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OZET

LAKTIK ASIT BAKTERISINDEN o-AMILAZ iZOLASYONU VE
KARAKTERIZASYONU

YUKSEK LIiSANS TEZi
fhsan REZZUKOGLU

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJi ANABILIM DALI

2011

Bu ¢alismada, Diyarbakir’daki peynirciler ¢arsisindan peynir alti suyu 6rnekleri alinarak
laktik asit bakterileri izole edildi. izole edilen bu bakteriler morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal testler yardimiyla tamimlandi ve PS-2A, PS-3B, PS-3C ve PS-4B olarak
adlandirildi. Daha sonra bu bakterilerin ekstraseliiler a-amilaz iiretme yetenegi arastirilarak en
iyl aktivite gdsteren PS-2A bakterisi se¢ildi. PS-2A bakterisinin kok (yuvarlak) sekilli, Gram
pozitif, katalaz negatif, hareketli oldugu belirlendi. Bu bakterinin iiremesi icin; optimum
inkiibasyon siiresinin 16. saat, optimum pH’nin 7.0 ve optimum iireme sicakliginin 35°C oldugu
belirlendi.

PS-2A’nin a-amilaz aktivitesini; optimum 20. saatte (1847 U/mg), LB besi yerinde
gerceklestirdigi ve a-amilaz aktivitesinin optimum pH ve sicaklik degerlerinin sirasiyla 7.0 ve
35°C oldugu belirlendi.

PS-2A’nin {iretim ortamina degisik karbon (glukoz, galaktoz, fruktoz, ¢oziinebilir
nisasta, maltoz ve siikroz) ve azot kaynaklari (pepton, tripton, {ire, amonyum siilfat, amonyum
kloriir ve kazein) eklenerek a-amilaz tiretimi {izerine etkisi arastirildi.

Karbon kaynaklarinda; %1°lik ¢6ziinebilir nisastanin a-amilaz {iretimini iki kat (4743
U/mg) arttirdig1, glukoz (1392 U/mg), fruktoz (468 U/mg) ve maltoz (1158 U/mg) ilavesiyle de
enzim Uretiminin azaldig1 saptandi.

Azot kaynaklarinda; %1°lik pepton (2550 U/mg), tripton (3527 U/mg), amonyum siilfat
(3463 U/mg) ve amonyum kloriir (4166 U/mg) ile a-amilaz {iretiminin arttig1, tire (1241U/mg )
ve kazein (1960 U/mg) ilavesi ile de enzim iiretiminin azaldig1 tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterileri, a-amilaz, peynir alt1 suyu, izolasyon.
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ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERZATION OF a-AMYLASE FROM LACTIC ACID
BACTERIUM

MSc THESIS
[hsan REZZUKOGLU

UNIVERSITY OF DICLE
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT of BIOLOGY

2011

In this study, whey samples from Diyarbakir cheese market place were collected and
lactic acid bacteria were isolated. These bacteria which were isolated were described with the
aid of morphological, physiological, and biochemical tests and named as PS-2A, PS-3B, PS-3C
and PS-4B. And then, by investigating extracellular a—amylase production capabilities of these
bacteria, PS-2A bacterium which showed the best activity was selected. It was found that
bacterium PS-2A was round-like, Gram positive,catalase negative, active. For produce the PS-
2A; the optimum incubation time as 16™ hours, optimum pH as 7.0 and optimum incubation
temperature was determined as 35°C.

After that extracellular o—amylase enzyme production capabilities of the PS-2A were
studied and the optimum conditions of the enzyme were determined. It was found that PS-2A
conducted its optimum o—amylase activity at the 20" hour (1847 U/mg) in LB medium
performed, and optimum pH and temperature values of o—amylase activity were 7.0 and 35°C,
respectively.

By adding diverse carbon (glucose, galactose, fructose, soluble starch, maltose and
sucrose) and nitrogen (peptone, tryptone, urea, ammonium sulphate, ammonium chlorid ve
casein) sources to PS-2A’s medium the effects of these on a—amylase production were
investigated.

In carbon sources; The %1 soluble starch was increased the a—amylase production 2
fold (4743 U/mg), and it was determined that the enzyme production was decreased by adding
glucose (1392 U/mg), fructose (468 U/mg) ve maltose (1158 U/mg).

In nitrogen sources; it was determined that with %1 peptone (2550 U/mg), tryptone
(3527 U/mg), ammonium sulphate (3463 U/mg) and ammonium chlorid (4166 U/mg) the o—
amylase production was increased and by adding urea (1241U/mg ) and casein (1960 U/mg) the
enzyme production was decreased.

Key Words:Lactic acid bacteria, a-amylase, whey, isolation.
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fhsan REZZUKOGLU

1.GIRIS

Biyoteknoloji, insan, hayvan ve bitki hiicrelerinin fonksiyonlarini anlamak ve
degistirmek amaciyla uygulanan cesitli teknikleri ve islemleri tanimlamak ig¢in
kullanilan bir terimdir. Biyoteknoloji uygulamalari; mikrobiyoloji, biyokimya,
molekiiler biyoloji, hiicre biyolojisi, immiinoloji, protein miihendisligi, enzimoloji ve

biyoproses teknolojileri gibi farkli alanlar1 biinyesinde toplar.

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, liriinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi
ve ekonomik degerinin ¢ok yliksek olmasi nedeniyle, biyoteknolojinin endiistriyel
enzimlerle ilgili alaninda yapilan cesitli arastirmalar, daha da onem kazanmaktadir.
Ozellikle birkag iilke disinda diger iilkelerin bu konuda tamamen disa bagimli olmalar

dikkate alindiginda, bu konu daha da 6nemli duruma gelmektedir (Kiran ve ark. 2006).

Enzimler; canli hiicreler tarafindan olusturulan, biyolojik kimyasal tepkimeleri
katalize eden ¢ok kiiciik miktarlarda etkinlik gosteren ve tepkimeler sonunda ayni yap1

ve hemen ayn1 miktarlarda ortamda kalan organik maddelerdir (Bilgehan 1999).

Enzimlerin  bir¢ok islemdeki rolleri wuzun zamandir bilinmektedir.
Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin ekmek yapimi, bira yapimi, alkol iiretimi,
peynir yapimi, vb. yerlerde kullanimi eski Yunan tarihine kadar uzanmaktadir (Haki ve

Rakshit 2003).

Enzimler; spesifik, se¢ici olmalar1 ve 1limli kosullar altinda (diisiik basing ve
sicaklik, sulu ortam vb.) c¢ok yiiksek aktivite gosterebilme yeteneklerine sahip
olduklarindan endiistriyel katalizor olarak kullanilmaktadirlar (Lafuente 2009).
Enzimler ileri derecede substrat spesifikligine sahip olmalar1 nedeniyle istenmeyen yan
tiriinlerin olusumunu engellerler ve katalizledikleri reaksiyonlarda %100 verim saglarlar

(Deveci 2006, Kiifrevioglu 2007).

Uygun kosullar saglandigi zaman etkilerini dogal ortamlar1 disinda da
gosterebildiklerinden dolayi, enzimlerden pek cok alanda yararlanabilme imkan1 vardir.
Ayrica enzimler; 6nemli oranda maliyet fiyatlarin1 diisiirdiiklerinden gida, yem, tarim,
kagit, deri ve tekstil endiistrileri gibi sayisiz yeni uygulamalarda kullanilmaktadirlar

(Beilen ve Li 2002).



1. GIRIS

Enzimler; ekonomik, endiistriyel, kimya, tip vb. alanlarda uygulama
bulmuglardir (Deveci 2006). Ekonomik alanlarda; ekmek, bira ve peynir iiretimi gibi,
tipta teshis ve tedavide onemli rol oynamaktadirlar. Kimya endiistrisinde, deterjan,
endiistrisinde gida islemlerinde, ziraatte ve hatta biyolojik savasta da pek ¢ok kullanim

alanlar1 bulunmaktadir (Kuzu 2008).

Enzim kullanimi bir ka¢ acidan yararlidir. Gida endiistrisinde kullanilmalari
genellikle 1limli kosullar altinda islemlerin baglatilmasini tesvik etme seklindedir.
Endiistriyel enzimler, birkag istisna hari¢ pH 3.0-10.0 ve 25-90°C (cogu 45-55°C)’ de

normal atmosfer basincinda calisir (Baran 2001).

Gida, yem, tarim, kagit, deri ve tekstil endiistrileri enzim teknolojisi igin
uygundur. Clinkii Uriinler hammaddeler kadar, enzimatik siireglerle degistirilebilen,

parcalanabilen, iiretilebilen biyomolekiilleri kapsar.

Glinlimiizde endistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmekle birlikte ¢ok az bir kismi1 da bitkisel ve hayvansal
kaynaklardan saglanmaktadir (Kuzu 2008, Coskun 2010). Siit ve peynir endiistrilerinin
bir yan {irlinii olan ve atik olarak kabul edilen peynir alt1 suyu, enzim kaynagi olarak
kullanilan bu mikroorganizmalarin ¢ok fazla c¢ogalip gelisebildigi, organik madde

yoniinden ¢ok zengin bir ortamdir.

Ticari 6neme sahip olan enzimlerin ¢ogu, hidrolazlar seklinde tanimlanmakta
olup, mikrobiyal kokenlidir. Bu enzimlerin ¢ogu ekstraselliiler olarak bulunur ve yiiksek
molekiiler agirliga sahip substratlarla gérev yaparlar. Ekstraselliiler enzimler, besi yeri
ve hiicre duvarmin dis1 ile baglant1 halinde olan enzimler olarak tanimlanir (Kiran ve

ark. 2000).

Enzim kaynagi olarak mikroorganizmalarin tercih edilmesinin nedeni; bu
mikrobiyal enzimlerin bitkisel ve hayvansal ayrica kimyasal olarak iiretilen enzimlere
gore katalitik aktivitelerinin daha yiiksek olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari,
daha stabil ve daha ekonomik olmalari, yliksek saflikta ve fazla miktarda elde

edilebilmeleridir (Matpan 2007, Kiran 2006, Coskun 2010, Kuzu 2008).

Mikrobiyal enzimlerin diinya genelinde yillik kullanim oranlarina bakildiginda

bu enzimlerin; %25 alkalin proteaz, %21 diger proteazlar, %10 renin, %3 tripsin, %3
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lipaz ve %10 diger karbonhidrat pargalayan enzimler (selillaz ve ksilanaz gibi), %10
kadar ise analitik ve ila¢ sanayisinde kullanilan enzimler ve %18 amilazlarin

olusturdugu goriliir (Coskun 2010).

Amilazlar bilinen en 6nemli ve eski endiistriyel enzimler olup ekmek ve bira
yapiminda, glukoz ve/veya fruktoz surup iiretiminde, nisasta, deterjan, tekstil, kagit
endustrisi, eczacilik ve klinik alanlar gibi alanlarda genis capta kullanilmaktadirlar

(Fukara 2007, Balkan 2008).

Glinlimiizde endistriyel atik su olarak kabul edilen ve yeterince
degerlendirilmeyen peynir alti suyu; yiiksek kimyasal oksijen ihtiyaci nedeniyle
kanalizasyonlara verildiginde biiylik bir ¢evre problemi olusturmaktadir. Yalnizca
enzim kaynagi olarak kullanilan mikroorganizmalar icin degil ayn1 zamanda hastalik
yapan mikroorganizmalar i¢cin de uygun lireme ortami olmasi sebebiyle saglik

sorunlarina sebep olmaktadir.

Bu calismada peynir alti suyundan alinan Orneklerden laktik asit bakterileri
izolasyonu ve karakterizasyonu gercgeklestirilerek bu suslarin endiistriyel agidan biiyiik
Ooneme sahip olan a-amilaz enzimi iiretme yetenegini saptamak ve en yiiksek a-amilaz
tiretme yetenegine sahip sustan elde edilecek o-amilaz enziminin karakterizasyonu
(optimum besi yeri, optimum enzim tiretim zamani, optimum sicaklik, optimum pH ve
enzim tiretimi lizerine degisik karbon, azot kaynaklarinin etkisi) yapilarak peynir alti

suyunun degerlendirilmesi i¢in imkan saglanmas1 amag¢lanmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Biyoteknoloji

Biyoteknoloji; hiicre, doku ve organ Kkiiltiirii, molekiiler biyoloji, fizyoloji,
biyokimya, mikrobiyoloji, molekiiler genetik gibi doga bilimleri ile temel miihendislik
ve bilgisayar bilimlerinden yararlanarak, genetik ve molekiiler DNA teknikleriyle bitki,
canlilarin genetik haritalarin1  ¢ikartmak, c¢ogaltmak, 1slah etmek, degistirmek,
gelistirmek, yeni ve az bulunan {iriinleri yine canlilara (organizma, hiicre ve dokulara)

iirettirmek veya bunlarin daha fazla elde etmek i¢in kullanilan teknolojilerin tiimiidiir.

Biyoteknoloji geleneksel ve modern olmak iizere 2 grupta degerlendirilir.
Mikroorganizmalarca siitiin yogurt ve peynire doniistiiriilmesi, sirke yapimi geleneksel
gida biyoteknolojisi konusu, yine genetik miihendisligi islemeleriyle, 6zellikleri
gelistirilmis mikroorganizmalarca daha nitelikli (6rnek: enzimler, proteinler vb.) ¢esitli
etken maddeler (ilag hammaddesi, asilar vb.) veya {iriinler (biyoetanol vb.) gelistirmek
modern gida, tibbi veya mikrobiyal biyoteknoloji konularidir. Bu nedenle
biyoteknolojinin bitki, hayvan, gida, tibbi, mikrobiyal, endiistriyel (beyaz biyoteknoloji)
ve ¢evre biyoteknolojileri olarak uygulama dallar1 gelismistir (Babaoglu 2011).

2.2. Enzimler

Enzimlerin ¢ogu proteinlerden yapilmislardir ve dogal olarak yalmz canlilar
tarafindan sentezlenirler. Hiicre icerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizini ve

Ozgilliglinti diizenlerler. Cogu kez hiicre disinda da etkinliklerini korurlar.

