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OZET

Arastirmada, Bacillus brevis, Bacillus sphaericus, Bacillus cereus, Bacillus
megaterium, Bacillus circulans, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis ve
Bacillus coagulans tiirlerine ait toplam 32 adet sus kullanilmigtir. Suglarin 29
adedi topraktan izole edilmistir. Izole edilen bu suglar, cesitli fizyolojik ve
biyokimyasal testlere tabi tutularak tammmlanmislardir. Bakterilerin toplam
hiicre protein profillerinin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile analizi yapilmig ve bunlarin melekiil agirhklann 19-160 kD
arasinda bulunmustur. SDS-PAGE analizi, aym tiire ait suglarin protein

profillerinin birbirine benzer ve diger tiirlerden farkh oldugunu gostermistir.

Bacillus’larmn poli-B-hidroksibiitirat (PHB) iiretimleri spektrofotometrik olarak
belirlenmis ve PHB iiretimlerinin hiicre kuru agirhfma gore %1,06-%41,67
arasinda degistigi bulunmugtur. En yiiksek PHB iiretimi gosteren Bacillus
brevis M6 (%41,67) susunun farki karbon, fosfat ve azot kaynaklan ile azot ve
oksijen simirlamasi gibi sartlar altinda PHB iiretimi aragtinimigtir. Susun en
yitkksek PHB verimlerine, karbon kayna@ olarak sitrat iceren besi ortaminda
(%51,85) ve azot kayna@ olarak sodyum nitrat iceren besiortaminda (%60,00)

ulastiy; fosfath besiortamindaki en yiiksek PHB’mm ise %6,50 oldugu tespit



it

edilmisgtir. Azotsuz ve oksijeni smirlandiriimiy besiortamlarindaki PHB
iiretiminin sirasi ile %25,45 ve %7,53 oldugu bulunmustur.

Cahsmada, seker pancann melast kullamlarak PHB’mn ekonomik eldesi
arastirlms ve farkh melas konsantrasyonlarmmmm PHB {iretimine etkisi
incelenmistir. Bu amagla, glukoz ve siikroz geker cesitlerini kullanabilen ve
ikinci derecede en yiiksek PHB iireten Bacillus cereus M5 susu segilerek, %1-
%35 melas konsantrasyonlarindaki PHB iiretimi incelenmistir. Bakterinin en
yiiksek PHB iiretimi olan %73,84 degerine, %1 melas konsantrasyonunda
ulagtign tespit edilmistir. Melas konsantrasyonundaki artisa bagh olarak
bakterinin PHB veriminde azalma oldugu gézlenmigtir.

Arastirmada, Bacillus cinsi bakterilerin baz patojen ve kontaminant test
bakterileri iizerindeki genel inhibisyon etkileri agar difiizyon metodu ile
incelenmistir. B. brevis M6’nin, test bakterilerinden olan Staphylococcus aureus
ATCC 25923 ve Bacillus thuringiensis RSKK 380 iizerinde; B. cereus M15’in,
Pseudomonas fluorescens RSKK 240, Micrococcus flavus ve Bacillus
thuringiensis RSKK 380 iizerinde; B. cereus M10’un, Bacillus megaterium
RSKK 578, Bacillus thuringiensis RSKK 380 ve Bacillus cereus F2 tizerinde; B.
brevis M4 ve B. cereus M5’in ise Bacillus cereus F2 iizerinde genel inhibisyon
etkilerinin oldugu giézlenmistir.

Bacillus tiirleri suslannin birbirlerine karsi olan inhibisyon etkilerinin
incelenmesinde de yine agar difiizyon metodu kullamlmig ve bazi izolatlarin
birbirlerine karsi inhibisyonlarinin oldugu bulunmustur.

Cahsmada, Bacillus cinsi bakterilerin Skim Milk Agar (SMA) besiortaminda
proteolitik aktiviteleri incelenmis ve B. sphaericus M3 ile B. sphaericus ATCC
14577 suslan dl.smdilki tiim suslarda proteolitik aktivite goézlenmigtir. Bu
suslarda tespit edilen proteolitik aktivite 1,4-8,1 mm zon c¢ap:r arasindadir ve
zonlarmn ortalamas1 4,17 mm olarak hesaplanmgtir. En yiiksek proteolitik

aktivite zon ¢cap1 8,1 mm ile B. circulans M32 susunda bulunmustur.
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Bacillus suslarinin plazmid DNA incelenmesinde, yalniz 6 adet susun plazmid
DNA icerdigi ve bu plazmidlerin molekiiler agirhklarinin 3,9-31,7 kb arasinda
oldugu tespit edilmistir.

Bilim Kodu 1216

Anahtar Kelimeler : Bacillus, izolasyon, protein profili, biyoplastik (PHB)
iiretimi, antimikrobiyal aktivite, proteolitik aktivite,
plazmid DNA.
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ABSTRACT

In the study, a total of thirty two strains belonging to Bacillus brevis, Bacillus
sphaericus, Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus circulans, Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis and Bacillus coagulans were analysed. Twenty
nine of them were isolated from the soil. These strains isolated were
physiologically and biochemically tested and described. Total cell protein
profiles of bacteries were analysed by sodium dodecyl sulphate polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE). The moleculer weights of proteins were found
ranging between 19 and 160 kD. SDS-PAGE analysis showed that those strains
belong to the same category had similar protein profiles and that they were
different from the others.

Poly-B-hydroxybutyrate (PHB) productions of Bacillus bacteria were
determined by spectrophotometric method and it was found that PHB
productions ranged from 1,06-41,67% depending on the of dry cell weight.
Bacillus brevis M6 strain which has the highest PHB production (41,67%) was
analysed in terms of its PHB production under certain conditions such as
carbon, phosphate, nitrogen resources and oxygen limitations. It was found that
the PHB production increased in the medium with citrat as carbon resource

(51,85%) and in the medium with sodium nitrate as nitrogen resource (60,00%).



However maximum PHB production was in the medium with phosphate
(6,50%). PHB production in the medium without nitrogen and limited oxygen

medium were 25,45% and 7,53% respectively.

Economical production of PHB was investigated by using sugar beet molasses
an the effects of different concentration molasses on PHB production were
investigated. For this reason, Bacillus cereus MS strain were selected and
cultivated in 1%-5% molasses concentration. It was found that strain was
produced higher PHB (73,84%) in 1% molasses concentration. It was also
observed that PHB productivity decreased with to the increaseing molasses

concentration.

The general inhibition of Bacillus isolates on the pathogen and contaminant test
bacteria were investigated by using the agar diffusion method. As a result of this
study, the following data were found: B. brevis M6 showed inhibition effect on
Staphylococus aureus ATCC 25923 and on Bacillus thuringiensis RSKK 380; B.
cereus M15 on Pseudomonas fluorescens RSKK 240, on Micrococcus flavus and
on Bacillus thuringiensis RSKK 380; B. cereus M10 on Bacillus megaterium
RSKK 578, on Bacillus thuringiensis RSKK 380 and on Bacillus cereus F2; B.

brevis M4 and B. cereus M5 on Bacillus cereus F2.

Also, the inhibition effect of isolates between each others were carried by using

agar diffusion method and the inhibition effect some isolates were found.

Proteolytic activities of Bacillus isolates were tested in Skim Milk Agar (SMA).
It was concluded that all strains had proteolytic activities except for B.
sphaericus M3 and B. sphaericus ATCC 14577. Proteolytic activities of the
isolates was found between 1,4-8,1 mm zone diameter. The overage of
proteolytic activity was found to be 4,17 mm. The highest zone diameter of

proteolysis 8,1 mm was found in B. circulans M32 strain.

Plasmid DNA profiles of Bacillus strains were determined and their moleculer
weights were found. Results indicated that only six strains were carried plasmid

DNA and their moleculer weights were ranged from 3,9 to 3,1 kb.
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1. GIRIS

Giinlik hayatimizin bir pargasi olan plastik {irlinler, kanitlanmig pek ¢ok
dezavantajlarina ragmen; kolay sekil alma, esneklik, nakliyede rahathk ve ucuzluk
gibi nedenlerden dolayr tercih edilen malzemeler olmuglardir. Ancak, plastigin
“kullamlip-atilabilme” &zelligi, en 6nemli sorunlardan biri haline gelmistir (Page
1992b). Her wil birkag yiizbin ton plastik denizlere atir ve bunlar okyanuslarda
birikir (URL:1). Diinyada biriken yillik plastik miktar1 ise 25 milyon ton kadardir
(Lee, 1996). Bu nedenle, son yillarda plastikler, ekolojik problemlerin kaynag olarak
kargimiza ¢ikmaktadirlar (URL:1).

90’l yillardaki plastik {iretiminin 100 milyon tonun tizerinde oldugu ve 2000 yilinda
tiretiminin 150 milyon ton oldugu diisiiniilirse, sentetik polimerlerin, yerine
kullanilabilecek dier bir malzeme tiirli olmadigy siirece, ¢evre ve insan saghgma
getirecegi yiikler gittikce artacaktir (Dave et al., 1996, Ashm vd., 1998).

Petrolden elde edilen sentetik polimerler, plastik atikk olarak dogaya
terkedildiklerinde, toprakta uzun siire parcalanamadifindan cevre kirliligine ve
toksik madde birikimine neden olmaktadiwrlar. Bu nedenle, biyolojik olarak
pargalanabilen polimerlerin, 6zellikle poli-Beta-hidroksibiitirat’in (PHB) iiretimi
onem kazanmg ve petrol kdkenli polimerlerin yerini almalarma yonelik ¢ahgmalar
artmustr (Page 1992b, Beyath, 1996).

Giinlimiizde, PHB gibi biyopargalanabilir, biyouyumlu ve dogayla dost plastiklerin
bakterilerde sentezi ve polimer kimyasindaki uygulamalan ile ilgili elde edilen
olumlu sonuglarla biyoplastiklere olan ilgi her gegen giin artmaktadir (Braunegg et
al., 1998, Poirier, 2002)

Aragtiricilar, biyoplastik {iretiminde bakteriyel biyoplastiklerin, gelecek uygulamalar
icin kullanilabilecegini bildirmektedirler (Dave et al,, 1996; Labuzek and Radecka,
2001). Avantajh oOzelliklerinden yararlanmak ve endiistriyel PHB iiretimi
gergeklestirmek amaciyla uygun suslarin tespiti arastirmalarinda, Bacillus cinsi
bakteriler de yer almaktadir (Wu et al., 2001).



Dogal ortamu toprak olan ve endospor olugturan Bacillus cinsi bakteriler; genom ya
da proteom gibi temel gelisim konularindaki, molekiiler detaylarn arastiriimasi i¢in
kullamlmaktadirlar. Ayrica, bazi iiyelerinin iirettifi enzimler, antibiyotikler ve
toksinler gibi biyoteknoloji endiistrisine ekonomik katki saflayacak metabolik
aktiviteleri nedeniyle de bakteriyologlarmn ilgi odag:1 olmuglardir (Cash, 1998).

Bacillus cinsi bakteriler, izolasyonunun kolayhs, {iretiminde kompleks besiortamma
gerek duymamas: ve kisa siirede geligimi gibi nedenlerden dolayr aragtirmalarda
siklikla kullamlmaktadir ve bu cinsin ¢esitli antimikrobiyal madde iiretim potansiyeli
de yiiksektir (Eltem ve Ugar, 1998; Rosovitz et al., 1998).

Antibiyotiklerin, diinyadaki yaygm kullamimi, bulagic1 hastahiklarin tedavisindeki en
Onemli sorun olan, antibiyotiklere direngli mikroorganizma enfeksiyonlarm ortaya
¢ikarmaktadir. Bu nedenle, siirekli olarak, degisik antibiyotikler iireten, yeni gen
kaynaklarina gereksinim duyulmaktadwr. Genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye
sahip, giiclii antibiyotik lireten yeni mikroorganizma tiplerinin aragtirilmasi Snem
kazanmistir (Demain, 1999).

Ozellikle son yillarda, uluslararas: ilag endiistrisinin aragtirma-gelistirme galisma
programiarmda yeni kesfedilen ve patenti alnan ilag sayisinda ciddi bir azalmamn
oldugu bildirilmektedir (Pollack, 2002; Tamer, 2002). Bu nedenle, birgok Bacillus
tirlintin sahip oldugu biyokontrol yetenegi, ilag endiistrisi i¢in $nem tagimaktadir.
Baz Bacillus tiirleri bacitracin, polymiyxin ve subtilin gibi peptid antibiyotikler
tiretmektedirler. Bunlarm yamsira siklik lipopropteinlerden olan iturin ve
zwittermicin gibi antibiyotikler ise bircok fungusun neden oldufu hastaliklarla
miicadelede kullamimaktadir (Rosovitz et al., 1998).

Mikrobiyal proteolitik enzimler, endiistriyel amaglar agisindan oldukg¢a ilgi
¢ekicidirler (Ibanez et al., 1992). Bacillus cinsi bakteriler de proteolitik enzim
aktiviteleri nedeniyle, ticari firetim i¢in segilen mikrooranizmalar arasinda yer
almaktadir (Perez et al., 1992) ve bir ka¢ ticari mikrobiyal enzimin kaynaZidirlar
(Johnvesly et al., 2002).

Endiistriyel enzimlerin en 6nemli grubunu olugturan proteazlarin, toplam diinya
enzim iiretiminde %65°lik bir yeri vardwr. Proteazlar, deterjan, besin, eczaciik, deri



iglenmesi ve organik sentez gibi ¢esitli endiistriyel uygulamalarda kullambirlar
(Johnvesly and Naik, 2001; Singh et al., 2001).

Genelde, Bacillus cinsi bakterilerin yiikksek miktarda hiicre disi proteaz iirettikleri
bildirilmektedir (Kunitate et al., 1989). Termofilik ve alkalifilik basiller tarafindan
iiretilen alkalin proteazlarm, yiiksek sicakhk, pH, kimyasal parcalayici ajanlar ve
kurak c¢evrelere dayanabilecekleri bildirilmigtir (Johnvesly and Naik, 2001). .

B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. pumilus ve B.
thuringiensis gibi tlirler tarafindan Tretilen subtilisinin deterjan endiistrisinde
(Kunitate et al., 1989; Yin et al., 1991), B. licheniformis’in trettigi keratinazin ise
ozellikle kus ve tavuk tiiylerinin pargalanmasinda Onem tagidigy bildirilmektedir
(Rozs et al., 2001).

Bu cahsmada, Bacillus cinsine ait bakteriler topraktan izole edilerek, tammlamalar:
yapiimig ve suglarin sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ile elde edilen toplam protein profillerine gore ayrmm hedeflenmigtir. izole
edilen bakterilerin, PHB iiretim yetenekleri aragtirlmugtir. PHB verimi yiiksek olan
izolatlarin, farkh azot, karbon ve fosfat kaynaklarinda ve atik madde olan melasda,
ekonomik PHB dretimleri amaclanmugtir. Ayrica izolatlarm, farkh patojen
mikroorganizmalar ve birbirlerine kargi olan antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.
Aragtirmada, suglarm proteolitik aktiviteleri ile plazmid DNA say1 ve molekiiler
agirhiklarmin da tespit edilmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Bacillus Cinsi Hakkinda Genel Bilgiler
2.1.1. Bacillus’larin 6nemi

Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin {iretimi gibi metabolik
Ozellikleri ile endiistriyel 6neme sahip olmalari ve kolay iiretilebilmeleri sebebiyle,
bakteriler diinyasinda dikkat ¢eken mikroorganizmalardandir (Rosovitz et al., 1998;
Wipat and Harwood, 1999) Ayrica, sporlanma kabiliyetleri ve metabolizmal
faaliyetlerinin cesitliliinin, genis bir cevreye yaylmalarmda 6nemli avantajlar
sagladif da belirtiimektedir (Wipat and Harwood, 1999).

Birgok biyoteknolojik ¢aligmada kullamlan Bacillus’lar, iirettikleri proteinler
nedeniyle ticari 6neme sahiptirler. Bacillus’larin irettifi endistriyel enzimlerden
olan subtilisin, selulaz ve amilazlar deterjan endiistrisinde; nétral proteazlar siit
endiistrisinde; farkh amilaz ve pullulanazlar besin ve meyve suyu endiistrisinde;
kullanmiimaktadir (Rosovitz et al., 1998).

Bazi Bacillus tirleri ise, proteolitik, sakkarolitik ve lipolitik enzimleri nedeniyle
besin endistrisinde 6nem tagimaktadir. B. stearothermophilus, B. coagulans, B.
licheniformis, B. macerans ve B. subtilis gibi tiirler, peynir vb. iiriinlerin olugmasina
yardim etmektedirler (Rosovitz et al., 1998).

Bircok Bacillus tiiriiniin sahip oldugu biyokontrol aktivitesi de ilag endiistrisi igin
Onem tagimaktadir. Baza Bacillus tiirleri bacitracin (B. licheniformis), polymiyxin (B.
polymyxa), gramicidin (B. brevis), tyrocidine (B. brevis), subtilin (B. subtilis) ve
bacilycin (B. subtilis) gibi peptid antibiyotikler iiretmektedirler. Bunlarin yamsira
siklik lipopropteinlerden olan iturin (B. subtilis) bifqok mantar ve mayanin neden
oldugu hastaliklarla miicadelede kullamlmaktadwr. Zwittermicin (B. cereus) ve
antibiotik B (B. cereus) tarafindan iiretilen antibiyotiklerin mantarlarin neden oldugu
bazi bitki hastahiklarmnda etkili oldugu bilinmektedir (Rosovitz et al., 1998).



Bacillus’larm bir bagka 6zelligi de, ¢esitli bdceklere kargi etkin bakteriyel kontrol
ajam olmalandir. B. thuringiensis, B. larvae ve B. popilliae Lepidoptera larvalarina
patojenik etki gdsterirler (Priest, 1993; Rosovitz et al., 1998).

Antraks etkeni olan Bacillus anthracis ve besin zehirlenmelerine neden olan Bacillus
cereus harig, patojen degildirler (Rosovitz et al., 1998).

2.1.2. Bacillus larnm morfolojisi

Bacillaceae ailesine ait olan Bacillus cinsi, gubuk gekilli, endospor olusturan, aerob
veya fakiiltatif anaerob bakterilerden olusur. Vejetatif hiicreler, tek bagina veya zincir
seklinde bulunabilir. Yuvarlak veya koseli sekilde biten hiicrelerin biiyilikliikieri
0,5x1,2 pm’den 2,5x10 pm’ye degismektedir. Hiicreler, Gram-pozitif boyamr, ancak
bazilan kiiltiiriin yagma bagh olarak gram negatif reaksiyon verebilir. (Sneath, 1986;
Rosovitz et al., 1998).

Durgun fazda, besin maddelerinin azalmasma bagh olarak endospor olusturur. Baz
vejetatif hiicreler, protein kristalleri veya poli-B-hidroksibiitirat gibi metabolik
maddeler depolarlar (Rosovitz et al., 1998).

Bacillus hiicreleri, sitoplazmik membran iizerinde genelde hiicre duvar bulundurur.
Hiicre duvan, bir veya birkag aniyonik polimer ve birkag kat peptidoglikan ile
sartloustir (Priest, 1993; Rosovitz et al., 1998).

Baz1 Bacillus tiirleri, dig ylizeyinde polisakkarit veya polipeptid yapida kapsiil
olugtururlar. B. anthracis’de poli D-glutamik asitten olugan kapsiilii goriilmekte ve
bu virulens faktor tagimaktadir (Sneath, 1986; Rosovitz et al., 1998).

Bacillus iiyelerinin gogu peritirik flagella taswlar ve bununla hareket ederler.
Flagellar antijenler B. cereus, B. thuringiensis, ve B. sphaericus gibi tirlerin
tammlanmas: igin kullamimakla birlikte, flagella olugumu taksonomide kullanilan
temel kriterlerden biri degildir (Sneath, 1986; Rosovitz et al., 1998).

Bacillus tlirlerinin - koloni  karakteristikleri, c¢evresel sartlara bagh olarak
degismektedir. Besiyeri cesidi, koloninin yag1 gibi 6zelliklere gore, yan seffaf, opak,



diizgiin ya da piiriizlii kenarh koloniler goriilebilir. Koloni renkleri, kreme yakm
beyazdan sartya dogru olabilir. Cogu Bacillus tiirii pigment olusturmaz, ancak, bazi
tirler farkh besiyerlerinde sari, yesil, mavi-siyah vb. pigmentler iiretebilir (Sneath,
1986; Rosovitz et al., 1998).

2.1.3. Bacillus’larda spor olusumu

Bacillus tirlerinin en 6nemli 6zelliklerinden biri endospor olusturuyor olmalaridir.
Her hiicrede, 1s1 gibi gevresel sartlara dayamikl, dipikolinik asit iceren bir adet
endospor olugabilir. Spor formlari, 1s1 degigimleri, ¢esitli kimyasallar ve besin
maddelerinin yetersizlii gibi zorlu yasam kosullarma dayamklh formlardir. Bacillus
sporlari, 1siya, vejetatif hiicrelerden 10° kez, UV 1smmaya 7-50 kez daha dayamkhdir.
Sporu ¢evreleyen membranlar, korteks ve spor paltosu gibi yapilar nedeniyle cesitli
kimyasal ajanlara kars1 direng de gelistirilmistir (Rosovitz et al., 1998).

Sporilizasyon, bakteri iiremesinin duraksama fazinda gerceklesir ve birgok metabolik
faaliyetin gerceklesmesi ile ilgilidir. Bacillus’larin izolasyonunda, sporlarm sicaga
direngli olmasi 6zelliginden faydalamlir. Sporun gekli, pozisyonu ve biiyiikliigii
taksonomide kullanilan 6nemli kriterlerdendir (Sneath, 1986; Rosovitz et al., 1998).

2.1.4. Bacillus’larin habitatx

Bacillus’lar, sporlann nedeniyle biyosferde birgok farkli gevreden izole edilebilirler
(Priest, 1993; Rosovitz et al,, 1998). Cinsin asil habitati, ¢ok gesitli topraklardir
(Ishib and Ohba, 1993; Young et al., 1995; Nicholson and Law, 1999). Toprak
mikroflorasinda yeralan Bacillus’lar, besin maddeleri agisindan zengin topraklarda
bulunabildikleri gibi, besince fakir topraklardan da izole edilebilirler. Ornegin; B.
subtilis, B. licheniformis ve B. cereus kompleks besin maddelerine ihtiyag
duymazken, B. polymyxa ve B. azotofixans gibi gelismek i¢in bitki rizosferine ihtiyag
duyan tiirler de bulunur (Massie et al., 1985; Sneath, 1986; Rosovitz et al., 1998).

Endospor yapan Bacillus tiirleri toprak, bitki rizosferi, gida, su ve bazi canllarin
bagirsak sistemlerinden izole edilebilirler. Bunun yamsira, Mosquito, Lepidoptera,



Diptera ve Coleoptera boceklerinin larvalarindan da izole edilmiglerdir (Burke et al,
1983, Chilcott and Wigley, 1993; Young et al., 1995; Rosovitz et al., 1998)

Bircok mikroorganizma ¢esidi gibi Bacillus’lar i¢in de 6nemli bir habitat olan
topraktaki farkli ortam sartlari, mikrorganizma cesidinin de artmasma yol agar. Genel
olarak iyi havalannms, nemli ve yiiksek organik materyal igeren topraklan secen
mikroorganizmalar, topragm ilk 10 cm’lik #ist kisminda yiiksek sayida bulunurlar.
Toprakta populasyon yogunlugunun biiyiik bir kismimni bakteriler (10°-10° bakteri/l gr
toprak) olusturur. Mantarlar, biyokiitle olusumunda 6nemlidirler (URL:2).

Mikroorganizmalar, organik maddelerin par¢alanmasi ve C, N, P, Fe gibi maddelerin
dongiilerinde yer aldiklarindan toprak olusumu ve sekillenmesi i¢in Gnemli
canhlardir. Ayrica biyolojik kdkenli polimerler olan seliiloz, hemiseliiloz, kitin ve
lignin polimerlerini parcalayarak, mineralize ederler. Gergeklestirdikleri parcalama
olaylarindan baska, oksidasyonlara da sebep olduklarindan sentez faaliyetlerine de
katilirlar. Toprakta bulunan mikrobiyal gruplar viriisler, bakteriler, siyanobakteriler,
algler, protozoonlar ve mantarlardir. Bakterilerin biiyiik bir kismmmn iginde yeraldigs,
topragm lithosfer tabakasi, Bacillus larin da esas yasam alanlarindan biridir (URL:2).

Bacillus tiirleri toprakta genig bir yayihma sahip olduklar: gibi deniz ve tath sularla,
buralarm sedimentlerinde de bulunabilirler. Baz1 Bacillus’lar ise ekstrem sartlarda
biiyliyebilme kapasitesindedirler ve iire igeren, ug pH degeri olan, asitli veya yiiksek
1sih ortamlardan izole edilebilirler (Rosovitz et al.,1998).

Bacillus tirlerinin gesitli besinlerde bulunduklar1 ve besin maddelerinin d6niigiimii
ve bozulmalarinda rol oynadiklar1 da bilinmektedir. Ornegin; B. cereus pastorize siit
ve siit lriinlerine kontaminant olan Snemli bir tiirdiir (Giffel et al., 1997). B. cereus
ve B. subtilis gibi tiirlerin ise un, gukulata, kakao, baharat, salga ve sucuk, salam gibi
et tirtinlerinden de izole edildikleri bildirilmistir (Giffel et al., 1996; Kalayl, 2001).

2.1.5. Bacillus’larin metabolizmasi
Aerobik ya da fakiiltatif anaerobik olan Bacillus’lar genelde Embden-Meyerhof

izyolunu kullanirlar. Bunun yamsira heterolaktik (fosfoketolaz) izyolunu kullananiar
(B. subtilis) da vardir (Mignone and Avignone-Rossa, 1996; URL:1).



