etrafinda, koyu mavi

zemin lizerinde seffaf bir zon olusumu gézlemlendi (Aktas 2012).

3.2.5.c. Lipaz aktivitesinin belirlenmesi

Lipaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan besiyeri igerigi asagidaki gibidir:
¢ Distile su (1000 ml)

+«» Tributyrate agar (23g)
s Gliseril tribiittirat (10 ml)
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Besiyeri igerikleri 121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra, besiyerine gliseril
tribiitlirat ilave edildi ve homojenize hale getirildi. Daha sonra hazirlanan bu besiyerleri,
petrilere esit miktarlarda dokiildii ve katilasmasi saglandi. Test bakterileri bu besiyerine
inokiile edildikten sonra, izolatlarin optimum gelisme sicaklik degerlerinde 2 giin
stireyle inkiibasyona birakildi. Besiyerinde gelisim gosteren bakteriyal suslar pozitif
olarak kabul edildi (Aktas 2012).

3.2.5.d. Seliilaz aktivitesinin belirlenmesi

Seliilaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan besiyeri icerigi asagidaki gibidir:

< BHB (Bushnell haas broth) (3.279)

s Agar (39)

s Karboksimetilseliilaz sodyum tuzu (10g)
< Distile su (1000ml)

Besiyeri igerikleri 121°C’de 15 dakika siireyle sterilize edildi, ve esit hacimde petrilere
dokiilerek katilasmas1t beklendi. Hazirlanan petrilere bakteriler inokiile edilerek
optimum gelisme sicakliklarinda 2 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda petrilere once % 0,2’1lik kongo kirmizisi ¢ozeltisi dokiildii ve 20 dakika siire ile
inkiibasyona birakildi, daha sonra tizerlerine 1 M NaCl ¢ozeltisi ilave edilerek 30
dakika oda sicakliginda bekletildi. Koloni ¢evresinde agik renk zon veren suslar pozitif
olarak kabul edildi (Aktas 2012).

3.2.5.e. Ksilanaz aktivitesinin belirlenmesi

Ksilanaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan besiyeri igerigi asagidaki gibidir:

% Maya ekstrakt1 (1g)
s Ksilan (50)



64

% Agar (159g)
% Distile su (2000ml)

Ksilan besiyerinin bilesenleri distile suda ¢oziildiikten sonra, 121°C’de 15 dakika
sterilize edildi. Siire sonunda otoklavdan ¢ikarilan ve sogumasi beklenen besiyeri esit
hacimlerde petrilere dokiildii, katilasmasi beklendi. Daha sonra test suslar1 bu petrilere
inokiile edilerek, optimum gelisme sicakliklarinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda her bir petrinin iizerine %1°lik kongo kirmizisi ¢ozeltisi dokiildi ve 20 dakika
boyama islemine maruz birakildi. Boyama siiresinin sonunda fazla boyanin
uzaklastirilmasi icin petriye 1 M NaCl ¢6zeltisi eklendi ve 30 dakika siireyle oda
sicakliginda bekletildi. Koloni ¢evresinde agik renk zon veren suslar pozitif olarak kabul

edildi (Aktas 2012).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Termofilik Bakterilerinin izolasyonu

Bu ¢alismanin ilk asamasinda; Yalova Armutlu, Aydin Germencik, izmir Yildizburnu,
Samsun Havza, Bitlis Giliroymak ve Kirsehir Karakurt kaplicalarindan toplanan ve
aseptik kosullar altinda laboratuvar ortamina getirilen termal su oOrneklerinden
termofilik bakterilerin izolasyonu gergeklestirildi. Calisma sonunda toplam 130
bakteriyal izolat elde edilerek, konvensiyonel ve molekiiler yontemlerle karakterizasyon

islemine tabi tutuldu. Tanilama islemi sonucunda 11 farkl tiir tespit edildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. EA 1, EA 10 suslarina ait petri gortintiileri

4.2. izolatlarin Konvensiyonel Yontemlerle Tanis

4.2.1. Morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Bakterilerin morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla basit boyama yapildi ve immersiyon
objektifinde preperatlar incelendi. Sonugta 129 izolatin gubuk, EA 9 susunun ise kok

hiicre morfolojisine sahip oldugu gézlemlendi.
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1. Gram boyama

Bu ¢alismada, test izolatlar1 iki farkli Gram testi yontemiyle analiz edildi. Birinci
yontemde; suslarin smear preparatlar1 hazirlanip, 6zel boyalar ile boyama yapilirken;
ikinci yontemde ise: termofilik bakteriler, %3’lik KOH soliisyonu ile muamele edildi.
Birinci uygulama sonucunda preparatlar mikroskobik olarak incelemeye tabi tutuldu ve
mor renkli olarak goriinen hiicreler, Gram (+); pembe-kirmiz1 renkli olan hiicreler ise,
Gram (-) olarak degerlendirildi. Gram o&zellikleri tespit edilen izolatlar dogrulama
amaciyla, KOH yontemine tabi tutuldugunda; sakiz gibi uzayan suslar Gram (-),
uzamayanlar ise Gram (+) olarak kabul edildi. Bu test sonuglart bize tiim izolatlarin