Solunumun, biiyiimenin, kas kasilmasinin, sinirdeki iletimin, fotosentezin, azot
baglanmasinin, deaminasyonun, sindirim vs.'nin temelini olustururlar. Baslangicta
"Enzim" terimi, sindirim kanalinda oldugu gibi bir ¢6zelti ya da siv1 igerisinde etki ettigi
durumlarda; buna karsin "Ferment = Maya" terimi ¢ogunluk hamur mayasinda oldugu
gibi, hiicreye bagli oldugu durumlarda kullanilmistir. Buchner 1897°de fermentlerin de
hiicre disinda etki ettigini bulunca iki terim arasindaki farklilik ortadan kalkmis oldu.
Her iki terim arasinda bugiin herhangi bir fark olmamakla beraber; bakteri, mantar ve
diger tek hiicrelilerdeki enzimatik islevler, mayalanma ve etki maddeleri de ferment

olarak kullanilmaktadir.
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Uluslararas1 Biyokimya Birligi, EC numaralari denen, enzimler igin bir

adlandirma sistemi gelistirmistir; her enzim basinda da "EC" olan ve dort sayidan
olusan bir dizi ile betimlenir. Ik sayr enzimleri mekanizmalarina gére genel olarak

siniflandirir. Ust diizey siniflandirma su sekilde gosterilmektedir;

Enzim Klasifikasyonu Sinifi Alt Sinifi
ve etkiledigi bag
Akseptor
E. C. 1. 1. 1. 49 ——  Enzimin sira numarasi

Bu siniflandirmaya gore enzimler alt1 sinifa ayrilmistir.
1. Oksidorediiktazlar

2. Transferazlar

3. Hidrolazlar

4. Liyazlar

5. Izomerazlar

6. Sentetazlar (Ligazlar) (Goziikara 1997)

2.3. Enzimlerin Endiistriyel Uygulamalar:

Enzimler, spesifik katalizorlere gerek duyulan endiistriyel uygulamalarda
kullanilir. Ancak, enzimler genelde katalizleyebildikleri tepkime sayisi, organik ¢oziicii
ve yiiksek sicakliklarda stabiliteleri agisindan simrhdirlar. Bu yiizden protein
miithendisligi aktif bir arastirma sahasi olmustur. Cizelge 2.1.’de endiistride kullanilan

bazi enzimler ve kullanim alanlar1 gosterilmektedir.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Uluslararas%C4%B1_Biyokimya_ve_Molek%C3%BCler_Biyoloji_Birli%C4%9Fi&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/EC_numaras%C4%B1
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Cizelge 2.1. Endiistride kullanilan bazi enzimler ve kullanim alanlari (Filer 2001).

Uygulama Kullanilan enzim Ornekler
Undaki nisastanin sekere parcalanmasini
Ekmek ) ] ]
o-Amilaz katalizler. Ekmek ve ekmek {iriinleri
endiistrisi
yapiminda kullanilir.
Bu enzimler nisasta ve  proteinleri
Bira {iretiminde arpanin ezilmesi ile  ||parcalayarak basit sekerler, amino asitler ve
Alkol enzimler salinir. peptitler iiretir, bunlar da fermantasyonda
endiistrisi kullanilir.
] Malttaki ~ polisakkarit ~ ve  proteinleri
Amilaz, glukanaz, proteazlar
parcalarlar.
Biranin  saklanmasi  sirasinda  olusan

Proteazlar

bulanikligin giderilmesi.

Meyve sulari

Seliilazlar, pektinazlar

Meyve sularinin berraklagtiriimasi

Siit endiistrisi

Geng gevis getirici hayvanlarin

midesinden elde edilen rennin

Peynir tiretimi, proteinin hidrolizi i¢in

Lipazlar

Mavi kufli  Rokfor peynirinin tiretimi

sirasinda peynirin olgunlagsmasinda kullanilir.

Nisasta Amilazlar, amiloglukozidazlar ve Nisastayr glukoza ve ¢esitli suruplara

endiistrisi glukoamilazlar doniistiirtr.

Kast Amilaz, Ksilanaz, Seliilaz, Lipazlar Amilaz, nisastayr daha diigiik viskoziteye

Kagit L . .
indirerek; kagidin sekillenmesi ve

endiistrisi

ve Ligninazlar

kaplanmasini kolaylastirir.



http://tr.wikipedia.org/wiki/Ekmek
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ekmek
http://tr.wikipedia.org/wiki/Un
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ni%C5%9Fasta
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Alkol_end%C3%BCstrisi&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Alkol_end%C3%BCstrisi&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bira
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fermantasyon
http://tr.wikipedia.org/wiki/Meyve_suyu
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=S%C3%BCt_end%C3%BCstrisi&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hidroliz
http://tr.wikipedia.org/wiki/Lipaz
http://tr.wikipedia.org/wiki/Rokfor_peyniri
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ni%C5%9Fasta
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ni%C5%9Fasta
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Evirtik_%C5%9Feker_%C5%9Furubu&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ka%C4%9F%C4%B1t
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ka%C4%9F%C4%B1t
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Amilaz&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ksilanaz&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sel%C3%BClaz
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ligninaz&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Viskozite
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Cizelge 2.1. Endiistride kullanilan bazi enzimler ve kullanim alanlar1 (Filer 2001)

(Tablonun devami.)

Bulasik makinas1 deterjanlarinda,
Amilazlar dayanikli nisasta lekelerinin
¢ikarilmasinda kullanilir.
Deterjan
endiistrisi Yag lekelerinin ¢ikartilmasini
Lipazlar .
kolaylagtirmak igin.
Seliilazlar Camasir yumusaticilarinda kullanilir.
2.4. Amilazlar

Uluslararas1 Biyokimya Birligi’ nin yaptig1 siniflandirmaya gore a- amilaz, eter
hidrolaz grubunda yer almaktadir ve a- 1,4 glukanglukanohidrolaz (E.C.3.2.1.1) olarak
adlandirilmaktadir. Uluslararas1 Biyokimya Birligi’ne gore hidrolazlar, C-O, C-N, C-C

ve fosforik anhidrit baglarini da iceren bazi baglarin hidrolitik koparilmasini katalize
eden enzimlerdir. Sistematik isimde daima hidrolaz kullanilmaktadir. Pratik
isimlendirmede ise substratin Oniine -az eki getirilmektedir (Baran 2001). Amilazlar ise

hidrolazlar grubuna giren, nisasta ve glikojen molekiillerini hidrolize eden enzimlerdir.
Hidrolazlar sinifinda yer alan enzimler asagidaki gibi numaralandirilir:

1. Ester bagina etki edenler

2. Glikozil bilesiklerine etki edenler

3. Eter bagina etki edenler

4. Peptit bagina etki edenler

5. Peptit bagindan baska diger C-N baglarina etki edenler

6. Asit anhidritlerine etki edenler

7. C-C bagina etki edenler

8. Klor ile meydana gelmis tuzlardaki baga etki edenler

9. Fosfor azot bagina etki edenler

10. Kiikiirt azot bagina etki edenler


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Uluslararas%C4%B1_Biyokimya_ve_Molek%C3%BCler_Biyoloji_Birli%C4%9Fi&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Lipaz
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sel%C3%BClaz
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11. Karbon fosfor bagina etki edenler

Ohlsson’un 1930 yilinda malttan elde ettigi parcalayict enzimler, anomerik
tiplerine gore alfa (o) ya da beta () amilazlar olarak adlandirilmiglardir. Mybrach ve
Neamuler ise amilazlar i¢cin endoamilazlar ve ekzoamilazlar olmak lizere baska bir

adlandirma sistemi 6nermislerdir.

Endoamilazlar nisasta molekiiliiniin igten, rastgele bir hareketle hidrolizini
katalizlerler. Bu hareket; diiz ve farkli zincir uzunluklarina sahip dallanmis
oligosakkaritlerin olusmasina acar. Ekzoamilazlar ise indirgen olmayan ugtan basarili

bir sekilde kisa uglu iiriinlere sonlandirarak hidroliz ederler (Gupta ve ark. 2003).

Amilazlar; diinyadaki enzim iiretiminin yaklasik olarak %30’unu olustururlar ve
gida, fermentasyon, tekstil, kagit, deterjan, eczacilik, damitma ve seker endiistrileri gibi
genis endiistri c¢esitlerinde farkli uygulamalara sahiptirler (Hmidet ve ark. 2008).
Amilazlar, nisasta endiistrisinde dekstrin, glukoz ve maltoz surubu iiretiminde kullanilir.
Ekmekgilikte ise mayalarda, maltaz aktivitesi diisiik oldugundan yardimei enzim gorevi
iistlenirler (Yarkin 2007). Tatlandirici  6zelliklerinden dolayr alkolsiiz icecek
endiistrisinde ¢ok biiylik oranlarda kullanilirlar. Ayni1 zamanda, alkol fermentasyonu
icin nigastanin sivilagtirllmasi ve sekerlestirilmesi i¢in kullanilmaktadirlar (Aygan
2006). Amilazlar; bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalari i¢ine alan birgok kaynaktan
elde edilebilmesine ragmen genel olarak endiistriyel talepleri mikrobiyal enzimler

karsilar (Hmidet ve ark. 2008).
Nisastayi hidrolizleme sekillerine gore amilazlar 3’e ayrilir:

a) a-Amilazlar (Endoamilaz): Cok yavas olarak hidroliz olayma katilirlar.
Hasta olarak adlandirilan bir seri ii¢c veya daha fazla a-1,4 baghh glukoz birimlerini
tasiyan trilinler aciga cikarirlar. Buna, 6zellikle kloriir ve baz1 iyonlar da aktivator olarak
etki eder. a-amilaz, glikojenin dokularda yikilmasinda rol oynamaz, zira glikojen 1,4
glikozid baginin yikilis1 dokularda fosforilize olur. Glikojendeki 1,6 baglarin1 da yine

amilaz degil, ancak amilo 1,6 glikozidaz yikar.

b) p-Amilazlar (Egzoamilaz): Bunlar nisastanin amiloz kismini maltoza kadar

hizl1 bir sekilde hidroliz ederler. Polisakkaritte a -1,4 glikozid baglarin1 hidroliz ederek

zincirlerin rediikte olmayan uc¢larinda maltoz birimlerini ayirirlar.
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¢) y-Amilazlar: Kisa bir slire 6nce bagirsak ve karacigerde ortaya cikan,
nigastay1 maltoz birimlerine degil glukoz birimlerine kadar parcalamaktadir. Enzim 1,4
ve 1,6 baglarin1 hidrolizleyip nisasta ve glikojeni tamamen pargalayabilir (Matpan

2007).
2.4.1. a-Amilazlar

a-Amilaz (1,4-a-D-glucanohydrolase; EC 3.2.1.1) nisastadaki a-1,4 baglarin
hidrolizler. Nisastay1r hidroliz etme derecesine gore degisen iki kategori iginde
siniflandirilir. Sivilastirict a- amilazlar nisastanin % 30 ile % 40’m1; sekerlestirici a-

amilazlar nisastanin % 50 ile 60’11 hidroliz eder (Balkan 2008).

a-Amilaz nisasta molekiilindeki amiloz zincirinin a-1,4-glukozidik baglarina
rastgele etki ederek son iriin olarak %10’u glukoz ve %90’n1 maltoz olan bir karisim
meydana getirir. Nisastanin enzimatik hidrolizi sonunda olusan iiriinler a-optik
konformasyonu gosterdiginden bu enzimlere a-amilazlar denilmektedir (Fukara 2007,
Balkan 2008). Ayrica bu enzimler nisastanin i¢ kisimlarindaki a-1,4-glukozidik
baglarina etki ettikleri i¢in endoamilazdir (Fukara 2007).

Sekil 2. 1. a-Amilazin 3 boyutlu goriiniimii (Li ve ark. 2009).

2.4.2. a-Amilazin Etki Mekanizmasi

a-Amilaz; cesitli bakteriler, mantarlar, bitkiler ve hayvanlarda genis bir dagilim

gosterir ve polisakkaritlerin kullaniminda biiytik bir role sahiptir (Najafi ve ark. 2005,

10
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Nazmi ve ark. 2006). Oligosakkaritlerin farkli biiyiikliiklerini elde etmek igin igteki o-
1,4-glukozidik baglarin1 rastgele kesmek suretiyle nisasta, glikojen ve akraba olan

polisakkaritleri hidroliz eder (Najafi ve ark. 2005, Habibi ve ark. 2006).

o- Amilaz iizerinde 9 glukoz kalintisinin baglanabilecegi baglanma merkezleri
bulunur. a- (1,4) bagmi hidrolizleyen aktif merkezin, 3-4 no’lu glukoz kalintilarinin
baglandig1 baglanma merkezleri arasinda kaldig1 {izerinde durulmaktadir. Sekil 2.2. o-

amilazin etki mekanizmasini gostermektedir.

cn,on CH,OH CH,OH

O_ H O_H
H
OH H 0
H H 8 M /1 41—+ 6)linkage
H OH
Reducing
end
CHZOI; CH,OH CH,OH CHZOH
H H 0 (¢)
H 0 %%
OH H
i o OH H L OH H OH H OH H
H OH
Branch a(l—>4)
point linkage

Sekil 2.2. o-Amilazin etki mekanizmasi (Coskun 2010).

Hidroliz isleminden sonra, soldaki grup enzim iizerinden ayrilirsa, bosalan
baglanma merkezlerini doldurmak iizere, nisasta zinciri sola dogru kendiliginden
hareket eder ve liriin olarak G6 (maltohekzos) olusur. Eger hidrolizden sonra sag tarafta
ayrilma s6z konusu olursa bosalan baglanma merkezlerini doldurmak {izere saga dogru
kayma meydana gelerek ve iirlin olarak G3 (maltotrioz) olusur. Amilopektinden ise;
benzer mekanizma ile maltoz (G1), maltodioz (G2), maltotrioz (G3), maltohekzos (G6)

meydana gelir (Agiiloglu 1996).