Terminal elektron alicilar genelde oksijendir, ancak baz tiirlerin elektron ahcisi NO;
da olabilir, denitrifikasyon yapan tiirleri de (B. azotoformans, B. licheniformis)
vardir. Baz tiirler (B. polymyxa, B. macerans) ise azotu fikse ederler. 0,-CO,-H,
veya O,-CO ortamlarinda ototrofik yasayan tiirlere (B. schlegelii) de rastlanabilir
(Sneath, 1986; Rosovitz et al., 1998).

Aerobik ortamlarda karbon kaynagi olarak organik asitleri (asetik asit, siiksinik asit,
laktik asit veya piriivik asit) kullanarak heterotrofik olarak yasayabilirler.
Kemoorganotrofiktirler. Sadece bir tiir fakiiltatif kemolitotroftur. Baz tiirler
aromatik veya hidroksiaromatik bilesenleri metabolize edebilirler ve bu nedenle
benzin gibi maddelerin bioremediasyonunda kullamlabilirler.

Genelde prototrof olduklari halde, oksotrof tiirlere de rastlanir. Bacillus’lar gok
cesitli metabolik ozelliklerinin yanisira, genis fizyolojik yetenekleri ile de,
psikrofilikden termofilige; asidofilikden alkalifilife; halotoleranttan halofilige genis
bir yelpazeye sahiptir ve bu nedenle endiistriyel uygulamalarda kullamlma
potansiyelleri yiiksektir (Sneath, 1986; Rosovitz et al., 1998; URL:1; URL:3 ).

Baz1 Bacillus tiirlerinin (deoksi)niikleozidleri veya (deoksi)ribozlari karbon ve enerji
kayna@ olarak kullandig: da bildirilmektedir (Sgarrella et al., 1997).

2.1.6. Bacillus’larin genetik yapisi

Bacillus genetigi c¢ahsmalarinda sikbkla kullanilan B. swubtilis tirii oldukga iyi
tammlanmis olup, genom biiylikliigiiniin 4,2 Mbp oldugu ve 4100 protein kodlama
geni icerdigi bildirilmigtir (Wipat and Harwood, 1999).

Genel ve Ozel transdiiksiyon, plazmid DNA aktarmm, plasmid ve bakteriyofaj
vektorleri ile ilgili molekiiler genetik arasgtirmalarda B. subtilis tiiriiniin yamsira, B.
brevis, B. cereus B. coagulans gibi tiirler de kullamlmaktadir (Sneath, 1986).

Bacillus cinsi igindeki DNA baz kompozisyonunun dagilimi, cinsin genetik dagihmi
agisindan ilging sonuglar vermektedir. Dogal bir cinsde, en fazla %10-15 araliginda
olmasi1 gereken %mol G+C oram Bacillus cinsi iginde %32-69 arasinda
degismektedir. Bu oramn aym tiirdeki degisik suslarda %40-50 arasinda olabildigi



bildirilmektedir. Bu bilgiler belki de cinsin yeni cinslere b&liinebilecegini
gostermektedir (Sneath, 1986; Priest, 1993; Rosovitz et al., 1998).

2.2. Bacillus Cinsi ve Poli-p-hidroksibiitirat (PHB) Uretimi
2.2.1. Poli-p-hidroksialkanat (PHA) ve poli-B-hidroksibiitirat’in (PHB) tarihcesi

Bakteriyel plastik veya biyoplastik de denilen ve petrokimyasal plastiklerin neden
oldugu cevresel kirlilige alternatif olan poli-B-hidroksialkanatlar (PHA), geleneksel
plastik potansiyeline sahip, mikrobiyal olarak tiretilen polimerlerdir (Anderson and
Dawes, 1990; Page, 1992a). PHA’larin bakterilerde, insandaki yag veya bitkilerdeki
nigasta gibi rol oynadig bildirilmektedir (Pool, 1989; URL:1).

Bir ¢ok ¢esidi bulunan PHA lar, linear, uzun, 3-hidroksi yag asidi monomerlerinden
olusan, bakterilerden elde edilebilen, aktif mikrobiyal polyesterlerdir (Anderson and
Dawes, 1990; Madison and Huisman, 1999). Bunlar iginde yeralan poli-Beta-
hidroksibiitirat (PHB), PHA’larm en yaygmn ve genis kapsamh olarak ¢ahigilan tipidir
(Madison and Huisman, 1999; URL:4).

PHB polimerinin bakterilerden ilk izolasyonu ve karakterizasyonu 1920°l yillarda,
Lemoigne (1927) tarafindan Past6r Enstitlisinde yapiimgtir (Holmes, 1985;
Anderson and Dawes, 1990; Braunegg et al., 1998). Lemoigne, topraktan izole edilen
Bacillus megaterium bakterisinde bilinmeyen bir materyalin pargalanmasi sonucu 3-
hidroksi biitirik aside rastlamig ve bunu depo maddesi olan, poli-3-hidroksibiitirat
homopolyesteri olarak tanimmlamugtir. Sonraki 30 yida PHB polimerine olan ilgi
giderek artmus ve 1958 yilinda Macrae ve Wilkinson Bacillus bakterilerinde PHB
sentezi ve pargalanmasim yOnlendiren hiicre i¢i sartlan ve mekanizmasm
arastirmuglardir (Braunegg et al., 1998).

Biyopargalanabilir, termoplastik bir materyal oldugu anlagilan PHB’m, petrol tiirevli
plastiklerin yerini almak amaciyla ticari olarak iiretimi ¢aligmalari, 1960°h yillarda
baglamus, ancak ilk endiistriyel iiretimi 1980’1l yillarda gergeklesmistir (Holmes
1985, Anderson and Dawes, 1990, Madison and Huisman, 1999). Bu yillarda
Ingiltere’de Imperial Kimya Sirketi (ICI) birgok bakteriyel tiirii, potansiyel PHB
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iiretimi ag¢isindan incelemis ve endiistriyel tiretimde, hiicre kuru agirhgmn % 90”1
iizerinde PHB biriktiren Alcaligenes eutrophus bakterisini kullanmaya baglamigtir
(Madison and Huisman, 1999). Daha sonraki yilarda PHB ile ilgili ¢ahsmalar
Pseudomonas, Azotobacter, Hydrogenomonas, Chromatium vb. bakterilerle devam
etmistir. Bu ¢ahgmalarda, PHB’m fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, molekiiler agihg:,
ekstraksiyon metodlari, metabolizmasi, hiicre i¢i ve hiicre dis1 pargalanmasi gibi ¢ok
yonlii 6zellikleri incelenmigtir (Braunegg et al., 1998).

2.2.2. PHB’1n genel dzellikleri

Hiicre ici depo graniilii geklinde sentezlenen ve biriktirilen PHB, yapisinda kisa
zincirli B-hidroksi yag asitleri igeren, prokaryotlarin membranla ¢evrili hiicre igi depo
maddesi olup, tekrarlanan hidrofobik birimlerden olusan uzun bir polimerdir
(Molitoris et al, 1996; Poirier, 2002; URL:1). Yan zincirinde bir metil grubu
bulunan, optikge aktif D(-)-3-hidroksi biitirik asidin makromolokiiler bir polimeri
olan PHB’m genel formiili (C4Hs02), seklindedir (Sekil 2.1). (n) sayis1 35 000 gibi
yiiksek bir sayiya ulasabilir (McCool et al., 1996; Madison and Huisman, 1999) .

[-O—-CH-CH,—C-],

l ]
CHy O

Sekil 2.1. D(-)-3-hidroksi biitirik asit polimerinin kimyasal yapisi

PHB, mikroorganizma i¢in karbon ve enerji kaynag: olarak kullanilir. Ayrica, oksijen
konsantrasyonlariin  diizenlenmesinde, sporulasyon igin enerji saglanmasinda ve
rediikleyici ekiivalentler i¢in elektron havuzu olarak da goérev alir. Hiicrede bir
redoks diizenleyicisidir (Valentin et al., 1994; Madison and Huisman, 1999; URL:5).

Bakteriyel hiicrelerde PHB graniilleri, faz kontrast veya elektron mikroskobu ile
gozlenebilir. Genellikle kiire seklindedir. Her graniiliin ¢ap1 100-800 nm arasmdadir
ve 2-4 nm kahnhginda bir membranla ¢evrilidir. Graniillerin % 98’1 PHB, % 2’si ise
protein icermektedir (Dunlop and Rombards, 1973; Lafferty et al., 1988).

PHB’lar, polipropilen gibi petrol tiirevli yaygm plastiklere benzer materyal dzellikler
gosterirler (Madison and Huisman, 1999). Bir termoplastik olan PHB’m sertligi,
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polictilene kiyasla dort misli daha fazladir. Hiicre i¢inde sivi, atmosferde kat1 halde
olan PHB, organik ¢oziicii ile hiicreden ekstrakte edildiginde kristalize olur (Lafferty
et al., 1988; Dave et al., 1996; Madison and Huisman, 1999). Kati ama kirilgan bir
materyal olan PHB’m erime sicakligi 157-188°C aramdadwr. PHB termoplastik
oldugundan preslenip sekil verilebilir (Lafferty et al, 1988; Dave et al., 1996,
Madison and Huisman, 1999).

UV gmlarma direngli olan PHB’mn, asit ve baz uygulamalaria karg1 zayif dirence
sahip oldugu; polimerin su ve hava gegirmez olusunun hidrolitik parcalanmaya
direng sagladigindan kullanim olanaklarmnm genisledigi bildirilmigtir (Poirier, 2002).

Polimerin molekiil agirhigi, ozellikle bakterinin tiiriine bagh olmakla birlikte, biiyiime
kogullar1 ve hiicrenin yasam dongiisiindeki yerine gére de degisebilir (Dunlop and
Rombards, 1973; Taidi et al., 1994). PHB molekiiliiniin agirhgmm 60 000—2 000 000
Da arasinda degistigi bildirilmektedir (Braunegg et al., 1998).

PHB biyosentez genlerinin, kromozomda veya plasmid DNA’da lokalize oldugu
bildirilmektedir (Steinbiichel ve Schlegel, 1991).

2.2.3. PHB olusum sartlarn ve tayini

Aragtirmacilar, PHB’in birgok mikroorganizma tarafindan, uygun olmayan iireme
kosullarinda olusturuldugunu (Lafferty et al, 1988; Jan et al., 1996) ve PHB
birikiminin genellikle, fazlaca karbon kaynag varhiginda, ancak biiyiime i¢in gerekli
azot kaynagi, oksijen ve esansiyel elementler (N, P, S, Mg, K, Fe vb.) gibi besleyici
maddelerin eksikliginde gergeklestigini bildirmektedirler (Valentin et al., 1994; Jan
et al., 1996; McCool et al., 1996). Ancak Rhizobium etli (Encarnacion et al., 1995) ve
Azotobacter vinelanndii UWD susu (Page and Knosp, 1989) gibi baz1 bakterilerde
eksponansiyel gelisme devresinde de biriktirildigini rapor etmiglerdir.

Yapilan aragtirmalarda, biiyiime ve PHB biriktirimi arasmda yakmn bir ilgi tespit
edilmigtir. Buna gore, biiylimenin eksponansiyel fazinda PHB birikimi artmakta, geg
eksponansiyel-erken durgun dénemde ise maksimum diizeye ulagmaktadir (McCool
et al., 1996). Biiyime srrasinda béliinme olmayan hiicrelerde de, PHB miktarmm
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yiiksek oranda arttig1 bilinmektedir (Lee, 1996). Sporlu bakterilerde PHB birikiminin
spor olusumundan hemen 6nce oldugu ve sporulizasyonda enerji kaynagi olarak
kullanildig: belirtiimektedir (Nickerson et al., 1981; Benoit et al., 1990).

Yapilan bir ¢ahgmada, Rhizobium bakterilerinde, kiiltlir ortammin asitlesmesine bagh
olarak hiicre Olimiiniin arttiyi ve PHB igerifinin buna bagh olarak distiigi
bildirilmigtir (Tavernier et al., 1997).

PHB’in belirlenmesinde UV spektrofotometreden yararlanilir. PHB, hiicreden elde
edildiginde siilfiirik asitle krotonik aside doniistiiriilerek, 235 nm dalga boyundaki
absorbans1 Olgiiliir (Bonartseva and Myshkina, 1985). PHB’m hiicrede teshisi ve
konsantrasyonunun belirlenmesinde 'H NMR ve Gaz Kromatografisi analizi ve FTIR
Spektroskopi yontemi de kullanilabilmektedir (Jan et al., 1996; Misra et al., 2000;
Yan et al., 2000). Canh bakteri hiicresinde PHB depo graniillerinin tespitinde
kullanilan metodlardan biri de lipofilik boyalarla boyamadir. Bu amagla Nil Blue A,
Sudan Black B ve Sudan III gibi baz1 florosan boyalar kullanilabilir (Bonartseva,
1985; Pierce and Schroth, 1994).

2.2.4. PHB sentezi

Polimerin biyosentezi, monomerlerin olusumu ve birlestirilmesi gibi, iki enzimatik
asama gerektirir. Uretim seviyesi, zincir uzunlugu ve olusan kopolimerlerin
kompozisyonu, bu enzimlerin performansma baghdir (Taguchi et al., 2001).

Hiicrede PHB birikiminin artmasi i¢in, yiiksek NAD(P)H, yiiksek Asetil-CoA ve
diisiik koenzim A diizeyinin olmas1 gerekmektedir. Bu sartlarm olusumu,
mikroorganizmalara gore degismekle beraber genelde azot, potasyum, siilfiir veya
oksijenin smirlandiriimas1 gibi bilyiimeyi smirlandirict etkenlere baghdir (Braunegg
et al., 1998).

Prokaryot hiicrelerde PHB’m hiicre i¢i sentezi i¢in baglangi¢ bilesigi, Asetil CoA’dr.
Substrat ve Asetil CoA’nin hiicre i¢i konsantrasyonunun artisiyla olusan kosullar,
PHB sentezinde pozitif bir etkiye sahiptir. Bu aym zamanda PHB sentezini olduk¢a
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basitlestirmektedir. Ciinkii, enzimatik olarak katalizlenen reaksiyon, diizenleyici
mekanizmanin idaresi altindadir (Lafferty et al., 1988).

En kapsamh karakterize edilen polimer olan PHB’in biyosentezi, ii¢ degisik enzim
tarafindan katalize edilen, ii¢ enzim reaksiyonundan olugmaktadir (Sekil 2.2.)
(Madison and Huisman, 1999).

Asetil-CoA+Asetil-CoA
CoA 4| B-ketoagil CoA tiolaz

Asetoasetil CoA
NADPH
Asetoasetil CoA dehidrogenaz
NADP*
R-3-Hidroksibiitiril CoA
PHB sentaz
PHB

Sekil 2.2. PHB Sentezi (Lee’den, 1996)

PHB graniilleri ile sentaz enzimi polimerizasyonu arasindaki iliski yillardir
bilinmektedir. Sinirh karbonlu ortamda gelisme sirasinda, sentaz enzimi ¢6ziinmiig
formda olugmaktadir. Ayrica, azotun ortamda azligmda da PHB sentaz meydaha
gelmektedir. Coziinmiis sentazin bu sartlar altinda hizla tiikenmesi PHB graniilleri ile
iligkilidir (Anderson and Dawes, 1990).

2.2.5. PHB’m biyolojik parcalanabilirligi

PHB’m en dnemli 6zelliklerinden biri, toprak ve insan viicudu gibi yerlerde, toksik
tirlinler meydana getirmeksizin tamamen pargalanabiliyor olmasidir. PHB’in aerobik
ortamdaki pargalanma lirtinleri karbondioksit ve su; anaerobik ortamda parcalanma
tirlin{i ise metandir (Page, 1992b; Braunegg et al., 1998; Lee, 1996).

PHB’m pargalanma stiresi bir kag aydan (anaerobik), bir kag yila (denizsuyu) kadar,
katki maddesi ile ayarlanabilir. Parcalanmada azot oksidi olugmamasi, ¢evre
korunmas: agisindan onemlidir. Pargalanan biyoplastik, bitkilerin gelismesini olumlu
yonde etkilemektedir (Chen et al., 1991; Dave et al., 1996; Madison and Huisman,
1999).
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Polimerin par¢alanmasinda, bakteri, mantar ve yiiksek organizmalar biyolojik
faktorler olarak; hidroliz ve oksidasyon kimyasal faktorler olarak; giines 1131,
islanma ve mekanik aginma ise fiziksel faktorler olarak etki etmektedir (Madison and
Huisman, 1999). PHB ve kopolimerleri bakteriler, funguslar ve algler gibi
mikroorganizmalar tarafindan belirli ¢evre sartlarinda, kisa bir peryot igerisinde
tamamen C0, ve enerjiye doniigtliriilerek pargalanabilmektedir (Lafferty et al., 1988).

Tamamen pargalanma i¢in gereken zaman ve biyoparcalanma orammnin, kalinhk,
yiizey ozellikleri, is1 ve gevredeki mikrobiyal populasyon gibi etkenlere baglh olarak
degistigi bildirilmistir (Lafferty et al., 1988; Lee, 1996).

Mergaert ve arkadaglann (1993), PHB’in toprakta ve steril tampon ¢ozeltide
pargalanmasimm arastirdiklar1 ¢ahgmada, her iki ortamda da molekiil agirhginin
diistligiinti, ancak kiitle miktarmdaki azalmanin sadece toprakta gézlendigini ve
bunun toprak cesidine bagh olarak degistifini bildirmiglerdir. Buna gére, kiitle
azalmasindaki en yiikksek diizeye killi toprakta ulagilmstir. Bazi arastirmacilar da,
topraktaki P(HB-HV) biyoparcalanirhk ylizdesinin topragm c¢esidi ve igerdigi su
miktarina bagh olarak degistigini gostermislerdir (Yakabe et al., 1992).

Lafferty ve arkadaslar (1988), PHB’in bakteriler tarafindan karbon ve enerji kaynagi
olarak kullamlabilmesi i¢in depolimerize olmasi gerektigini ve depolimerizasyon
sonucu olusan monomerik 3-hidroksibiitirik asitin, birgok organizma tarafindan
kullamlabilecegini bildirmiglerdir (Sekil 2.3.).

PHB

i PHB depolimeraz
D(-)-3-hidroksibiltirat

¢ D(-)-3-hidroksibiltirat dehidrogenaz

Asetoasetat PHB sentaz
Asetoasetil CoA sentaz
Asetoasetil CoA » D(-)-3-hidroksibiitiril CoA
§ B-Ketotiolaz
Asetil CoA

Sekil 2.3. PHB’m pargalanmasi ve sentezi (Lee’den, 1996)
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PHB’mn depolimerizasyonu i¢in kullamilan enzimler hiicre i¢i veya hiicre dis1
enzimler olabilir. PHB’1 pargalayan hiicre i¢i enzimler Bacillus megaterium ve
Alcaligenes eutrophus da saptanmustir (Lafferty et al., 1988).

Hiicre igi depolimerazlarmn, hiicre disi depolimerazlardan farkli fonksiyonlar:1 vardir.
Hiicre i¢i depolimerazlar, hiicre iginde hareketli ve kristalize olmayan, dogal PHB
elastomerlerini pargalarlar. Doniisiim sonrasinda kristalize olan, denature edilmis
PHB ise hiicre dis1 depolimerazlar tarafindan hidrolize edilir (Lee, 1996). Bununla
beraber, hiicre digt PHA depolimerazlarla hiicre i¢i depolimerazlar arasindaki yapisal
farkhihk nedeniyle, bozulmammg PHA graniillerinin hiicre dist PHA depolimerazlarla
direkt olarak parcalanamadig: bildirilmektedir. PHA sentaz ve PHA depolimeraz
aktivitelerinin, graniillerin membran protein tabakas: ile iligkili oldugu ve membram
parcalayic1 veya tahrip edici metodlar olan PHB ekstraksiyon metodlarinin, sentaz
aktivitesinin kaybma ve depolimerizasyona hassasiyetin artmasina yol agtig1
bildirilmektedir (Braunegg et al., 1998).

PHB’mn hiicre i¢i pargalanmasi, PHA depolimeraz enziminin PHB’1 hidrolize etmesi
ile baglar. R-3-hidroksibiitirat dehidrogenaz ve asetoasetil-CoA sentaz, R-3-hidroksi
biitirat monomer ve dimerlerinin olusumuna neden olur (Braunegg et al., 1998). 4.
eutrophus’da PHB’m in vivo depolimerizasyonu sonucu olusan 3-hidroksi biitirik
asit monomerlerinin, hiicredeki diisiik —R-(-)-3-hidroksi biitirik asit dehidrogenaz ve
yiiksek PHA depolimeraz aktivitesi ile olugturuldugu bildirilmistir (Lee, 1996).
Ancak, Gribel’in (1968) B. megaterium’la yaptig1 ¢ahsmada PHA sentaz ve PHA
depolimeraz enzimlerinin graniile bagh olmaylp, ¢Oziinmiis halde oldugu
bildirilmigtir. Burada, graniil diy membraninin bir proteini, depolimeraz aktivitesini
engeller. Buna gore, ¢ozlcl ile graniil yapisinin tahrip olmasi iizerine polimer
hidrolizindeki artis agiklanabilir (Braunegg et al., 1998).

PHB’m, hiicre dis1 pargalanmasi depolimeraz tarafindan katalizlenir. Bu enzimlerin
aktiviteleri polimerin kompozisyonuna, amorf veya kristalin olmasma, &rnegin
boliimlerine ve en Onemlisi ¢evresel kosullara bagl olarak degigebilmektedir
(Madison and Huisman, 1999). 4. faecalis’de PHB depolimeraz enziminin etkisinin
kristal yapmin kalmlagmasi ile azaldig: bildirilmistir (Abe et al., 2000).
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Abe ve Doi (2002), (R)-3-hidroksialkanoik asitlerle kopolyester olusturan (R)-3-
hidroksibiitirik asitlerin enzimatik pargalanmasi lizerine yaptiklar1 c¢ahgmada, A.
faecalis T1 PHB depolimeraz enzimi varhiginda, kopolyesterin erozyon oranmn hem
kristaliniteye hem de tabaka kalinligma bagh oldugunu ve enzimatik pargalanmanin
monomer birimlerin karbon sayisindaki artigla arttigim bildirmiglerdir.

Hidroliz reaksiyonunun {riinli iz halindeki D(-)-3-hidroksibiitirat monomeriyle
esasen bir dimerdir. Dimer ve monomerler hiicrelerce iceriye alnir. Hiicre iginde bir
hiicre i¢i Beta-hidroksibiitirat dimer hidrolaz tarafindan dimer katalizlenir ve daha
sonra olugsan monomer ara metabolik yol izlerine dahil edilir (Lafferty et al., 1988).
Ornegin, A. faecalis ve Ps. lemoignei’den elde edilen hiicre dist PHB depolimeraz
enzimi, PHB’dan 3-Hidroksibiitirik asit dimer ve trimer yapilarmi serbestlestirmistir.
Bacillus megaterium’da da PHB’in pargalanmasi sonucu 3-Hidroksibiitirik asit
trimer yapilarnin hiicrede biriktirildigi bulunmugtur (Kato et al.,1992).

Charles ve arkadaglari (1997), Rhizobium meliloti’de PHB’m pargalanma izyolunu
etkileyen genlerin kromozom ve mega plazmidde yerlestigini tespit etmiglerdir.

2.2.5.1. PHB’: parg¢alayan mikroorganizmalar

PHB’m pargalanmasinda, topraktaki birgok mikroorganizma gorev alr (Lafferty et
al., 1988). Aerobik ve anaerobik PHB pargalayan bakteriler diginda funguslar da, bu
yikkima katimaktadir. Bunlar toprak, kompostlar, aerobik ortamlar, anaerobik
batakliklar, gol-deniz sular1 ve hava gibi ¢esitli ekosistemlerden izole edildiklerinden
PHB’m bu ortamlarda pargalanabildigi bildirilmistir (Budwill et al., 1996; Molitoris
et al, 1996). Topraklarda yer alan pargalayici organizmalarm bazi Gram-negatif
mikroorganizmalar, Gram-pozitif basiller, streptomycetler ve kiif mantarlar1 oldugu
bildirilmistir (Mergaert et al., 1993).

PHB depolimeraz enzimi salgilayan bakteri ve mantarlar, PHA’lar1 suda ¢oziinebilen
oligomer ve monomerlere hidrolize ederler (Abe et al., 2000). Molitoris ve
arkadaglar1 (1996), bir ¢cahsmalarinda, Comomonas sp., Pseudomonas lemoignei ve
P. fluorescens tarafindan polihidroksialkonatlarm ylizey tabakasmn bakteriyel
olarak parcalandigim bildirmiglerdir. Bakteriyel hidroliz sirasmda polimerdeki
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morfolojik degigikliklerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile arastirildig:
caligmada, parcalanan Orneklere bakildiginda hidrolizin yiizeyden bagladig:

gosterilmistir.

Denitrifikasyon  yapan baz1 bakteriler, PHB"1 anaerobik olarak
parcalayabilmektedirler. Khan ve Hiraishi (2001), aktif camurdan izole ettikleri yeni
bir denitrifikant kemoorganotrof bakterinin PHB ve kopolimeri P(HB-HV)’1 aerobik
ve anaerobik sartlarda parcalayabildigini  bildirmiglerdir.  Denitrifikasyon
bakterilerinin PHB ve P(HB-HV)’1 par¢alamalari onlar1 elektron vericisi olarak
kullanmalan ile miimkiin olmaktadir.

Stieb ve Schink (1984), denizin anoksoik kismundan izole ettikleri, zorunlu
anaerobik, Gram-negatif bir bakteri olan llyobacter polytropus’un 3-hidroksibiitirati,
biitirata fermente ettigini tespit etmislerdir.