Gram (+) oldugunu gosterdi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. EA 4 izolatina ait 6rnek gram boyama goriintiisii

2. Endospor boyama

Termofilik test suslarinin endospor igerip icermediklerini belirlemek amaciyla her bir
ornek icin smear hazirland1 ve 6zel boyalar ile boyandi. Bu islem sonucunda EA 9 ve
EA 10 izolatlar1 haricinde tiim bakterilerin endospor pozitif (Sekil 4.3) oldugu
belirlendi.
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Sekil 4.3. EA 7 Izolatina ait endospor gdriintiisii

3. Hareketlilik testi

Test izolatlari, TSB + %0,6’lik agar iceren tiiplere igne 6ze yardimiyla inokiile edildi ve
inkiibatorde 48 saat siireyle inkiibasyona birakildi, siire sonunda ¢ikarilan tiiplerdeki
ekim cizgisine gore gelisim durumlart incelenerek hareketlilikleri hakkinda yorum

yapildi. Bunun sonucunda izolatlarin tamaminin hareketli oldugu gozlendi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. EA 6 bakterisine ait hareketlilik testi
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4.2.2. Fizyolojik ozelliklerinin belirlenmesi

1. izolatlarn gelisebildikleri tuz konsantrasyonlarimn belirlenmesi

Izolatlarm gelisebildikleri tuz konsantrasyonunun belirlenebilmesi igin %2, %4, %6,
%8, %10 ve %12’lik NaCl kullanildi. ODeoo’de yapilan spektrofotometrik olgiimler
sonucunda bakterilerin gelisebildikleri tuz konsantrasyon araligi belirlendi. Test
suslarinin ¢ogunun %2-4 tuz konsantrasyon degerlerinde en iyi gelisim gosterdigi tespit

edildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. izolatlarin gelisebildikleri tuz konsantrasyon aralig1 (%)

EA 10 2-10

2. izolatlarin gelisme sicakhklariin belirlenmesi

[zolatlarin en iyi gelisim gosterdigi sicakliklarin belirlenebilmesi i¢in 15°C, 25°C,
35°C, 45°C, 55°C ve 65°C’de inkiibe edildi ve test suslarmin iireyebildigi sicaklik
degerleri belirlendi (Cizelge 4.2). Termofilik bakterilerin optimum gelisme
sicakliklarinin genellikle 55°C oldugu, EA 5, EA 6, EA 9, EA 10 ve EA 11 izolatlarinin
ise en iyi gelisimi 25-55°C’de gergeklestirdigi tespit edildi. Bu veriler 1s18inda, test
organizmalarinin optimum gelisme sicakliklarin1 belirlemek amaciyla 1°C araliklarla
sicaklik denemesi yapildi, EA 5 ve EA 6’nin 30 °C’de, EA 9 ve EA 10°un 48°C’de, EA

11’in ise 37°C’de optimum gelisme sicakligina sahip oldugu gozlemlendi.
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Cizelge 4.2. izolatlarin gelisme gosterdikleri sicaklik degerleri

izolat kedu 15°C 25°C 35°C 45°C 55°C 65°C |

EA1 - - + AF + -
EA2 - -
EA3 - =
EA4 - -
EAS - +
EA6 - +
EA7 -
EAS8

EAQ

EA 10
EA 1l

+ +
+ +
+ + 4+ + + + + + + 4+

+ + 4+ + + + + + 4+ 4+
+ + 4+ + 4+ + + + + +
1

3. izolatlarin gelisebildikleri pH arahklarinn belirlenmesi

Test suglarinin gelisebildikleri pH araliklarinin belirlenebilmesi i¢in; pH: 3, pH: 5, pH:
7, pH:9 ve pH:11°deki gelisimleri izlendi (Cizelge 4.3) ve izolatlarin genellikle pH 7-9
araliginda gelisim gosterdigi tespit edildi.

Cizelge 4.3.1zolatlarin gelisme gosterdikleri pH araligi
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4.2.3. Biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

1. Katalaz Testi

Yapilan analizler sonucunda, EA 9 susu hari¢ diger tiim izolatlarin katalaz pozitif
oldugu belirlendi (Sekil 4.5)

Sekil 4.5. EA 1 izolatina ait katalaz test sonucu

2. Oksidaz testi

Oksidaz testi sonucunda EA 9 izolati hari¢ diger tiim test suslarinin pozitif oldugu
gozlemlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. EA 6 izolatina ait oksidaz test sonucu

4.2.4. Izolatlarin molekiiler yontemlerle karakterizasyonu

4.2.4.a. Genomik DNA izolasyonu

Kaplicalardan alinan su Orneklerinden izole edilen her bir test bakterisinin genomik
DNA’s1 izole edildi ve %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek jel dokiimantasyon sisteminde
goriintlilendi (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. izolatlara ait genomik DNA’larin jel goriintiisii
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4.2.4.b. rep-PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi

Bu calismada termal su kaynaklarindan izole edilen 130 izolatin igerisinden farkl
suslarin tespiti amaciyla, tiir ve alt tlir seviyesinde mikroorganizmalar arasindaki
farkliliklar net bir sekilde ortaya koyan rep-PCR [(GTG)s-PCR ve BOX-PCR] yontemi
kullanildi. Yapilan bu analiz sonucunda 11 farkl tiirin varlig1 tespit edildi ve bundan

sonraki tiim ¢alismalar bu izolatlar lizerinden gergeklestirildi.

a. BOX-PCR

Genomik parmak izi analiz yontemlerinden biri olan BOX-PCR, 11 farkli tiir tizerinde
yeniden uygulandiginda; test bakterilerinin genellikle 300-1200 bg arasinda en az 5 ve
1200- 4000 bg arasinda ise 2 polimorfik bant verdigi tespit edildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Test izolatlarina ait BOX- PCR bant profilleri
(M: DNA Markir, 1:EA 2, 2: EA 8, 3:EA 4, 4 EAT7,5:EA L, 6: EA1l, 7: EA9, 8: EA 3, 9: EA5, 10:
EA 6, 11: EA 10, 12: Negatif kontrol)
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b. (GTG)s-PCR

Mikroorganizmalarin  genomlarinda bulunan kisa DNA dizilerini kullanarak,
bakterilerin tiir ve alt tiir seviyesindeki ayrimlarini net bir sekilde ortaya koyan rep-PCR
yontemlerinden biri de (GTG)s-PCR’dir. 11 termofilik bakterinin (GTG)s-PCR analizi
sonucunda, izolatlarin genellikle 350-3500 bg¢ arasinda en fazla 16, 700-2500 bg
arasinda en az 8 polimorfik bant verdigi, EA 9 izolatinin ise higbir bant vermedigi
gozlemlendi (Sekil 4.9). Ayrica rep-PCR yontemlerinden BOX-PCR’1n, (GTG)s-PCR’a
gore termofilik bakterilerin ayriminda daha etkili oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.9. izolatlara ait (GTG)s PCR bant profilleri
( M: DNA Markir, 1: EA 10, 2: EA 6, 3: EA5,4:EA3,5: EA9,6:EA 11, 7:EA 1, 8 EA7,9:EA 4,
10: EA 8, 11: EA 2, 12: Negatif kontrol)
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4.2.4.c. 16S rRNA PCR

Bakterilerde bulunan 16S rRNA gen bolgesi, 27F ve 1492R primerleri kullanilarak
amplifiye edildi ve %1’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Sonugta tiim izolatlarin 1500 bg
biiytikligiinde tek bant verdigi gézlemlendi (Sekil 4.10).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 3 5 |

— S boway - Ve v
1500 bg ===, - e S G T e G Y Y e

—

—

Sekil 4.10. Test izolatlarina ait 16S rRNA goriintiisii

4.2.4.d. Klonlama

16S rRNA gen bolgesi amplifiye edildikten sonra, uygun vektor sistemi kullanilarak
klonlama asamasina gegildi. Bu amagla ilk 6nce ligasyon, daha sonra transformasyon
islemi gergeklestirildi. Rekombinant iiriinleri ihtiva E. coli izolatlart; amfisilin, X-gal ve
IPTG igeren petrilere yayildi ve inkiibasyona birakildi. Siire sonunda petriler

inkiibatorden ¢ikarilarak, mavi-beyaz tarama islemine tabi tutuldu (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Mavi beyaz koloni petri goriintiisii

1. Koloni PCR

Transformasyon islemi sonucunda beyaz renkli koloniler petriden alinarak, koloni PCR
islemine tabi tutuldu ve elde edilen iiriinler %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii. Sonugta 1500

b¢’de bant veren koloniler segilerek, isleme devam edildi (Sekil 4.12).

h—lblu&d L.Ju Ced

— )

Sekil 4.12. Test izolatlarin koloni PCR goriintiisii (1,14 ve 15 nolu ornekler pozitif
olarak kabul edildi)



2. Plazmit izolasyonu

Agaroz jelde, 1500 bg¢’de tek bant veren koloniler segilerek, plazmit izolasyon
asamasina gecildi. Bunun i¢in ilgili koloniler petriden alinarak amfisilinli LB Broth’a
aktarildt ve 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonunun ardindan Promega
firmasina ait izolasyon Kiti (A1330) kullanilarak, plazmitler izole edildi. Daha sonra
plazmitlerin istenen gen bolgesini tasiyip tasimadigi ECORI kesim enzimi kullanilarak

incelendi. Pozitif sonu¢ veren ve en uygun konsantrasyona sahip olan &rnekler
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Macrogen (Hollanda) firmasina sekans analizi i¢in gonderildi.