2.4.3. Nisasta

Nisgasta, patates gibi yumrulu bitkilerde, misir, bugday, pirin¢ gibi tahillarda
bulunan, suda c¢oziinmeyen kompleks bir depo polisakkarit olup glukoz

monomerlerinden olusan bir homopolisakkarittir (Matpan 2007, Yarkin 2007).

Nisasta, iki tip glikoz polimerinden olusur. Bunlardan birincisi amiloz olup, a-

D-(1,4)-glikopiranosil baglariyla birbirine baglanmig, molekiiler agirligi yaklasik 300

11
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000 dalton olan lineer bir polimerdir. Ancak birbirini izleyen glikoz birimlerinin agili

olma egiliminden dolay1 bir sarmal olusturur.

a-1,4 badlar

CH:0H CH:0H CH.0H

0H

Sekil 2. 3. Amilozun kimyasal yapisi (Géneng 2006).

Digeri ise amilopektin olup, dallanmis bir polimer 6zelligi gosterir. Amilopektin
yan zincirleri, ana zincire a-1,6 ve a-1,4 baglariyla bagl olan glikoz molekiillerinden
meydana gelmistir. Amilopektin adi verilen ikinci molekiil sekli ise dallanmig bir yap1
gosterir (Tatar 2007). Nisasta molekiiliin yaklasik % 70'ini olusturur. Yapisinda en az
1800 glukoz birimi bulunur. Amilopektin molekiiliinde glukoz birimleri a-1,4 ve a-1,6
glikozidik baglar ile birbiriyle baglanmislardir. Glukoz birimleri a-1,4 glikozidik bagi
ile baglanarak diiz bir zincir olustuktan sonra her 24 ile 30'uncu glukoz birimlerinde o-
1,6 glikozidik bagi ile yan zincir olustururlar ve bu sekilde de dallanmis bir yap1 ortaya
¢cikmis olur (Kos 2011).

OH

. CH,0H 0 |

0 CH,
HC

OH 0 CH,0H
HO :
OH

H(

Sekil 2.4. Amilopektinin kimyasal yapist (Oztolan 2007).

12



[hsan REZZUKOGLU

a-Amilaz gibi amilolitik enzimler endiistriyel olarak, nisastanin sivi hale
getirilmesi ve sakkarifikasyon islemlerinde dnemlidir (Kim ve ark. 2008). o-Amilazlar;
icten isleyen, glikozid hidrolaz enzimlerdir ve glikoliz hidrolaz 13. aileye (GH13)
mensupturlar (Najafi ve ark. 2005, Habibi ve ark. 2006). a-Amilaz enzimi endiistriyel
boyutlarda ilk kez 1939 yilinda Bacillus subtilis susu kullanilarak Japonya’da
tretilmistir. 1970 yilinda B. subtilis ve B. licheniformis a-amilaz enzimi iiretimi i¢in

genis ¢apta kullanilmistir (Tatar 2007).

a-Amilaz, bira yapimi, ekmekgilik, tekstil, kagit, gida ve deterjani igine alan ¢ok
sayida endiistriyel islemde kullanilabilen, biyoprotein {liretiminde ve nigastanin
fermentasyonunda onemli bir yer tutan en Onemli endiistriyel enzimlerden biridir
(Agtiloglu ve ark. 2000, Liu ve Xu 2008). Deterjanda bir katk: olarak kullanildig: gibi
dokumada nisasta hasilinin uzaklastirilmasi, nisastanin sivi  hale gelmesi ve
ekmekgilikte dekstrinin seklinin daha fazla korunmasi gibi seyler i¢in kullanilabilir. a-
Amilaz; termostabilite, metal iyon serbestligi, pH aralig1 ve digerleri gibi arzu edilen
ozellikleriyle akraba endiistrilerde ¢cok yararli olabilir (Najafi ve ark. 2005, Liu ve Xu
2008). Ornegin; pH degeri 8.0’dan yiiksek olan amilazlarin nigsasta ve tekstil
endustrilerinde nisasta sakkarifikasyonu i¢in potansiyel uygulamalar1 vardir ve ayrica
otomatik bulasik ve makineleri i¢in kullanilan deterjanlarin bir pargasidirlar (Saxena ve

ark. 2007).
2.5. Peynir Alt1 Suyu

Peynir alt1 suyu; su ve siitte bulunan (yaklasik olarak % 5 laktoz, % 0.9 azotlu
bilesikler, % 0.8 mineraller ve kiiciik miktarlarda vitaminler), suda c¢oziilebilen
bilesiklerin ¢ogunu iceren peynir yapim isleminin yan iirlinii olan bir sividir (Ghaly ve
Kamal 2003). Peynir alti suyu (PAS), peynir veya kazein iiretiminde kazeinin
¢oktiiriilmesi sonucu elde edilen ¢dziinebilir, proteince zengin bir iiriindiir (Ozen ve
Kili¢ 2007). Peynir alt1 suyu; siit tirtinlerinin sivi atig1 oldugundan dolay1 diinya ¢apinda
genis kapasitelerde iiretilir ve yiiksek oranda ciddi ¢evresel kirlilik ve saglik problemleri
yaratir (Koutinas ve ark. 2007, Pescuma ve ark. 2008). Biyolojik olarak aritilmasi
yiiksek maliyet gerektiren bir islem oldugu i¢in daha dnceleri islem goérmeden hayvan
gidas1 olarak kullanilan peynir altt suyundan gelisen teknoloji ile bir¢ok liriin elde

edilmektedir. Peynir alt1 suyundan; konsantre PAS, PAS tozu, mineralleri azaltilmis
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PAS tozu, laktozu ve mineralleri azaltilmis PAS tozu, PAS protein konsantresi, PAS
protein izolat1 ve laktoz iiretilmektedir (Ozen ve Kilig 2007). Peynir alt1 suyu; yalnizca
insan ve hayvan kullanimi i¢in bir besin kaynag degil ayn1 zamanda
mikroorganizmalarin {iremesini destekleyen iyi bir ortamdir. Bunun tarimsal giibre ve
hayvan yemi olarak kullaniminin yan1 sira, peynir alt1 suyu veya bilesenleri; ¢esitli gida,

kozmetik ve eczacilik iirlinlerini i¢inde birlestirmistir (Marek ve ark. 2004).
2.6. Laktik Asit Bakterileri

Giiniimiizde en tipik LAB mensuplari; Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc
ve Pediococcus cinslerine bagli, diisiik C + G bransinin organizmalaridir (Ammor ve
ark. 2007). Genel olarak laktik asit bakterileri grubunda Lactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus ve Leuconostoc cinsleri incelenmekte iken son yillarda yapilan genetik
calismalar sonucu Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Weissella ve
Vagococcus cinsleri de bu grupta incelenmeye baslanmistir. Yine son yillara ait
literatiirde bu grupta Aerococcus, Oenococcus, Atopobium, Dolosigranum,
Tetragenococcus, Alloiococcus ve Gemella gibi yeni cins isimlerine rastlanmakta ise de
bu cinslerle ilgili taksonomik c¢alismalarin heniiz tamamlanmadigi bildirilmektedir

(Y1lmaz ve Temiz 2003).
e Domain: Bacteria
o Kingdom: Bacteria
e Phylum: Firmicutes
e Class: Bacilli

e Order: Lactobacillales

o Family: Streptococcaceae

e Genus: Lactococcus
Laktik asit bakterileri; fermentasyon modellerine dayanarak {i¢ gruba ayrilmistir:
a) Homofermentatif: Glukozdan % 85’ten fazla laktik asit iiretenler,
b) Heterofermentatif: Yalnizca % 50 laktik asit {iretenler,

c¢) DL-laktik asit, asetik asit ve karbondioksit iireten daha az bilinen

heterofermentatif tiirler (Reddy ve ark. 2008).
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Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda yararlanilan morfolojik, biyokimyasal

ve fizyolojik testleri igeren klasik yontemlere giinlimiizde de basvurulmaktadir.

Laktik asit bakterileri : Gram pozitif, katalaz negatif

- Glukozdan gaz +
Kok Morfoloji  Gubuk - Arinin +
+  Tetratlar -
D Laktik asit DL
- 45"C'de gelisme + Kok veya Gubuk
: kollaidal
-10°C'degelisme + -%6.5NaCl'de + Gubuk
aelisme
T !
vy ¥ v
Lactococcus  Streptococcus  Enterococcusy Leuconostoc Lactobacillus
Lactobacillus (Heterofermentatif=Betabacterium)
(Homofermentatif)

- 15°C'de gelisme +
Thermobacterium  Streptobacterium

Sekil 2.5. Laktik asit bakterilerin ayrimi (Y1lmaz ve Temiz 2003).

Morfolojik ve fizyolojik Ozellikler, bakterilerin siniflandirilmasinda kullanilan
temel kriterdir. LAB’lerinin genus ve tiirlere gére degismekle birlikte genel olarak kok,
diizgiin ¢ubuk ve diizensiz ¢ubuk olmak tizere {i¢ farkl1 morfolojik goriintimleri vardir.
LAB’ini tanimlamada ilk olarak kullanilan karakterler; siitte ve diger besi ortamlarina
alindiklarinda olusturduklar1 laktik asit miktari, minimum, optimum ve maksimum
gelisme sicakligl, oksijene tolerans, farkli NaCl konsantrasyonuna gosterdikleri
tolerans, gaz ve ucgucu aroma bilesikleri liretmeye yetenekleri ile pH’ya toleranstir

(Palal1 2007).

Laktik asit bakterileri (LAB); karbonhidrat fermentasyonunun temel metaboliti
olarak laktik asit iireten, spor olusturmayan, Gram pozitif, katalaz ve oksidaz negatif
comak ve kok sekilli bakterilerin genis bir grubunu teskil ederler. LAB, anaerobik,
aeorotolerant ve ozellikle besin olarak vitaminlerle aminoasitlere gereksinimleri vardir

(Reddy ve ark. 2008, Frangoise 2010).

LAB’nin insan tarafindan kullanilmalarinin uzun bir tarihi vardir, gida tiretimi
ve muhafazasi i¢in maya kadar uzun siiredir kullanilabilmistir. Bu bakteriler; bitkilerin

sindirim sistemi, gida {iirlinleri gibi zengin organik iiriinler igeren ortamlarda dogal
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olarak bulunurlar. Solunum sistemleri yoktur ve enerji saglamada c¢ogunlukla
fermentatif metabolizmalarina giivenirler (Renault 2002). Bunlardan amilolitik laktik
asit bakterileri (ALAB) tek asamali fermentasyonda nisastali biyokiitleyi kullanirlar ve
laktik asite doniistiiriirler (Reddy ve ark. 2008).

LAB komunitesinin mensuplar1 havaya toleransli anaerobik dogalar1 sayesinde

dogal ¢evrelerinin genis bir alanini teskil ederler (Ammor ve ark. 2007).

LAB; probiyotik 6zelliklere sahip olabilirler ve starter kiiltiir bakterileri olarak,
giivenli kullanimlarinin uzun bir tarihi vardir (Katla ve ark. 2001). LAB; gecen 4000
yildir kiiltiir gidalarint mayalamak i¢in kullanilmiglardir (Reddy ve ark. 2008). LAB
giiniimiizde de genellikle fermente gida iiretiminde kullanilmaktadir. Ornegin; yogurt
yapiminda Streptococcus spp., Lactobacillus spp., peynir yapiminda Lactococcus spp.
ve sosis yapiminda Leuconostoc spp. gibi farkli LAB yaygin olarak kullanilmaktadir
(Palali 2007). Amilazlarinin ham nisastay1 kismi olarak hidroliz etme yeteneklerinden
dolay1, ALAB; musir, patates gibi farkli tipteki nisastali ham maddeleri ya da maniok
gibi farkli nisastali substratlar1 mayalayabilirler (Reddy ve ark. 2008).

LAB; mayalanmas siit tirlinleri (peynir, yogurt ve kefir), ekmek ve tahillar (eksi
hamur vb.) ve sebzeleri (tursu ve silaj gibi) iceren degerli gidalarin iiretimiyle iliskili
olarak; insanoglu i¢in en O6nemli mikroorganizma gruplarindan biridir (Kim ve ark.
2008). Ayrica cogu LAB; bagirsak florasinin her zaman her yerinde bulunan
elemanlardir. Insan bagirsagindaki bu bakterilerin ¢ogu, konak igin yararli ya da

zararsiz olup insan fizyolojisinde 6nemli bir rol oynarlar (Liu ve ark. 2009).

2.6.1. Laktokokkus

Lactococcus cinsi; Schleifer ve meslektaglar1 tarafindan Streptococcus
(Lancefield grup N laktik streptokoklar) ve Lactobacillus cinslerinin bazi tiirlerini
yeniden siiflandirmak icin 1985°te Onerilmistir. Bu, 16S rRNA sekanslama ile

pekistirilmis kemotaksonomik ¢aligsmalar esas alinarak tayin edilmistir.

Lactococcus cinsi; Streptokokgiller familyasinda yer alir ve laktik asit iiretme
yetenegi olan kisa zincirler ve ¢iftler halinde dizilmis; fakiiltatif, anaerobik Gram (+)

bakteriler olarak karakterize edilmistir (Vinh ve ark. 2006, Casalta ve Montel 2008).
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Laktokoklar; Yalnizca L (+) laktik asit iiretirler ve homofermentatiftirler.
Laktokoklar genellikle hayvanlarin derileri ve bitkilerin {izerinden; L. plantarum
cogunlukla bitkilerden, L. garvieae siit ve hayvanlardan ve L. piscum som baligindan
izole edilmistir. L. lactis subsp lactis ve L. lactis subsp cremoris; ¢ok yaygin olarak ham

slit, peynir ve diger siit lirtinlerinde bulunmustur (Casalta ve Montel, 2008).

Laktokoklar; fermente edilmis yiyeceklerin (peynir gibi) imalatinda
kullanilmalarindan dolay1 laktik asit bakterilerinin, pratik uygulamalardaki en 6nemli
grubudur. Cogunlukla iiremeleri sirasinda asidik kosullar sayesinde olusmus proteince
zengin Uriinlerin hizli bozulmasin1 engellemeye yardimci olurlar. Bakteriyofaj
direngliligi ve bakteriyosin liretme yetenegi gibi baska oOzelliklere de sahip olabilirler

(Ayad ve ark. 2002).