Cevreyle dost, biyoparcalanabilir plastiklerin kullamm ve tiiketimlerinin artmasi
dogal c¢evredeki birikim ve biyopargalanabilir potansiyellerinin iyice bilinmesi
geregini ortaya ¢ikarmstir. Bu amagla, polimerleri pargalayici mikroorganizmalar ve
mekanizmalar i{izerinde yapilan c¢ahsmalar da her gegen giin artmaktadwr. Bu
cahbgmalardan birinde, Sei ve arkadaglan (2001), PHB parcalayan
mikroorganizmalarin hizh ve duyarh bir sekilde tespitine yarayan, bir PCR primer
seti ve gen probu dizayn etmigler ve bunun ¢ahgmalarinda kullandiklar1 57 adet PHB
parcalayan  mikroorganizmadan 47’si {izerinde olumlu sonu¢ verdigini
bildirmiglerdir.

2.2.6. PHB’1n yenilenebilme dzelligi
PHB’m biyolojik yapis1 ve biyolojik yikima ugramasi kadar Snemli olan, onun
yenilenebilen kaynaklara dayali liretilebilmesi gercegidir. Bir ¢ok mikroorganizma,

dogal bir materyal olan bu polyesteri pargalama yetenegindedirler ve polimer geri
doniistiiriilebilir bir biyopargalanma gosterir (Madison and Huisman, 1999).

PHB’m fermentatif retimi, karbonhidrat ve yag asitleri gibi tarmsal {iriinlerin
karbon ve enerji kaynag1 olarak kullamilabilmesine baghdir. Bu, tarimsal kaynakh
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karbondioksit ve sudan meydana gelmektedir ve bunlarin biyopargalanabilir PHB’a
¢evriminden sonra, yikim iiriinleri yine karbondioksit ve sudur (Lee, 1996).
Biyoplastiklerin yeniden olusum devresi, sentez—pargalanma-sentez olarak
gosterilmigtir (Sekil 2.4.). Bu devre tabiatta gerceklegebileceginden, ¢evre korunmasi
acisindan da 6nemlidir (Dave et al., 1996).

CO,-H,0
Bioparcalanma » Bitkiler

/V w:osentez

Plastik Uriinler Karbonhidratlar

™ N

PHB <4——» Fermentasyon
Geri Doniigiim

Sekil 2.4. PHB’mn karbon déngiisii (Lee’den, 1996)

2.2.7. PHB’1n kullanim alanlan

PHB’m, biyolojik pargalanabilirligi, biyolojikk uyum yetenegi ve toksik olmayisi
sayesinde endiistriyel uygulamalarda kolayca kullanilabilecegi bildirilmektedir
(Steinbiichel, 1991; Weber, 2000). Kolay sekil alma ve pargalanabilme 6zellikleri
nedeniyle PHB, daha ¢ok paketleme malzemesi olarak kullamlmaktadir (Madison
and Huisman, 1999). Ancak, biyouyum yeteneklerinin de olmasi, implantasyon
maddesi olarak kullammin: da her gegen giin arttirmaktadir (Lootz et al., 2001).

Ozellikle PHB ve kopolymer poli-B-hidroksibiitirat-co-polihidroksivalerat P(HB-
HV), gida ve kozmetik alamindaki paketleme maddeleri, tarim, kigisel temizlik
araglan ve biyomedikal {irlinler gibi alanlarda ¢ok genis potansiyel uygulamalara
agiktir. Hidroksiasit uzun yan zincirli PHB’lar basmnca duyarh yapiskanlar olarak
kullanilmaktadir. PHB, kagit ortiiler ve krem oOnciilleri gibi ajanlarm yapimmi da
saglayabilirler (Madison and Huisman, 1999; Weber, 2000; Lootz et al., 2001).

Biyouyumlu olan PHB monomerleri insan viicudunda bulunan dogal metabolit
olmas1 nedeniyle, polimer viicutta sadece ¢ok hafif bir immiinolojik cevap
olusmasma neden olur. Bu &zelliginden dolay1 PHB insanlarda ilaglarm kontrollii
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salmim i¢in test edilmigtir. Boyle galigmalarda ilag, PHB'dan yapilmig bir hap icine
sikigtinlmig ve afiz yoluyla hastalara verilmigtir. PHB’m viicut ig¢inde biyolojik
parcalanmasi yavagtrr. Insan viicudu PHB depolimeraz enzimi igermez. Bu
Ozelliginden dolay1 da PHB cerrahi dikisler, protezler ve igneler gibi cerrahi
malzemelerin yapiminda kullamimigtir (Holmes, 1985).

Yapilan caligmalar, tekstil sanayinde, PHB’dan yararlamilabilecegini gdstermisgtir.
Alcaligenes eutrophus’dan izole edilen genlerin pamuk bitkisine (Gossypium
hirsutum L.Cv DP50) aktarilmasi sonucu, transgenik pamugun lif liimenleri iginde
PHB iiretimi saglannmgtir. PHB graniilleri sayesinde yiiksek 1s1 kapasitesi ve diigiik
termal gegirgenlife sahip olan transgenik liflerin tekstil sanayi uygulamalarinda
avantaj sagladig: bildirilmigtir (Chowdhury and John, 1998).

Biyobozunur plastiklerin paketleme, gida, tip, eczacihk ve tarimdaki kullanim
alanlan asagida siralanmigtir (Lee, 1996);

e Paket filmleri, posetler, torbalar, gida korunmasinda kullamlmak {izere tepsiler ve
gesitli kaplar,

e Sampuan ve mesrubat sigeleri, karton siit kutularmn i¢ yiizey kaplamalar,

o [lag, tablet, insektisit, herbisit ve giibrenin uzun siirede, belli hizda sahverilmesi
i¢in biyopargalanir tastyicilar,

e Bir defa kullamlan tras bigagi, catal, bigak, tabak gibi mutfak kaplarn ve bebek
bezleri,

e Cerrahi pens, eldiven, 6nliik ve maske,

o Kemik degistirilmesi ve cerrahi plakalar,

e Pansuman sargisi,

¢ Kan daman degistirilmesi,

¢ Bitki sulama borulari, bitki yapraklarmin kaplanmas:,

o Kemik biiyiitiilmesi ve tedavisi,

o Kiral bilegenler iiretimi igin baslatici materyaller,

o Taze balik, peynir, et ve et tiriinleri, kurutulmusg tiriinler, orta nemli gidalar, yagh
tohumlar, kurutulmus pastacihik iriinleri, cipsler, sekerlemeler gibi gidalarda nem ve
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oksijene karsi koruma veya parlaklk saglama, aroma kaybim Onleme amaciyla

kullanim,
e Baz kimyasal maddelerin eldesi.

PHB, 6zellikle toprakta biyopargalanma gercktiren uygulamalar i¢in ¢ok uygundur.
Ornegin, ekin sulamas: i¢in PHA’lardan yapilacak oluklar kullanilabilir. Bu durumda
hasat mevsiminin sonunda bunlarin tarladan toplanmasi gerekmeyecektir. Ayrica
bunlar tohum Kkapsiillendirilmesinde, fide tagimaciiinda Srnekleri korumak igin,
giibre yada pestisitlerin kontrollii salimm i¢in plastik kiiflar olarak kullamlabilir.
Kis mevsiminde bugday1 topraktaki bir zararlhidan korumak gerektiinde, uygun bir
insektisit PHB graniilii i¢ine almabilir ve sonbaharda bugdayla birlikte topraga ekilir.
Topraktaki bakteriler PHB graniiliinde kolonize olmaya baglayacak ve PHB yaklagik
bir haftabk inkiibasyon periyodundan sonra insecktisidi serbest birakmaya
baglayacaktir. Bu siire kimyasallarin olmadifi bir ¢evrede tohumlarin ¢imlenmesi
i¢in yeterlidir (Holmes, 1985).

PHB ve kopolimerleri ¢esitli iirlinlerin yapisinda Onemli bir potansiyele sahip
olmakla birlikte, son zamanlardaki en ilging uygulamalar biyolojik uyguniugu ve
maliyetinden dolayr tip ve eczacilik alanlarindadir. Veterinerlikte ve insanlarm ilagla
tedavisinde teropatik bilesiklerin kontrollii olarak saliverilmesi i¢in PHA’lar
kullamlmistir (Lafferty et al, 1988, URL:6). D-(-)-3-hidroksibiitirik asitin insan
kanmmn normal bir o&gesi oldugu ve tim yliksek organizmalarda lipit
metabolizmasmin iirtinii olarak bulundugu saptanmistir. Veteriner hekimliginde
ilaglarin salmmmm igin biyolojik parcalanabilen bir matriks olarak PHB’m birgok
kollamm alam vardr. Polimer o6zellikle sigirlarm rumeninde ¢ok iyi
pargalanabilmektedir (Holmes, 1985).

Enantiomerik saf bilesiklerden olan D-(-)-3-hidroksibiitirik asitin, asimetrik sentez
islemi ile saf maddelerin eldesinde kullanildig: bildirilmektedir (Holmes, 1985).

Biyolojik olarak parcalanabilirlifinden dolayr tek kullanimlik iiriinlerin {iretimi igin
PHA’lara yonelinmigtir. PHB, kopolimerleri gibi preslenebilir, bigimlendirilebilir, lif
haline doOniigtiiriilebilir, filmleri yapilabilir ve diger sentetik polimerlerle
heteropolimer yapiminda kullanlabilir (Lafferty et al., 1988).
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Polipropilene fiziksel &zellikleri yliziinden ¢ok benzeyen PHB, polipropilenden
yapilan yikanabilir kaplar, kinstirilabilen paketler ve ipler gibi pek ¢ok iiriiniin
yapimnda da kullamlabilmektedir (Holmes, 1985).

2.2.8. PHB iiretiminde kullanilan substratlar

PHB ve ¢esitli PHA larmn tretimi igin kullamlan substratlar 6zellikle karbon kaynag:
agisindan bakildiginda, glukoz, siikroz ve yag asitleri ile alkanlar ve kloroalkanoik
asitler gibi kimyasal bilesenlerdir (Kato et al.,1992; Tanaka et al., 1993; Jan et al.,
1996). Ayrica, biitirik ve pentatonik asit, propiyonik asit, 4-hidroksi hegzanoik asit,
L-Laktat gibi karbon kaynaklar1 kullanimi da denenmigtir (Valentin et al., 1981; Doi
et al., 1988; Tanaka et al., 1993).

PHB ve kopolimerlerin kompozisyonu, kullamlan karbon kaynagma bagh olarak
degiscbildigi (Bloembergen, 1986), ancak bu dagilimin tesadiifi olabilecegi de
bildirilmigtir (Doi et al., 1986) .

Doi ve arkadaglar1 (1988), karbon kaynagi olarak pentatonik asit kullanldiginda
Alcaligenes eutrophus’da % 90 oraninda PHB {iiretimi saptamiglardir. Alcaligenes
eutrophus’da Tanaka ve arkadaglar1 (1993), L-Laktath besiyerinde % 55 oraninda
PHB birikimi tespit etmiglerdir.

A.eutrophus un polietilen glikol veya polisakkaritlerden kopolimerler iirettigi ve bu
kopolimer kompozisyonu ve molekiiler agirhginin yapilan miidahalelerle kontrol
edilebilecegi bildirilmistir (Hiki et al., 2000). Yine aym bakterinin glukoz,
propiyonik asit veya 4-hidroksi biitirik asit ya da biitirolakton kullamldigmda
P(3HB-co-3Hv-co-4HB) iirettigi bildirilmistir (Madden et al., 2000).

Amonyum kloriir (Kato et al.,1992), amonyum asetat, balk peptonu (Page and
Cornish, 1993) amonyum stilfat (Braunegg et al., 1998) vb. azot iceren kaynaklardan
da PHB verimini arttiric1 galigmalarda yararlamimaktadir.

Durner ve arkadaglari (2000), Pseudomonas oleovorans ile yaptiklan ¢aligmada,
oktonat ve amonyum igeren besiyerini farkh C/N oranlarinda hazirlamislar ve C/N
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oram arttiinda PHA birikiminin yiikseldifini ve bunun azotin smirlanmasmdan
kaynaklandigim bildirmiglerdir.

Azotobacter vinelandii UWD susu, glukoz ve balik peptonu igeren besi ortamnda
gelistirildiginde %80 oraminda PHB {irettigi gosterilmigtir (Page, 1995). Rhizobium
meliloti’nin fruktozlu ortamda iretildifinde yiikksek miktarda PHB depo ettigi
bildirilmigtir (Jan et al., 1996).

2.2.9. PHB’m ucuz iiretimi

PHB olusumu i¢in kullamlan karbonhidrat substrat1 fiyatinin, PHB iiretiminin ticari
bagarisinda smnirlayici faktorlerden biridir ve polimer tiretiminin her bir tonu igin, 3
ton ‘glikoz kullamlmasi gerektigi bildirilmektedir (Page, 1992a). Kullamlan
glukozun, maliyeti yiikseltmesi sonucunda tiretilen PHB’m kg fiyat1 15-30 US Dolar
arasinda degismektedir (Witholt and Kessler, 1999).

Polimerin kullamm smirlarm belirleyecek olan maliyet fiyatim diiglirmek amaciyla
rekombinant tiirler lizerinde ¢aligilmasinin yamsira, farkli ve ucuz karbon kaynaklari
kullanarak yliksek PHB iireten suglarin tespiti {izerinde de ¢ahgilmaktadir (Witholt
and Kessler, 1999).

Ekonomik biyoplastik iiretimi icin melas, (Page, 1992a; Page, 1992b; Wu et al,
2001; Gouda et al., 2001) ksiloz, arpa ve soya atik sular1 (Law et al., 2001) ve peynir
alti suyunun (Abn et al, 2000) kullamlmas: aragtmilmaktadw. Ozellikle melas,
bakteriler i¢in karbon kaynafi olmasmin yam sira, igerdigi vitaminler ve mineraller
ile biiyiime faktorii kaynag olarak da kullamimaktadir (Beaulieu et al., 1995).

PHB’mn pratik uygulamalarinda tiretim fiyatlarmm indirgenmesi i¢in daba ekonomik
kiiltiir ortamlann aragtinlrken substrat maliyetinin = digiirlilmesinin  yamsira
karbondioksidin doniistiiriiliip ucuz yoldan PHB iiretilebilmesi i¢in, siyanobakteriler
ile de gahgmalar yiiriitiilmektedir (Tanaka et al., 1993; Miyake et al., 1997; Asada et
al., 1999; Klinke et al., 1999).

Ucuz karbon kaynaklari ve hatta peyniralti suyu gibi atiklardan PHB iiretimi
yapilarak verimin arttirlmasi amaclanmaktadir. Ahn ve arkadaglar1 (2000),
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rekombinant E. coli kullanarak peynir alti suyundan yiiksck PHB verimi alindigm
bildirmislerdir. Kim (2000) ise gahismasmnda, yine rekombinant E. coli’yi peynir alt1
suyunda gelistirmis ve %20 oramnda PHB verimi; Azofobacter chrococcum’u ise
nisasta iceren besi ortaminda gelistirerek, oksijeni smirlandirilmig sartlar altinda %46
oraninda PHB verimi elde etmistir.

2.2.9.1. Melas

Seker endiistrisinin yan {iriinii olan melas, kristalize gekerin eldesinden sonra seker
imali ve rafinesinin son {iriinii o]arakv da tanimlanabilir. Diinyadaki melas iiretiminin
% 75°i seker kamugindan (Saccharum officinarum), geri kalaninmn en bilyiik kismi ise
seker pancarindan (Befa vulgaris) elde edilmektedir. Diinyadaki melas tiretimi
1990’1 yillarm sonunda 46 milyon ton oldugu bildirilmektedir (URL.:7).

Diinya melas {iretiminin yaklasik iigte biri seker iiretiminden gelmektedir. 100 ton
seker karmgmin iglenmesi sonucu 3-4 ton; 100 ton seker pancarmin islenmesinden ise
4-6 ton melas elde edilmektedir.

Melasin esas icerigi, glukoz ve fruktoz monosakkaritlerinin biraraya gelmesiyle
olusan siikroz disakkaritidir. Burrows (1970), seker pancan melasmin yogun
miktarda siikrozun yamsira, rafinoz sekeri de bulundurdugunu, bunlarm yamsira
bircok mineral ve vitamin igerdigini de bildirmistir.

Page (1992a), Azotobacter vinelandii UWD susunun seker pancari melasmda yiiksek
PHB verimine sahip oldugunu saptamustir. Ayrica Bacillus cinsi bakterilerin de
melasda hizh bir sekilde gelistigi ve PHB tirettigi bildirilmektedir (Wu et al., 2001).

2.2.10. PHB iireten mikroorganizmalar

Prokaryotik mikroorganizmalarm genis bir kismu tarafindan sentez edilebilen PHB,
toprak, deniz ve tatlisu, bunlarm sedimentleri gibi farkli gevresel drneklerden izole
edilen, ¢ok sayida heterotrofik ve ototrofik aerobik, fotosentetik anaerobik bakteriler,
Actinomycetesler, siyanobakteriler, anaerobik, yag asidi okside eden bakteriler,
Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler tarafindan depolanabilmektedir (Findlay and
White, 1983; Labuzek ve Radecka, 2001). PHB, ozellikle Alcaligenes sp.,
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Azotobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp. ve gesitli toprak mikroorganizmalari
gibi mikroorganizmalar tarafindan olugturulur (Lafferty et al., 1988; Jan et al., 1996).

Ticari olarak biyoplastik liretiminde Imperial Kimya Sirketi 6ncelikle metilotrofik
bakteriler ve Azotobacter ’leri kullanmis, ancak daha sonra PHB iiretim seviyesi daha
yiiksek olan Alcaligenes eutrophus bakterisi ile devam etmigtir.

2.2.10.1. Alcaligenes, Azotobacter ve Pseudomonas cinslerinde PHB iiretimi

Yapilan ¢ahsmalarda, Alcaligenes eutrophus bakterisinin, fruktozu karbon kaynagi
olarak kullanarak hiicre kuru agirhgmm %80’inden fazlassm PHB olarak
biriktirebildigi (Madison and Huisman, 1999) ve Alcaligenes eutrophus’un gluikozu
kullanabilen mutantlarmin da PHB {iretiminde kullamlabilecegi bildirilmektedir.
Alcaligenes latus gibi bu cinse ait diger tiirler de birgok karbon kaynagim kullanarak
yiiksek PHB verimi saglarlar. Ortamdaki C/N orammin artisinin polimer sentezini
kolaylastirmas1 nedeniyle, Alcaligenes tiirlerinde PHB iiretiminin kinetiginde
biiytime fazim takiben, azot kaynagmm smnirh hale getirilmesinin oldukca belirgin bir
depo fazi1 olusturdugu rapor edilmistir (Lafferty et al., 1988).

Beaulieu ve arkadaglar1 (1995), Alcaligenes eutrophus DSM 545 sugunda %3 glukoz
ve farkhh amonyum kaynaklan ile geker kamigi melasmda PHB verimini aragtirdiklari
¢alismalarinda, en iyi biiylime ve PHB iiretiminin amonyum siilfat iceren besiyerinde
oldugunu bildirmislerdir. Arastirmada, bakteri tarafindan metabolize edilemeyen
melas, karbon kaynagi olarak degil sadece biiyiime aktivatorii olarak kullanitnmstir.
Optimal biiyime ve PHB dretiminin %0,3 melas oraninda saglandifi rapor
edilmigtir. Caligmada ulagilan en yiiksek PHB verimi ise %26 olarak tespit edilmistir,

Tanaka ve arkadaglar: (1993) ise, gelistirdikleri iki agamal fermentasyon metodunda,
A. eutrophus’un Lactococcus lactis’in ksilozdan iretmis oldugu L-Laktat igeren
besiyerinde geligtirildiginde % 55 oraminda PHB biriktirdigini tespit etmislerdir.

A. eutrophus NCIMB 11599 susunun PHB iiretimi, amonyumu smirli sartlarda
incelenmis ve kiiltlir en yiiksek hiicre yogunlugundayken smmirlanan amonyumun
PHB veriminde %76’lik bir artisa sebep oldugunu bildirmiglerdir (Kim et al.,1994).
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Borman ve arkadaglan (1998), Azotobacter beijerinckii bakterisinin kasein pepton,
maya ziitl, kasamino asit ve iire gibi organik azot kaynaklarmin glukoz veya siikroz
gibi karbon kaynaklariyla kombine edildiginde, azot simirlamasma gerek kalmadan
%50°den fazla PHB iiretebilecegini bildirmiglerdir. PHB n biiyiime iligkili sartlardan
etkilendigini ve ozellikle kazein pepton igeren besiyerinde biiylimenin durgun
fazinda en yiiksek PHB fliretim degerine ulastifim bildirmiglerdir. Cahgmada,
oksijeni smirlandirilmig sartlarda PHB iiretiminin arttigi da vurgulanmmgtir,

A. vinelandii UWD susunun glukoz, fruktoz, sakkaroz, maltoz gibi rafine karbon
kaynaklart ile seker kamsi melasi, seker pancar1 melasi, muisir surubu, malt ekstrakti
gibi kompleks karbon kaynaklarinda yiikksek PHB verimi elde edildigi bildirilmistir
(Page, 1989; Page 1992a).

Page ve Knosp (1989), A. vinelandii UWD sugunun, glukoz ve yamsira amonyum
asetat veya N, iceren besi ortammda 24 saatlik kiiltlir sonucunda, hiicre kuru
agirhfina oranla srasiyla %65 ve %75 PHB verimine ulagtimm bildirmislerdir.
Aragtrmacilar, PHB iiretiminin oksijen smurlandirilmasmna bagh olmadigin,
glukozun PHB’a déniigtimtiniin oksijeni smirh kiiltiirlerde arttigmi gézlemislerdir.

Nigasta gibi ucuz substratlardan PHB {iretiminin arastinldifn bir ¢abgmada
Azotobacter chrococcum kullanmlmis ve farkh oksijen konsantrasyonlar altindaki
PHB verimleri aragtirilmigtir. Oksijen sinirlamasinin PHB verimini arttirdi: ve PHB
veriminin %20’den %46°ya ulastig1 bildirilmigtir (Kim, 2000).

Hoffmann ve arkadaglari (2000), Pseudomonas bakterilerinin glukonat veya asetat
gibi karbon kaynaklarinda iiretildiginde, orta zincir uzunlugunda 3-hidroksi yag
asitlerinden (C6-C14) PHA biriktirme yeteneginde oldugunu belirtmiglerdir.

Ps. aeruginosa, Ps. putida ve Ps. fluorescens gibi diger florosan Pseudomonas
suglanmin da karbon kaynaklar1 varlignda ve smirlayici sartlar altmda PHB
tiretmedikleri, ancak yag asitlerinde gelistirilirlerse, orta zincir uzunlugunda (C6-
C12) PHA iiretebildikleri g&zlenmigtir. Aragtrmacilar, polimer olugturma
yeteneginin plasmid DNA’dan kaynaklanmadifini, 6zel bir enzim sisteminin PHA
tiretiminde etkin oldugunu belirtmislerdir (Huisman et al., 1989).
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Metilotrofik organizmalardan olan bazi Pseudomas’larm da PHB iiretimi arastirilmug
ve bakterilerde yiiksek PHB verimi gézlenmigtir. Ps. oleovorans, Ps. aeroginosa, Ps.
putida, Ps. fluorescens ve Ps. testotereni, n-alkoller ve n-alkanoik asitler kullamlarak
PHB iiretimi gozlenmistir (Holmes, 1985; Anderson and Dawes, 1990). Karaboz ve
Umay (1994), Ps. extorguens bakterisini metanol igeren karbon kaynaginda
tirettiklerinde % 27 oraninda PHB iiretimi saptamiglardir.

Fakiiltatif metilotrof Pseudomonas sp.135 susu lizerinde yapilan bir ¢alismada
methanol varhgmnda NHy’tin simrh tutuldugu ortamda %55, Mg** eksikliginde %42,5
ve PO,> eksikliginde ise %34,5 orannda PHB verimi saglandigi tespit edilmistir
(Daniel et al., 1992).

Xi ve arkadaslari (2000), Ps. stutzeri 1317 susunu glukoz, glukonat, yag asidi ve
alkol igeren ortamda gelistirmisler ve PHA yapisinin ortamdaki yag asidi ve alkollere
bagh olarak degistigini tespit etmislerdir. Arastiricilar, ghikoz igeren besiyerinde 20.
saatte baglayan azot eksikliginin hem hiicre sayis1 hem de polimer miktarinda
artmaya neden oldugunu ve %50 oraminda PHB verimine ulagtigim bildirmiglerdir.

Ates ve Ekmekg¢i (2001), Ps. extorquens DMS 1337 ve Azotobacter chrococcum
(TEM)’'in pancar melas1 igeren besi ortammdaki PHB tiretimini inceledikleri
aragtirmalarinda, Ps. extorquens DSM 1337°nin %22,98 ve A. chrococcum (TEM)’in
%12,10 oraninda PHB {iretim verimine ulastigmm bildirmislerdir.

2.2.10.2. Diger bakterilerde PHB iiretimi

Biyolojik olarak pargalanabilen plastik olan PHA’in fotosentetik iiretimi igin, giines
111 yardimiyla, sera etkisi yaratan gaz olan karbondioksidin kullanim cevresel
olarak kabul edilebilir oldugundan, bu amag icin siyanobakterilerin segiminin uygun
oldugu belirtilmistir. Karbondioksitten PHA biriktiren ii¢ grup mikroorganizma
vardir ki bunlar, hidrojen okside eden kemoototrofik bakteriler, genetik miithendisligi
ile yiikseltilmig bitkiler ve siyanobakterilerdir. Siyanobakteriler oksijenik fotosentez
ile PHA depo ederler. Asada ve arkadaglar1 (1999), termofilik izolat Synechoccus
MAI9 susu ile yaptiklari ¢ahgmada, fotoototrofik sartlarda ve azot azhginda PHB
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biriktirdigini ve PHB granillerinin tilakoid membranla iligkili oldugunu
bildirmislerdir.