3. DNA dizi analizi

Macrogen firmasindan gelen 16S rRNA sekans datalari anlamli hale getirildikten sonra,

Eztaxon’daki diziler mukayese edildi (Cizelge 4.5). Daha sonra elde edilen veriler

Genbank’a sunularak, genbank numaralari alindi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Dizi analizi sonucu belirlenen bakteriler ve benzerlik oranlar

izolat izolat ismi

Kodu

Benzerlik Oram

(%)

Genbank
Numaralari

EA1 Aerobacillus pallidus

EA 2 Anoxybacillus geothermalis
EA3 Anoxybacillus mongoliensis
EA4 Anoxybacillus rupiensis
EAS Bacillus albus

EA6 Bacillus halodurans

EA7 Bacillus licheniformis

EA 8 Bacillus paralicheniformis
EA9 Enterecoccus faecium

EA 10  Exiguabacterium profundom
EA 11  Paenibacillus dentritiformis

Calisma kapsaminda elde edilen veriler kullanilarak, termofilik bakteriler arasindaki

filogenetik iliskiyi ortaya koymak amaciyla NJ (Neighbor-joining; Komsu katilimi-

%99,86
%99,66
999,31
999,53
%99,80
%99,73
%98,85
%99,76
999,93
%99,86
%99,73

baglama) yontemi ile filogenetik agac ¢izildi (Sekil 4.13).

MH411153
MH411161
MH411164
MH411201
MH411233
MH411241
MH411598
MH411597
MH411686
MH411710
MH411711
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g3 EAB

98 | Bacillus halodurans DSM 497
B Bacillus okuhidensis DSM 13666

EAlLl

100 Paenibacillus dendritiformis T168
a . 76 Paenibacillus thiaminolyticus DSM 7262
no [ EAS

Bacillus albus LMG 28875

25543 EA9

100 LEnterococcus faecium DSM 20477

EA7
Bacillus licheniformis DSM 13
7
16| T EAS
14

Bacillus paralicheniformis KACC 18426

0g EA3
9 | Anoxybacillus mongoliensis DSM 19169
Anoxybacillus thermarum DSM 17141
43
EA2
Anoxybacillus geothermalis AT CC BAA2555

e

o4 [ EA4

B! Anoxybacillus rupiensis DSM 17127

“ EAL
95 1 Aeribacillus pallidus DSM 3670

Exiguobacterium marinum DSM 16307

99 EA10

96! Exiguobacterium profundum DSM 17289

Alicyclobacillus acidiphilus DSM 14558

—
0.1

Sekil 4.13. Tiirkiye’nin ¢esitli yorelerinden toplanan termal su Orneklerinden izole edilen
bakterilerin 16S rRNA gen analiz sonuglar1 temel alinarak olusturulmus olan Neighbour-Joining

(Kimura 1980; Saitou and Nei 1987) filogenetik agaci. Alicyclobacillus acidophilus dis grup
olarak kullanilmistir.
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Cizelge 4.5. Izolatlarin Eztaxon verilerine gére benzerlik yiizdeleri

izolat kodu / Benzerlik Olan Organizmalar  Benzerlik oranlari |

EA 1 > Aerobacillus pallidus %99,86
Anoxybacillus vitaminiphilus %96,75
Anoxybacillus calidus %95,78
Anoxybacillus geothermalis %95,18
EA 2 - Anoxybacillus geothermalis %99,66
Anoxybacillus rupiensis %99,59
Anoxybacillus tepidamans %97,91
Anoxybacillus voinovskiensis %97,80
EA 3 = Anoxybacillus mongolensis %99,31

Anoxybacillus flavithermus subsp. Flavithermus %99,26
Anoxybacillus flavithermus subsp. Yunnanensis  %99,19

Anoxybacillus pushchinoensis %99,12
EA 4 > Anoxybacillus rupiensis %99,53
Anoxybacillus geothermalis %99,32
Anoxybacillus voinovskiensis %97,74
Anoxybacillus tepidamans %97,57
EA 5 - Bacillus albus %99,80
Bacillus tropicus %99,80
Bacillus nitratireducens %99,80
Bacillus luti %99,80
EA 6 - Bacillus halodurans %99,73
Bacillus okuhidensis %99,16
Bacillus hemicellulosilyticus %96,60
Fermentibacillus polygoni %96,26
EA 7 - Bacillus licheniformis 998,85
Bacillus paralicheniformis %98,82
Bacillus sonorensis %98,78
Bacillus glycinifermentans %98,30
EA 8 - Bacillus paralicheniformis %99,76
Bacillus licheniformis %99,73
Bacillus sonorensis %99,52
Bacillus aerius %99,32
EA 9 - Enterococcus faecium %99,93
Enterococcus durans %99,73
Enterococcus lactis %99,58
Enterococcus hirae %99,46
EA 10 - Exiguobacterium profundum %99,86
Exiguobacterium marinum %99,53
Exiguobacterium aestuarii %99,53
Exiguobacterium himgiriensis %98,23
EA 11 - Paenibacillus dendritiformis %99,73
Paenibacillus thiaminolyticus 998,91
Paenibacillus popilliae %98,42

Paenibacillus lentimorbus 2098,21
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4.2.4.e. Endiistriyel acidan 6nemli enzimleri iiretme potansiyeline sahip izolatlarin

belirlenmesi

1. Proteaz aktivitesinin belirlenmesi

Skim milk iceren kati1 besiyeri hazirlandi, hazirlanan besiyerine 11 farkli izolat ¢izgi
ekim yontemiyle inokiile edildi ve 48 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Koloni
cevresinde seffaf zon olusturan suslar (Cizelge 4.6) pozitif olarak kabul edildi (Sekil
4.14).