2.7. Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu, Tammlanmasi ve o-Amilaz

Uretimi ile ilgili Caliymalar

Sengun ve ark. (2009), yogurt ve bugday unundan yapilan “Tarhana” dan MRS,
M17 ve SBM besi yerlerini kullanarak 226 Gram pozitif ve katalaz negatif bakteri izole
etmislerdir. Izolatlar1 fenotipik ve genotipik birgok ydntem kullanarak identifiye

etmisler ve gruplandirmislardir.

Adnan ve Tan (2007), keci siitii kullanilarak elde edilen tapai ve tempoyak
besinlerinden laktik asit bakterisi izole etmislerdir. Toplam 126 sus izole ederek bu
izolatlarin Gram boyama ve katalaz aktivitelerini belirlemislerdir. Elde ettikleri
izolatlardan yedi tanesini tanimlayarak bunlardan ikisinin laktobasil, birinin de laktokok

oldugunu belirlemislerdir.

Felis ve ark. (2007), Sardinarya inekleri ve koyunlarinin ham siitlinden ve
koyunlarin siitiinden yapilan Gioddu adli yogurtlarindan; MRS Agar kullanarak %5
CO; igeren ortamda, 37°C’de, 24-48 saat inkiibe ettikten sonra bakteriyal suslar izole
etmislerdir. Bu suslarin genotipik ve fenotipik metotlarla karakterizasyonunu yapmislar
ve bliylik bir kisminin Lactobacillus suslari oldugunu belirlemisler ve probiyotik

uygulamalarda yararli islevsel 6zekliklerini aragtirmiglardir.
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Rajagopalan ve Krishnan (2007), Bacilus subtilis KCC103 susunu kullanarak
farkli karbon kaynaklarinin ve seker kamisi posasi hidrolizatinin a-amilaz iiretimi

tizerine etkisini ¢aligmiglardir.

Zamfir ve ark. (2006), ham ve fermente edilmis siit, peynir gibi kaynaklardan
topladiklart 110 ornekten laktik asit bakterisi izolasyonu ve bu bakterilerin
biyogesitliligi {izerine ¢alismalar yapmuslardir. Elde ettikleri 599 izolatin Gram
reaksiyonunu, katalaz aktivitesini ve morfolojisini test etmislerdir. izolatlar arasinda
genellikle Lactococcus lactis, Leuconostoc spp., E. saccharominimus ve Enterococcus

spp. tirlerini bulmuslardir.

Najafi ve ark. (2005), topraktan izole ettikleri Bacillus subtilis AX20’den
irettikleri ekstraseliiler a-amilaz enziminin homojenizasyonunu ve saflagtirilmasini
yaparak optimum sicakligini 55°C, optimum pH’sim1 6.0 olarak saptamisladir. Enzim

aktivitesi lizerine agir metallerin ve bazi kimyasallarin etkisini arastirmislardir.

Badis ve ark. (2004), 4 farkli Cezayir irk1 kecinin siitiinden izole ettikleri 725
laktik asit bakterisinin karakteristigini caligmiglardir. 30 ve 45°C inkiibasyon sonrasi
mikrobiyolojik analizleri Gram boyama- katalaz iiretimi- spor olusturmay1 i¢eren birici
adim ve makroskobik- mikroskobik morfolojik analizler ve fermentasyon tipine dayali

analizleri 2. adimda gerceklestirmislerdir.

Optimum olarak, Streptokoklari; M17 besi yerinde, 45°C’de, 72 saat, aerobik
ortamda; Laktokoklari; Elliker besi yerinde, 30°C’de, 72 saat, aerobik ortamda
iiretmiglerdir. Lokonostoklari; hipersakkarozlu besi yerinde, 25°C’de, 72-144 saat,
aerobik ortamda; Pediokoklari; M17 besi yerinde, 30°C’de, 72 saat, aerobik ortamda;
mezofilik Laktobasilleri; MRS besi yerinde, 30°C’de, 24-36 saat, anaerobik ortamda;
termofilik Laktobasilleri; MRS besi yerinde, 45°C’de, 24-36 saat, anaerobik ortamda

iiretmislerdir.

Konsula ve Kyriakides (2004), taze koyun siitiinden izole ettikleri 1limli
termofilik Bacillus subtilis susundan elde ettikleri ekstraseliiler termostabil a-amilazin
nigsasta hidrolizine etkisini arastirmiglardir. Maksimum amilaz {iretiminin diisiik
konsantrasyonlarda nigasta igeren ortamda 40°C’de oldugunu; maksimum aktivitenin

135°C’de pH 6.0’da saptamislardir.
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Muyanja ve ark. (2003), Uganda yoresel fermente ev yapimi ve laboratuvar
yapimi gidasi ““ bushera” ‘dan 351 izolattan 113 laktik asit bakterisi izole etmislerdir,

cesitli testler ve Gram boyama yaparak identifikasyonlarini yapmislardir.

Sanni ve ark. (2002), Nijerya’nin yoresel fermente edilmis yiyeceklerinden,
amilaz Ulreten amilolitik laktik asit bakteri suslari izole etmislerdir. Suslarin; Gram
pozitif, hareketsiz, katalaz negatif oldugunu ve spor olusturmayan hiicrelerden
olustugunu saptamislardir. Calistiklar1 3 adet susun amilaz aktivitesi i¢in optimal
kosullari, 12 saat ve pH 4.0-7.0 ve 30-80°C olarak denemislerdir. L. plantarum suslari
icin pH’y1 6.0 ve sicakligi 65°C; L. fermentum K9 susu icin ise pH’y1 4.0 ve sicaklig
45°C olarak saptamislardir.

Cengiz ve Uraz (2001), Atatiirk Orman Ciftligi siit fabrikasindan degisik zaman
dilimlerinde alinan ¢ig siit Orneklerinden bakteriyolojik calisma ile stafilokok

izolasyonu yapmislardir.

Besi yerinde iireyen bakterilerin kiiltiir, hareket, beta hemoliz, morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri, katalaz, koagiilaz, gram boyanma ve novobiyosin duyarlilig
gibi verilerine bakilarak koagiilaz pozitif stafilokok (KPS) ve ayirimina gitmislerdir. Bu
stafilokoklarin sefalosporinlere (Sefradin: CE, Sefuroksim: CXM, Seftizoksime: ZOX)
ve karbapenem grubundan imipeneme (IPM) duyarlilik-direnglilik oranlarini

arastirmiglardir.

Aguilar ve ark. (2000), yeni bir laktik asit bakterisi olan Lactobacillus
manihotivorans LMG 18010’tan irettikleri ekstraseliller o-amilaz enziminin
karakterizasyonunu ve saflagtirmasini yapmislardir. Enzimin optimum pH’sin1 5.5 ve
optimum sicakligini 55°C oldugunu saptamislardir. Baz1 karbon kaynaklarimin enzim

aktivitesi tizerine etkisini incelemislerdir.

Toksoy ve ark. (1999), izole ettikleri bakterilerin identifikasyonlarinda,
bakterilerin  morfolojik  Ozellikleri  saptamis ve  biyokimyasal testlerden
yararlanmiglardir. Lactobacillus bakterilerini diger bakteri gruplarindan ayirmak igin,
morfolojik sekilleri, spor olusturma durumlari, hareketlilik, gram boyama ve katalaz
reaksiyonlart ile kat1 besi yerindeki kolonilerin sekil ve yapilarini incelemisler ve bazi

suslarin antimikrobiyal etkilerini arastirmislardir.
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Sidhu ve ark. (1997), sicak su kaynaklarindan topladiklar1 toprak ve su
orneklerinden izole ettikleri Bacillus sp. MK716 susunun optimum biiyiime sicakligini
55°C ve pH’sim1 7.0 olarak saptamislardir. Nisastanin a-amilaz iiretimini indiikledigini
bunun yan1 sira glukoz, nutrient broth veya Luria broth gibi zengin ortamda a-amilaz

iiretimini baskiladigini tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

Asagidaki besi yerleri ve ¢ozeltiler materyal olarak secilmis ve kullanilmastir.
3.1.1. Biyolojik Materyal

Bu c¢alismada Diyarbakir’daki peynirciler ¢arsisindan alinan peynir alti suyu

orneklerinden izole edilen bakteriler kullanilmistir.
3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Nutrient Broth ve Nutrient Agar, Caso Agar, glukoz, sukroz, galaktoz, CaCl,,
CaCOs, HCI, Na,HPO4.7H,0, MgS0,4.7H,0, NaOH, CgHsNaz;07.5H,0, (NH4)2SOu,
kristal viyole, lugol, fuksin, de Man, Rogosa ve Sharpe (MRS) Agar Merck’ten; tripton,
FCR (Folin reaktifi), DNS (Dinitro salisilik asit), Na,COj5 ¢06ziilebilir nisasta, maltoz,
laktoz, kazein, tris, fruktoz, fenolftalein difosfat, tire, (NH4),NO,4, Mueller Broth (MB),
Sigma’dan; CuSO4.5H,0, NaCl, etanol Riedel-De Haen’den; jelatin Difco’dan; pepton,
maya Oziitli, Oxoid’den; et Oziitii Acumedia’dan; Na-K- Tartarat, glisin, siit tozu

Fluka’dan temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan Aletler

Inkiibator ( Sanyo )

Calkalamali Su Banyosu (Julabo )

pH Metre ( Mettler Toledo MP220 )
Spektrofotometre ( Varian 50 UV)

Otoklav (HIRAYAMA HICLAVE HV )
Sogutmali1 Santrifiij ( Sigma 2K-15)

Vorteks ( VWR International )
Etiiv ( Heraus )

Steril Kabin ( Telstar AV-100 )
Magnetik Karistirici ( Stuart )

Su Banyosu ( Grant 6G)

Sterilizator ( Heraus)

Dijital Gostergeli Hassas Terazi
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3.1.4. Bakteri izolasyonu ve Identifikasyonunda Kullanilan Besi Yerleri

3.1.4.1. Nutrient Broth Agar (NBA): Bakteri izolasyonu ve identifikasyonunda
kullanildi.

Pepton..........covvviiiiiiiiiiin 10 g/1
Maya Oziitli .......cooveviieiinnnn., 5 g/l
NaClooooiii e, 10 g/l
Agar-agar...........cooeiiiiiiiiiiin.. 15 g/l
Distile sU......ooviiiiiiiiii 1000 ml

3.1.4.2. de Man, Rogosa ve Sharpe (MRS) Agar: Bakteri izolasyonu ve

identifikasyonunda kullanildi.

Pepton........coooeeviiiiniiiiniiieee % 1.0

Et OZUtH.....coiiiiiieieeeecee % 0.8
Maya OZiitii.......cooevevreeereeerennnnn, % 0.4
GIUKOZ...c..eeiiiiiiiiiciicicccee % 2.0
CH3COONa.3Hy0......ccccveeveennene % 0.5

Tween 80.....ccoooeevvvienniieeniieeneen, % 0.1
KoHPOyooiiiiie % 0.2
NazCeHsO7.coouviiiiiiiiiiiiice % 0.2

MgSO47H20% 1.0

MnSO44Hy0......oiiiiiiienee.% 0.005

Maya OZitl.......ccvverrieeereeeiee e, % 0.6
Kazein hidrolizat..........ccoevvvuneeeeeenn... % 1.75
NiSaSta....coivvieeeeiieeeeeeieee e % 0.15
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3.1.4.4. Basal Medium: Bakteri ve amilaz iiretimi i¢in kullanildi.

NiSAStA...eeeeuvieeeiee e % 2
Et OZUtH.....eovieiiieieeeceeeeee e % 1
Maya OZiitii..........cocoevererreererereenn. % 0.2
CaClaeueieeeiiiiieieeeeeeeeee % 0.02
MgSO4.TH70.....oooiiiiiiiiiiieien, % 0.01

Tripton....c.oovvvriiiiiiiieenea, 10 g/l
Maya Oziitli ..........ooeveeniiinnn, 5g/1
NaCl..oooiiiiiiii 10 g/l

3.1.4.6. Jelatin Besi Yeri: Bakterilerin jelatini pargalayip parcalamadigini
saptamak i¢in kullanilmistir. NB besi yerine (100 ml) 12 gr jelatinin eklenmesiyle

hazirlanir.

3.1.4.7. Nisasta Agar1: Amilaz aktivitesinin saptanmasi amaciyla kullanilmistir.

Bunun i¢in NBA besi yerine %3’liik nigasta eklenmesiyle hazirlanir.

3.1.4.8. Kazein Besi Yeri: Bakterilerin siit proteinini olusturan kazeini kazeinaz

enzimi vasitastyla hidrolizleyip hidrolizleyemediklerini tespit etmek amaciyla kullanilir.

Pepton..........oooiiiiiiii 10 g/1
Maya Oziitli .............cceoneeennnnn, 5¢/1
Agar-agar...........c.ooiiiiiiiiin. 15 g/l
STt TOZU. .o % 10

3.1.4.9. Katalaz Testi: Bakterilerin katalaz reaksiyonlarini saptamak amaciyla

kullanilmugtir. Saf bakteri kiiltiiri Gizerine %3’lik H,O, ¢ozeltisinden 1 ml ilave edilir ve

gaz c¢ikist gozlenir.

23



3. MATERYAL VE METOT

3.1.4.10. Urea Agar Besi Yeri: Bu test, mikroorganizmalarin iireyi hidroliz

eden iireaz enzimini sentezleyip sentezleyemediklerini tespit etmek icin kullanilir.

Pepton.......coovviiiiiii, lg

KHoPOs. oo, 2¢g
NaCl..ooii e, S5¢g
D-Glukoz........ccooviiiiiiiiii lg

UL o, 20g

Fenol kirmizist..................oooe. 12 mg
Agar-agar..........cooiiiiiiiiiie e, 15¢g

Distile SU......ccoooviiiiiiii i, 100 ml (son pH 6.8)

3.1.4.11. Yagh Besi Yeri: Bu test, mikroorganizmalarin yaglar1 parcalayan lipaz

enzimini sentezleyip sentezleyemediklerini tespit etmek i¢in kullanilir.