PHB iiretimleri arastirilan toprak bakterilerinin, %1 glukoz igeren besiyerinde
gelistirildiginde, varolan PHB iiretimlerini on misli arttirdiklari g6zlenmistir
(Hauzikkuva ¢i al., 1%85). Gonicz ve arkadaglar1 (1996), toprak Gram-negatif
bakterilerinin geker kamugi tiirevli sekerler olan siikroz, fruktoz ve glukoz ile
propiyonik asitten PHB iiretimini incelemisler ve bakterilerin %50-80 arasinda PHB
rettigini bildirmislerdir.

Bitkide nodiil olugturan toprak bakterilerinden olan Rhizobium cinsi bakterilerin de
hiicre i¢i PHB depo etme yetenegi birgok aragtirmaya konu olmustur. Bonartseva ve
arkadaglarmmn (1989) yaptigi ¢ahgmanin sonuglarma gore, PHB igerigi, nitrogenaz
enzimi aktivitesi ile ters, hidrogenaz enzimi aktivitesi ile dogru orantiidir. Yine, R.
leguminosarum, R. trifoli, R. galega, R. meliloti, R. phaseoli gibi farkl tiirlerle
yapilan ¢ahgmalarda da, PHB iiretimlerinin susa ve kiiltiirel ortama bagh oldugu
bildirilmigtir. Siikroz igeren besiyerinde, farkh azot kaynaklar kullamlarak yapilan
calismada, en yiiksek PHB veriminin KNO;5’h besiyerinde %65 ile R. phaseoli’den
elde edildigi bildirilmistir (Bonartseva et al., 1994; Beyatli, 1996).

Tal ve Okon (1985), Azospirillum brasiliense Cd susunun, eksponansiyel fazin son
agamasinda, yikksek C/N oranmda, oksijen smrlandirddiginda %5 olan PHB
veriminin, %40’a ulastigin1 bildirmiglerdir.

Brandl ve arkadaglari (1991), fotosentetik bakterilerden olan Rhodospirillum ve
Rhodobacter cinsleri lizerinde yaptiklari arastirmalarda bunlarm da n-alkanoik
asitlerden polimer depo ettigini, ayrica azotin smirlandirilmasi durumunda %PHB
veriminin hiicre kuru agirhginin %60-%70’i kadar olabildigini bildirmiglerdir.

Lillo ve Rodriguez-Valera (1990) ise, yiikksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan
halofilik bakterilerden olan Halobacter mediterranei nin, karbon kaynagi olarak
glukoz ve nisasta kullanildiginda, fosfat1 smirlandirilmis sartlar altinda %60 oraninda
PHB iirettigini bildirmiglerdir.
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Manna ve arkadaslar1 (1999), topraktan izole ettikleri 55 adet toprak Streptomycetes
lizerinde yaptiklar1 ¢aliymada, Streptomyces griseorubiginosus olarak tanimlanan
izolatm, %2 glukoz varliginda, durgun fazda, bakterinin hiicre kuru . agrhgmmn
%9,5”u kadar PHB iirettigini tespit etmislerdir.

Semenov ve arkadaslari (1989), Polyprosthecate bakterisi ile yaptiklan
caliymalarinda, Labrys cinsinde yeralan bakterilerin %26, Prothecomicrobium
cinsindeki bakterilerin ise %23 oraminda PHB {irettigini bildirmislerdir.

Ugur ve arkadaglari (2002), 27 adet .Streptomyces izolatmmn %80’inin PHB’1 %0,3-
7,6 oraninda sentezledigini tespit etmiglerdir.

Ayrica, bazi mezofilik ve termofilik laktik asit bakterilerinin PHB iiretiminin %0,52-
25,55 oranlan arasinda oldugu tespit edilmistir (Yiiksekdag et al., 2003).

2.2.10.3. Bacillus cinsinde PHB iiretimi

Cesitli aragtiricilar, biyoplastik iiretiminde Bacillus biyopolimerlerinin potansiyel
gelecek uygulamalar igin kullamlabilecegini bildirmektedirler (Dave et al, 1996;
Labuzek and Radecka, 2001). Lemoigne (1927), 1920°li yillarda, topraktan izole
edilen Bacillus megaterium bakterisinde bilinmeyen bir materyalin pargalanmasi
sonucu 3-hidroksi biitirik aside rastlamis ve bunu reserv maddesi olan, poli-3-
hidroksibiitirat homopolyesteri olarak tanimlamigtir (Braunegg et al., 1998). Sonraki
30 yilda PHB polimerine olan ilgi giderek artmug ve 1958 yilnda Macrae ve
Wilkinson Bacillus hiicresi iginde PHB sentezi ve par¢alanmasim saglayan hiicre igi
sartlar1 ve mekanizmasim arastirmmglardir (Braunegg et al., 1998).

Macrae ve Wilkinson (1958), B. megaterium’un Ozellikle glikozun azote olan
oranmnmn yiksek olmasi durumunda PHB’m, hizli bir gekilde sentezlendigini ve
ortamda karbon ve enerji kaynag: azaldifinda hizla pargalandigmm tespit etmiglerdir.
Aragtirmacilar, PHB’mn, sentez agamasinda asetat ve Koenzim A kompleksi varhgmna
bagh oldugunu da bildirmiglerdir (Braunegg et al., 1998).

Daha sonralar1 yapilan aragtirmalarda, Bacillus’larm melas gibi ucuz substratlarda
hizh bir sekilde gelistigi; yiiksek sicaklik ve yiiksek osmotik basmca dayamkh
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olduklar1 ancak, hiicre duvari yapilarmmn kaln olusu nedeniyle PHB
ekstraksiyonunun kolay olmadigy bildirilmigtir. Yine de avantajhi 6zelliklerinden
yararlanmak ve endiistriyel PHB {iretimini gergeklestirmek amaciyla uygun suglarm
tespiti aragtirmalar: devam etmektedir (Wu et al., 2001).

Bacillus tlirlerinde PHB sporulasyon igin hiicre i¢i enerji reservi olarak islev
gormektedir. Ornegin, B. cereus’da spor olusumundan hemen 6nce PHB birikiminin
maksimum oranda oldugu ve bakterinin sporulasyon déneminde PHB’m kullanildig1
bildirilmektedir (Nickerson et al., 1981). Benoit ve arkadaglann (1990), B.
thuringiensis lzerinde yaptiklan c¢ahgymada, durgun fazdaki sporulasyon sirasinda
PHB’m tiiketilmeye bagladifim ve PHB’m spor sekillenmesi sirasinda enerji kaynag:
olarak kullamldigm bildirmiglerdir.

Kato ve arkadaglar (1992) yaptiklan caliymada, B. megaterium’da 3-Hidroksibiitirik
asit trimer yapilarmin geg¢ eksponansiyel fazda biriktirildigini, durgunlasma ve §lim
fazinda ise pargalanma sonucunda en yiiksek diizeye ulastiklarim bildirmiglerdir.

B. megaterium 11561 susunda geligimin lag fazinda PHA yikimi, eksponansiyel
fazda ise sentezin arttifl, ge¢ ecksponansiyel-erken durgun donemde ise PHA
birikiminin maksimum diizeye ulagtifn ve bu oranmn durgun fazin devami boyunca
gittikge azaldigr bildirilmigtir (McCool et al., 1996). Arastwrmalarda, Bacillus
suslanmn PHB”1 hiicre kuru a@irhklarmmn %50’sinden fazla biriktirebildigi
bildirilmektedir (Chen et al., 1991, Dave et al., 1996, Beyath ve Ashim, 1999).

Bacillus’larda genelde 0,2-0,5 um ¢apinda olan in  kliizyon cisimeiklerinin dig
membraninm 2 nm oldugu ve cisimciklerin %97’sinin PHA, %1,87’sinin protein ve
%0,46’smin ise lipid igerdigi gosterilmistir (McCool et al, 1996). Dunlop ve
Robards (1973) ise, B. cereus ile yaptiklan (;a]lsma sonucunda 240-720 nm
biiyiikliigiinde olan PHB graniillerinin i¢ kisimda 140-270 nm ¢apinda bir ¢ekirdek
ve onu saran bir kilif ve en list kisimda ise bir zarla ¢evrili oldugunu belirtmislerdir.

Chen ve arkadaglan (1991), zenginlestirilmis besiyerinde gelistirilen Bacillus
bakterilerinde hiicre kuru agirhigina gére %5-20 arasinda PHB biriktirildigi ve olugan
PHB’m hem 4 hem 8 karbonlu, genis zincirli kompleks kargmmh polimerler
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oldugunu ve olusan PHA’larin kompozisyonunun susa ve karbon kaynagma gore
degistigini bildirmektedirler.

Aslm ve Beyath ’nin ¢aligmasinda (1998) ise, topraktan izole edilen farkh Bacillus
tirlerine ait PHB {liretim miktarlari belirlenmis ve izole edilen tiim suglarm PHB
trettigi, verimlilik ylizdesi en yiikksek sugun isc %48,13 ile B. megaterium oldugu
bildirilmigtir. Kato ve arkadaslari (1992) da kendi izole ettikleri B. megaterium B-
124 susunun hiicre kuru agirhgmin %20’sinin PHB oldugunu bildirmiglerdir.

Dave ve arkadaslan (1996), atik suda yaptiklan incelemelerde, aktif ¢amurda PHB
varhgi tespit edilmis ve bu ¢amurdan izole edilen 12 adet bakteriyel susun 10
adedinin Bacillus oldugunu bildirmiglerdir. Bu suslardan ozellikle birinin %70 |
oranmda PHB tirettigini bildirmiglerdir.

Bacillus larin amilaz ve proteinaz enzimlerinin varhg: nedeniyle gida atik sularmdan
faydalanabilecegini bildiren Law ve arkadaglari1 (2001), aktif ¢camurdan izole ettikleri
Bacillus suglarm arpa ve soya atik suyunda geligtirerek PHB  verimlerini
aragtirmuslar ve suglardan HF-1’in atiklardan %19,22 HF-2’nin ise %10,18 oraninda
PHB iirettigini gozlemislerdir. Aragtrmacilar, diisiik maliyetli PHB iiretimi i¢in ucuz
karbon kaynaklarmmn kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Mercan ve Beyath (2001), 10 adet B. sphaericus sugsunun PHB iiretimlerini tespit
ettikleri cahsmalarinda, PHB iiretiminin %5,00-%25,88 arasinda bulmuglardir.
Ancak ozellikle @iretimi en yiiksek olan bazi suglarm, %0,2 beef ekstrakt igeren besi
ortaminda ylizde verimlerinin %32,50’ye kadar yiikseldigini agiklamglardar.
Sadettin de (2000), PHB iiretimlerini arastirdig1 baza Bacillus tiirlerinde, en yiiksek
PHB tiretiminin %49,91 ile B. sphaericus sugunda oldugunu tespit etmistir.

Wu ve arkadaglan (2001) ise, melasla kontamine olmug topraktan izole ettikleri
Bacillus sp. Jma5 susunun 250 g/l melas igeren besiyerinde tirettigi en yitkksek PHB
miktarnin %35 oldugunu bildirmiglerdir.

Labuzek ve Radecka (2001), B. cereus UW85 susunu azoti smirlandiriimig sartlarda
PHB verimini %9 olarak tespit etmiglerdir.
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2.2.10.4. Bacillus’lar farkh biiyiime kosullarinda ve melasda PHB iiretimleri

PHB iiretimi, bakteriler i¢in uygun {ireme ortamu saglandifinda artmaktadir.
Aragtirmalarda, PHB seviyesinin, besiyeri i¢erifi ve kullanilan substratlar gibi baz:
faktorler tarafindan smirlandmrlabilecegi bildirilmektedir (Chen et al., 1991; Beyath,
1996).

Chen ve arkadaglari (1991), Bacillus tiirleri ile yaptiklar arastirmalarinda, karbon ve
azotin smirlandirldig1 fermentasyon gartlarmda PHB veriminin arttigmi ve kiiltiir
ortamma propiyonat veya valerat ilave edildiginde PHB ve PHV sentezinin

gergeklestigini bildirmislerdir.

Dave ve arkadaglari (1996), karbon kaynag: olarak glukoz igeren ve icermeyen
besiortaminda gelistirilen Bacillus bakterilerindeki PHB iiretimini glukoz i¢cermeyen
besiortaminda 1,56 - 2,64 pg/ml olarak tespit ederken, %1 glukoz iceren
besiyerinde PHB iiretiminin 20 misli arttigmm fespit etmiglerdir. Arastirmacilar,
petrokimyasal aktif camurdan izole ettikleri Bacillus suslarm, azot ve fosforu smirh
tutarak, litrede 20 gr glukoz ilave edilen aktif ¢amura inokiile ettiklerinde, ¢amur
icerigindeki PHB’mn 13 kat arttifin1 bulmuglardir.

Farkh azot kaynag: olarak proteaz pepton kullanldiginda, B. subtilis K1 susunda
%78,69 ve B. megaterium Y6 susunda %77 oramnda PHB verimi saptanmgtir. Ayni
suslarm, karbon kaynagi olarak glukoz kullamlan besiyerinde PHB verimi %19,51 ve
%19,49 olarak tespit edilmistir (Beyath ve Aslim, 1999).

Mercan ve Beyath (2001), baz1 B. sphaericus suslarmmn PHB iiretimlerini tespit
ettikleri gahgmalarinda, yiiksek PHB {ireten (%20-25) suslart NB besi ortamu igerigi
sabit tutularak, farkhh beef ekstrakt ve sodyum asetat konsantrasyonlarmm (%0,2;
%0,5; %1) PHB iretimine olan etkisini incelemiglerdir. Sonugta elde edilen verilere
gére aragtirmacilar, sodyum asetat i¢eren ortamda suglarm PHB verimlerinin diigiik
olmasma ragmen, %0,2 beef ekstrakt iceren besi ortaminda en iyi PHB veriminin
gozlendigini belirtmislerdir.
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Wu ve arkadaglar1 (2001), melash besiyerindeki oksijen sartlarim degistirerek
yaptiklan ¢ahsmada, oksijen miktarindaki azalmanin sporulasyona neden oldugunu
ve PHB tiretiminin diistiigiinii; azot ve fosfor oraninin karbona gore diisiik oldugu
besiyerlerinde ise PHB iiretiminin arttigim bildirmiglerdir. Bacillus sp. Jma$5
susunun, PHB verimini %25-35 olarak tespit etmislerdir.

Gouda ve arkadaglar1 (2001), seker kamigi melasi ve musir suyunu karbon ve azot
kayna@i olarak kullanarak B. megaterium’da PHB iretimini incelemigler ve en
yilksek PHB miktarinn melas ve glukoz igeren besiyerinde elde edildigini
bildirmiglerdir. Arastirmacilar, hiicre gelisiminin en 1yi oldugu melas yiizdesinin %3
olmasma ragmen, en yiksek PHB verimi olan %46,2’lik oranm %2 melas igeren
besiyerinden elde edildigini bildirmiglerdir.

2.2.11. Genetik uygulamalarla biyoplastik eldesi

1920°li yillardan bu yana hakkinda birgok bilgi edinilmis olmasma ragmen, ticari
PHB iiretiminin hala ¢ok yiiksek maliyete neden olmasi, sentetik polimerlerin yerini
alabilecek kapasiteye sahip olan bu biyoplastifin en 6nemli dezavantajidir. Son
yillarda, molekiiler biyolojideki gelismelere paralel olarak, daha fazla ve ucuz PHB
iireten bakteriyel suslarin gelistirilmesi ¢aligmalar1 iz kazanmstir (Ahn et al., 2000).
PHB’m reckombinantlardan yilksek oranda {retimi, vektér veya promotor
aktivitesindeki zenginlesmeye bagh olarak artmaktadwr (Taguchi et al, 2001). Bu
amagla Alcaligenes eutrophus ve Alcaligenes latus bakterilerinin PHB biyosentez
genlerinin bagariyla aktarildigi rekombinant Escherichia coli suglan kullamlmaktadir
(Ahn et al., 2000). Nitekim, 1987 yihnda A. eutrophus genleri, E. coli bakterisine
basartyla klonlanmig ve normalde PHB iiretmeyen bakterinin, modifiye edildikten
sonra PHB iirettigi gosterilmistir (Pool, 1989).

PHB biyosentetik genlerinin (phbA, phbB ve phbC) Alcaligenes eutrophus’da
kromozom ve megaplasmid pHGI1’de yerlestigi bildirilmistir (Steinbiichel and
Schlegel, 1990). Gelisen Hibridizasyon teknikleri ve heterolog tamamlayicilar, bu ve
diger bakterilerin PHB biyosentez genlerinin izolasyonunu ve klonlanmasmi
miimkiin kilmaktadirlar (Steinbiichel, 1991).
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E. coli'nin ¢ok diigiik molekill agwrhga sahip ve graniil halde olmayan PHB
biriktirdigi bildirilmistir (Sim et al., 1997). Rekombinant E. coli’nin PHB iiretiminde
kullamlma nedenleri arasinda, bunlarin hizh (remesi, polimerin yiiksek miktarda
biriktirilebilmesi; ucuz karbon kaynagi kullanabilmesi, iiretilen PHB’m kolay
saflagtirilabilmesi ve sentezlenen polimerin depolimerize eden enzimlerin eksikligi
gibi 6nemli baz1 avantajlari vardir. Rekombinant FE.coli bakterilerinden %80-90
oranmnda PHB verimi elde etmek miimkiin oldugu bildiriimektedir (Lee, 1996).

Lee ve arkadaslan (1994), E.coli’de PHB iiretimi i¢in, A. eutrophus PHB sentez
genleri tagiyan plazmidler kullanmuslar ve plazmid stabilitesinin yiiksek oldugunu
belirttikleri galigmalarinda, PHB veriminin %80, 1’e ulastigim bildirmiglerdir.

Peynir alt1 suyu gibi ucuz substratlardan PHB {iretiminin, bir rekombinant E. coli
susu kullamilarak arastirildig: bir ¢aligmada, farkh oksijen konsantrasyonlar: altindaki
PHB verimleri aragtmlmigtir. Oksijen smirlamasiin PHB verimini arttirdigi tespit
edilen aragtirmada, yiizde PHB verimi %80°c varmustir. Arastirmacilar, rekombinant
E. coli’de PHB biyosentez ve oksijen smirlandinlma siirelerinin PHB verimi igin

Onemli oldugunu belirtmiglerdir (Kim, 2000).

Klinke ve arkadaglan (1999) da, scker veya melas gibi ucuz karbonhidrat
kaynaklarindan, rekombinant E. coli yardimiyla PHA {iretimi igin alternatif stratejiler
yapilabilecegini ve E coli’nin kisa siirede iireme, PHA’m kolayca saflagtinlabilmesi,
polimeri pargalayici enzim sisteminin yoklugu nedeniyle dikkat ¢ektigini
agiklanmglardir. Aragtirmacilar, beta-oksidasyon dongiisiinii isletemeyen bir E.coli
susuna, glukonattan PHA sentezleyemeyen Pseudomonas bakterisininden orta zincir
uzunlugunda PHA polimeraz enzimini kodlayan geni aktararak, onun glukonattan
orta zincir uzunluunda PHA iiretmesini saglammglardir. Rekombinant E. coli’deki
PHA verimi %2,3 olarak tespit etmiglerdir.

Qi ve Rehm (2001), bilinen en biiyiik PHB sentaz genine sahip oldugunu
bildirdikleri, glukoz varhginda %18 PHB iireten, Caulobacter crescentus bakterisini
genetik uygulamaya tabii tutmuslardir. Bakterideki PHB sentaz enzim genini, phaC,
kodlayan bolgeyi mutant 4. eutrophus PHB(-)4 ve recombinant E. coli IM109’a
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aktarmuglardir. Sonugta bakterilerde % PHB verimi sirastyla %62 ve %6 olarak tespit
edilmis, 6zellikle 4. eutrophus PHB(-)4’den alinan verim dikkate deger bulunmustur.

Ahn ve arkadaslarmm (2000), Alcaligenes latus PHA biyosentez genlerini
kopyaladiklan E. coli CGSC 4401 susunun, peynir alti suyundan trettigi PHB
miktarmi tespit etikleri ¢alismalarinda, ytizde PHB veriminin yaklagik %60 civarinda
oldugunu tespit etmiglerdir.

PHB sentaz enzimi genlerinin prokaryot mikroorganizmalara aktarilmasinm yanisira
okaryot mikroorganizmalara da aktarilmasi ¢ahgmalari yapilmaktadr. Ornegin; A.
eutrophus bakterisinden aliman PHB sentaz enzimi genleri bir maya plazmidine
aktarilmig ve Saccharomyces cerevisiae’da bu enzimlerin aktif hale ge¢mesi
saglanmugtir. Aragtirmada, iiremenin durgun fazinda, hiicre kuru agirhgmin %0,5’i
kadar PHB iiretimi elde edildigi bildirilmigtir.

Hori ve arkadaglan (2002), Bacillus megaterium’un kendini yikan bir susu {izerinde
yaptiklar1 cahgmalaria elde ettikleri transformantin PHB iiretimini incelemigler ve
ortamda glukoz tikenince hiicrelerin  kendiliginden pargalanip, PHB’mn
serbestlestigini tespit etmiglerdir.

Bitkiler birer PHB {ireticisi olmamalarna kargm, PHB genlerinin tastyicist
olabildiklerinden, PHB iiretebildikleri (URL:S) ve bu nedenle, transgenik bitkilerin
cok miktarda ve ucuz PHB iiretimi igin potansiyel organizmalar oldugu bildirilmistir
(Klinke et al., 1999; Poirier, 2002; URL:5). Yapilan ¢alismalarda bunlardan, kuru
agirhklarmmn %20-40 arasinda PHB elde edildigi bildirilmigtir (Klinke et al., 1999).

2.3. Bacillus Cinsi ve Antimikrobiyal Aktivite

2.3.1. Antimikrobiyal maddelerin 6nemi ve antiniikrobiyal madde iireten
mikroorganizmalar

Antimikrobiyal maddeler, ¢ok az yogunlukta dahi mikroorganizma gelisimini

engelleyen, biyolojik kokenli, ikincil metabolitlerdir. Bunlar, mikroorganizmanin

¢ofgalmasim engelleyici “bakteriostatik” veya “fungustatik” olabildikleri gibi;

mikroorganizmanin $liimiine sebep olan “bakterisit” ve “fungisit” gibi maddeler de
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olabilirler. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen, diisiik molekiiler agirhkh, organik
dogal Uriinler olan antimikrobiyaller, segici toksisiteye sahip olduklarindan, g¢ok
diisik konsantrasyonlarda bile mikroorganizmaya zararh olup, makroorganizmaya
zarar vermezler ( Schlegel, 1992; Demain, 1999).

Giinlimiizde tedavi amaciyla kullanllan antimikrobiyal maddelerin, antibiyotik adi
altmda tip hizmetine sunulusu yenidir. Alexander Fleming’in 1929°da,
Stafilococlarn iiremesini engelledigini tespit ettigi Penicillium notatum, bu
faaliyetini milyonlarca yildan beri siirdiirmekte idi. Ancak, olaym endiistriyel
uygulamalann ve dolayisi ile antibiyotiklerin tedavide kullamlisi, 1940’lardan sonra
baglamug ve hizla gelismistir. 1950’lerde streptomisin, kloramfenikol ve
tetrasiklinlerin izolasyonlarm, bu ve benzeri antibiyotiklerin klinik kullammindaki
artig takip etmistir. Gergekten de, yeni antibiyotiklerin kesfi ve yar1 sentetik
antibiyotik {iretimi, tibbi tedavi olanaklarrm Onemli oranda zenginlestirmistir
(Sarigeker, 1983; Schlegel, 1992; URL:8).

50 yildan fazla zamandir, bakteri ve fungus enfeksiyonlarina kargi kullamimakta olan
antibiyotikler, bunlarin yamisira enzim inhibitérleri ve antitiimér, bagisiklik
baskilayici, antiparazitik ajanlar olarak da kullanilmaktadir (Demain, 1999). Bilinen
12 000 adet antimikrobiyalin %55°i, flamentli bakteriler olan Actinomycetes’lerin
Streptomyces cinsinden, %11°1 diger Actinomycetes’lerden, %12’si flamentli
olmayan bakiterilerden ve %22’si funguslardan elde edilmektedir (Demain,1999).

1990’larda mikroorganizmalardan yilda 200-300 yeni biyoaktif {iriin elde edilirken,
1997°de bu rakamin 500 oldugu bildiriimektedir (Demain, 1999). Buna ragmen,
siirekli olarak yeni antibiyotiklerin kesfedilmesi amaglanmakta ve Streptomyces,
Bacillus ve Penicillium gibi cinslere ait tiirler antimikrobiyal madde iiretme
yetenekleri bakimmdan incelenmektedirler. Giiniimiizde, genetik miihendisligi ile
yeni antimikrobiyallerin {iretilmesinin miimkiin olabilecegi diigiiniilse de, su anda
bunun i¢in kullamlan baglica yol “eleme” yontemidir (Eltem ve Ugar, 1998).

Son yillarda, uluslararasi ilag endiistrisinin aragtirma-gelistirme g¢alismalari her yil
arttify halde, yeni kegfedilen ve patenti alinan ilag sayisinda ciddi bir diisiis oldugu
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bildirilmektedir (Pollack, 2002; Tamer, 2002). Ustelik, son on yilda, antibakteriyel
ve antifungal ilaglara kargi, direngli mikroorganizmalar izole edilmis ve bunlarla tek
yonlii etkili antibiyotiklerin miicadelesinin ¢ok zor oldugu sonucuna varilmistir. Bu
nedenle, stirekli olarak, degigik antibiyotikler {ireten, yeni gen kaynaklarina
gereksinim duyulmaktadir ve genig antimikrobiyal aktiviteye sahip, giiclii antibiyotik
tireten yeni mikroorganizma tiplerinin arastirilmasi 6nem kazanmigtr (Eltem ve
Ugar, 1998; Demain, 1999).