Cizelge 4.6. Test izolatlarin proteaz aktivite sonuglari

Test izolatlary Proteaz aktiviteleri

EA 1 (Aerobacillus pallidus) +
EA 2 (Anoxybacillus geothermalis) +
EA 3 (Anoxybacillus mongoliensis) +
EA 4 (Anoxybacillus rupiensis) ++
EA 5 (Bacillus albus) +
EA 6 (Bacillus halodurans) -
EA 7 (Bacillus licheniformis) +
EA 8 (Bacillus paralicheniformis) ++
EA 9 (Enterecoccus faecium) +
EA 10 (Exiguobacterium profundom) -
EA 11 (Paenibacillus dentritiformis) +

(+: pozitif, ++: kuvvetli pozitif, -: negatif)

,‘\;“EA 100

A 3

Sekil 4.14. Test izolatlarinin 6rnek proteaz aktivite goriintiisii (EA 10, EA 3 ve EA 4)
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2. Amilaz aktivitesinin belirlenmesi

Maya ekstrakti iceren amilaz kati besiyeri hazirlandiktan sonra 11 farkl: test izolati ¢izgi
ekim yontemiyle petrilere inokiile edildi ve 48 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda petrilere liigol soliisyonu dokiilerek, boyama islemi gergeklestirildi. Amilaz
aktivitesine sahip suslarda (Cizelge 4.7) koyu mavi zemin tizerindeki koloni ¢evresinde,
seffaf bir zon olusumu gézlemlenirken, negatif olanlarda ise bu zon tespit edilmedi

(Sekil 4.15).

Cizelge 4.7. Test izolatlarinin amilaz aktivite sonuglari

EA 1 (Aerobacillus pallidus) -
EA 2 (Anoxybacillus geothermalis) ++
EA 3 (Anoxybacillus mongoliensis) +
EA 4 (Anoxybacillus rupiensis) ++
EA 5 (Bacillus albus) +
EA 6 (Bacillus halodurans) -
EA 7 (Bacillus licheniformis) +
EA 8 (Bacillus paralicheniformis) +

EA 9 (Enterecoccus faecium) -
EA 10 (Exiguobacterium profundom) -
EA 11 (Paenibacillus dentritiformis) -
(+: pozitif, ++: kuvvetli pozitif, -: negatif)

EA 8 (1) EA2 (+0)
EA9 ()

Sekil 4.15. Test izolatlarinin 6rnek amilaz aktivite goriintiisii (EA 9, EA 8 ve EA 2)
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3. Lipaz aktivitesinin belirlenmesi

Kati lipaz besiyerine, 11 farkli izolat ¢izgi ekim yontemiyle inokiile edildi ve 48 saat
sire 1ile inkiibasyona birakildi. Siire sonunda petri inkiibatorden c¢ikarilarak,
goriintiilendi. Besiyerinde gelisen bakteriler lipaz aktivitesi bakimindan pozitif,
gelismeyenler ise negatif olarak kabul edildi. izolatlarin lipaz aktiviteleri (Cizelge 4.8)

ve O6rnek gorintiileri (Sekil 4.16) asagida verilmistir.

Cizelge 4.8. Test izolatlarinin lipaz aktivite sonuglari

Test izolatlar Lipaz aktiviteleri |
EA 1 (Aerobacillus pallidus) +
EA 2 (Anoxybacillus geothermalis) ++
EA 3 (Anoxybacillus mongoliensis) ++
EA 4 (Anoxybacillus rupiensis) ++
EA 5 (Bacillus albus) ++
EA 6 (Bacillus halodurans) -
EA 7 (Bacillus licheniformis) ++
EA 8 (Bacillus paralicheniformis) ++
EA 9 (Enterecoccus faecium) +
EA 10 (Exiguobacterium profundom) +
EA 11 (Paenibacillus dentritiformis) -

(+: pozitif, ++: kuvvetli pozitif, -: negatif)

Sekil 4.16. Test izolatlarinin 6rnek lipaz aktivite goriintiisii (EA 6, EA 1 ve EA D)
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4. Seliilaz aktivitesinin belirlenmesi

Kat1 olarak hazirlanan seliilaz besiyerine, 11 farkli ¢izgi ekim yontemiyle inokiile edildi
ve 48 saat siire ile 55°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda petrilere dnce
%0,2°lik kongo kirmizis1 ¢ozeltisi dokiilerek 20 dakika, daha sonra ise 1 M NaCl
coOzeltisi ilave edilerek 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Kirmizi zemin iizerinde
koloni ¢evresinde agik renkte zon olusan suslar pozitif, olusturmayanlar negatif olarak

degerlendirildi. Seliilaz aktivitesini sadece EA 6 susu gosterdi (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. EA 4 (-) ve EA 6(+) suslarina ait seliilaz aktivite goriintiisii