Pepton........coovvviiiiiiiiii 1.25 g/250 ml
EtOzitl........cooviiiiiiiii e, 0.75 g/250 ml
Agar-agar..........coooiiiiiiiin.n. 3.79 g/250 ml
Tereyagl.....ooovvvviiiiiiiiiien, 2.5 g/250 ml

3.1.4.12. SIM Besi Yeri (Siilfit-indol-Mobility): Hidrojensiilfiir, indol olusumu

ve hareketin varligini 6lgmek i¢in kullanilan bir besi yeridir.

Kazein Peptonu.......................... 2¢g/1
EtPeptonu...........oooeviiiiiiiin.n. 6 g/l
NH4Fe(SO4): 12 HyO oo 0.2 g/l
(NH4)2S203 coeveeiiiiiiiiiicea, 0.2 g/l
AGar ..o 3 g/l
Distile stl.....cooiiviiiiiii 1000 ml

3.1.4.13. Kanh Agar: Hemoliz testinde; zor iireyen mikroorganizmalarin
hemolitik reaksiyonlarini, dis faktorlerden etkilenmeden, maksimum performansta tespit
etmek icin kullanilan temel igerigi kan ilavesi ile zenginlestirilmis olan bir kati besi
yeridir.

Pankreatik kazein .............................. I5g
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Papaik hazmedilmis soyaunu ................. S5¢g
NaCl e, S5¢g
N . | I5¢
Defibrine koyun kant ........................ % 5-7
Distile SU......oovviiiiiiiiii 1000 ml

3.1.4.14. Fosfataz Testi: Bu test, 6zellikle, koagulaz pozitif suslarin fosfataz

enzimi sentezleyip sentezlemedigini belirlemek i¢in yapilir.

Fenolftalein disfofat...........coooveviiiiiiiiii ... % 0.5
Nutrient broth....................cciiiviieeen. 048 g
DISHILE SU. vt 60 ml

3.1.4.15. Seker Testi (Triple Sugar Iron Agar): incelenecek olan bakterilerin

fermentasyon yetenegi olup olmadigin1 anl

amak ic¢in kullanilir.

Kazein Peptonu .............................15 g/l
EtPeptonu ..........cooeviiiii 5 gll
EtOzuUtl.....ooveiii 3¢/l
Agar-agar...........coiiiiiiiiii i, 12 g/l
Maya Oziitli ............cooviiiiieiiine, 3 gl
NaCl...oooii e, S5¢g
Laktoz........ooovviiiiiiii, 10g
SUKIOZ. ..o, 10g
D-Glukoz........ccoviiiiiiii lg
Fenol kirmizist ..., 0.024 ¢

Distile su

.....0.5 g/l
.....0.5 g/l

1000 ml
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3.1.4.16. EMB (Eozin Metilen Blue): icindeki ayiraglar araciligi ile benzer
bakterilerin farkli koloniler olusturmalarini saglamak ve karisik bakterileri birbirinden

ayirt etmeye yarayan bir besi yeridir.

Pepton........coooooiiiiiii 10g
Laktoz......coooviiiiiiiii S5¢g
SUKIOZ. .o, S5¢g
KoHPOy oo, 2¢g
Agar.. ..o, 135¢g
Eozin Y..oooooiiiii 04¢g
Metilen mavisi..........c.ccevevvennnnn... 0.065 g

3.1.4.17. Caso Agar: Bakteri izolasyonu ve identifikasyonunda kullanildi.

Kazein Pepton...................oooin. I5¢g
Soymeal Pepton..................c.ooeiin S5¢
NaCl.ooii 5¢g
AGar....oooviiiii 15¢

3.1.5. Kullanilan Cozeltiler
3.1.5.1. NaOH ve HCI Cozeltisi

Besi yerlerinin pH’sin1 ayarlamak amact ile 1 N NaOH ve HCI ¢ozeltileri

kullanilmustir.

3.1.5.2. Sitrat Tamponu (pH 4.0-6.0): Enzimin pH 4.0-6.0 arasindaki
aktivitesini saptamak amaci ile kullanildi. 0.1 M solusyon A (21.014 g/1000 ml sitrik
asit) ve 0.1M solusyon B Na,HPO,.7H,O (35.716 g/1000 ml) stok ¢ozeltileri hazirlanir

ve istenilen pH degerleri i¢in uygun karigimlarin elde edilmesi amaciyla kullanilir.
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pH Solusyon A (ml) Solusyon B (ml) Distile su (ml)
4.0 33 17 50
5.0 20.5 29.5 50
6.0 9.5 40.5 50

3.1.5.3. Tris-HCl Tamponu (pH 6.0-9.0): Enzimlerin pH 6.0-9.0 arasindaki

aktivitelerini saptamak amaci ile kullanildi. 0.1 M Solusyon A (27.8 g Tris /1000 ml) ve

0.1 M

solusyon B (8.28 ml HCI1 /1000 ml) stok ¢ozeltileri hazirlanir ve istenilen pH

degerleri i¢in uygun karisimlarin elde edilmesi amaciyla kullanilir.

pH Solusyon A (ml) Solusyon B (ml) Distile su (ml)
6.0 30.7 19.3 50
7.0 243 25.7 50
8.0 17.9 32.1 50
9.0 17.9 32.1 50

3.1.5.4. NaHCO; Tamponu (pH 9.0-10.0): Enzimlerin pH 9.0-10.0 arasindaki

aktivitelerini saptamak amaci ile kullanildi. 0.1 M solusyon A (8.4 g NaHCO3/1000 ml)

ve 0.1

M solusyon B (4 g NaOH/1000 ml) stok ¢ozeltileri hazirlanir ve istenilen pH

degerleri i¢in uygun karisimlarin elde edilmesi amaciyla kullanilir.

pH Solusyon A (ml) Solusyon B (ml) Distile su (ml)
9.0 44.3 5.7 50
10.0 39.3 10.7 50

3.1.5.5. 3,5 DNS (3,5 Dinitro Salisilik Asit): Enzim aktivitesini durdurmak

amac1 ve indirgen seker miktarinin saptanmasi amaci ile kullanilmistir. 20 g 3,5 dinitro

salisilik asit 400 ml distile su i¢inde ¢oziindii. Baska bir beherde 32 g / 300 ml NaOH

¢oziindii ve daha sonra yavas yavas 3,5 dinitro salisilik asit {izerine damla damla

eklendi. Bir siire sicak su banyosunda bekletildikten sonra 600 g Na-K Tartarat azar

azar eklendi. Hacim saf su ile 2000 ml’ye tamamlandi (Bernfeld 1955).
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3.1.5.6. Alkalin Cozeltisi: Protein miktar tayininde kullanildi.

A; 0,1 N NaOH iginde %2 (w/v) Na,CO; ¢oziildii.

B; %1 (w/v) Na-K Tartarat icinde %5 (w/v) CuSO4. SH,0 ¢oziildii.
C;50 ml A belirteci ile 1 ml B belirteci karistirilarak olusturuldu.

3.1.5.7. Iyot Soliisyonu: Nisastali kati besi yerinde amilaz aktivitesinin
saptanmasi amaci ile kullanilmistir. 14 mM KI ve 10m M I, saf su ile 50 ml’ye

tamamlandi.

3.1.5.8. Kristal Viyole Calisma Soliisyonu: Gram boyama yaparken kullanildi.
Kristal viyole stok soliisyonundan 40 ml ve amonyum oksalat stok soliisyonunundan
160ml karistirilarak giinliik ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Once kristal viyole stok
sollisyonu bir siseye filtre edilerek siiziildii, iizerine amonyum oksalat stok soliisyonu

ilave edildi.
Kristal Viyole Stok Soliisyonu:
Kristal viyole..............oooviiiiiian. 40¢g
% 95’lik Etanol ........................... 400 ml

Kristal viyole cam havanda ezildi ve iizerine alkol ilave edildi (oda sicakliginda

1 y1l saklanir).

3.1.5.9. Lugol Calisma Soliisyonu: Gram boyama yaparken kullanildi.

Stok lugol soliisyonu..................c.oeeee. 60 ml
Distile SU......coviiiiiii 220 ml
%35°lik NaHCO3 oo 60 ml

Koyu renkli bir sisede karistirilir, glinliik ¢alisma soliisyonu hazirlanir.

Stok Lugol Soliisyonu:

Iyot kristalleri.............................. 25¢
Potasyum iyodiir...................ooenis S0g
Distile su......ooovviiiiiiii 500 ml

Koyu renkli bir sisede karistirilir, oda derecesinde 6 ay saklanir.
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3.1.5.10. Sulu Fuksin Soliisyonu: Gram boyama yaparken kullanildu.
Bazik fuksin (stok) ............cccoiiiii. 10 ml
Distile SU....c.ovuiiiiiii 100 ml
Fuksin, distile suda iyice karistirilir ve filtre kagidinda siiziiliir.
Bazik Fuksin (Stok Soliisyon):
Bazik Fuksin................ccocoiiiiiiiiiiiin 10 g
% 95°lik Etil alkol.............cooiii 100ml

Bazik fuksin havanda ezilir ve alkolle eritilir, 37°C’de bir gece bekletildikten sonra

filtre kagidinda siiziiliir ve cam kapakli siselerde saklanir.

3.1.5.11. Kovacs Ayiraci: Indol testinin ayiraci olarak kullanildi.

Amil veya isoamil alkol (saf)............... 150 ml
Paradimetil aminobenzaldehid ............... 10g
HCL . 50 ml

3.1.5.12. Yar1 Kat1 Agarh Besi Yeri: Hareket testinin igeriginde bulunur. % 3-5

agar igeren besi yeridir.

3.1.5.13. Triptofan Besi Yeri: Indol testinde bakterilerin triptofan:

hidrolizleyerek indol olusturup olusturmadiklarini belirlemek amaciyla kullanildi.

%1’lik triptofan besiyeri:

Pepton veya sindirilmis pankreatik kazein...... 2g
NaCl....oooiiiiiivreeeiieen. 05 g
Distile Su.......ccooeviiiiiiiiiiiiiiieeeeeenn 100 ml
3.2. METOT

3.2.1. Laktik asit bakterilerinin izolasyonu

Laktik asit bakterisi elde etmek amaciyla 10 ml peynir alt1 suyu 90 ml steril su
iceren erlenlere aktarilarak 107" lik siispansiyon hale getirildi ve benzer sekilde ardisik
transferler yapilarak 10‘2, 10‘3, 10‘4, 10‘5, 10'6, 107°1ik dilisyonlar saglandi. Tek koloni
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elde etmek amaciyla seri sulandirma yapilan 6rneklerden MRS agar besi yerine yayma
ekim yapildi ve 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra besi
yerinde tek tek diismiis farkli morfolojik goriinlime sahip koloniler se¢ildi ve bu
koloniler NB agar besi yerine ¢izgi seklinde ekim yapilarak identifikasyon ve amilaz

aktivitelerinin saptanmasi amaci ile stok kiiltiir seklinde saklandi.

3.2.2. Bakterilerin Identifikasyonu

3.2.2.1. Biyokimyasal Testler: Se¢ilen farkli morfolojik goriiniime sahip bakteri
ornegini teshis edebilmek amaci ile nisasta, jelatin, katalaz, kazein, iirecaz ve lipaz

hidrolizi ile hareket, indol, fosfataz, hemoliz gibi biyokimyasal testler yapildi.
Nisasta Hidrolizi Testi:

Bu test, mikroorganizmalarin nisastanin mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen amilaz enzimi tarafindan pargalanip parcalanmadigin1 ortaya koymak
amactyla yapilir. Bunun i¢in %3’liikk nisastali agar (pH 7.0) hazirlandi ve katt besi
yerlerinde tiretilen izolatlardan ayr1 ayri tek koloni segilerek ¢izgi ekimi yapildi ve her
izolat i¢cin optimum sicaklikta 2-5 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Bu siirenin
sonunda nisastali agarlarin {izeri iyot sollisyonu ile kapland1i ve reaksiyon

degerlendirildi.
Jelatin Hidrolizasyon Testi:

Bu test mikroorganizmalarin, jelatinaz enzimi sentezleyip sentezleyemediklerini
6lemek i¢in yapilir. Bunun i¢in % 10 jelatin iceren besi yeri hazirlandi, taze kiiltiirden
secilen farkli mikroorganizmalarin ayr1 ayr1 ekimi yapildi. Besi yerleri her izolat i¢in
optimum sicaklikta 10 giin kadar inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kontrollerle
birlikte buzdolabinda 1-2 saat birakildi. Besi yerinde erimenin olup olmadigi

gozlemlendi.
Katalaz Testi:

Bu test ile, mikroorganizmalarin = katalaz = enzimi  sentezleyip
sentezleyemediklerini saptanir. Bunun i¢in gecelik (18-24 saatlik) mikroorganizma
kiiltiirleri iiredikleri kat1 besi yerine ¢izgi ekim ile aktarildi ve 1 gece inkiibe edildi.
Taze kiiltiirlerin lizerine yavas yavas %3’liik taze hazirlanmis hidrojen peroksit ilave

edildi ve incelendi. Hidrojen peroksit ilavesinden sonra kolonilerin bulundugu yerlerde
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kabarciklar goriiliirse katalaz enziminin sentezlendigi, eger hava kabarciklar

goriilmezse katalaz enziminin sentezlenmedigi sonucuna varilir.
Kazein Hidrolizi:

Bu test, mikroorganizmalarin siit proteinini kazeinaz ile hidrolizleyip
hidrolizleyemediklerini tespit etmek amaciyla kullanilir. Bunun ig¢in; %10 siit tozu
bulunan besi yeri hazirlandi ve taze kiiltiir ekilerek bir giin siireyle inkiibe edildi. 1 giin
sonra Kkiiltiir lizerine %1°lik HCl damlatilarak kolonilerin etrafinda seffaf zonlarin

olusup olusmadigina bakildi.
Ureaz Testi:

Bu test ile mikroorganizmalarin ireyi hidroliz eden {ireaz enzimini
sentezlediklerini tespit edilir. Bu test bakterilerin cins ve tiir tayininde énemlidir. Bunun
icin; Ure agarli besi yeri 15 ml’lik tiiplerde hazirlandi. Taze mikroorganizma
kiiltiirlerinden {ire agarl1 besi yerine ekim yapildi ve 2-5 siireyle inkiibasyona birakildi

ve renk degisimi olup olmadig1 gézlemlendi.
Lipaz Testi:

Bu test mikroorganizmalarin yaglar1 pargalayan lipaz enzimini sentezleyip
sentezleyemediklerini tespit etmek i¢in kullanildi. Bunun i¢in; yagl besi yeri hazirlanip
otoklavlandiktan sonra her bir izolatin taze kiiltiirlinden ayr1 ayr1 ekim yapilarak 1 giin
inkiibasyona birakild1 ve ertesi glin olusan kolonilerin bulundugu kiiltiir ortamina asir1
doygun CuSO, c¢ozeltisi damlatildi. Mat yesilimsi saha lipaz iiretiminin oldugunu

gostermektedir.
Hareket Testi:

Bu test mikrorganizmalarin hareket yeteneklerinin olup olmadiginmi belirlemede
kullanilir. Bunun i¢in; %0.4-0.5 yar1 kat1 agarli besiyeri 15 ml’lik tliplerdeki icinde
kapiler tiiplerin bulundugu besi ortamina dokiildii. Elde edilen izolatlarin gecelik taze
kiiltiirlerinden tek koloni igne 6ze yardimiyla alinarak kapiler tiip icerisine daldirmak
suretiyle ekim yapildi ve her izolat ayr1 ayr1 24 veya 48 saat inkiibasyona birakildi. Eger
besiyerinin inokiilasyon hatt1 boyunca iireme var ancak saga-sola dogru dallanma yoksa
mikroorganizma hareketsiz kabul edilir, fakat inokiilasyon hattindan saga-sola dogru
agarin i¢ine dogru bir yayilma gozlenirse hareketli kabul edilir.
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indol Testi:

Triptofan bulunan bir besi yerinde iretilen bakterilerin, triptofan1 enzimatik
hidrolize ugratarak indol olusturup olusturmadiklarin1 belirlemek amaci ile yapilan bir
testtir. 5 ml %1°lik triptofan besi yeri igeren tiiplere ekim yapilarak optimum sicaklikta
72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 0.2-0.3 ml Kovacs ayiraci ilave edildi. Ust
kisimda kirmizi halka olusumu pozitif reaksiyon, sari-kahverengi ise negatif reaksiyon

oldugunu gosterir.
Fosfataz Testi:

Bu test, 6zellikle, koagulaz pozitif stafilokoklarin sentezledikleri fosfataz enzimi
sentezleyip sentezlemedigini belirlemek i¢in yapilir. Bunun i¢in; iginde, %0.5
fenolftalein difosfat bulunan NB sivi besi yeri 10 ml’lik tliplerde hazirlandi. Taze
mikroorganizma kiiltiirlerinden besi yerine ekim yapildi ve 2 giin siireyle inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda tiiplere 1 damla %40 NaOH solusyonu damlatildi. Tiipte

kirmizi rengin olusup olusmadigi gozlendi.
Hemoliz Testi:

Bakterilerin hemoliz yetenegi olup olmadigini tespit etmek i¢in kullanilir. Bu
test, % 5 koyun kami iceren kanli agarda tlireyen bakteri kolonilerinin sahip olduklar
hemolizin enzimleri ile eritrositleri parcalayarak, bir zon olusmasi esasina dayanir.
Gecelik tiretilmis kiiltiirden kanli agar besi yerine tek koloni diisiiriilecek sekilde 6ze ile
cizgi ekim yapilir ve optimum sicaklikta 1 — 7 giin inkiibe edildi. Olusturduklari
kolonilerin etrafinda, kenarlar1 keskin hatli olmayan, bulanik ve yesilimsi bir zon
olusursa a-hemolitik; kolonilerin etrafinda diizgiin bir hatla ¢evrilmis temiz ve berrak
bir hemoliz zonu olusursa [- hemolitik ve zon olusmuyorsa y-hemolitik reaksiyon

verdigi belirlenir.

3.2.2.2. Gram Boyama:

NBA’da gecelik {iretilen bakteri orneklerinden platin 6ze yardimiyla koloni
aliarak temiz lamin bir kenaria serum fizyolojik damlatilip kolonilerin yayma islemi
gerceklestirildi ve preparat kurutulup, alevden gegirilerek tespit edildi. Kurutulan
preparatlar iizerine ilk Once kristal viyole soliisyonu dokiilerek 2 dakika bekletildi,

boyanmasi saglandi ve su ile yikandi. Yikanan preparat {izerine lugol soliisyonu
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dokiilerek 1 dakika bekletildi ve yikandi. Deklorizasyonu saglamak amaciyla % 96°lik
alkol dokiildii 15- 20 sn. bekletildi ve yikandi. En son olarak sulu fuksin ile 2 dakika
bekletildi ve boyanmasi saglandi, su ile yikanarak boya giderildi. Preparatlar
kurutulduktan sonra immersiyon yagi damlatilarak mikroskop altinda hem morfolojik

hem de Gram 0zelliklerine gore inceleme yapildi.
3.2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Uretim Ortaminin Optimizasyonu

3.2.3.1. Inkiibasyon Siiresinin Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Etkisi

25 ml LB siv1 besi yeri hazirlanarak 100 ml’lik erlenmayerde otoklavlandi.
Gecelik taze kiiltirden 1 ml ekim yapilarak 37°C’de, 120 rpm’de ¢alkalamali su
banyosunda tretildi. 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 ve 48. saatlerde iiretilen bakterinin

600 nm’de spektrofotometrede absorbansi dlgiildii.

3.2.3.2. Sicakh@in Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Etkisi

25 ml LB siv1 besi yerine 6n inkiibasyondan 1 ml bakteri ekimi yapildi;
20°C’den baglayarak 5°C arttirilarak 60°C’ye kadar optimum {ireme zamaninda, 120
rpm’de ¢alkalamali su banyosunda inkiibe edildi. Her bir sicaklik i¢in

spektrofotometrede 600 nm’de absorbans 6l¢iildii.

3.2.3.3. pH’nin Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Etkisi

25 ml LB siv1 besi yerleri pH’lar1 2.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 olacak
sekilde ayarlanarak otoklavlandi ve gecelik taze kiiltiirden 1 ml ekim yapildi. Bakterinin
optimum tlireme zamani ve sicaklifinda 120 rpm’de c¢alkalamali su banyosunda inkiibe

edildi ve 600 nm’de spektrofotometrede absorbanslari 6l¢tildii.

3.2.4. Lactococcus sp. PS-2A Bakterisinden Elde Edilen a-Amilaz Enziminin

Optimizasyonu

Calismanin bu boliimiinde optimum kiiltiir kosullarinin belirlenmesi amaglandi.
o-Amilaz sentezine etkili olabilecegi diisiinlilen; iiretim siiresi, {liretim ortaminin
sicaklik ve pH’s1, liretim ortamina eklenen degisik karbon ve azot kaynaklariin etkileri

caligildi.
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3.2.4.1. Farkh Besi Yerlerinin a-Amilaz Uzerine Etkisi

Farkl1 besi yerlerinin a-amilaz iiretimine etkisini belirlemek amaciyla kati besi
yerinde tiretilen bakteri susu farkli besi yerlerine (MRS, NB, LB ve BM) aktarildi ve 1
gece Uretildi. Bakterinin absorbansit 600 nm’de spektrofotometrede Ol¢iilerek a-amilaz

aktivitesi ve protein miktar1 belirlendi.

3.2.4.2. a-Amilaz Enzimi Aktivite Tayini

a-Amilaz enziminin aktivitesi Bernfeld yontemine gore tespit edildi (Bernfeld,
1955).

25 mI’lik LB s1vi1 besi yerine taze kiiltiirden ekim

l

37°C’de 24 saat calkalayici su banyosunda inkiibasyon

10 000 rpm’de 10 dk santrifiij

100 pl siipernatant + 200 pl % 0.5’lik nisasta

l

37°C’de 30 dk inkiibasyon

l

400 pl DNS

l

5 dk kaynar su banyosu

l

3 ml sulandirma

l

489 nm’de absorbans 0l¢iildii.
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o- amilaz i¢in 1 Unite Enzim: 1 pumol nisastay1 1 dakikada maltoz birimlerine

parcalayan a- amilaz miktaridir (U/mg).

3.2.4.3. Protein Miktar Tayini (Lowry Yontemi, 1951)

Oncelikle konsantrasyonunu bildigimiz standart protein ¢dzeltisi (1mg/ml BSA)
hazirlandi. Bu standart c¢ozeltiden faydalanarak konsantrasyonunu bilmedigimiz
cozeltideki protein miktar1 Lowry yontemine gore hesaplandi. Bunun igin artan
konsantrasyonlarda hazirlanan standart ve 50 pl enzim ¢o6zeltisi alinarak tiiplerin
hepsine 5 ml alkalin ¢6zeltisi eklendi ve 15 dk. 40°C’de bekletildikten sonra tiiplerin
hepsine 1:1 oraninda seyreltilmis 500 pul FCR (Folin reaktifi) eklendi ve 30 dk
karanlikta bekletildikten sonra 660 nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri

sleiildii.

3.2.4.4. inkiibasyon Siiresinin a-Amilaz Uretimine Etkisi

Uretim siiresinin o-amilaz iiretimine etkisini gdrmek igin {ireme ortaminin
degisik zaman periyotlarinda (4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 ve 48. saat) bakteri
kiiltiirinden 1 ml 6rnek alindi. 10 000 rpm’de 10 dakika sogutmali santrifiijde
santrifiijlendi. Elde edilen siipernatant enzim kaynagi olarak kullanilip Bernfeld

yontemine gore aktivitesi ol¢ildii.

3.2.4.5. a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Enzim olarak; LB besi ortaminda optimum kosullarda {iretilen bakteri
kiiltiiriiniin santrifiij edilmesiyle elde edilen iist sivi kullanildi. Daha sonra 20°C‘den
5°C’lik artan sicaklik araliklariyla 60°C’ye kadar Bernfeld yontemine gore a-amilaz

aktivitesi belirlendi.

3.2.4.6. a-Amilaz Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

Enzim olarak LB besi yerinden elde edilen iist sivi kullanildi. Substrat olarak
kullandigimiz nisasta 9%0.5’lik olacak sekilde sirasiyla sitrik asit (0.1 M pH 4.0, 5.0 ve
6.0), Tris-HCI (0.1 M pH 7.0, 8.0 ve 9.0) ve glisin/NaOH (0.1 M pH 9.0, 10.0)
tamponlari igerisinde ayr1 ayr1 hazirlandi. Daha sonra bakteri i¢in optimum sicaklikta

Bernfeld yontemine gore a-amilaz aktivitesi ol¢iildii.
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3.2.4.7. a-Amilaz Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarimin Etkisi

100 mI’lik erlenlerde 25 ml LB besi yerleri hazirlanip otoklavlandi. LB besi
yerlerinde %1 konsantrasyonda olacak sekilde karbon kaynaklarindan glukoz, galaktoz,
fruktoz, laktoz, c¢oziinebilir nisasta, maltoz ve siikroz tek tek ilave edildi, gecelik
kiiltlirden 1 ml bakteri ekimi yapildi. o-Amilaz iiretimi i¢in optimum iiretim zamani,
sicaklik ve pH’da inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 1 ml 6rnek almarak
600 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢timleri yapildi. Daha sonra 10 000 rpm’de
sogutmali santrifiijde santrifiij edildi ve elde edilen siipernatantlardan a-amilaz aktivitesi

ol¢iildii ve Lowry (1951)’e gore protein miktar tayini yapildi.

3.2.4.8. a-Amilaz Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarimin Etkisi

100 ml’lik erlenlerde hazirlanan 25 ml’lik LB besi yerlerine %1°lik azot
kaynaklarindan pepton, tripton, iire, amonyum siilfat, amonyum kloriir, amonyum
siilfat, amonyum nitrat, sodyum nitrat, et 0ziitii, maya 6ziitii ve misir 6ziitii eklendikten
sonra otoklavlandi. Daha sonra gecelik bakteri kiiltiiriinden 1’er ml her erlene ayr1 ayri
ekildi. Optimum kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 1 ml 6rnek
aliarak 600 nm’de spektrofotometrede absorbans dl¢iimleri yapildi. Bu 6rneklerin iist

stvisinda a-amilaz aktivitesi ve protein miktar tayini yapild.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Bakteri Izolasyonu ve Identifikasyonu

4.1.1. Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu

Peynir alt1 suyu kullanilarak laktik asit bakterisi elde etmek amaciyla seri
sulandirma yapilan 6rneklerden laktik asit bakterileri icin selektif besi yeri olan MRS
agara yayma ekim yapildi ve 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan
sonra MRS besi yerinde tek tek diismiis farkli morfolojik goriiniime sahip 4 ¢esit koloni
secilerek bu koloniler PS-2A, PS-3B, PS-3C ve PS-4B olarak isimlendirildi. Secilen
koloniler NB agar besi yerine ¢izgi seklinde ekim yapildi. Uretilen bakteri kiiltiirlerinin
hepsinin; <1 mm, kok seklinde, diizglin gériiniimlii, pigment olusturmayan kolonilerden
olustugu tespit edildi. Sekil 4.1.°de PS-2A’min NB agardaki koloni goriiniimi

verilmektedir.

Sekil 4.1. PS-2A’nin koloni goriiniimii
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Sekil 4.2.°de PS-2A’nin nisastali agarda amilaz {irettigi belirlendi. Amilaz
varligt tespit edildikten sonra PS-2A’y1 tanimlamaya yonelik biyokimyasal testler
yapildi.