2.3.2. Bacillus’larin antimikrobiyal aktivitesi

Etkin ve ekonomik antibiyotiklerin gelisimi igin yapilan aragtirmalar, Bacillus
genusu tiirlerinin birkag antibiyotigi lirettifini gostermektedir (Perez et al., 1992).
Bitki hastahklarmm kontroliinde kullanllan kimyasal insektisit ve pestisitlerin
yarattigy cevre kirlilifi ve patojen direnglilifi, patojene 6zgii dogal bakteriyel
antagonist ajanlarla biyolojik kontrol saglamanin 6nemini ortaya ¢ikarmustir. Bacillus
bakterileri bu ag¢idan ciddi potansiyele sahiptirler ve bitki hastaliklarim baskilayan bir
cok antibiyotikler tretirler (Stabb et al, 1994; Milner et al, 1996). Bunun yamsira,
balik iiretim merkezlerindeki ciddi ticari kayiplara karst da, Bacillus’larin
olusturdugu antibiyotiklerden yararlanilabilecegi belirtilmektedir (Sugita et al, 1998).

Aragtiricilar, 1980°1i yillarla birlikte, ekstrem gevrelerde gelisen mikroorganizmalara
ilgi gostermeye baglamuslardir. Ozellikle alkalofilik mikroorganizmalarla ilgili
aragtirmalar, son 20 yildir genis ilgi alam olugturmustur. Bunlar arasinda yer alan
alkalofilik Bacillus tiirleri, antibiyotik {iretme kapasitesi yOniinden incelenen
organizmalar arasindadir (Perez et al., 1993; Eltem ve Ugar, 1998).

Antibiyotik treten Bacillus tiirleri arasinda B. subtilis, B. polymyxa, B. brevis, B.
licheniformis, B. circulans, B. cereus gibi tiirler yer almaktadir (Morikawa et al.,
1992; Perez et al., 1993; Drablos et al., 1999; Duitman et al., 1999).

Son yillarda Bacillus’larm, antibiyotikleri nedeniyle probiyotik tiirler arasinda yer
aldigr da bildirilmektedir. Giiltekin (2000) ve Vural (2000), Bacillus cinsinin baz
tiirlerinin  probiyotik olarak kullanildigm belirtmiglerdir. Yapilan bir ¢alismada,

probiyotik B. subtilis 3 susunun Enterobacteriaceae ailesinin bazi tiirlerine karsi
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antagonistik etkiler gosterdigi gozlenmistir. Ozellikle, B. subtilis 3’den elde edilen ve
amicoumacin A ve nonamicoumacin adi verilen antibiyotiklerin kronik gastrit ve
iilser hastaligma sebep olan Helicobacter pylori iizerine aktif olmasi, olduk¢a 6nemli
bir sonug olarak degerlendirilmektedir (Pinchuk et al, 2001).

Yapilan g¢aliymalarda, Bacillus tiirlerinin farkh mekanizmalarla sentez edilen, birkag
hiicre dis1 peptid antibiyotigi tirettigi ve bu antibiyotiklerin de daha ¢ok Gram-pozitif
bakterilere etkili oldugu; buna karsgihk Gram-negatiflere etkili olan genis spektrumlu
ve antifungal antibiyotik tretiminin az oldugu belirtilmektedir (Morikawa et al.,
1992; Perez et al., 1993; Eltem ve Ugar, 1998).

Bacillus tiirleri, antibakteriyel ajan olarak kullamlmalarmin yamswa, antifungal
(Milner et al, 1995), antiviral (Steller et al, 1999) antiamdbositik (Galvez et al, 1994)
ve anti-Mycoplazma (Peypoux et al, 1999) ajam olarak da kullanilabilen, genis bir
antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler.

Bacillus’larm  antagonistik etki ile baz besin avantajlann sagladiklan, ancak,
sporulasyon veya ¢imlenme ile ilgili hormon veya sinyal molekiillerinin de
antimikrobiyal aktiviteye neden oldugu diigtiniilmektedir (URL:8).

Mikroorganizmalarda sporulasyon ve ikincil metabolit {iretimi arasindaki iligki
biyokimyasal ve genetik yollarla aragtirilmaktadir. Basillerde, spor olusumun
polipeptid antibiyotik iiretimi ile dogrudan veya dolayl olarak ilgisi tespit edilmistir.
Sporulasyon sirasmda serin proteazlari olugumunun antibiyotik tiretimi ile iligkili
oldugu bildirilmektedir. Aragtirmalar, peptid antibiyotikler {ireten Bacillus
suglarmda, sporulasyonda meydana gelen fizyolojik degisikliklerin, antibiyotik
{iretimini diizenledigini gostermektedir (Nam and Ryu, 1985). Molekiiler genetik
cahsmalar da, Bacillus’larin bazi peptid antibiyotigi biyosentez genlerinin, endospor
olusumunu aktive eden operonda yer aldigim gostermektedir (Marahiel, 1992).

Bacillus’larin, ge¢ logaritmik faz veya erken sabit fazda antibiyotik {iretme
kapasitesinde oldugu ve sporulasyon olay1 basladiginda, antimikrobiyal {iretimine de
bagladiklar: bilinmektedir (Galvez et al, 1994; Milner et al, 1995; URL:8).
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Yapilan c¢aligmalarda bazi Bacillus suslarmin antibiyotik aktivitesinin pH ve
besiyerindeki besin maddelerine bagh olarak degistigi tespit edilmistir (Leifert et al.,
1995). Arastirmalarda, antimikrobiyal aktivite ve {retilen maddelerin profillerinin,
kiiltiir sartlarma gore de degiscbilecegi bildirilmistir. Ornegin, bacitracin tireten B.
licheniformis’in glukoz yerine laktik asitte gelistirildiginde, bakterinin bacitracin
yerine licheniformis antibiyotigini sentezleyebildigi belirtilmigtir (Tung, 1995).

Bacillus’lar, genellikle peptid yapih antimikrobiyaller (Marahiel, 1992; Galvez et al,
1993b) tiretmekle birlikte, bunlarm yamsira biyosurfaktant (Desai and Banat, 1997),
polyene (Patel et al., 1995), aminoglikozid (Ota et al,2000 ) ve fosfolipid yapida
(Tamehiro et al, 2002) antimikrobiyaller de tiretirler.

Bacillus tiirlerinin olugturdugu antimikrobiyallerin yapilar1 farkh oldugu gibi etki
mekanizmalar1 da birbirinden farkli olabilir. Hiicre duvan sentezini bozan ya da
hiicre membranmna zarar veren etkileri olan antimikrobiyallerin yanisira protein
sentezini engelleyen (Patel et al, 1995) antimikrobiyaller de sentezlenmektedir.
Antimikrobiyal maddelerin sentezlenebilmesinde 30 veya daha fazla enzimatik
reaksiyona gerek duyulur (URL:8).

2.3.2.1. Bacillus’larin antibakteriyal aktivitesi

Bacillus suslan tarafindan tiretilen antimikrobiyallerin ¢ogu Gram-pozitif bakteri ve
funguslara karg1 aktiftir. Bununla beraber Gram-negatif bakterilere karg1 duyarh bir
ka¢ peptid antimikrobiyali de tiretebilirler (Perez et al., 1992). Bacillus suglarinin
antibakteriyel aktivite gosterdigi Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler arasinda
Yersinia enterocolitica, ve Micrococus flavus, Staphylococcus aureus (Chatterjee et
al., 1992; Perez et al.,1993; Ashm vd., 2002) E.coli (Perez et al., 1992; Aslim vd.,
2002), Pseudomonas aeroginosa (Perez et al., 1992) ve Micrococcus luteus (Perez et
al.,1993) gibi patojen bakterilerin oldugu bildirilmistir.

Birgok bitki hastahinda biyolojik kontrol araci olarak kullanilabilen Bacillus’lardan,
balhk {iretim merkezlerindeki ciddi ticari kayiplara karsi da, yararlanilabileceginin
belirtildigi bir arastrmada, Bacillus NM 12 susunun Vibrio vulnificus bakterisine
kars1 aktif oldugu rapor edilmistir (Sugita et al, 1998).
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Bacilluslar, olusturduklarn bu antagonistik etkileri, iirettikleri bir ¢ok ikincil
metabolitleri aracihfiyla saglamaktadirlar. Wilson ve arkadaglari (1987), B subtilis
ATCC 39320’den aecrobik ve anaerobik organizmalara kargi antibakteriyel etkide
bulunabilen, difficidin ve oxydifficidin antibiyotiklerini izole ettiklerini
bildirmiglerdir. (Zweerink and Edison,1987). Zweerink ve Edison (1987) ise, bu
antibiyotiklerin E. coli’de protein sentezi inhibitdrii olarak gorev aldim rapor
etmiglerdir. Bacillus suslarmdan elde edilen yeni bir peptid antimikrobiyal olan
mersacidinin ise, metisilin direngli Staphylococ’lar bagta olmak iizere baza Gram-
pozitif bakterilere kars: aktif oldugu bildirilmistir (Chatterjee et al, 1992).

B. subtilis ATCC 21332’in iirettigi ve en giiglii biyosurfaktanlardan biri oldugu
bilinen surfactin’in, ylizey tansiyonunu diigiirdiigii bildirilmektedir (Desai and Banat,
1997). Antitumoral, antiviral ve anti-Mycoplazma ajam olarak kullamlabilecegi
belirtilen (Peypoux et al, 1999) Surfactin’e ek olarak, B. licheniformis’in
olusturdugu lichenysin A, BL-86 ve B. brevis ve B. polymyxa tarafindan olusturulan
biyosurfaktanlar olan, gramicidinler ile polymixinler’in de dikkate deger yiizey aktif
dzellikleri olan molekiiller oldugu rapor edilmigtir (Desai and Banat, 1997).

Bacillus aurantinus tarafindan tretilen, aurantin A ve B’nin, yeni bir polyketid
antibiyotik kompleksi olup, 6zellikle anaerob, Gram-pozitif bakterilere kars1 etki
gosterdikleri bildirilmektedir (Nakagawa et al., 1988).

B. circulans J2154°den elde edilen lipopeptid yapidaki circulocinlerin Gram-pozitif
bakterilere ve piperacillin direngli streptokoklar ile vancomycin direngh
enterokoklara karg: etkin oldugu tespit edilmistir (He et al., 2001).

Bacillus cereus UW 85’in lirettigi ve biyolojik kontrol arac1 olan zwittermicin A’nn,
Ozellikle Gram-negatif bakterilerden Agrobacterium, Pseudomonas ve Erwinia
bakterilerine kars: etkin oldugu bilinmektedir (Silo-Suh et al., 1994).

Bacillus polymyxa KT-8 susunun kiiltiir sivisindan izole edilen fusaricidin A, B, C ve
D’nin, Staphylococcus aureus FDA 209 ve Micrococcus luteus IFO 3333 gibi Gram-
pozitif bakterilere kars1 aktif oldugu (Laland and Zimmer, 1984; Hughes and Poole,
1989); Bacillus subtilis tarafindan iiretilen bacillomycin L’nin ise Gram-negatiflere
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karg1 etkin oldugu bildirilmigtir (Schreiber et al., 1988; Kajimura and Kaneda, 1996).
Polymixin, gatavalin, jolipeptin gibi peptid antibiyotik {ireticisi olan B.
polymyxa’nm, mikrobiyal fitopatojenleri engelleyen, gavaserin ve saltavalin adh iki
yeni peptid antibiyotigi de iirettigi bildirilmigtir (Pichard et al, 1995).

Yapilan bir ¢aliymada, B. licheniformis Al2 ve M-4 suslarimdan izole edilen
amoebicinlerin (A12-A, Al12-B, m4-A, m4-B ve m4-C), Bacillus megaterium,
Corynebacterium glutamicum ve Sarcina gibi bakterilere karst aktif oldugu
bildirilmektedir (Galvez et al, 1993b).

2.3.2.2. Bacillus’larin antifungal aktivitesi

Bacillus subtilis ATCC 6633 susu, antifungal peptid antibiyotik potansiyeli igeren,
Mycosubtilin iireticisi olarak teshis edilmigtir. (Duitman et al., 1999) Bunun yamsira
B. subtilis’in Ozellikle bitki hastahklarma neden olan Fusarium oxysporum™un
biiylimesini engelleyici surfactin ve iturin A gibi antimikrobiyaller Urettigi
bilinmektedir (Hiraoka et al, 1992; Stabb et al, 1994; Ohno et al., 1996) Leifert ve
arkadaglarn (1995), B. subtilis CL27 ve B. pumilus CL45 suslarmin Botrytis
cinerea’ya kars: antifungal etki gosterdigini bildirmiglerdir.

Tamehiro ve arkadaglar1 (2002), B. subtilis 168 tarafindan {iretilen yeni bir fosfolipid
antimikrobiyal olan bacilysocin’in, &zellikle bazi funguslara karsi aktif oldugu B.
subtilis FR-2 tarafindan tiretilen yeni iturin-grup antifungal olan bacillopeptinlerin
ise, Fusarium oxysporum’un neden oldugu kok clirlikliigii hastabmna kars: aktif
oldugu bildirilmigtir (Kajimura et al, 1995).

Bunlarm yamsira, B. subtilis tarafindan sentez edilen lipopeptid yapidaki plipastatin
A ve Bnin (Volpon et al, 2000), peptid antibiyotik potansiyeli igeren
Mycosubtilin’in (Duitman et al., 1999), ve bacillopeptin A, B, C’nin (Kajimura and
Kaneda, 1996) antifungal antibiyotikler oldugu rapor edilmektedir.

Tarm kiiltiirii ile ilgili olarak yapilan ¢ahigmalar sonucunda, Bacillus cereus UW 85
bakterisinin, tiitlin, salatalilk ve yerfistig1 gibi bitkilerde funguslarin neden oldugu
hastaliklar1 baskiladis (He et al., 1994) ve kanosamine adi1 verilen bir antibiyotigin
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bitki patojenik oomycetler ve funguslar lizerine etki ettigi agiklanmigtir (Milner et al,
1996). Yine B. cereus UWS85’in lirettifi zwittermicin A ve antibiotic B’nin
Phytophthora medicaginis fungusunun neden oldugu hastaligy baskiladigy
bildirilmektedir (Silo-suh et al, 1994; Stabb et al, 1994; Milner et al, 1995).

Shibazaki ve arkadaslan (1996) ise, YI-03709B kodlu bir Bacillus susundan izole
ettikleri ve YM-47522 olarak niteledikleri yeni bir antimikrobiyalin RAodotorula
acuta, Pichia angusta, Candida albicans ve Cryptococcus neoformans gibi

funguslara karg: aktif oldugunu bildirmislerdir.

Bacillus polymyxa KT-8 susundan elde edilen fusaricidin A, B, C ve D’nin Fusarium
oxysporum mantarmin neden oldugu kék ¢iiriikliigii hastahgmna karg1 etkili oldugu;
ozellikle fusaricidin B’nin Candida albicans TFO 1594 ve Saccharomyces cerevisiae
HUT 7099 mayalarina karsi aktivitesinin bulundugu da yapilan g¢ahigmalarda
gosterilmigtir (Kajimura and Kaneda, 1997). Bapat ve Shah (2000), B. brevis’in
bezelye gibi bitkilerde solmaya sebep olan, Fusarium oxysporum f. sp.udum etkenli,
fusarial hastaliklara kars: etkin biyokontrol ajani oldugunu bildirmiglerdir.

Aragtirmalarda, B. licheniformis A12’nin sporlu kiiltiiriinden saflagtirilan hidrofilik
peptid antibiyotik olan A12-C’nin, Microsporum canis, Mucor mucedo, Mucor
plumbeus, Sporothrix schenckii ve Trichophyton mentagrophyres gibi funguslara
(Galvez et al, 1993a); B. licheniformis M-4 tarafindan tretilen hidrofilik peptid
antibiyotik olan fungicin M4’iin ise yine M. canis, Mucor mucedo, Mucor plumbeus,
gibi funguslara karg: aktif oldugu bildirilmistir (Lebbadi et al.,1994b). Bir ¢aliymada,
B. licheniformis A12 ve M-4 suslarmn iirettigi amoebicinlerin (A12-A, A12-B, m4-
A, m4-B ve m4-C), S. heterogenicus ve Cryptococcus neoformans gibi mayalar ve 4.

niger, Microsporium canis, Mucor plumbeus, Trycophyton mentagrophytes gibi
mantarlara karg1 da aktif oldugu bildirilmektedir (Galvez et al, 1993b).

2.3.2.3. Bacillus’larin antiviral aktivitesi

B. subtilis tarafindan iiretilen bir lipopeptid ve biosurfaktan olan sufactin’in farkh
viriisler tizerinde (SFV, HSV-1, SHV-1,VSV, SIV, FCV EMCV gibi) genis antiviral
aktivitesinin oldugu bildirilmektedir. Viriis lipid membran ve kapsidi lizerinde yikici



42

etkileri bulunan surfactinin, biyoteknolojik ve farmakolojik iiriinlerin viriisten
korunmasinda kullanilabilecegi belirtilmektedir. Surfactin’in yamsira cyclosporin A
ve gramicidinlerin de antiviral etkileri agiklanmigtir (Vollenbroich et al, 1997).

2.3.2.4. Bacillus’larin antiamébdsitik aktivitesi

B. licheniformis A12 ve M-4 suslarindan izole edilen amoebicinlerin (A12-A, Al12-
B, m4-A, m4-B ve m4-C), insan patojeni olan Naegleria fowleri amibinin hiicre
membraninin yapisiu bozarak antiamdbik etki olusturdugu bildirilmektedir (Galvez
et al, 1993a; Galvez et al, 1994; Lebbadi et al, 1994a).

2.3.2.5. Bacillus’larn bakteriyosin aktivitesi

Bakteriyosinler, E.coli ve Pseudomonas gibi Gram-negatif bakterilerin yamsira,
laktik asit bakterileri, Staphilococ’lar ve Bacillus’lar gibi Gram-pozitif bakteriler
tarafindan da sentezlenebilen; dar spektrumlu ve letal etkileri olan, diisik molekiil
agirhgmna sahip proteinlerdir. Bakteriyosin olugturan suglar, kendi olusturduklari
bakteriyosinlere karsi direnglidirler. Ancak, aym tiirden olan difer suglar bunlarm
bakteriyosinlerinden etkilenir. Etkileri dar spektrumlu olmakla beraber, bir ¢ok
Gram-pozitif ve negatif bakteri ve funguslara karg: etkinlik gosterirler (Arda, 2000).
Bakterilerde bakteriyosin gekillenmesi i¢in, 6zel bakteriyosin genlerinin bulunmasi
gerekir. Bunlar, bakteriyosin sentezini spesifiye eden 6zel genler olup, bir kismu
kromozomal olmasma kargm, bir kismm da ekstra kromozomal karakter tagmmaktadir
(Arda, 2000). Gram-pozitif bakteriler tarafindan olusturulan bakteriyosinlerin bir
¢ogunun plazmid DNA genlerinde kodlandigim belirtilmektedir (Jack et al., 1995).

Antimikrobiyal peptidler olan bakteriyosinler ile ilgili galigmalar, genellikle laktik
asit bakterilerinde ve E. coli’ de yogunlagmig olmasina ragmen, son yillarda Bacillus
bakteriyosinleri de dikkat gekmektedir (Zheng and Slavik, 1999).

Botyrcidin, alirin (Zheng and Slavik, 1999), sublancin 168 (Paik et al, 1998) ve
subtilin tireten Bacillus subtilis (Cherif et al, 2001); tochicin (Paik et al, 1997) ve
thuricin lireten B. thuringiensis; megacin iireten B. megaterium; thermocovorin

tireten B. thermoleovorans (Cherif et al, 2001); cerein iireten B. cereus (Naclerio et



43

al, 1993); coagulin {ireten B. coagulans (Le Marrec et al, 2000), polyfermenticin
tireten B. polyfermenticus (Lee et al, 2001) ve farkh bakteriyosinler ireten B.
stearothermophilus, B. licheniformis (Le Marrec et al, 2000) gibi Bacillus tirleri
vardr. ‘

Paik ve arkadaslan (1997), B. thuringiensis subs. tochigiensis HD868 susundan
saflagtirdiklan tochicin bakteriyosininin 20 tipik B. thuringiensis sugu. ve bir B.
cereus suguna kargi aktivite :g(“isterdigiﬁi'{billdifﬂlisl’érdir. Biiyiime ve bakteriyosin
{iretimi arasindaki iligkiyi aragtwran bilimadamlan, tochicin aktivitesinin logaritmik
fazn ortalarmda baslayip, erken durgun fazda en yitksek seviyeye ulastigm, fakat
durgun fazda azaldigim bildirmiglerdi. |

Naclerio ve arkadaslar1 (1993), B. cereus susundan durgun faz doneminde elde
ettikleri cerein bakteriyosininin, diger B.’ cereus suslarma karsi aktivite gosterdigini
ve 9 kDa molekiiler agrhga'sahif) oldhﬁunu’bﬂdlrmnslerdxr Oscariz ve arkadaglan
(1999), yine bir B. cereus susundan elde ettikleri ‘cerein 7 bakteriyosininin, diger B.
cereus suslarma oldugu kadar B. stearothermophilus, B. subtilis, Clostridium
botulinum, Clostridium perfringens, Lactococcus lactis, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes Ve Streptococcus bovis gibi bir gok
Gram-pozitif bakteriye kars: da aktif olduunu bildirmiglerdir.

B. subtilis’den elde edilen bacillocin 22’nin, B cereus’un Yyanisra Lf;teria
monocytogenes bakterisine de etki gdsterdigi ve gida patojeni olan bu iki tiire kars:
aktivitesi tespit edilen bacillocin 22’nin gidalarda antimikrobiyal ajan olarak
kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir (Zheng and Slavik, 1999).

2.3.3. Bacillus’larn olusturdugu tedavide dnemli antibiyotikler

Bacillus cinsi bakterilerin  olugturdugu, polypeptid antibiyotikler, yapilan
arastirmalarm sonuglan itibariyle gittikce Onem kazanmaktadirlar. Bacillus’larmn
firettigi, tibbi tedavide kullamlan polypeptid antibiyotikler arasinda, basitrasin,
gramisidin S, polimiksinler ve tyrotrisidin sayilmaktadir (Drablos et al, 1999;
Morikawa et al., 1992; Perez et al., 1992; Perez et al., 1993).



2.4. Bacillus Cinsinde Proteolitik Aktivite

Endiistrinin hemen her alaninda kullamilan enzimler genellikle mikroganizmalardan
elde edilmektedir. Bunun nedeni, mikroorganizma kaynakh enzimlerin katalitik
aktivitelerinin bitkisel ve hayvansal kaynaklara gére ¢ok yliksek olmasi, daha stabil
ve daha ucuz olmalar1 ve fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Eren, 1996). Modern
endiistrideki enzim uygulamalari, teknik ve ekonomik yénden ¢ok dnemli faydalar ve
bagarilar saglamaktadir. Bu nedenle, mikrobiyal enzimlerin iiretimi ve uygulanmasi
dikkat gekmektedir (Yin et al., 1991). Azot dongiisiinde, 6nemli rolii olan proteolizis
olaym gerceklestiren toprak proteazlari, daba ¢ok toprak mikroorganizmalar
tarafindan salgilamir (Watanabe and Hayano, 1993).

Endiistriyel enzimlerin en 6nemli grubunu olusturan proteazlarm, toplam diinya
enzim {retimindeki payr %65°dir. Proteazlar, deterjan, besin, eczacihk, deri
islenmesi, ipek ve rontgen filmlerinden giimiis geri kazammi, et yumusatilmasi,
organik sentez, protein geri kazanmm veya sivilagtrma gibi ¢esitli endiistriyel
uygulamalar i¢in kullamhr (Johnvesly ve Naik, 2001; Singh et al., 2001). Alkali
proteazlar, bakteri, kiif, ve maya gibi ¢ok genis bir grup tarafindan tiretilirler.

Alkalifilik ve nétrofilik Bacillus tiirlerinden 1stya dayanikh alkalin proteaz iiretimi
gergeklestirildigi belirtilmektedir. Bazi Bacillus tiirlerinden endiistriyel gapta enzim
tiretilmektedir (Perez et al., 1992; Johnvesly et al., 2002). Bacillus’lar, hiicre dis1
proteazlarin Ozgiin {reticileridirler. Enzim, kan, kir ve siit gibi protein icerikli
lekelerin giderilmesinde ve deterjanlara ilave edilir (Singh et al., 2001).