5. Ksilanaz aktivitesinin belirlenmesi

Ksilan igeren kat1 besiyerine, 11 farkli izolat ¢izgi ekim yontemiyle inokiile edildi ve 48
saat siire ile inkiibasyona birakildi. Siire sonunda petrilere 6nce %0,2’lik kongo
kirmizis1 ¢ozeltisi dokiilerek 20 dakika, daha sonra ise 1 M NaCl ¢o6zeltisi ilave
edilerek, 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Kirmizi zemin {iizerinde koloni
cevresinde agik renkte zon olusan suslar (Cizelge 4.9) pozitif, olusturmayanlar ise

negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.18).
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Cizelge 4.9. Test izolatlarinin ksilanaz aktiviteleri

Test izolatlan Ksilanaz aktiviteleri
EA 1 (Aerobacillus pallidus) -
EA 2 (Anoxybacillus geothermalis) +
EA 3 (Anoxybacillus mongoliensis) +

EA 4 (Anoxybacillus rupiensis) -
EA 5 (Bacillus albus)

EA 6 (Bacillus halodurans)

EA 7 (Bacillus licheniformis)

EA 8 (Bacillus paralicheniformis)
EA 9 (Enterecoccus faecium)

EA 10 (Exiguobacterium profundom)

EA 11 (Paenibacillus dentritiformis) -
(+: pozitif, -: negatif)

1 + + 1 1

Sekil 4.18. Test izolatlarina ait ksilenaz aktivite goriintiisii (EA 9 ve EA7)
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5. TARTISMA ve SONUC

Termofilik mikroorganizmalar; optimum biiylime sicakliklari 55°C’den, 105°C’ye
kadar degisen, biiyiik bir kism1 Bakteria grubu igerisinde yer alan ekstremofillerdir. Bu
organizmalar dogal olarak kaplicalarda, tropik topraklarda, giibre yiginlarinda,
diskilarda ve ¢oplerde bulunmaktadir. Ekstrem kosullarda yasayan bakterilerin kesfi ile
biyoteknoloji alaninda 6nemli gelismeler kaydedilmis ve biyomateryaller iizerine
calismalar yogunlasmustir. Ozellikle cesitli endiistriyel uygulamalarda etkin olarak
kullanilan ve ekstrem sartlarda fonksiyonel olabilen termofillerin, 6nemli enzim ve
enzim gruplarimi igerdikleri bilinmektedir. Sicak su kaplicalarindan izole edilen bu
bakteriler ekstrem sartlara dayanikli enzimlere sahip olmasi nedeniyle, biyoteknolojik
acidan  biiyiik oOnem arz  etmektedirler.  Ekstrem  kosullara  dayanikli
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler, katalitik aktivitelerinin yiiksek olusuna
bagli olarak daha uzun siire kullanilmalari, daha az yan iiriin olusturmalari, daha stabil
ve ucuz olmalari, tiiretim prosesinde c¢ok fazla miktarda ve yiiksek saflikta

tiretilebilmeleri nedeniyle diger enzimlere nazaran tercih edilmektedir (Giil 2011).

Bu bilgiler 1s18inda, yapilan bu tez ¢alismasinda; Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yer
alan termal tesislerden alinan su orneklerinden toplam 130 bakteri izole edildi,
konvensiyonel ve molekiiler yontemler kullanilarak yapilan tani testleri sonucunda 11

farkli tiirtin varhig: tespit edildi.

Elde edilen izolatlarin morfolojik analizleri sonucunda literatiir verilerine paralel bir
sekilde (Tcherpakov et al. 1999; Crapart et al. 2007; Derekova et al. 2007; Namsaraev
et al. 2010; Taslimi et al. 2013; Dunlap et al. 2015; Filippidou et al. 2016; Liu et al.
2017; Shahinyan et al. 2017; Harris et al. 2018) EA 9 (kok) hari¢ Rahman et al.(2017)
tiim test suslariin gubuk hiicre morfolojisine sahip, Gram ve endospor (EA 9 ve EA 10

harig) pozitif, hareketli olduklar: tespit edildi.
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Izolatlarin fizyolojik ozelliklerinden tuz, sicaklik ve pH istekleri belirlendi. Test
suslarinin gelisebildikleri tuz konsantrasyonlar1 %2-12 arasinda test edildi. Elde edilen
sonuglara gore izolatlarin genellikle literatiir verilerine paralel bir sekilde (Tcherpakov
et al. 1999; Crapart et al. 2007; Derekova et al. 2007; Namsaraev et al. 2010; Taslimi
et al. 2013; Dunlap et al. 2015; Filippidou et al. 2016; Liu et al. 2017; Shahinyan et al.
2017) %2-4, EA 9 kodlu izolatin ise % 2-6 tuz konsantrasyonlarinda (Arslan 2017)
gelisebildigi tespit edildi. EA 6 kodlu Bacillus halodurans’in literatiir (Takami and
Horikoshi, 1999) verilerinden farkli olarak %8 tuz konsantrasyonuna kadar
dayanabildigi gozlemlenirken, yapilan bagka bir ¢alismada (Tambeker et al. 2017)
bizim verilerimize paralel bir sekilde %8 tuz konsantrasyonunda iireyebilen suslarin

varlig1 ortaya konuldu.