Sekil 4.2. PS-2A’nin nigastali agarda amilaz varliginin tespiti

4.1.2. Bakterilerin identifikasyonu

4.1.2.1. Gram Boyama:

NBA’da gecelik iiretilen bakteri orneklerinden hazirlanan preparatlardan
mikroskop altinda Gram boyama o6zellikleri ve morfolojik 6zellikleri incelendi. Buna
gore; elde edilen 4 farkli izolatin (PS-2A, PS-3B, PS-3C ve PS-4B) Gram pozitif ve kok
seklinde oldugu belirlendi. Belirtilen izolatlarin laktik asit bakterileri i¢in selektif olan
MRS agarda tiremelerinden ve Gram boyanma 6zellikleriyle koloni sekillerinden dolay1
Laktokokus olduklar1 belirlendi Sekil 4.3.’de PS-2A’ya ait Gram boyama sonucu

goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Lactococcus sp. PS-2A bakterisinin Gram boyama goriintiisii

4.1.2.2. Biyokimyasal Testler: Secilen PS-2A, PS-3B, PS-3C ve PS-4B bakteri
orneklerini teshis edebilmek amaci ile nisasta, jelatin, katalaz, kazein, iireaz ve lipaz
hidrolizi ile hareket, indol, fosfataz, hemoliz gibi biyokimyasal testler yapildi ve bu
bakterilerin birbirleriyle ve laktik asit bakterilerinden Laktokokus ile olan benzerlikleri

ve farkliliklar1 Cizelge 4.1.”de verilmektedir.
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Cizelge 4.1. Laktik Asit Bakterilerinin, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri (Kav ve ark.
2008, Cagirgan 2004, Evans ve ark 2006, Ravelo ve ark. 2001, Sharifiyazdi 2010, Vendrel ve ark. 2006,
Kubilay ve ark. 2005, Soltani ve ark. 2008).

Ozellikleri PS-2A | PS-3B | PS-3C | PS-4B | Lactococcus
Gram + + + + +
Koloni <1 mm <1 <1 <1 <1 mm
bliytkligi mm mm mm
Koloni kok kok kok kok kok
morfolojisi
Hareketlilik + - - - -
Pigment - - - - -
iretimi
Katalaz - - - - -
Hemoliz - + - - + (d)
Indol + + - + (d)
Nutrient Agar + + + +

ND
Fosfataz + + + + +
Seker(Glukoz,
laktoz, - - - - (d)
sukroz)
EMB + + - + ND
Caso Agar + + + + ND
Nisasta+NB + + + + ND
Biiyiime
Sicaklik 20-60 20-60 | 20-60 | 20-60 10-45°C
aralig1 °C °C °C °C
pH aralig1 4-10 4-10 4-10 4-10 4.5-9.6
Hidroliz
Nisasta + + - + ND
Kazein + + + + ND
Jelatin - - - - ND
Aktivite
Lipaz + + - + ND
Ureaz + - - + -
o-amilaz + + + + ND

+ pozitif sonug — negatif sonug ND belirsiz (d) degisken
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Bu izolatlardan yapilan biyokimyasal testlerde nisastali agarda en iyi amilaz

aktivitesine sahip olan izolatin PS-2A oldugu belirlendi.

Sekil 4.4. PS-2A’nin kazein hidrolizi testi

Sekil 4.4.’te kolonilerin etrafinda az miktarda seffaf zonlar goriilmektedir, bu
zonlar PS-2A’nin kazeinli agarda siit proteinini kazeinaz enzimi ile az miktarda

hidrolizledigini gostermektedir.
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Sekil 4.5. PS-2A’nin {ireaz testi

Sekil 4.5.te tlire agarli besi yerine PS-2A’nin taze kiiltiirtinden ekim yapilip
inkiibasyona birakildiktan sonra besi yerindeki renk degisimi goriilmektedir, bu da PS-

2A’nin iireyi hidroliz eden {ireaz enzimini sentezledigini gostermektedir.

Sekil 4.6. PS-2A’nin lipaz testi
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PS-2A’nin yaglar1 pargalayan lipaz enzimini sentezleyip sentezleyemedigini
saptamak i¢in taze kiiltiirden yagli agara ekim yapildi. 1 giin inkiibe edildikten sonra
olusan kolonilerin bulundugu petri kabina asir1 doygun CuSOy ¢ozeltisi eklendi ve Sekil
4.6.’da goriildiigii gibi kolonilerin etrafinda mat yesilimsi sahalar meydana geldi. Bu da

PS-2A’nin lipaz sentezleyerek yaglar pargaladigini gostermektedir.

Sekil 4.7. PS-2A’nin hareket testi

PS-2A’nin hareket yeteneginin olup olmadigini tespit etmek icin i¢cinde %0.4-0.5
yart katt agar bulunan tiiplerdeki besi yerine taze kiiltiirden ekim yapildi ve 1 giin
inkiibasyona birakildi. Sekil 4.7.°de goriildiigii gibi PS-2A  6rnegi  kontrolle
karsilastirildiginda inokiilasyon hatti boyunca {iremenin oldugu ve inokiilasyon
hattindan agarin i¢ine dogru bir yayilma gézlenmektedir. Bu da PS-2A’nin hareketli

oldugunu gostermektedir.
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I Kontrol PS-2A

Sekil 4.8. PS-2A’nin fosfataz testi

PS-2A’nin fosfataz enzimi sentezleyip sentezlemedigini belirlemek igin 10
ml’lik tiiplerde hazirlanan iginde, %0.5 fenolftalein difosfat bulunan NB siv1 besi yerine
taze kiiltiirden ekim yapildi ve 1 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda tiiplere
1 damla %40 NaOH solusyonu damlatilarak kirmizi rengin olusup olusmadigi
gozlendi. Sekil 4.8.’de goriildiigli gibi PS-2A’nin  bulundugu tiip kontrolle
karsilastirildiginda PS-2A’nin bulundugu tiipte kirmizi renk olustugu gozlendi. Bu da

PS-2A’nin fosfataz sentezledigini gostermektedir.

Bu veriler dogrultusunda kat1 nisastali ortamda PS-2A izolatinin biyokimyasal
test sonuglarindan dolay1 Lactococcus sp. olduguna karar verildi ve a-amilaz aktivitesi

gostermesinden dolay sonraki islemlerde bu izolat kullanildi.
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4.2. Lactococcus sp. PS-2A Bakterisinin Uretim Ortaminin Optimizasyonu

4.2.1. inkiibasyon Siiresinin Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Etkisi

OD (600 nm)
S o o o o o
(3] (OS] +~ wn N -

=
=

o
(=)
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Zaman (Saat)

Sekil 4.9. inkiibasyon siiresinin mikroorganizma gelisimi {izerine etkisi

4.2.2. Sicakhigin Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Etkisi

Sicakligin mikroorganizma gelisimi tlizerine etkisini belirlemek i¢in; 20°C’den
baslayarak 5°C arttirilarak 60°C’ye kadar 120 rpm’de calkalamali su banyosunda 16
saat iiretilen Lactococcus sp. PS-2A izolatinin her bir sicaklik i¢in spektrofotometrede

600 nm’de absorbansi dl¢iildii.
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Sekil 4.10. Sicakligin mikroorganizma gelisimi iizerine etkisi

Sekil 4.10.’da goriildigi gibi Lactococcus sp. PS-2A izolat1 20°C’den 60°C’ye kadar
genis sicaklik araliinda biliylime gosterip 35°C’de maksimum biiylime grafigine

sahiptir.
4.2.3. pH’nmin Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Etkisi

100 ml’lik erlenlerde farkli pH’larda ayarlanmis 25 ml LB besi yerinde
Lactococcus sp. PS-2A izolat1 35°C’de 120 rpm’de c¢alkalamali su banyosunda 16 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra farkli pH’lara sahip besi yerlerindeki bakteri OD’si
olgiildii ve pH 7.0°te maksimum degerde oldugu belirlendi (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. pH’ nin mikroorganizma gelisimi {izerine etkisi

4.3. Lactococcus sp. PS-2A Bakterisinden Elde Edilen a-Amilaz Enziminin

Optimizasyonu

Calismanin bu bdliimiinde optimum kiiltiirasyon kosullarinin belirlenmesi
amaglandi. o-Amilaz sentezine etkili olabilecegi diistiniilen; farkli besi yerleri, liretim
stiresi, liretim ortaminin sicaklik ve pH’si, iiretim ortamina eklenen degisik karbon ve

azot kaynaklarinin etkileri ¢alisildi.
4.3.1. Farkl Besi Yerlerinin a-Amilaz Uretimine Etkisi

Elde edilen izolatlarin biyokimyasal testlerine gore, nisastali agarda en iyi
amilaz aktivitesine sahip olan izolatin Lactococcus sp. PS-2A oldugu tespit edildi. Daha
sonraki ¢alisma basamaklarinda bu izolat kullamildi. Lactococcus sp. PS-2A i¢in en 1iy1
o-amilaz aktivitesinin elde edildigi besi ortamimmin LB, bu besi yerindeki enzim
aktivitesinin 920 U/mg oldugu ve bakteri liremesinin de 0,505 (OD 600 nm) oldugu
belirlendi (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Farkli besi yerlerinin a-amilaz {iretimine etkisi

4.3.2. inkiibasyon Siiresinin o-Amilaz Uretimine Etkisi

Uretim siiresinin a-amilaz iiretimine etkisini gdrmek igin iireme ortamimin
degisik zaman periyodlarinda (4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 ve 48. saat) bakteri
kiiltirinden 1 ml o6rnek alindi. 10 000 rpm’de 10 dakika sogutmali santrifiijde
santrifiijlendi. Elde edilen siipernatant enzim kaynagi olarak kullanilip Bernfeld

yontemine gore aktivitesi ol¢iildii.
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Sekil 4.13. inkiibasyon siiresinin a-amilaz iiretimine etkisi
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Sekil 4.13.°te Lactococcus sp. PS-2A izolatinin 20. saatte en yiiksek o-amilaz
aktivitesine (1847 U/mg) ulastig1 gosterilmektedir.

4.3.3. a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

Enzim olarak; LB besi ortaminda optimum kosullarda iiretilen bakteri
kiiltiiriiniin santrifiij edilmesiyle elde edilen iist sivi kullanildi. Daha sonra 20°C‘den

5°C’lik artan sicaklik araliklariyla 60°C’ye kadar Bernfeld yontemine gore a-amilaz

aktivitesi belirlendi.
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Sekil 4.14. o-Amilaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisi

Lactococcus sp. PS-2A izolatinin 35°C o-amilaz aktivitesine ulastigt Sekil 4.14.te

gosterilmektedir.
4.3.4. a-Amilaz Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

Enzim olarak LB besi yerinden elde edilen iist sivi kullanildi. Substrat olarak
kullandigimiz nisasta %0.5’lik olacak sekilde sirasiyla sitrik asit (0.1 M pH 4.0, 5.0 ve
6.0), Tris-HCI (0.1 M pH 7.0, 8.0 ve 9.0) ve NaHCO3 /NaOH (0.1 M pH 9.0, 10.0)
tamponlar icerisinde ayr1 ayr1 hazirlandi. Daha sonra bakteri i¢in optimum sicaklikta

Bernfeld yontemine gore a-amilaz aktivitesi 6l¢iildii. Sekil 4.15.’te Lactococcus sp. PS-
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2A izolatinin a-amilaz aktivitesinin genis bir pH araligina sahip oldugu ve en yiiksek

aktiviteye pH 7.0’de ulasildig1 gosterilmektedir

Rélatif Aktivite (%)
120
100
80 -
60 -
40

20

0 T T
pH

Sekil 4.15. a-Amilaz aktivitesi izerine pH’ nin etkisi

4.3.5. a-Amilaz Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinin Etkisi

100 mI’lik erlenlerde 25 ml LB besi yerleri hazirlanip otoklavlandi. LB besi
yerlerinde %1 konsantrasyonda olacak sekilde karbon kaynaklarindan glukoz, galaktoz,
fruktoz, ¢oOziinebilir nisasta, maltoz ve siikroz tek tek ilave edildi, gecelik kiiltiirden 1
ml bakteri ekimi yapildi. a-Amilaz iiretimi i¢in optimum iliretim zamani, sicaklik ve
pH’da inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 1 ml drnek alinarak 600 nm’de
spektrofotometrede absorbans Ol¢limleri yapildi. Daha sonra 10 000 rpm’de sogutmali
santrifiijde santrifiij edildi ve elde edilen slipernatantlardan a-amilaz aktivitesi dlgtildii

ve Lowry’ye gore protein miktar tayini yapildi.
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Sekil 4.16. o-Amilaz {iretimi tizerine karbon kaynaklarinin etkisi

%1’lik ¢Oziinebilir nigsastanin a—amilaz iiretimini 2 kat (4743 U/mg) arttirdig1,
galaktoz (2118 U/mg) ve sukrozun (2026 U/mg) eklenmesiyle kontrole (2516 U/mg)
yakin deger elde edildigi, glukoz (1392 U/mg), fruktoz (468 U/mg) ve maltoz (1158
U/mg) 1ilavesiyle de enzim {iretiminde azalma gozlendigi Sekil 4.16.°da
gosterilmektedir. Coziinebilir nisasta a-amilaz liretimi i¢in en iyi karbon kaynagi olarak

belirlendi.
4.3.6. a-Amilaz Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarinin Etkisi

100 ml’lik erlenlerde hazirlanan 25 ml’lik LB besi yerlerine %]1’°lik azot
kaynaklarindan pepton, tripton, iire, amonyum siilfat, amonyum kloriir ve kazein
eklendikten sonra otoklavlandi. Daha sonra gecelik bakteri kiiltiiriinden 1’er ml her
erlene ayri ayr ekildi. Optimum kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 1
ml o6rnek alinarak 600 nm’de spektrofotometrede absorbans oOl¢iimleri yapildi. Bu

orneklerin iist sivisinda a-amilaz aktivitesi ve protein miktar tayini yapildi.
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Sekil 4.17. a-Amilaz {iretimi iizerine azot kaynaklarinin etkisi

%1°lik pepton (2550 U/mg), tripton (3527 U/mg), amonyum siilfat (3463 U/mg)
ve amonyum kloriir (4166 U/mg) ile o—amilaz iiretiminin kontrole (2050 U/mg) gore
arttig1, tire (1241U/mg) ve kazein (1960 U/mg) ilavesi ile enzim iiretiminin azaldig1
Sekil 4.17.’de gosterilmektedir. a—Amilaz iiretimi i¢in en uygun azot kaynaginin

amonyum klortir oldugu tespit edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Peynir alt1 suyu; siit tirlinlerinin yapimi sirasinda ortaya ¢ikan, sivi atik sayilip
degerlendirilmeden kanalizasyonlara ve akarsulara verildiginde ciddi ¢evre ve saglik
problemlerine neden olan, yiiksek organik igerige sahip bir yan {iriindiir. Ayn1 zamanda
gelisen teknoloji ile insan ve hayvan kullanimi i¢in bir besin kaynagi olarak
kullanilabildigi ve endiistriyel 6nemi olan enzimleri iireten mikroorganizmalarin
liremesi i¢in ¢ok uygun bir ortam oldugu icin, Diyarbakir’daki peynirciler ¢arsisindan

alinan peynir alt1 suyu 6rneklerinden bakteri izolasyonu gergeklestirildi.