Genelde, Bacillus’lar, yiikksek miktarda hiicre dig1 proteaz iiretirler (Kunitate et al.,
1989). B. subtilis (Aderibigbe and Odunfa, 1988; Kunitate et al., 1989; Kudrya and
Simonenko, 1994), B. licheniformis (Kunitate et al., 1989; Aderibigbe et al., 1990),
B. thermoruber (Manachini et al., 1988), B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. pumilus,
B. thuringiensis (Kunitate et al., 1989) ve B. megaterium (Moravcova ve Vachova,
1993) gibi Bacillus bakterilerinin, yiiksek proteaz enzimi aktivitesine sahip olduklar,
ilgili cahsmalarla gosterilmigtir. Bunlardan, subtilizinlerin de dahil oldugu alkali
proteazlar iyi karakterize edilmistir (Kunitate et al., 1989).
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Bacillus’lar, proteazlar, beta-glukanazlar, alfa-amilazlar, niikleazlar (Yin et al.,
1991), karbohidrazlar, pektinazlar ve lipazlar (Aderibigbe and Odunfa, 1990) gibi
cesitli enzimler salgilar. Ozellikle proteaz iiretimleri yiiksek olan bazi Bacillus larm,
hiicre dis1 ve hiicre igi proteaz enzimi iirettikleri gosterilmistir (Kim et al., 1996).
Hiicre igi proteaz enzimleri ve aktivitesi daha ¢ok B. thuringiensis tiiriinde
cahgilmistir (Kunitate et al., 1989). Hiicre disi hidrolitik enzimlerin ireticileri olan
Bacillus tiirleri, subtilisin proteinazlarmin tretimi ile ¢amagir deterjanlani ve diger
ticari uygulamalarda kullanilirlar. Subtilisinlerin ticari Onemi nedeniyle, bu
enzimlerin yapi-fonksiyon c¢ahigmalar1 ve protein miihendislii teknikleri ile
gelistirilmeleri iizerinde durulmaktadir (Yin et al., 1991). Subtilisin, B. subtilis, B.
licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. pumilus ve B. thuringiensis
tarafindan {retilebilmektedir. Benzer Ozellikleri olan bu subtilisinlerin molekiil
agirliklan 25 000-30 000 ve optimal pH’lar1 9-11°dir ve yiiksek sicakliklarda Ca*?
varhginda korunabilmektedir (Kunitate et al., 1989).

Yin ve arkadaglan (1991), endiistriyel enzimlerin kaynaklarmdan biri olan B.
subtilis’de, hiicre dis1 proteaz aktivitesinin gelismenin durgun fazinda ve besiyerinde
azot kaynagi tamamen tiikendiginde arttigim Dbildirmiglerdir. Kembhavi ve
arkadaglan1 (1993) ise, sicak sudan izole ettikleri B. subtilis bakterisinin, pH 5-11
araliginda proteaz salgladifim ve en yiksek proteaz liretiminin, nisasta ve
bakteriyolojik pepton kullamldiginda gergeklestigini rapor etmislerdir.

Bazi Bacillus tirlerinin pH 7-11 araliginda gelisebildigi ve bunlarm alkali, hiicre dist
proteazlar {irettigi bildirilmistir (Singh et al, 2001). Termofilik ve alkalifilik
basillerin {irettigi alkalin proteazlarm, yiiksek sicaklik, pH, kimyasal pargalayici
ajanlar ve kurakhia dayanabilecekleri bildirilmistir (Johnvesly ve Naik, 2001).

Diger mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen enzimlerle pargalanamayan keratin,
B. licheniformis’in sentezledigi bir proteaz olan Keratinaz sayesinde pargalanabilir.
Keratinolitik Bacillus suslar1 sadece §zgiin keratinazlar degil, aymi zamanda tripsin-
kimotripsin ve subtilisin benzeri proteazlar da iiretirler. Keratinaz enzimi iiretimi
6zellikle kus ve tavuk tiiylerinin par¢alanmasmnda 6nem tagimaktadir (Rozs et al.,
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2001). Kim ve arkadaglann (1996), bir Bacillus iiyesinden elde ettikleri fibrinolitik
proteaz enziminin, trombolitik ajan olarak tipta kullanilabilecegini bildirmislerdir.

B. stearothermophilus’dan elde edilen proteazlarm, atik aktif ¢amur par¢alanmasinda
ekonomik kimyasal faydalar sagladigi bildirilmektedir. Atik aktif ¢amur
parcalanmasinda, asil enzimatik reaksiyonlardan birinin proteolizis oldugunu belirten
aragtrmacilar, termofilik bakteriler tarafindan iiretilen 1siya dayamkh proteazlarm,
termofilik aerobik par¢alanma olaymda atik aktif ¢amurun aynistirilmasinda mutlaka
bulunmas1 gerektigini agiklammglardir (Kim et al., 2002). Johnvesly ve Naik (2001),
termofilik ve alkalifilik Bacillus sp. JB-99 susunun iirettigi alkali proteazin deterjan
yapmminda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Proteinaz {ireten Bacillus tiirlerinin karakterizasyonunun ve saflastirimasmn
yamsira, bu enzimlerin E. coli gibi konaklarda iiretilmesi ile ilgili calismalar da
yapilmaktadir (Peek et al., 1993).

2.5. Bacillus Cinsinde Plazmid DNA

Bakteriyel plazmidler, kromozomal olmayan DNA’min genellikle kovalent-kapah-
sitkular (ccc) molekiilleridirler ve kendi kendilerine g¢ogalabilme yetenegine
sahiptirler. Antibiyotik direnci, virulens 6zellik veya cesitli metabolik aktiviteler gibi
fenotipik ozelliklere dair genler tagirlar. Bazi plazmidler ise, fenotipte gézlenmeyen
ozelliklere dair genler igerirler, bunlara “kriptik plazmidler” denir. Kendi kendine
transfer olabilen veya konjugatif plazmidler, igerdikleri “tra”genleri sayesinde, diger
tir veya bakteriyel suslara, ¢ikardiklar1 kopyalar1 transfer edebilme
yetenegindedirler. Diger baz plazmidler ise, kendi transferleri icin yetenekli
olmasalar da, baz bakteriyel hiicrelerde sunulan konjugatif plazmidlerin tra
fonksiyonlarmdan yararlamrlar (Woodford and Johnson, 1998 ).

1-200 kb bityiikliigiinde olabilen mikrobiyal plazmid DNA’larm hiicredeki sayis1 1-
700 kopya arasinda degisebilir. Fonksiyonlar1 tam olarak bilinemeyen plazmidlerin
hiicre canhhg igin esansiyel olmadifi, konakgilari igin 6zel ve avantajli sartlar
sagladiklar1 bilinmektedir (URL:9). Plazmidlerin kodladig: 6zellikler arasinda,
bakteriyosin iiretimi, toksik bilegenlerin parcalanmasi, Skaryotlar ile simbiyoz (azot



47

fiksasyonu) antibiyotik {iretimi, antibiyotik direnglilifi, enterotoksin {iretimi,
hemolizin {iretimi, tutunma ve kolonilesme faktérleri (pili), serum direng proteinleri
ile katabolik ve anabolik izyollar gibi 6zellikler vardir (Arda, 2000; URL:10).

Diger bakterilere transformasyon, transduksiyon ve konjugasyon gibi olaylarla
aktarilabilen Plazmid DNA’lar, in vitro rekombinasyon olaylarinda kullanilan
klonlama vektorleridirler (URL:10).

Mikroorganizmalarda, plazmid DNA’larin varhig: ile olusan biyogesitliligin nedeni
heniiz tam olarak anlagilamamis olmasina ragmen, plazmidler hiicre i¢i yagamimn
gesitliliginin tanimlanmasmdaki 6nemli faktorlerdendir (Zawadzki et al., 1996).

Bacillus plazmidleri, Bacillus subtilis, B. pumilus, (Tanaka et al., 1977; Voskuil and
Chambliss, 1993) B. cereus (Ombui et al., 1996), B. thuringiensis (Zakharian et al,
1979; Andrup et al, 1993) B. sphaericus (McDonald and Burke, 1984), B.
licheniformis (Parini et al.,1991), B. megaterium (Kunnimalaiyaan et al., 2001), B.
brevis (Dobritsa et al.,1978), B. larvae (Bodorova-Urgosikova et al., 1992), B.
stearothermophilus, B. amyloliquefaciens (Yoshimura et al., 1983) ve B. anthracis
(Mikesell et al., 1983) gibi birgok Bacillus tiiriinde arastnimugtir. Ozellikle bazi
Bacillus suslarmin antibiyotiklere direng ozelligi tagiyan plazmidler bulundurmasi,
rekombinant DNA c¢ahsmalarinda vektdr olarak kullanilabilmelerine ve bir gok
calisma igin aramlan tiirler olmalarma neden olmustur (Tanaka et al., 1977,
Yoshimura et al., 1983).

Yapilan ¢aligmalarda, genelde Bacillus cinsi bakterilerin igerdigi plazmidlerin kriptik
plazmidler oldugu belirtilmis olmasma ragmen (Tanaka and Koshikawa, 1977,
Yoshimura et al., 1983), B. thuringiensis’n bir plazmidinin insektisidal kristal
proteinin iiretimiyle iligkili oldugu (Jaoua et al., 1996), B. cereus, B. licheniformis, B.
sphaericus, B stearothermophilus ve B. subtilis tiirlerinin tetrasiklin antibiyotigine,
B. sphaericus’un kloramfenikol antibiyotigine (McDonald and Burke, 1984) ve yine
B. subtilis’in eritromisine (Yoshimura et al, 1983) direngli olma o&zelliklerini
tasidigini gBsterilmigtir. Ayrica, B. megaterium’un irettii megacin A gibi (Rostas et
al., 1980), baz1 bakteriyosinlerin (Tanaka et al., 1977) ve B. amyloliguefaciens’in alfa
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amilaz enziminin iiretiminde (Hillier et al., 1997) oldugu gibi bazi farklh metabolik
aktivitelerin de plazmid DNA ile kontrol edildigi bildirilmektedir.

Yoshimura ve arkadaglan (1983), 111 adet Bacillus susunun yalmz 13 adedinde
plazmid DNA bulundugunu gozlemislerdir. Arastiricilar, antibiyotige direncli oldugu
tespit edilen 41 sugdan yalmz 5 adedinde plazmid DNA bulundugu ve bunlarin
direngliliginin de plazmid DNA’dan kaynaklanmadig: tespit etmiglerdir. Plazmid
DNA’larin molekiiler agirliklarinm 2,8-45,2 Md arasinda degistigi go6sterilmistir.
Bacillus’larda 23 kb’dan biiyiik veya 37 Md agirhginda kromozomal DNA’lara
rastlandig1 da bildirilmistir (Himeno et al., 1985; Jaoua et al., 1996).

Biyoteknolojik uygulamalar ve temel aragtrmalar i¢in &nemli bir model olan B.
subtilis ve diger basillerde, plazmid kararsizifi 6nemli bir problemdir. Hiicredeki
plazmid populasyonunun tamammin kaybma yol agan bliinmeye bagh kararsizhk ve
yapisal yeni diizenlenmeyi tagiyan plazmid populasyonunda kayiplarla olusan yapisal
kararsizlik olmak tizere iki grup belirlenmigtir (Cordes et al., 1996).

2.6. Bacillus Cinsinde Toplam Hiicre Protein Profili

Farkh bakterilerin genom niikleik asit sekanslarmmn tayini, kiiresel diizeyde gen
ifadesinin arastirilmasi igin bir firsattir. Dolayisiyla, genoma ait tiim proteinler olarak
tammlanan proteomun analizi, genom ¢aligmalarmi tamamlar. Bir organizma
tarafindan sunulan proteinlerin tiimiiniin tammlanmasmna yonelik amaglar, protein
sentezi seviyesinde gen ifadesinin analizinin ortaya konmasma yol agar. Okaryotik
hiicrelerle bakterilerin iligkileri ve bakteriyal stres cevaplar1 gibi konularin
anlagilmasim saglayacak olan bakteriyal proteomunun karakterizasyonu, protein
analiz yontemleri yardimiyla gergeklestirilebilir (Cash, 1998).

Izole edilen bir gok susun birbiriyle karistiriimasi, suglar arasinda ayrim gelistirmek
ve suslarin teshisinin dogrulugunu ispatlamak zorunlulugunu giindeme getirmistir.
Smiflandirmaya yOnelik ilk g¢ahgmalar genelde morfolojik ve biyokimyasal
karakterizasyon temel ahmnarak yapilmistr. Ancak, fenotipik Ozellikler suglarin
ayrimu igin yeterli olmadigindan degisik metodlar gelistirilmistir (Bagci vd, 1991).
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Toplam hiicre proteininin, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile ¢ahgilmas: sayesinde, protein yapisindaki farklar belirlenerek, tiirler
ici veya tirler arasi benzerlik ve farkliiklarin ortaya konmasi miimkiindiir.
Mikrobiyal sistematiklerde, dzellikle aym tiirler veya alttiirlere ait suglarm hiicresel
proteinlerinin Kargilagtirilmast ve ayrimm igin, duyarh bir teknik olarak protein jel
elektroforezi yillardir kullamlmaktadr (Cokmiis and Yousten, 1994; Kampfer, 1995;
Matar et al., 1996). SDS-PAGE jellerinden elde edilen verilerin karsilastiriimast,
arastirmalarm ilerlemesine yardinci olmustur (Cash, 1998). Genelde Gram-negatif
bakterilerde kullamlan protein jel elektroforezinin, Gram-pozitif bakterilerden
proteinlerin eldesi i¢in geligtirilmesi aragtirmalart devam etmektedir. Ciinkii hiicre
duvarinda ¢ok tabakah peptidoglikan yap: iceren ve bu nedenle daha zor pargalanan
Gram-pozitif bakterilerle ¢ahgilirken, daha fazla biyokiitleye gerek duyulur. Bu
dezavantajin ortadan gidermek i¢in Gram-pozitif bakteriler, mutanolizin ile muamele

edilmistir (Kampfer, 1995).

SDS-PAGE ile toplam hiicre protein profili ¢ikariimasinin, bakterilerin sistematigi ve
karakterizasyonunda kullamlabilecegini belirten bir ¢ok arastirmaci (Cokmiis and
Yousten, 1994; Matar et al., 1996), farkh molekiil agirhgmndaki proteinlerin tayini ve
karsilastinimasi ile hem suglarin akrabahklarim (Matar et al., 1996; Swiecicka, 2001)
hem de belli 6zellikleri denetleyen proteinlerin tespitinin yapilmasmin miimkiin
oldugunu bildirmiglerdir (C6kmiis et al., 2000; Jobin et al., 2002).

47 adet B. circulans susunun SDS-PAGE ile elde edilen toplam hiicre protein profili
ile, API testlerinden alman biyokimyasal karakteristikleri kargilagtiran Swiecicka
(2001), iki ana gruba aynlan suslarin protein profillerinin %78 oraminda birbirine
benzedigini ve ikinci gruptaki bakterilerin daha yiiksek biyokimyasal aktivite
gOsterme gibi ortak 6zellikleri oldugunu bildirmigtir. ‘

Matar ve arkadaglar1 (1996), toplam hiicre protein profili ile, hastalik etkeni olan B.
cereus tlirliniin alt tiplendirmesini yaptiklar1 calsmalarinda, 58 adet B. cereus
izolatinm bir biyotip varhginda, 3 antibiyogram ve 22 toplam hiicre protein profiline
ulastiklarmu bildirmiglerdir. SDS-PAGE ile elde edilen verilerinde %38 oraninda bir
benzerlige sahip olan B. cereus izolatlarmmn heterojen bir yap1 gosterdikleri
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belirtilmistir. Predominant 6zellik gosteren 13 adet B. cereus izolatmm, B. cereus
ATCC 14579 susu ile polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile yapilan alt tiplendirmesi
ile de yaklasik %89 benzerlik gosterdigini bildiren aragtrmacilar, toplam hiicre
protein profili sonuglarmin Bacillus cinsi igindeki tiplendirmelere izin verdigini ve
pilot epidemiyolojik ¢ahsmalarda, PCR’in yamsira toplam hiicre protein profillerinin
yardimiyla da tiplendirmelerin yapilabilecegini bildirmiglerdir.

Cokmiis ve arkadaglarn (2000) ¢alismalarinda, UV ile muamele edilmis toksik B.
sphaericus suglarmn, larvisidal aktivitesini aragtirmuglardir. SDS-PAGE analizi
yaparak, bazz maddelerin gosterdigi koruyucu etkiyi, molekiler agirhklarmm
bildikleri toksik protein bantlarinin varh@m taramak suretiyle tespit etmiglerdir.

13 sivrisinek patojeni ve 6 patojen olmayan B. sphaericus susunun toplam protein
profilini kargilagtirarak, patojenik suglarn farkli yapiya sahip oldugunu ifade eden
Cokmiis ve Yousten (1994), poliakrilamid jel elektroforeziyle (PAGE) elde edilen
toplam protein profillerinin mikrobiyal tiirlerin farklilasmasi ve karakterizasyonunda
kulamlabilecegini bildirmiglerdir. B. sphaericus suglarmin gruplandiriimasinda
bakteriyosin aktivitelerinin de kullamlabileceginin bildirildigi bir baska ¢ahsmada
ise, DNA homoloji gruplarindaki suglar arasinda bakteriyosin profillerinde gesitlilik
gozlenmigtir. Buna gore, H5aSb’ye ait suslarm benzer bakteriyosin aktivitesi
gosterdigi ve poliakrilamid jeldeki bakteriyosin bandmnn benzer oldugu tespit
edilmistir (C6kmiis and Yousten, 1993).

Mercan (1996), Native-PAGE ve SDS-PAGE ile elde edilen filtrat protein
profillerine gore, B. sphaericus suslarmm ayrimm yapmustwr. Cahsmada, suglarmn
birbirinden ayriminda, tamamen sporlanmus kiiltiirlerdeki filtrat proteinlerin, vejetatif
evreye gore daha uygun oldufu ve bu amagla Native-PAGE’in kullanlabilecegi,
buna karsihk SDS-PAGE’in kullanilamayacagi sonucuna varilmmstir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Materyal 6rnekleri

Aragtirmada, Ankara’mmn cesitli bolgelerindeki, (Beytepe, Kegcitren, Sincan,
Eryaman, ODTU, Ostim, Yildiz ve Ahlathbel) cayhk alanlardan, 15-20 gr kadar
toprak alnmig ve +4 C’de muhafaza edilmigtir. Caligmada, 29°u bu topraklardan ve
3’4 kaltlir koleksiyonlarindan temin edilen referans suglar olmak {iizere, toplam 32
adet Bacillus sugu kullamlmigtir. Bu bakterilerin temin ve izole edildii kaynak ve
kodlar Cizelge 3.1°de verilmigtir.

Cizelge 3.1. Bacillus suslarimn temin ve 1zole edildikleri kaynaklar

No ‘Bakterive Kodu N | Temm ve Izole Edildigi Kaynak

1 ‘Baeillus bremm S Beytepe’l‘opmgx 'izolatl

13 Bacillus megaterium 2§ Yildw Toprafa Toolatr
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suslanmn temin ve 1zole edlldi]den kaynaklar

Cizelge 3.1’in devamL Baczllus

et ODTO Topp Iz

e . OI)TCT Topragl Izolatl

:‘*"4»Ost1mToprag1Izolat1 '

A0 FFAnkaIa e ﬁnwersrtem Fen Fakﬁltes1 B1Y°1031 Bolim, me Dr. Cumiur

Cokmiig’ten temin edilmistir
#x RSKK: Refik Saydam Hifnssibha Merkez Baskanh@, Dr. Fiigen Durlu

Ozkaya’dan temin edilmistir.
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3.1.2. Arastirmada kullanilan besiortamlan

Topraktan izole edilen Bacillus’larin izolasyon, identifikasyon, antimikrobiyal
aktivite, Poli-B-hidroksibiitirat (PHB) {liretim miktarlarmin incelenmesi ve Plazmid
DNA izolasyonu c¢ahgmalarmda Nutrient Sivi (NB) ve Nutrient Agar (NA)
besiortamm kullamlmugtir (Cruikshank et al., 1972). Protein profillerinin incelenmesi
calismasinda ise Luria-Bertani (LB) besiortamu kullamlmugtir (Donovan, 1997).
Proteolitik aktivite c¢aligmalari, Skim Milk Agar’dan (SMA) yararlamlarak
gerceklestirilmigtir (Arslan, 1993, Kembhavi et al., 1993).

Nutrient Sivi (NB) Besiortanu

Maddeler g/l
Lab-lemco Powder 1,0
Yeast extract 2,0
Pepton 5,0
NaCl 5,0

Maddeler 1 litre distile su igerisine ilave edilmigtir. Besiortammin pH degeri
6,8+0,2’ye 0,01 N HCI ve 0,01 N NaOH ile ayarlanmugtir. Besiortamm 121°C°de 15
dakika otoklavda sterilize edilmigtir. Kat1 besiortammin hazirlanmasmda ortama %2
oraminda agar ilave edilmigtir.

Arastirmada kullamlan Bacillus’larin antimikrobiyal aktiviteleri baz1 test bakterileri
tizerinde uygulanmgtir. Test bakterilerin aktiflestirilmesinde Nutrient Sv1 besiortam
kullanilmistir (Cruikshank et al., 1972).
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Luria-Bertani (LB) Besiortam

Bacto LB Broth’dan 25 g almp, 1 litre distile su igerisine ilave edilmistir.
Besiortammm pH degeri 7,0+0,2°dir. Besiortatm 121°C’de 15 dakika otoklavda
sterilize edilmistir. Bacto LB Broth (DIFCO) icerigi agagida verilmistir.

Maddeler g/
Bacto Tryptone 10 g/1
Bacto Yeast Extract 5¢1
Sodium Chloride 5¢/1
Skim Milk Agar (SMA) Besiortamm

Maddeler g/l
Skim Milk (DIFCO) 100 g/1
Agar 20 g/1

Maddeler 1 litre distile su igerisine ilave edilmistir. Besiortammn pH degeri
6,3+0,2°dir. Besiortami 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

3.1.3. Aragtirmada kullamilan test bakterileri

Aragtirmada test bakterileri olarak Bacillus megaterium RSKK 578, Bacillus
thuringiensis RSKK 380, Bacillus subtilis F1, Bacillus cereus F2, Micrococcus
luteus NRLL-B 4375, Micrococcus flavus, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Yersinia enterocolitica ATCC 1501, Pseudomonas fluorescens RSKK 240,
Pseudomonas aeroginosa ATCC 29212 ve Escherichia coli NRRL B-704

kullanilmagtar.

Test bakterileri Nutrient sivi besiortaminda 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmigtir.
Bakterilerin temin edildii kaynak ve inkiibasyon dereceleri Cizelge 3.2°de
verilmigtir. Bu bakteriler Nutrient Agar besiortaminda muhafaza edilmiglerdir.
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Cizelge 3.2. Test bakterilerinin temin edildigi kaynak ve inki{ibasyon dereceleri

Bacillus megaterium RSKK 578 RSKK.

Bacillus thuringiensis RSKK 380 R.SKK. 37°C
Bacillus subtilis F1 EU. 37°C
Bacillus cereus F2 . EU. 37°C
Micrococcus luteus NRRL-B 4375 RSKK. 30°C
Micrococcus flavus RSKK. 30°C
Staphylococcus aureus ATCC 25923 HU. 37°C
Yersinia enterocolitica ATCC 1501 OD.TU. 37°C
Pseudomonas fluorescens RSKK 240 RSKK. 37°C
‘Pseudomonas aeroginosa ATCC 29212 HU. 37°C
Escherichia coli NRRL B-704 RSKK. 37°C
R.S.K.K. :Refik Saydam Hifzissthha Merkez Bagkanhg:
H.U. : Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari
E.U. :Ege Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvar

0.D.T.U. : Ortadogu Teknik Universitesi Biyoloji Boliimiinden temin edilmistir.
3.2. Metot
3.2.1. Toprak pH’sinm 8l¢iilmesi

Toprak pH’si, toprak:su oram 1:2,5 olarak ayarlanan toprak ¢Ozeltisinde, cam
elektrodlu pH metre kullamlarak yapilmigtir (Hossain et al., 1997).
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3.2.2. Bakterilerin izolasyonu

Ankara iline ait farkh semtlerden ( Beytepe, Kegi6ren, Sincan, Eryaman, ODTU,
Ostim, Yildiz, Ablatlibel) alinan toprak orneklerinin 1 gr’y, 10 mi (1:5, w/v) steril
serum fizyolojik c¢ozeltisi ilave edilmiy ve kuvvetlice calkalanmstir. Ornekler,
60°C’deki su banyosunda 60 dakika tutularak, vejetatif bakteri formlari Sldiiriilerek,
ortamda bu bakterilerin sporlu formlarmin kalmas: saglanmustir. Orneklerden 107-
107 seklinde seri diliisyonlar hazrlanarak, 10~ diliisyondan itibaren NA plaklari
tizerine 0,1 ml ekimler yapiimug ve 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmmgtir
(Chilcott and Wigley, 1993; Hossain et al., 1997). inkiibasyon sonunda, kolonilerden
tesadiifi secimler yapiloug ve mikroskop altinda incelenmistir.  Bacillus
gorlintimiindeki bakteriler, NB besiortamina inokiile edilerek hiicre yogunlugu 600
nm’de 0,3-0,5 (OD) olacak sekilde aktiflestirilmigtir.

3.2.3. Bakterilerin muhafazas:

Nutrient Agar igeren yatik tiiplere paralelli olarak inokiile edilen izolatlar, 30°C’de
24 saat inkiibasyona birakilomgtir. Inkiibasyon sonunda +4°C’de buzdolabinda
muhafazaya alinan stoklar iki ayda bir yenilenmistir.

3.2.4. Bakterilerin iamimlanmasi

Topraktan izole edilen izolatlarm identifikasyonunda gesitli fizyolojik ve
biyokimyasal testlerden yararlamtmgtr. Oncelikli olarak izolatlarm morfolojileri,
spor olusturma durumlari, gram boyamaya kargi reaksiyonlarma bakilarak
mikroskopik incelemeleri gergeklestirilmis ve katalaz reaksiyonu sonuglarma gore
Bacillus cinsine ait olduklar1 saptanmugtir.