Izolatlarm 15-65°C sicaklik araligindaki gelisim durumlari incelendiginde literatiir
(Derekova et al. 2007; Namsaraev et al. 2010; Taslimi et al. 2013; Dunlap et al. 2015;
Filippidou et al. 2016; Shahinyan et al. 2017) verilerine paralel bir sekilde; EA 1-4, EA
7 ve EA 8’in optimum 55°C’de, EA 5 ve EA 6’nin 30°C’de Liu et al. (2017), Tambeker
et al. 2017)] EA 10’un Crapart et al. (2007) 48°C’de, EA 11’in ise (Tcherpakov et al.
(1999) 37°C’de optimum gelisme sicakligina sahip oldugu gozlemlendi. Yapilan
molekiiler analizler sonucunda EA 9 kodlu izolatin %99 oraninda Enterococcus
faecium’a benzedigi tespit edildi. Mezofilik bakterilerin genellikle 45°C’nin tizerinde
gelisim gostermedigi bilgisi goz Oniline alindiginda, bir laktik asit bakterisi olan E.
faecium’un 48°C’de, liremesi sasirtici olmustur. Fakat literatiire bakildiginda, Ke et al.
(2002) tarafindan yapilan ¢alismada Enterococci grubu igerisinde yer alan
mikroorganizmalarin bazi {iyelerinin termotolerant oldugu ve Rahman et al. (2015)
tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada ise, Enterecoccus faecium’un 45°C iizerinde
biiyiiyebildigi bildirildi. Bu yoniiyle buldugumuz sonuglar literatiir verileriyle paralellik

gostermektedir.

Izolatlarin pH gereksinimleri 3-11 aralifinda incelendi. Genel olarak suslarmn literatiir
verilerine paralel bir sekilde 7-9 pH degerlerinde gelisim gosterdigi, EA 2, EA 9 ve EA
10 kodlu izolatlarin ise, pH 5’de iireyebildikleri gozlemlendi (Tcherpakov et al. 1999;
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Crapart et al. 2007; Derekova et al. 2007; Namsaraev et al. 2010; Taslimi et al. 2013;
Dunlap et al. 2015; Filippidou et al. 2016; Shahinyan et al. 2017; Rahman et al. 2017;
Liu et al. 2017; Harris et al. 2018).

Tez galismamiz kapsaminda, bakterilerin tanilanmasinda konvensiyonel analizlerin tek
basina yeterli olmamasindan dolayi, bu testlerin yani sira molekiiler yontemlerde
kullanilmistir. Bu amagla yapilan molekiiler yontemlerden rep-PCR [(GTG)s-PCR ve
BOX-PCR], ekosistemdeki g¢esitliligi, suslar arasindaki filogenetik iligkiyi ortaya
koymada ve genetiksel olarak birbiriyle yakin olan mikroorganizmalarin tiir ve tiir alt1
seviyede ayirmada kullanilan oldukga etkin ve basit bir yontem (Adigiizel et al. 2012)
olup, bu metot kullanilarak 130 test susu igerisinde 11 farkli tiiriin varligi ortaya
konuldu. Daha sonra 11 izolat, tekrar rep-PCR analizine tabi tutuldu ve literatiir
verilerine paralel birsekilde BOX-PCR ve (GTG)s-PCR yontemlerinin, suslar arasinda
Ki genomik farkliligi ortaya koymada oldukg¢a basarili oldugu tespit edildi (Adigiizel
2006; Adigiizel et al. 2012a; Adigiizel 2012b, Yanmis et al. 2015; Adigiizel and Yiirekli
2015). Svec et al. (2005) yapmis olduklari g¢alismada, (GTG)s-PCR yo6nteminin
Enterecoccus cinsine ait bakterilerin tlir ve tiir alt1 seviyedeki teshislerinde etkili bir
sekilde kullanilabilecegini tespit ettiler. Biz de, 16S rRNA sekans sonuglarina gore E.
faecium’a benzerlik gosterdigi tespit edilen EA 9 izolatinin ayiriminda literatiir

verilerine paralel bir sekilde (GTG)s-PCR’1n etkili oldugunu gézlemledik.