Laktik asit bakterileri igin selektif besi yeri olan MRS agarda ¢ogaltilip, buradan
secilen PS-2A, PS-3B, PS-3C ve PS-4B’nin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
testleri yapildi ve <1 mm, kok seklinde, diizgiin goriiniimlii, pigment olusturmayan
kolonilerden olustuklar1 tespit edildi. Bu bakteri Orneklerinden hazirlanan
preparatlardan mikroskop altinda Gram boyama o6zellikleri ve morfolojik 6zellikleri
incelendiginde Gram pozitif ve kok seklinde olduklari, laktik asit bakterileri i¢in selektif
besi yeri olan MRS agarda iliremelerinden ve Gram boyanma 6zellikleriyle koloni
sekillerinden dolayt Lactococcus cinsinin Ozellikleriyle benzerlik gosterdikleri icin

Lactococcus olduklari belirlendi.

Zamfir ve ark. 2006, Romanya’da ham ve fermente edilmis siit, peynir gibi
kaynaklardan topladiklar1 110 ornekten laktik asit bakterisi izolasyonu yapmis ve
buradan elde ettikleri 599 izolatin Gram boyamasmi, katalaz aktivitesini ve
morfolojisini test etmislerdir. Izolatlardan ¢ogunun Lactococcus lactis, Leuconostoc

spp., Enterococcus spp. ve E. saccharominimus tiirleri olduklarini tespit etmislerdir.

Adnan ve Tan 2007, kegi siitiiyle yapilan tapai ve tempoyak besinlerinden laktik
asit bakteri izolasyonu yapmislar. 126 sus izole ederek Gram boyama ve katalaz
aktivitelerini saptamislardir. Bu suslardan yedi tanesini tanimlayip ikisinin laktobasil,

birinin de laktokok oldugunu belirlemislerdir.

Muyanja ve ark. 2003, Uganda yoresel fermente ev yapimi ve laboratuvar
yapimi gidasi “ bushera” ‘dan elde ettikleri 351 izolattan 113 laktik asit bakterisi izole
etmislerdir. Cesitli biyokimyasal testler ve Gram boyama yaparak identifikasyonlarini

gerceklestirmislerdir.

53



5. TARTISMA VE SONUC

Sengun ve ark. 2009, yogurt ve bugday unundan yapilan “Tarhana” dan MRS,
M17 ve SBM besi yerlerini kullanarak 226 Gram pozitif ve katalaz negatif bakteri izole
etmislerdir. izolatlar1 fenotipik ve genotipik bircok yontem kullanarak identifiye

etmisler ve gruplandirmislardir.

Cengiz ve Uraz 2001, Atatiirk Orman Ciftligi siit fabrikasindan degisik zaman
dilimlerinde alinan ¢ig siit Orneklerinden bakteriyolojik calisma ile laktik asit
bakterilerinden stafilokok izolasyonu yapmislardir. Besi yerinde iireyen bakterilerin
kiiltiir, hareket, hemoliz, morfolojik ve biyokimyasal ozellikleri, katalaz, koagiilaz,

gram boyanma gibi 6zelliklerini incelemislerdir.

Toksoy ve ark. 1999, degisik marka sucuk ve sosis orneklerinden izole ettikleri
bakterilerin identifikasyonlarinda, bakterilerin morfolojik 06zelliklerini saptamis ve

biyokimyasal testlerden yararlanmislardir.

Izole ettikleri bakteriler arasindan Lactobacillus bakterilerini diger bakteri
gruplarindan ayirmak i¢in, morfolojik sekilleri, hareketlilik, spor olusturma durumlari,
gram ve katalaz reaksiyonlari, kati besi yerindeki kolonilerin sekli ve yapilari

incelemislerdir.

Onceki ¢alismalardan farkli olarak, laktik asit bakterilerinin izolasyon islemi
calismamizda kaynak olarak peynir alt1 suyundan gerceklestirilmis; fakat benzer sekilde
Gram boyama, katalaz aktivitesi ve morfolojikler testler vb. testler yapilarak
identifikasyon gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak peynir alti suyu Orneklerinden izole
ettigimiz Lactococcus sp. PS-2A’nin kesin olarak tanimlanmasi icin ileri diizeyde

identifikasyon tekniklerinin uygulanmasi gerekmektedir.

Enzim teknolojisinin giderek geligsmesi iirtinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi
ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel
enzimler ile ilgili alaninda yapilan ¢esitli arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir

(Kiran ve ark. 2006).

Endiistriyel alanda kullanilan enzimler bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma
tarafindan elde edilmekle birlikte agirlikli olarak mikroorganizmalardan izole

edilmektedirler.
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Mikroorganizma kaynakli enzimler, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha
stabil ve daha ucuz olmalari, katalitik aktivitelerinin yiiksek olmasi, fazla ve yiiksek
saflikta elde edilmesi gibi avantajlara sahip olmasindan dolay: tercih edilirler (Tatar

2007).

o-Amilaz enzimi yaygin sekilde mikroorganizmalardan elde edilir ve baslica,
gida endiistrisinde nisastanin maltoza hidrolize edilmesi, maltoz suruplarinin
hazirlanmas1 ile ekmek ve bira {iretiminde kullanilmaktadir. Ayrica gidalarda
tatlandirict ve kaliteyi arttirict olarak, kagit ve tekstil endiistrisi, ¢esitli i¢eceklerin

saflastirilmasi ve berraklastirilmasi, gibi genis bir kullanim alanina sahiptirler.

Calismamizda izole ettigimiz laktik asit bakterilerinde ekstraseliiler a-amilaz
salgilanip salgilanmadig: taranarak en iyi ve maksimum o-amilaz tlireten Lactococcus
sp. PS-2A 06rnegi segilerek NB, LB, MB ve BM gibi farkli besi ortamlarinda

inkiibasyona birakildi ve uygun besi ortaminin LB oldugu tespit edildi.

Sonraki asamada uygun besi ortaminda 4-48 saat arasinda inkiibasyona
birakilarak 16. saatte optimum iireme gosterdigi, pH 4.0-10.0 arasinda pH denemeleri
gergeklestirilerek, optimum tireme pH’sinin 7.0 oldugu belirlendi. 20°C-60°C arasinda

sicaklik denemelerinde ise optimum tireme sicakligin ise 35°C oldugu tespit edildi.

Felis ve ark. 2007, Sardinarya inekleri ve koyunlarinin ham siitiinden ve
koyunlarin siitiinden yapilan Gioddu adli yogurtlarindan; MRS Agar kullanarak %5
CO; igeren ortamda, 37°C’de, 24-48 saat inkiibe ettikten sonra laktik asit bakterileri
izole ederek bu bakteri suglarinin genotipik ve fenotipik metotlarla karakterizasyonunu
yapmuslardir. Izole ettikleri bu bakterilerini bilyiik bir kisminin Lactobillus suslari

oldugunu belirlemislerdir.

Badis ve ark. 2004, 4 farkli Cezayir irki ke¢inin siitlinden izole ettikleri 725
laktik asit bakterisini karakterize etmislerdir. 30 ve 45°C inkiibasyon sonrasinda birinci

Lactococcus’lari; Elliker besi yerinde, 30°C’de, 72 saat, aerobik ortamda tiretmislerdir.

Sicaklik, mikroorganizmanin biiylimesi ve buna bagli olarak a-amilaz tiretimiyle
iligkilidir. Cogu arastirmaci tarafindan bakterilerde optimum bakteri biiyiimesi ve o-

amilaz tiretimi i¢in genis sicaklik araligi (35-80°C) verilmistir (Asgher 2007).
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Konsula ve Kyriakides tarafindan taze koyun siitiinden izole edilen B.subtilis in
ekstraseliiler maksimum o-amilaz iretiminin 40°C’de oldugu belirtilmistir. Elde
ettigimiz Lactococcus sp. PS-2A’nin irettigi ekstraseliiler o-amilaz enziminin
optimizasyonu yapilarak, optimum sicaklik 35°C olarak tespit edilmistir. Calismamiz
yukarida belirtilen ¢alismalarda Lactobacillus ve Lactococus’larin belirtilen optimum

iiretim sicakliklariyla benzer 6zellik gostermektedir.

Fiziksel parametreler arasinda biiyiime ortaminin pH’s1 mikroorganizmadaki
morfolojik degisimler ve buna bagl olarak enzim sentezinin artmasinda énemli bir rol

oynamaktadir (Asgher 2007).

Ticari olarak kullanilan pek ¢ok Bacillus susunda bakteri iiretimi ve ekstraseliiler

o-amilaz iiretimi i¢in optimum pH, 6.0 ve 9.0 arasinda verilmektedir (Burhan ve ark.

2003), (Castro ve Bull 1992), (Jin ve Patel 1999).

Bizim ¢alismamizda da Lactococcus sp. PS-2A bakterisi optimum biiyiimeyi ve

maksimum ekstraseliiler a-amilaz iiretimini pH 7.0’de gergeklestirmistir.

Konsula ve Kyriakides 2004, taze koyun siitiinden izole ettikleri ilimli termofilik
Bacillus subtilis susundan elde ettikleri ekstraseliiler termostabil o-amilazin nisasta
hidrolizine etkisini arastirmiglardir. Maksimum amilaz iiretiminin diisiik nisasta igeren

ortamda ve 40°C’de elde etmislerdir.

Najafi ve ark. 2005, topraktan izole ettikleri Bacillus subtilis AX20 nin
ekstraseliiler a-amilaz enziminin optimum sicakligini 55°C, optimum pH’sin1 6.0 olarak

bulmuslardir.

Sanni ve ark. 2002, Nijerya’nin yoresel fermente edilmis yiyeceklerinden,
amilaz tireten amilolitik laktik asit bakterileri izole etmislerdir. Calistiklar1 3 farkl
susun a-amilaz aktivitesi i¢in optimum kosullar1 belirlemek i¢in 12 saat inkiibasyon ve

pH 4.0-7.0 ve sicaklig1 30-80°C’lerde denemislerdir.

Izole etmis olduklar1 L. plantarum susundan elde ettikleri o-amilazin optimum
pH 6.0 ve 65°C’de, L. fermentum K9 susu i¢in ise pH 4.0 ve 45°C maksimum aktivite

gosterdigini belirlemislerdir.
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Ekstraseliiler a-amilazlarin optimum pH’st 3.0-10.0 arasinda degismektedir.
Cogu calismada, bakteri ve funguslardan elde edilen a-amilazlarin optimum pH’s1
asidik ve noétral olarak belirtilmektedir (Gupta ve ark. 2003). Notral pH’da maksimum

aktivite gosteren enzimler 6zellikle kuru temizlemede kullanilmaktadir.

Calismamizda elde ettigimiz bakterinin ekstarseliiler o-amilazinin notral
kosullarda maksimum aktivite gostermesi endiistriyel islemlerde kullanilabilir

0zelliginin oldugunu gostermektedir.

Enzimler modern deterjanlarin igeriginde bulunmaktadirlar. o-Amilazlar
1975’ten beri ¢amasir makinesi deterjanlarinda kullanilmaktadir (Gupta ve ark. 2003).
Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz a-amilaz  35°C’de  maksimum aktivite
gostermektedir. Bu oOzelligi ile diisiik 1sida yikama islemini gerceklestiren ¢amasir

makinelerinde kullanilan deterjanlarin iceriginde kullanilabilir.

Enzimin aktivitesi lizerine bazi azot ve karbon kaynaklarinin etkisi arastirilarak

maksimum a-amilaz tiretiminin %1 nisasta igeren ortamda 35°C’de oldugu saptanmustir.

Cogu aragtirmact amilolitik enzim biyosentezinin ve oOzellikle o-amilaz
biyosentezinin nigasta varliginda indiiklendigini belirtmislerdir (Konsula ve Kyriakides

2004).

Yaptigimiz ¢alismadan maksimum o-amilaz iiretimi %1 nisasta i¢eren ortamda
gerceklesmistir. Lactococcus sp. PS-2A bakterisinin iiretimi i¢in gerekli olan besi yeri,
sicaklik, pH gibi kosullarin ekonomik olmasindan dolayr ve a-amilaz1

salgilamalarindan dolay1 endiistriyel alanda kullanilabilir oldugunu gostermektedir.

Degerlendirilmeden dogaya birakilan ¢ok ciddi gevre ve saglik sorunlarina yol
acabilen peynir alti suyundan izole ettigimiz Lactococcus sp. PS-2A’dan optimum
kosullar saglanarak bliyiik endiistriyel 6nemi olan o—amilaz enzimi kolay ve ekonomik

proseslerle tiretilerek karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Boylece yapilan bu calisma ile peynir alt1 suyundan ekonomik ve biyoteknolojik

olarak fayda saglanabilecegi ortaya konmustur.

Peynir alt1 suyunun, planlanacak bagka calismalarla yalnmizca o—amilaz ve diger

enzimleri lireten mikroorganizma kaynagi olarak degil ayn1 zamanda, gelisen teknolojik
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imkanlarla farkli biyoteknolojik uygulamalar i¢in kullanilabilecegi, ¢evre kirliligi ve

saglik problemlerine etkisinin azaltilabilecegi diistiniilmektedir.
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