Bacillus cinsine ait izolatlarmn tiir tespitleri, farkli sicaklik derecelerinde gelisme
(5°C, 30°C, 40°C, 65°C); farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisme (%2, % 5, %10) ve
farkh pH derecelerinde gelismelerine (pH 5,7, pH 6,8”) bakilarak; ayrica esculin
hidrolizi; nigasta hidrolizi; nitrat rediiksiyonu; glukozdan gaz olugumu; gesitli
karbonhidratlardan asit olugturmalan (glukoz, mannitol, laktoz, galaktoz, siikroz,
rafinoz, ksiloz, arabinoz, fruktoz, maltoz gibi) ve spor boyama gibi bir dizi
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fizyolojik, biyokimyasal testler ve mikroskobik gézlemler yardimu ile yapilmgtir.
3.2.4.1. Karbonhidrat testleri

Bakterilerin glukoz, mannitol, laktoz, galaktoz, siikroz, rafinoz, ksiloz, arabinoz,
fruktoz, maltoz sekerlerini kullanarak asit olusturmalari incelenmigtir. Seker testleri
i¢in Nutrient siv1 besiortamma 0,004 g brom krezol moru indikatorii ilave edilerek
stok besiortami hazirlanmigtir. Hangi sekerin testi yapilacaksa o sekerden % 1
oraninda seker ¢ozeltisi hazirlanmug, 0,2 pm’lik filtre kagidi kullanilarak sterilize
edilmigtir. Stok besiortamma sekerlerden %1 oraninda ilave edilmigtir. Besiortamu %
2 orammnda aktif kiiltiirler ile inokiile edilmig, 30+1°C’de ¢alkalamah etiivde 24 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon bitiminde sekeri kullanarak asit olusturan
suglar, besiortamu renginin sariya doniismesiyle anlagilmstir (Buchanon and
Gibbons, 1974; Temiz 1994).

3.2.4.2. Nitrat indirgenmesi

Nitrat rediiksiyonu testinde Nutrient sivi besiortamma 1 g/l Potasyum nitrat ilave
edilmig, pH 7,0 olacak sekilde ayarlanmigtir. Besiortamu 15 dakika 121°C’°de sterilize
edilerek, aktif kiiltiirlerden ortama %2 oraninda inokiile edilmistir.

Inkiibasyon bitiminde kiiltiirler tizerine 1 ml A ve 1 ml B ayirac1 ilave edilmistir. 30
sn iginde kirmuzi renk olusmasi, pozitif bir reaksiyon olarak degerlendirilmistir.
Ortamda renk olugmasmin gézlenmedigi durumlarda tiiplere ¢inko tozu (Zn) ilave
edilmigtir. Cinko tozu ilavesiyle ortam kirmizi-pembe bir renge doniistiigiinde
ortamda nitrat varh§ kamtlanmistir ve sonug negatif olarak degerlendirilmistir. Eger
kirmizi renk olusumu gozlenmigse bu da nitratin nitrite daha ileriki asamalarda
indirgendigini gostermistir (Arda, 2000; Bilgehan, 1995).

A-AYIRACI

0,5 g alfa naftilamin, 100 ml %30°luk asetik asitte ¢dziilerek hazirlanmgtir.
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B-AYIRACI
0,8 g siilfanilik asit, 100 ml %30’luk asetik asitde ¢oziilerek hazirlanmigtir,
3.2.4.3. Eskulin hidrolizi

Eskulin hidrolizi i¢in besiortamu hazirlanirken, éncelikle peptonlu su hazirlanmis ve
bunun icine diger maddeler konmugtur. Aktif Bacillus suglar1 %2 oranmda ortama
inokille edilmis ve kiiltir 30°C’ de 1-7 giin bekletilmigtir. Siire sonunda
besiortaminda kémiir renginin olusup olugmadigi kontrol edilmistir (Arda, 2000).

Peptonlu Su

Maddeler g/l
Pepton 10g
NaCl 5¢g

Saf su 1000 mi
Eskulin Besiortami

Maddeler g/l
Eskulin lg
Ferrik sitrat 05¢g
Peptonlu su 1000 mi

3.2.4.4. Nisasta hidrolizi

Nisasta hidrolizi testi i¢in Nutrient Agar besiortamma %1 oraninda nisasta ilave
edilmigtir. 121°C’de 10 dakika steril edilen besiortamma, aktif kiiltiirlerden g¢izgi
ekim yapilmigtir. 30°C°de, 24 saatlik inkiibasyon sonunda, kolonilerin iizerine lugol
damlatilarak, etraflarmda renksiz bolgelerin olusup olugmadigi kontrol edilmistir
(Arda, 2000).
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3.2.4.5. Katalaz testi

Katalaz enziminin ortamdaki hidrojen peroksidi su ve oksijene ayngtirdig
bilindiginden, bakteriler 5 ml’lik steril Nutrient sivi besiortamma %2 oraninda
inokiile edilmis ve 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
kiiltiirlerin tizerine %3 orannda H,0, ilave edilip, gaz olusumu kontrol edilmigtir
(Arda, 2000).

3.2.4.6. Glukozdan gaz olusumu

Bu test icin hazirlanan Nutrient s1v1 besiortami, Durham tiipii koyulan test tiiplerine 5
ml olarak dagitilmmg ve 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Besiortam, aktif
kiiltirlerin %2 oramndaki inokiilasyonundan sonra 30°C’de 24 saat inkiibe edilmig ve
durham tiiplerinde gaz (H, ve CO;) olusup olusmadif: kontrol edilmistir (Temiz,
1994).

3.2.4.7. Sporlarn incelenmesi

Bakteri, spor yapilarmin incelenebilmesi i¢in 6zel bir besiortaminda geligtirilmigtir.
Nutrient Agar besiortamma 0,05 g MnSO4H,O ilave edilerek hazirlanan
besiortamina ¢izgi ekim yapilarak, 30°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra, malagit
yesili ve safranin ile spor boyamaya tabi tutulan bakterilerin spor konumlar tespit
edilmigtir (Sneath, 1986; Temiz, 1994).

3.2.5. Sodyum dodesil poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
3.2.5.1. Toplam hiicre protein ekstraksiyonu

Protein ekstraksiyonu Tan ve arkadaglarmm (1997) metoduna gére yapilmugtir.
Aktiflestirilmig bakteriler, Luria-Bertani (LB) besiortammda 30+£1°C’da 48 saat 100
rpm’de inkiibe edilmistir. Hiicre kiiltiirii 6000xg’de 30 dk. santrifiij edilerek pellet
elde edilmigtir. Pelletler steril 10 mM Tris-HCl (pH=7,6) ile bir kez yikanmgtir. 1 ml
10 mM Tris-HCl (pH=7,6) tamponunda homojen hale getirilen hiicreler, 50 MHz
ultrasonikasyon ile buz igerisinde 5 dk. sonikasyona tabi tutulmug ve elektroforez
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islemine kadar —20°C’de muhafaza edilmistir. Elektroforezden ¢nce 6rnek tamponu
ile muamele edilerek 5 dk. kaynatilmugtir.

3.2.5.2. Poliakrilamid jel elektroforezinin yapihs1
Elektroforez islemi Laemmli’ye (1970) gore yapiimgtir.

SDS-PAGE I¢in Kullanilan Stok Cézeltiler

AKRILAMID + N, N' - METILEN BIS AKRILAMID STOGU (%30°luk)
Akrilamid (Merck) 288¢g
Bis akrilamid (Merck) 12¢g

Maddeler 75 ml distile su i¢erisinde ¢ziilerek, 100 ml’ye tamamlanmgtir. Whatman
No: 1 filtre kagidindan siiziilerek, renkli cam siselerde +4°C’de en fazla 1 ay
muhafaza edilmigtir.

AYIRMA JEL TAMPONU (1,5 M Tris-HCl, pH: 8,6)
Trizma base 18,165 ¢
SDS 04¢

Maddeler, 75 ml distile suda ¢dziildiikten sonra 6 N HCI ile pH=8,6’ya ayarlanmmgtir.
Son hacim 100 mlP’ye saf su ile tamamlandiktan sonra 121°C’de 15 dk. sterilize
edilmis ve +4°C’de saklanmgtir.

YIGMA JEL TAMPONU (0,5 M Tris-HCL, pH: 6,8)
Trizma base 6,05¢
SDS 0,4¢g

Maddeler 75 ml distile suda ¢6ziildikkten sonra 6 N HCI ile pH=6,8’¢ ayarlanmgtr.
Son hacim 100 ml’ye saf su ile tamamlandiktan sonra 121°C’de 15 dk. sterilize
edilmig ve +4°C’de saklanmstir,
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KOSTURMA TAMPONU

Trizma-Base (Sigma) 1,21
Glisin (Sigma) 5,76
SDS (Sigma) 1,0

Maddeler 1000 ml distile suda ¢bziilmiigtlir.

ORNEK TAMPONU (2X) |

| M TrisHCL pH=7,6 2 ml g
~ Gliserol 3 ml

SDS 0,58

2-B ME 2,0 ml

Bromofenol blue 4 mg

Karigimmn hacmi 10 ml’ye ta.mamlanmlg e 6 N HCl ile pH=6, 8’e ayai'lanmistlr
Cozelti renkli cam gisede oda s:icakhgmda"':;’ Anm:

BOYAMA COZELTISI

Coosentaz Brillant Blue R250 1,5g
Glasiyal Asetik Asit 70,0 ml
Metanol 50,0 ml
Distile su 880,0 ml

Boya ¢6ziildikkten sonra Whatman No:1 filtre kagidindan stiziilmiis ve renkli cam
sisede oda sicakhginda saklanmgtir,
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BOYA GIDERICI COZELTI

Glasiyel Asetik Asit 70,0 ml
Metanol 50,0 ml
Distile su 880,0 ml

Cozelti oda sicakhgmda renkli cam sigsede saklanmustir.
MOLEKULER AGIRLIK STANDARDI

Proteinlerin molekiiler agirhklarnin tespiti igin protein standardi olarak BIO-RAD
SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range kiti kullanilmigtir. Markerda
bulunan proteinler ve molekiiler agirliklar sirasiyla,

6500D Aprotitin

14 400 D Lizozim

21500 D Soya fasulyesi tripsin inhibit6rii
31 000D Karbonik anhidraz

45 000 D Yumurta albumini

66 200 D Sig1r serum albumini

97 400 D Fosforilaz b

116300D  B-Galaktosidaz

200000D  Miyozin

Ayirma Jelinin Hazirlanigi

Akrilamid/Bis Akrilamid (%30°luk) 5,78 ml

Distile su 7,13 ml
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1,5 M Tris-HCI pH = 8,6 4,33 ml
% 10°luk APS (Sigma) 86,70 pl
TEMED (Sigma) 8,16 pl

Maddeler 1 mm aralia sahip iki cam arasma aktarilmis, iist kistm doymus butanol
veya saf su ile kaplanarak hava ile temasi Onlenmis ve polimerize olmasi i¢in
bekletilmistir.

Yi1gma Jelin Hazirlamsi

Akrilamid/Bis Akrilamid (%30°luk) 0,82 ml
Distile su 2,93 ml
0,5 M Tris-HCl pH = 6,8 1,25 ml
% 10°luk APS (Sigma) 30,00 pl
TEMED (Sigma) 5,00 pl

Bu karigim, polimerize olan ayirma jelin {izerindeki distile su uzaklagtinldiktan ve
tarak yerlestirildikten sonra yigma jel iizerine ddkiilmiigtiir. Polimerizasyonu takiben
tarak c¢ikarilmg, c¢ukurluklar kogturma tamponu ile yikandiktan sonra tanka
sabitlenmis ve hazne kosturma tamponu ile doldurulmugtur.

3.2.5.3. Orneklerdeki protein konsantrasyonunun yan kantitatif tayini

Orneklerdeki protein miktarim belirlemek igin spot test kullanilmustir (Esen, 1978).
Serit halinde kesilen Whatman No: 1 siizge¢ kagidina, hazirlanan protein
ekstraktlarindan 2,5 ul emdirilmistir. Kurutulduktan sonra 10 dk. boyama
solusyonunda bekletilmis ve su ile yikanmugtir. Boyanma derecesine gére 6rneklerin
esit miktarda yiiklenmesi saglanmugtir.
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3.2.5.4. Elektoroforezin yapihi§i ve jellerin boyanmasi

Proteinler 30 mA’de yaklasik 150 V’ta ortalama 7 saat kosturulmustur. Elektroforez
islemi tamamlandiktan sonra jeller, Coosentaz Brillant Blue R-250 i¢inde 24 saat
bekletilerek boyanmugtir. Daha sonra boya giderici solusyonda birakilarak jellerin
zemininde bulunan boyanin ¢ikmasi saglanmugtir. Son olarak %7’lik Asetik asit
igerisinde korunan jellerin, 151kl beyaz tabla lizerinde karanhk odada fotograflari
cekilmigtir.

3.2.5.5. Molekiiler agirhklarin hesaplamsi

Ayrma jelinde proteinin kostugu mesafenin izleme boyasinin bulundugu mesafeye
oram Rf degerini verir. Molekiil agirliklarim belli olan standart proteinlerin her
birinin Rf degeri bulunmustur. Yari logaritmik kagitta Rf degeri apsise, proteinlerin
molekiil agirhklart da ordinata konarak bir dogru ¢izilmis ve proteinin molekiil
agirhigi hesaplanmgtir.

3.2.6. PHB iiretiminin tespiti

Bacillus suglarmin olusturdugu PHB miktar1 Bonartseva and Myshkina’'nm (1985)
metoduna gére belirlenmistir.

1. Bakteriler, Nutrient svi besiortaminda 100 rpm g¢alkalamalh etiivde 30+1°C’de
hiicre yogunlugu 600 nm’de 0,4-0,5 (OD) olacak sekilde aktiflestirilmistir.

2. Aktiflestirilen kiilttirler 100 ml’lik Nutrient sivi besiortamma %2 oraninda
inokiile edilerek, 30+1°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmigtr.

3. Inkiibasyon sonunda hiicre kiltiirti 6000 rpm’de 30 dk santrifiij edilmistir.

4. Santriflij sonunda olusan sivi kisim elemine edilerek, pellet 40°C’de 1 gece
birakilarak kurutulmustur. Bu agamada hiicre kuru agirhig: tespit edilmistir.

5. Pellet 5 ml steril saf su ile homojenize edilmis ve 5 dk 50 MHz’lik
Ultrasonikasyon (Vibra-Cell, Sonics&Materials Inc. Danbury, CT USA marka)

) . e 1 . phreyig KORULD
cihaz ile bakterilerin hiicre duvarlar: pargalanmustir7.g, YOKSEH®E! B
PRMURLANT ASY Ui WERTEZ
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1:1 oraminda, kiiltir ve 2 N HCI kangmu 100°C’lik su banyosunda 2 saat
tutulmugtur. Siire sonunda karisim 6000 rpm’de 20 dak santrifiij edilmis ve pellet

elde edilmigtir.

Pellet iizerine 5 ml saf kloroform ilave edilerek agizlan iyice kapatilmug, bir gece
28°C’de calkalamali etiivde bekletilmistir (Bu asamada PHB kloroform iginde
¢Oziinmiigtiir).

Ornekler 6000 rpm’de 20 dk. santrifiij edilerek PHB graniilleri ¢oktiirtilmiistiir.

Kloroform kismindan 0,1 ml almip, 40°C’de 15 dk. tutularak kloroform
ugurulmustur. Orneklerin iizerine 5 ml saf H,SO; konulmus, 100°C’de su
banyosunda 20 dk. bekletimigti. Bu asamada PHB krotonik asite
doniigtiiriilmistiir.

Orneklerin OD degeri 235 nm dalga boyunda UV Spektrofotometrede Slgiilerek
tespit edilmigtir. Ornegin PHB miktar, standart PHB degeri ile kargilagtirilarak
tespit edilmigtir.

Standardin Hazir 10

1.0-2500 pg/ml olacak sekilde degigsen miktarlarda Alcaligenes sp.’den saflagtirilan
Sigma marka Poli-B-Hidroksibiitirat kullanilarak PHB standartlari hazirlanmustir. 1
pg/ml’ye tekabiil eden O.D degeri agiklanan metoda gére saptanmigtir.

Istatistik Analiz;

Bakterilerin PHB {iretimi ile hiicre kuru agirlig arasindaki korelasyon Spearman’m
testine gore asagidaki esitlife gore belirlenmistir (Conver, 1971).

p=

" 6- (x,—¥)
n(n*-1)
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Hesaplanan p degeri ¢izelge degeri ile kiyaslanmugtir. p degerinin ¢izelge degerinden
yiiksek oldugu durumlarda PHB iiretimi ile hiicre kuru agrh arasindaki iligkinin
Onemli oldugu belirlenmigtir.

3.2.7. Sonikasyon siiresinin tespiti

Cahsmada kullamlan Bacillus suglarindan biri segilerek, 5 adet 5 ml’lik Nutrient sivi
besiortamn igeren tiiplere inokiile edilmis ve 2 kez aktiflestirilmigtir. Kiiltiirler 3041
°C’de hiicre yogunlugu 600 nm’de 0,4-0,5 (OD) olacak sekilde inkiibe edilmigtir.
Ornekler 30 sn, 45 sn, 1 dk., 2 dk;, 3 dk. 4 dk. ve 5 dk. siire ile sonikasyona tabi
tutulmugtur. Siire sonunda Srneklerin 10™°den 107ye kadar dilusyonlar: yapitmgtrr.
Orneklerden 0,1 ml almip, Nutrient Agar besiortamina inokiile edilerek, 30+1°C’de
72 saat inkiibe edilmigtir. Stire bitiminde ireyen kolonilerin sayis1 tespit edilmigtir.
Kontrol grubu ile kargilagtirilarak hiicre sayisindaki azalma dikkate alinmig ve en
uygun siirenin 5 dk. oldugu bulunmugtur. Ayrica, her &rnegin sonikasyon sonrasi
preparatlari mikroskopta incelenerek, hiicre yapisindaki = degisiklikler de
incelenmigtir.

3.2.8. Farkh karbon, azot ve fosfat kaynaklarmm PHB iiretimine etkisinin

incelenmesi

Farkhi karbon, azot ve fosfat kaynaklarmm PHB iiretimi iizerine etkisinin
incelenmesinde en yitksek PHB verimi gsteren izolatlardan biri olan Bacillus brevis
M6 kullamimstir. Nutrient siv1 besiortamn icerigine karbon kaynag: olarak, ayr ayr
%1 oramnda sitrat ve %0,2 oraninda sodyum asetat ilave edilmistir. Azot kaynag:
denemelerinde ise Nutrient siv1 besiortaminda bulunan pepton gikarilarak, yerine ayri
ayn %] oranlarinda amonyum siilfat [(NH,),S04], DL-Triptofan ve sodyum nitrat
[NaNO;] ilave edilmigtir. Fosfat kaynag: denemelerinde ise besiortamina ayri ayr
%1 orannda potasyum-2-fosfat [K;HPO4;] ve potasyum fosfat [KH,POq]
konulmugtur. Kullamlan karbon ve azot kaynaklan 0,2um’lik filtre kdndi  ile
sterilize edilerek besiortamina ilave edilmigtir (Sneath, 1986; Bonartseva et al.,1994).
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3.2.9. Azotsuz ortamin PHB iiretimine etkisinin incelenmesi

Azot igermeyen besiortaminda PHB iiretimi denemelerinde, litrede 1ml olacak
sekilde iz element soliisyonu igeren bir besiortarm hazirlanmigtir (Chen et al., 1991).

Azotsuz Besiortamm

Maddeler g/l
Glukoz 20¢g
K;HPO4 465 g
KH,PO, 0,9¢
NaCl 3g
MgS04+7H,0 05¢g

Iz Elementleri Soliisyonu 1 ml
Saf su 1000 ml

Iz Elementleri Soliisyonu

Maddeler g/l
ZnSO, 0,01 g
MnCl, 0,003 g
H;BO; 0,03 g
CuSO4 0,007 g
NaMoOy4 0,032 g

Saf su 100 ml
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3.2.10. Oksijeni sinirh ortamin PHB iiretimine etkisinin incelenmesi

Oksijeni smirh kogullarda PHB {iretimi miktarmmn incelenmesi i¢in Nutrient sivi
besiortamu hazirlanmigtir ve aktif kiiltiirler ile agilanan besiortamlari, anaerobik jar
icerisinde, kit kullamlmaksizin 30°C’de 48 saat inkiibe edilmiglerdir (Chen et al.,
1991; Arda, 2000).

3.2.11. Melas besiortammin PHB iiretimine etkisinin incelenmesi

Aragtirmamizda kullamlan geker pancari melasi, Ankara Seker Enstitiisii’'nden temin
edilmigtir. Melasm PHB iiretimi {izerine etkisinin incelenmesinde en yiiksek PHB
verimi gosteren izolatlardan biri olan Bacillus cereus M5 kullamlmstir. {zolat, %1,
%2, %3, %4, %5 melas konsantrasyonunda gelistiriimiy ve PHB iiretimi

incelenmistir.
3.2.12. Genel inhibisyon aktivitesinin tespiti

Bacillus suglann Nutrient sivi besiortaminda iki kez aktiflestirilerek, 30+1°C’de hiicre
yogunlugu 600 nm’de 0,4-0,5 OD olacak sekilde inkiibe edilmistir. Aktif kiiltiirler
5000 dev./dk.’da 30 dakika santrifiij edilmis, kiiltiiriin listte kalan svi kisrm 0,2
pm’lik filtre kagidi kullamlarak sterilize edilmistir.

Aragtirmada test bakterileri olarak Bacillus megaterium RSKK 578, Bacillus
thuringiensis RSKK 380, Bacillus subtilis ¥1, Bacillus cereus F2, Micrococcus
luteus NRLL-B 4375, Micrococcus flavus, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Yersinia enterocolitica ATCC 1501, Pseudomonas fluorescens RSKK 240,
Pseudomonas aeroginosa ATCC 29212 ve Escherichia coli NRRL B-704
kullanilmistir. Bu bakteriler Nutrient sivi besiortaminda uygun sicakhkta 24 saat
inkiibe edilerek aktiflestirilmigtir (Cizelge 3.2).

Bacillus bakterilerinin, test bakterileri {izerinde olugturdugu inhibisyon etkisini
gbzlemek amaciyla, aktif test bakteri kiiltiirlerinden 50 pl steril petrilere aktarilmmstir.
Petrilere, sterilize edilmis ve 50 °C’ye kadar sogutulmus Nutrient Agar’dan 20 ml
ilave edilip homojen bir sekilde dagimasi1 saglanmustir. Petri kaplar bir siire oda
sicakliginda sofumaya birakilmg, besiortamunin lizerinde 1 cm ¢apinda steril
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sartlarda kuyular acilmistir. Kuyularin tabam ince bir steril agar tabakasi ile
kaplanarak, 2 saat siire ile plaklar buzdolabinda bekletilmistir. Siire sonunda
plaklarm kuyularma, steril Bacillus filtratlarmdan 100 pl ilave edilmig, test
bakterilerinin optimum sicakhklarma gére 37£1°C ve 30%1°C’de 24 saat
inkiibasyona bmrakilmustir. Inkiibasyon sonunda kuyularm gevresinde inhibisyon
zonlarmm olugumu kontrol edilmigtir (Reinheimer et al., 1990).

3.2.13. Bacillus suslarinm birbirlerine kary1 inhibisyon aktivitesinin tespiti

Bacillus suslarmm birbirlerine kars: inhibisyon etkilerinin incelenmesi, bolim 3. 2.
12°de anlatildig1 gibi yapilmugtir.

3.2.14. Proteolitik aktivitenin tespit edilmesi

Bakterilerin, proteolitik aktivitelerinin incelenmesinde, Skim Milk Agar (SMA)
besiortamu kullanihmstir. Aktif kiiltiirler, SMA plaklarni iizerine 5 pl ekilerek,
30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, bakterilerin SMA besiortamm
iizerinde olusturduklar1 seffaf zonlar Slgiilmiigtiir (Arslan, 1993; Kembhavi et al.,
1993; Bilgehan, 1995). Besiortamu igerigi Boliim 3.1.2.°de belirtildigi gibidir.

3.2.15. Plazmid DNA izolasyonu

Bacillus suglarmin plazmid DNA profilleri, Voskuil ve Chambliss’in (1993)
uyguladigi metot modifiye edilerek ¢ahgilmgtir. Buna gore, aktif Bacillus suslar1 5
ml’'lik Nutrient Broth (NB) besiortamma %4 oraninda agilanmig, 30+1°C’de 100
rpm’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirii, 10 000 rpm’de
5 dk. santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiigtiir. Pelletlerin tizerine 5 mg/ml lizozim igeren
soguk SET ¢ozeltisinden 200 pl ilave edilip, 1-2 sn vortekslenmistir. Ependorf
tﬁpleri 37 C’de 10 dk. bekletilmigtir. Siire sonunda tiiplere taze NaOH sodyum
dodesil siilfat soliisyonundan 350 pl ilave edilerek, 10 sn hafifce asag1 yukari
¢evrilerek siispansiyonun yikanmasi saglanmistir. Siispansiyona 350 pl soguk 3 M
K'- 5 M Asetat soliisyonu eklenmis ve 10 sn. galkalanmgtir. Siispansiyon, 13 000
rpm’de 5 dk. santrifiij edildikten sonra, sivi fazin 750 pl’si yeni bir steril ependorf
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tiptine aktarilmigtir. Tiipe, 650 pl soguk fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1)
ilave edilerek 1 dk. vortekslenmistir. Olusan karismm, 13 000 rpm’de 5 dk. santrifiij
edilmis, sivi fazin 620 pl’si yeni bir ependorf tiipiine aktarilmig ve {izerine 620 pl
soguk kloroform:izoamil alkol (24:1) ilavesi ile 30 sn vortekslenmigtir. Karigim 5
dk. santriflijlenmis ve sivi fazm 550 pl’si yeni bir ependorf tiipiine aktariimugtir.
Plazmid DNA, esit hacimde soguk (—20°C) Izopropanol ile muamele edilmis, bir kag
kez el ile kangtirilmig ve 13 000 rpm’de 5 dk. santrifiijlenmistir. izopropanol
uzaklagtinlmg ve pellet 1 ml %70’lik etanolle yikanarak, 2 dk. santrifiijlenmistir.
Ethanol uzaklastinlims ve pellet kurutulmustur. Kurutulan pelletlerin {izerine 50 pl
TE+RNaz (0.1 mg/ml) ilave edilerek, plazmid DNAlar -20°C’de muhafazaya
almmugtir,

Plazmid DNA’larin kogturulmasinda, 6rnekler Boyama Tamponu ile boyanmustir.
Seyreltilmis 10XTEA tamponu ile hazirlanan %0,7’lik agaroz elektroforez tankmna
ilave edilmis ve donduktan sonra taraklar gikarilmustir. Tank, seyreltilmis 10XTEA
tamponu ile doldurularak kuyulara 10 pl 6rnekler yiiklenmistir. Ornekler 40 V’ta 3-
3,5 saat siire ile kosturulmustur. Jel, 1 saat etidyum bromiir soliisyonu i¢inde
boyandiktan sonra, UV 1g1iinda Plazmid DNA’lar incelenmistir.