Daha sonra izolatlarin tiir diizeyinde teshis edilebilmeleri i¢in, 16S rRNA sekans analizi
gergeklestirildi ve sonucunda, EA 1’in Aerobacillus pallidus’a, EA 2’nin Anoxybacillus
geothermalis‘a, EA 3’tn Anoxybacillus mongoliensis’a, EA 4’tn Anoxybacillus
rupiensis’a, EA 5’in Bacillus albus‘a, EA 6’nin Bacillus halodurans’a, EA 7’nin
Bacillus licheniformis‘a, EA 8’in Bacillus paralicheniformis’a, EA 9’un Enterecoccus
faecium’a, EA 10’un Exiguabacterium profundom’a ve EA 11’in Paenibacillus
dentritiformis tiirlerine %99 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edildi. Ay tiire ait
suslar arasinda ki 16S rRNA sekans analiz sonuglarinin %97°den fazla olmasi gerektigi

bilgisinden yola ¢ikarak (Madigan and Martinko 2010), gerek konvensiyonel ve gerekse
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de molekiiler analiz verileri dikkate alindiginda, ilgili test suslarinin benzerlik gosterdigi

bakterilere ait izolatlar oldugu sonucuna varildi.

Termostabil enzimler, endiistriyel ve biyoteknolojik proseslerde Onemli rol
oynadiklarindan, bu c¢alismada teshis edilen izolatlarin enzim/multi enzim iiretme
potansiyelleri arastirildi. Yapilan bu analizler sonucunda, EA 4 (Anoxybacillus
rupiensis) ve EA 8 (Bacillus paralicheniformis) kodlu izolatlarin yiiksek proteaz enzim
aktivitesine sahip oldugu belirlendi. Hadj-Ali et al. (2007) yaptiklar1 calismada, Bacillus
licheniformis’in yiiksek proteaz iiretme yetenegine sahip oldugunu gozlemlediler.
Ancak Anoxybacillus rupiensis tirii ile alakali heniiz proteaz enzim c¢alismasi
bulunmadigindan, ¢alismamizin daha sonraki basamaklarinda EA 4 kodlu izolattan
proteaz enziminin saflastirilmasi, karakterizasyonu ve literatiire kazandirilmasi

hedeflenmektedir.

Ayrica, EA 2 (Anoxybacillus geothermalis) ve EA 4 (Anoxybacillus rupiensis) kodlu
izolatlarin yiiksek amilaz enzim aktivitesine sahip oldugu gozlemlendi. Yapilan literatiir
taramasi sonucunda (Derekova et al. (2007; Yanmis et al. 2015) A. rupiensis’in amilaz
tiretim potansiyelinin belirlendigi ¢alismalarin varligi tespit edilirken, A. geothermalis
icin ise herhangi bir kayda rastlanilmadi. Bu bilgilerden yola ¢ikarak, EA 2’den ilgili
enzimin saflagtirnlmasi, karakterizasyonu ve endistriyel alanda kullanilma

potansiyelinin tespitine yonelik ¢calismalarin yapilmast hedeflenmektedir.

Yine yapilan bu ¢aligmada; EA 2, EA 3, EA 4, EA 5, EA 7 kodlu izolatlarin yiiksek
lipaz aktivitesine, EA 6 kodlu izolat seliilaz aktivitesine ve EA 2, EA 3, EA 7 ve EA 8
kodlu izolatlarin ise ksilanaz enzim aktivitesine sahip oldugu goézlemlendi. Elde
ettigimiz sonuglar literatiir (Heck et al. 2006; Namsaraev et al. 2010; Rabbani et al.
2013; Bajaj et al. 2012; Rashid et al. 2013; Vijayaraghavan et al. 2016) verileri ile
paralelik gostermektedir. EA 2 (A. geothermalis) ve EA 3 (A. mongoliensis) kodlu
izolatlar ksilinaz enzimini iiretme potansiyeline sahipken, literatiirde bu konu ile ilgili

herhangi bir caligmaya rastlanilmamistir. Bu yonii dikkate alinarak, ileri ki ¢caligmalarda
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biyoteknolojik  uygulanabilirliginin  tespitine yonelik arastirmalarin  yapilmasi

amagclanmaktadir.

Elde edilen tiim bu veriler dikkate alindiginda;

e (Calismamizda termal kaynaklardan ilk defa Enterecoccus faecium ve
Exiguobacterium profundum izolatlari elde edildi.

e (Calismamizda rep-PCR yontemlerinden BOX-PCR’in, (GTG)s-PCR’a gore
termofilik bakterilerin ayriminda daha etkili oldugu belirlendi.

e (Calisilan izolatlardan EA 2 (Anoxybacillus geothermalis), EA 4 (Anoxybacillus
rupiensis)  ve EA 8 (Bacillus paralicheniformis)’in multi-enzim {iretme
potansiyellerinin oldukga yiiksek oldugu tespit edildi. Bu da, test suslarinin (EA 2,
EA 4 ve EA 8) endistriyel alanda genis bir kullanim potansiyeline sahip
olabilecegini bize gostermektedir.

o Elde izolatlardan EA 2 (A. geothermalis)’nin amilaz ve ksilanaz aktivitesi, EA 3 (A.
mongoliensis)’iin ksilanaz ve EA 4 (A. rupiensis)’iin proteaz iirctme potansiyelleri

ilk defa bu ¢alisma ile ortaya konuldu.
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