Suslarm plazmid DNA’larin molekiiler agirliklar1 Sambrook ve arkadaglarmn (1989)
bildirdigi yonteme gore hesaplanmustir.

Plazmid DNA Izolasyonunda Kullamlan Besiortami ve Cozeltiler:

Bacilluslarm plazmid DNA izolasyonunda Nutrient Broth (NB) besiortamu
kullamlmstir. Besiortam igerigi Boliim 3.1.2.°de belirtildigi gibidir.

SET SOLUSYONU:
Siikroz %25
Tris-HCI (pH=8,0) 50 mM

EDTA (pH=8.,0) 50 mM



LiZOZIM COZELTISI:

1 ml SET solusyonuna 5 mg lizozim ilave edilerek hazirlanmugtir.

NaOH SOLUSYONU:
NaOH 0,2 N (10 N NaOH’den seyreltilerek taze hazirlanir)
SDS %1

3 M K'-5 M ASETAT SOLUSYONU:

Potasyum Asetat 5 M 600 ml

Glasiyal asetik asit 11,5 ml

Distile su 28,5 ml

10XTAE TAMPONU:

Tris 4,84

Sodyum asetat 2,72

EDTA 0,74

Distile su 1000 ml

pH 8,1 (Glasiyal asetik asit ile ayarlanir)

TE TAMPONU (RNaz Cozeltisini Hazirlamak I¢in):

Tris 0,12 ¢g
EDTA 0,03 ¢g
Distile su 100 ml

pH 8,0
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RNaz COZELTISI:

Hazirlanan TE tamponundan 1 ml almarak 0,1 mg RNaz ilave edilmistir. Cozelti,
—20 °C’de muhafaza edilmistir.

ETiDYUM BROMUR:

Etidyum bromiir stok ¢ozeltisi, 10 mg/1 ml olacak sekilde hazirlanmugtir.
LOADING BUFFER (BOYAMA TAMPONU):

Bromofenol Blue 0,25 ¢g

Sukroz 40¢g

Distile su 100 ml
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4. DENEYSEL BULGULAR
" 4.1. Bacillus"larn izolasyonu

Cahgmada, 29 adedi topraktan izole edilen, toplam 32 adet Bacillus susu
kullanmitmigtr (Cizelge 3.1). Izole edilenlerin yamsra kullamlan fi¢ adet susun 2
adedi, Prof. Dr. Cumhur C6kmiig’ten (Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Bolimi), 1 adedi ise Dr. Fiigen Durlu Ozkaya’dan (Refik Saydam Hifzissthha
Merkez Bagkanhgi) temin edilmigtir.

Izolasyon kaynag olarak segilen gesitli topraklardan Bacillus izolasyonu, Bolim
3.2.2.’de anlatildifi gibi yapilmug ve izolatlar Nutrient Agar (NA) besiortaminda
muhafazaya alinmustir. Izolatlarm elde edildikleri topraklar ve bunlarm pH degerleri
ile yapilan seyreltmeler Cizelge 4.1°de g6sterilmistir.

Ankara smrrlan i¢inde yer alan, Beytepe’den 4 adet, Kegibren’den 2 adet,
Sincan’dan 1 adet, Eryaman’dan 2 adet, ODTU kampiisiinden 3 adet, Ostim’den 6
adet, Yildiz’dan 6 adet ve Ahlathibel’den 5 adet olmak tizere toplam 29 adet Bacillus
izolat1 segilerek kodlanmistir. Izolatlar ve elde edildikleri topraklarin yer aldiga liste
Cizelge 4.2°de verilmigtir.

Cizelge 4.1. Bacillus’larm izole edildigi yer, topragm pH degeri ve seyreltme
faktorleri

Toprak pH | Seyreltme Faktorii
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Cizelge 4.2. Bacillus izolatlan ve izole edildikleri yerler

- Topfaklar i ~ izolatlar

4.2. Bacillus’larm Tanimianmalan ve Dagihmlar:

Topraktan izole edilen Bacillus’larm tammlanmalari, Bolim 3.2.4°de belirtilen bir
dizi fizyolojik, biyokimyasal testler ve mikroskobik gozlemler yardum ile
yapilmistir. Tanmmlama testleri ve sonuglan Cizelge 4.3°de verilmigtir.

Yapilan testler, farkh sicaklik derecelerinde (5°C, 30°C, 40°C ve, 65°C) gelisme;
farkli NaCl konsantrasyonlarmda (%2 NaCl, % 5 NaCl ve %10 NaCl) tireme; pH 5,7
ve pH 6,8°de gelisme; katalaz reaksiyonu; esculin ve nigasta hidrolizi; nitrat
reditksiyonu; glukozdan gaz olusumu; karbonhidratlardan asit olusumu (glukoz,
mannitol, laktoz, galaktoz, siikroz, rafinoz, ksiloz, arabinoz, fruktoz, maltoz) ve spor
boyama gibi testlerdir. ’

Test sonuglarindan, hicbir sugun 5° ve 65°C da iremedigi ve tiim suglarm 30 ve 40°C
de gelistigi g6zlenmigtir.

%10 NaCl konsantrasyonunda yalmz M30 susunda iyi ireme g6zlenmis, M19, M21,
M22 ve M26 suslarinda ise zayif {ireme belirlenmigtir. %5 NaCl konsantrasyonunda
M2, M3, M4, M8, M25 ve M35 suglan diginda tireme olmugtur. Tim suglar, %2
NaCl’de tiremiglerdir.

pH 5,7°de tiim suglarda lreme g6zlenirken, M22 susunun zayif iiredifi tespit
edilmistir. pH 6,8’de ise, M15 sugu disinda tiim suglarda fireme g6zlenmigtir.
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Aktif kiiltiir lizerine % 3’lik H,O, damlatilarak yapilan katalaz reaksiyonunda ise,
tiim suslarda katalaz enzimi reaksiyonu farkh olarak tespit edilmistir.

Eskulin hidrolizi, M2, M3, M4, M6 ve M22 suslar1 diginda g6zlenmistir.

Nigasta hidrolizi, M2, M5, M8, M10, M15, M16, M17, M18, M22, M24, M26, M27,
M28, M34, M35 suslarinda gergeklestirilmis; diger suslarda hidroliz gbzlenmemistir.

Nitratin nitrite indirgenmesi M3 ve M8 suslarinda tespit edilememistir. M22 susunda
zayif olmakla birlikte, diger tiim suglarda nitratmn nitrite indirgendigi gézlenmistir.

Suglarn hi¢birinin glukozdan gaz iiretmedigi tespit edilmistir.

Glukoz, mannitol, laktoz, galaktoz, siikroz, rafinoz, ksiloz, arabinoz, fruktoz ve
maltoz kullamlarak yapilan karbonhidrat testlerinde, suslarin gogunlugunun
karbonhidratlardan asit olusturdufu go6zlenmistir. Ancak, suglar arasinda
karbonhidratlardan asit olusturulmasinda farkhiliklar bulunmustur. M2, M3, M4, M6,
M10 suslan glukozdan; M2, M3, M4, M5, M6, M10, M15 suslar1 mannitolden; M2,
M3, M4, M6, M10 suglan sitkrozdan; M2, M3, M4, M5, M6, M8, M10, M14, M15
suslar1 laktoz, galaktoz, rafinoz, ksiloz, arabinoz, fruktoz ve maltozdan; M17, M26,
M27 ve M33 suglart laktoz ; M26 ve M27 suslar1 galaktoz; M18 ve M21 suslan
rafinoz; M21, M26, M28 ve M35 suglan ksiloz; M27 susu fruktoz; M25 susu ise
maltozdan asit olugturmamugtir. Diger suslarin, bu gekerlerden asit olusturdugu
g6zlenmigtir.

Suglarin spor konumlarinin incelenmesinde, M3 susunda terminal veya subterminal
sferik spora rastlanirken, M14 ve M15 suslarmda merkezi veya subterminal oval
konumlu; diger ttim suglarda ise merkezi oval konumlu sporlarm varhg: gézlenmistir.

Tanmmlama testlerinin degerlendirilmesi sonucunda, 29 izolatdan 1 adedi Bacillus
sphaericus, 3 adedi Bacillus brevis, 3 adedi Bacillus cereus, 3 adedi Bacillus
coagulans, 5 adedi Bacillus megaterium, 6 adedi Bacillus circulans, 4 adedi Bacillus
subtilis ve 4 adedi de Bacillus licheniformis olarak tammlanmstir (Cizelge 4.3).

Cahsmada  kullamlan  suglarn = listesi  Cizelge  4.4’de  verilmistir.
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Cizelge 4.4. Cahgmada kullanidan Bacillus suglarimm numara ve kodlari

No

1

2

10

11

12

14

15

16

17

18

19

20

21

Bacillus brevis M2
Bacillus brevis M4
Bacillus brevis M6
Bacillus sphaericus M3
Bacillus sphaericus ATCC 14577*
Bacillus cereus M5
Bacillus cereus M10
Bacillus cereus M15
Bacillus cereus**
Bacillus coagulans M8
Bacillus coagulans M25
Bacillus coagulans M35
Bacillus megaterium M14
Bacillus megaterium M21
Bacillus megaterium M22
Bacillus megaterium M26
Bacillus megaterium M28
Bacillus circulans M16
Bacillus circulans M18
Bacillus circulans M23

Bacillus cireulans M31

79



Cizelge 4.4’tin devami. Cabsmada kullantlan Bacillus suglarimn numara ve kodlar

No SwhveKodan
22 Bacillus circulans M32
23  Bacillus circulans M34
24 Bacillus subtilis M17
25  Bacillus subtilis M24
26  Bacillus subtilis M29
27  Bacillus subtilis M33
28  Bacillus subtilis ATCC 6633*
29  Bacillus licheniformis M19
30  Bacillus licheniformis M20
31 Bacillus licheniformis M27
32 Bacillus licheniformis M30

*AUF.F.: Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Prof. Dr. Cumhur
(Cokmiig’ten temin edilmistic
#+ RSKK: Refik Saydam Hifzisshha Merkez Bagkanhgi, Dr. Figen Durla
(zkaya’dan temin edilmistir.
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Ankara’nin gesitli yerlerinden alinan toprak drneklerinden izole edilen toplam 29
adet izolatin yiizde daghmlar Sekil 4.1°de verilmistir, Buna gdre; izolatlarm %14’
B. subtilis, %14’ B. licheniformis, %3’ B. sphaericus, %10™u B. brevis, %10™a B.

cereus %10°u B. coagulans, %17’si B. megaterium, %22’si B. circulans olarak
dagihm gostermistir.

B. B. brevis
licheniformis 10% B sphaericus
14% 3%
1
B. subtilis L B. cereus
14% 10%
B. coagulans
10%
B. circulans
22% B. megaterium

Sekil 4.1. Bacillus izolatlarinin yiizde dagihmlan

Denemeler sirasinda B. cereus M10 susu mikroskobik olarak da incelenmistir ($ekil
4.2).

Tammlamalar yapilan izolatlar arasinda yer alan Bacillus brevis M6 mn Nutrient
Agar besiortamindaki tireme durumu ve koloni morfolojisi $ekil 4.3°de verilmistir.
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Sekil 4.2, Bacillus cereus M10 un mikroskobik gériiniimii (bar 5 pm)

Sekil 4.3 Bacillus brevis M6 mn Nutrient Agar besiortanundaki koloni
morfolojisi
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4.3. Bacillus Suslarmm Toplam Hiicre Protein Profilleri

Bacilluslann toplam hiicre protein profilleri 3.2.5.1°de anlatildign  gibi  tespit
edilmistir.

Calismada kullamlan suglar, B. brevis, B. sphaericus, B. cereus, B. coagulans, B.
megaterium, B. circulans, B. subtilis ve B. licheniformis olmak tizere 8 tiir altinda
toplanip, protein profilleri %10’luk SDS-PAGE’de analiz edilmistir. Suslarm toplam
protein profilleri Sekil 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7°de verilmigtir.

Bakterilerdeki proteinlerin molekiiler agrhklarmn yaklagik olarak 19-160 kD
arasinda oldugu tespit edilmigtir. Suslarm genel olarak elektroforetik goriintimleri
birbirine benzerlik gdsterirken, bazi bantlar yoniinden bakteriler arasinda farkliiklar
oldugu gozlenmistir. Baz tiirlerin, ozellikle B. subtilis, B. cereus ve B. circulans'm
heterojen bir elekiroforetik yapiya sahip oldufu bulunmugtur.



Sekil 4.4. B. licheniformis (M19, M20, M27, M30) ve B. megaterium (M14, M21,

M22, M26, M28) suglannin SDS-PAGE ile elde edilen toplam protein
profilleri

M 17 24 29 33 6633 2 [ -

1163 kD
974 KD

662 kD

NkD —

Sekil 4.5. B. subtilis (M17, M24, M29, M33, ATCC 6633)ve B. brevis (M2, M4,
M&6) suslanimin SDS-PAGE ile elde edilen toplam protein profilleri

84
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15 10 5 Beres35 25 8 M

Sekil 4.6, B. cereus (B. cereus, MS, M10, M15) ve B. coagulans (M8, M25, M35)
suglanmin SDS-PAGE ile elde edilen toplam protein profilleri

M 3 4577 16 18 23 31 32 34

[ o™

Sekil 4.7, B. sphaericus (M3, ATCC 14577) ve B. circulans (M16, M18, M23, M31,
M32, M34) suglarinin SDS-PAGE ile elde edilen toplam protein profilleri
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4.4. Bacilluslarda PHB Uretimi

Bacillus suslarmin Nutrient Broth (NB) bazal besiortamindaki PHB firetimleri ve
yilzde verimleri Cizelge 4.5°de verilmigtir. PHB iiretiminin tespiti 3.2.6’da anlatildig
gibi yapilmgtir,

Denemelerde kullanilan suslarin hiicre kuru agirhklarma gére PHB miktarlar 0,004-
0,160 g/, yiizde verimleri de %1,06-41,67 arasnda bulunmugtur. En yiksek PHB
tiretim miktart ve yiizde verimi Bacillus brevis M6 (0,025 gfl; %41,67) ve Bacillus
cereus M5 (0,095 g/l; %27,53) suslarmda bulunmustur.

Bacillus larm PHB iiretim miktarlan ortalama 0,051g/1 ve yiizde verimleri %11,50
olarak hesaplanmigtir.

Suslarin hiicre kuru agirlklan (g/), PHB (g/l) miktarlar ve yiizde verimleri Cizelge
4.5°de, yiizde verimleri histogrami Sekil 4.8”de verilmistir.

Cizelge 4.5. Bacillus larm NB besiortamunda hilcre kuru agirhg, PHB iiretimi ve

yiizde verimleri
E e = grousush
Aacilhls vl ag) apon  PEEE (o
B. brevis M2 0,035+0,005 0,005+0,002 14,28
B. brevis M4 0,29540,055 0,059+0,002 20,00
B. brevis M6 0,060::0,010 0,025+0,005 41,67*
B. sphaericus M3 0,305£0,015 0,040+0,005 13,11
B. sphaericus ATCC 14577 0,690+0,140 0,044+0,003 6'3.7
B. cereus M5 0,345+0.115 0,09540,430 27,53*
B. cereus M10 1,535+1,005 0,059+0,010 3,84
B. cereus M15 0,580%0,050 0,097+0,031 16,72
B. cereus 0,945+0,265 0,160=0,090 16,93
B. coagnlans M8 0,190+0,010 0,046+0,010 24,21
B. coagulans M25 0,370+0,020 0,032+0,004 8,90

B. coagulans M35 0,445+0,065 0,064+0,001 14,5



Cizelge 4.5%in devamu. Bacillus larm NB besiortammda hiicre kuru agirhg, PHB

{iretimi ve yiizde verimleri

Bacillus Suslan
B. megaterium M14
B. megaterium M21
B. megaterium M22
B. megaterium M26
B. megaterium M28
B. circulans M16
B. circulans M18
B. circulans M23
B. circulans M31
B. circulans M32
B. circulans M34
B. subtilis M17
B. subtilis M24
B. subtilis M29
B. subtilis M33
B.subtilis ATCC 6633
B. licheniformis M19
B. licheniformis M20
B. licheniformis M27
B. licheniformis M30
Ortalama®

Hiicre Kuru
Agirhg (/)
1,195+0,205
0,630::0,000
0,430+0,020
0,655+0,265
0,425£0,035
0,460+0,030
0,375+0,025
1,000+0,640
0,435+0,015
0,450+0,020
0,535:£0,015
0,480:0,050
0,845%0,475
0,470+0,070
0,535+0,035
0,415+0,015
1,0100,320
1.31020,540
0,410+0,040
0,445+0,055
0,572

* Hiicre kuru agirhginda tayin edilmistir.
b Hiire kuru agirhifina gore belirlenmigtir,

*Yiiksek PHB iireten suglar
* PHB iireten suglann ortalamalan

PHB*
frs
0,087£0,006
0,078+0,001
0,052:£0,004
0,0360,005
0,04740,019
0,033+0,013
0,03640,015
0,0210,000
0,038+0,015
0,084+0,021
0,042+0,001
0,0660,026
0,05040,008
0,03240,003
0,072:0,026
0,016+0,006
0,0540,006
0,06040,025
0,00540,000
0,0040,000
0,051

Verim"

(%PHB)
7,28
12,41
12,31
5,57
11,14
735
9,61
2,12
8,88
18,83
7.95
13,93
6,01
6,92
13.47
407
537
4,64
1,26
1,06
11,50

87
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41,67

50~‘

2 7
(o) un A 3pznA gHd

Sekil 4.8. Bacillus lanin NB besiortamindaki PHB yiizde verim histogrami
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4.4.1. Farkh sartlar ve besiortamlarmm PHB verimine etkileri

Farkh sartlar ve besiortamlarinin PIIB verimine etkilerinin incelenmesinde, suglar
arasinda en yiiksck verimi (%41,67) giisteren B. brevis M6 susu kullamiimgtir.

4.4.1.1. Farkh karbon kaynaklarinin PHB verimine etkisi

Farkh karbon kaynaklar olarak sodyum asetat ve sitrat kullamlmigtir. Karbon
kaynaklari, boliim 3.2.8’de anlatildiga gibi hazirlanmgtir.

B. brevis M6 susu, sodyum asctat besiortaminda % 2,39 PIHB iirettigini, sitrath
ortamda ise daha yiiksek %51, 85 PHB iiretmigtir (Cizelge 4.6, $ekil 4.9).

4.4.1.2. Farkh fosfat kaynaklarmn PHB verimine etkisi

Farkli fosfat kaynaklan olarak potasyum fosfat [KH,PO4] ve potasyum-2-fosfat
[K;HPO,] kullamlmugtr.  Fosfat kaynaklar, boliim 3.2.8°de anlatildign  gibi
hazirlanmistir.

Fosfat kaynaklanmin PHB iiretimine ctkisinin aragtinlmas: icin en yitksek verime
sahip olan B. brevis M6 susu (%41,67) segilmistir.

B. brevis M6 susunun heri iki fosfat kaynaginda da PHB iirettigi ancak, iretim
miktarlarmin diisik oldugu bulunmustur. Bazal besiortamma, fosfat kaynag olarak
KH,PO, ilave edildiginde, % 1,52 PHB iirettigi ve K;HPO,4 "t ortamda ise % 6,5
P1IB iiretim yiizdesi tespit edilmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.10).



Cizelge 4.6. Bacillus brevis M6 nin karbon kaynag olarak sodyum asetat ve sitrat
igeren besiortammda hiicre kuru agirhi, PHB miktant ve yiizde verimi
Aghik (2) (%PHB)
Sodyum Asetat 1,880+0,3%0 0,045+0,009 2,39
Sitrat 0,135£0,015 0,070+0,017 51,85
Kontrol 0,060+0,010 0,025+0,005 41,67

Sekil 4.

i = 51.85 ¥ |
l —
SOT/ | £

PHB Verimi (%)
®

Sodyum Asetat Sitrat Kontrol
Karbon Kaynaklan

9 Bacillus brevis M6'nm karbon kaynag olarak sodyum asetat ve sitrat
igeren besiortaminda PHB yiizde verim histogram:
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Cizelge 4.7. Bacillus brevis M6 nin fosfat kaynagi olarak potasyum fosfat ve
potasyum-2-fosfat igeren besiortaminda hiicre kuru agirhg, PHB

miktar ve yiizde verimi
Potasyum fosfat 2,530=0,610 0,038+0,015 1,52
Potasyum-2-fosfat 0,830+0,140 0,054=0,007 6,50
Kontrol 0,06040,010 0,025+0,005 41,67

e

B 8 8 4

PHB Verimi (%)

=]

=]

Sekil 4.10. Bacillus brevis M6’ nin fosfat kaynag olarak potasyum fosfat ve
potasyum-2-fosfat igeren besiortammmda PHB yiizde verim histogrami
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4.4.1.3. Farkh azot kaynaklarimin PHB verimine etkisi

Farkl azot kaynaklan olarak D-L-triptofan, amonyum siilfat [(NH4);504] ve sodyum
nitrat  [NaNO;] kullamlmustir. Azot kaynaklan, bolim 3.2.8°de anlatildifi gibi
hazrlanmstir.

Azot kaynaklarmin PHB iiretimine etkisinin aragtirilmas: igin en yiiksek verime
sahip olan B. brevis M6 susu (%41,67) segilmistir.

B. brevis M6 susunun tim azot kaynaklarmda farklh miktarda PHB drettigi
gozlenmistir, Besiortamina azot kaynagi olarak D-L- triptofan ilave edildipinde
942 93, (NH;)SO;4 igeren ortamda %19.13 ve NaNOs'h ortamda %60 oraninda PHB
liretmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.11).

Tiim azot kaynaklan dikkate alndiginda B. brevis M6 susunun, en yiiksek PHB
tiretim miktar1 ve yiizdesinin NaNO, igeren besiortaminda elde edildigi ve PHB
iretim vyiizdesinin %60 oldugu gérillmektedir. Bakteri bu azot kaynaginda diger azot
kaynaklarma kiyasla daha yiiksek diizeyde PHB sentezledigi goriilmiigtiir.

4.4.1.4. Azotsuz ortammn PHB verimine etkisi

Calbsmada kullamlan azotsuz ortam sartlar, bolim 3.2.9da anlatildifs gibi
hazrlanmistir.

B. brevis M6 susu, azotsuz, ortamda gelistirildiginde %25.45 PHB iirctim yiizdesine
ulagilmistir. Bakteri, bazal besiortaminda %41,67 oraminda PHB tiretmigtir (Cizelge

4.9, Sekil 4.12). Azotsuz ortamun, bakterinin PHB sentezleme oramm dilstirdigi

goritlmiigtiir.
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Cizelge 4. 8. Bacillus brevis M6’nm azot kaynag olarak D-L-triptofan, amonyum
siilfat ve sodyum nitrat igeren besiortarinda hiicre kuru agwrhig, PHB
miktar ve yiizde verimi

D-L Triptofan 1,825+0,075 0,053+0,009 293
Amonyum siilfat 0,115+0,015 0,022+£0,013 19,13
Sodyum nitrat 0,065+0,005 0,039£0,011 60,00
Kontrol 0,060+0,010 0,025+0,005 41,67
[@PHB Verimi
e 60
s0 |
— 50+
é -
= 404
E 0 ) .
E 0wl iy |
k- =
D-L Trptofan Amonyum Sodyum Kontrol
Silfal Nitrat
Azot Kaynaklari

Sekil 4.11. Bacillus brevis M6'nin azot kaynag olarak D-L-triptofan, amonyum
ve sodyum nitrat igeren besiortaminda PHB yilzde verim histogram
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Cizelge 4.9. Bacillus brevis M6'mn NB besiortam ve azotsuz ortamlarda hiicre
kuru agirhgs, PHB miktan ve yiizde verimi

Azl (2) 7 (%PHB)
Azotsuz Ortam 0,330+0,000 0,084+0,014 25,45
Azotlu Ortam (Kontrol) 0,060+0,010 0,02520,005 41,67

. i AUl ]
45 Ta |
<
s
2 20
=i
= 10
Asptsuz. Oram Kontrol
Farkh Azot Sartlan
e

Sekil 4.12. Bacillus brevis M6'nm farkl azot sartlart altinda PHB yiizde verim
histogramt




95

4.4.1.5. Oksijeni simrh ortammn PHB verimine etkisi

Cahsmada, oksijeni simrh ortam sartlarmm PHB firetimi tizerindeki etkisi, bolim
3.2.10°da anlatildig gibi yapilmgtir.

Oksijeni smirh ortamn, PHB firetimine etkisinin arastirilmasi i¢in en yilksek PHB
verimine sahip olan B. brevis M6 susu (Y41 L67) secilmistir.

Rakteri, NB bazal besiortaminda oksijenin siirlandigy ortamda  gelistirildiginde
947.53 PHB iiretmistir. Bakterinin oksijenli satlar altindaki PHB iiretim yiizdesi
0,41,67 dir (Cizelge 4.10, Sekil 4.13). Oksijeni smurh ortamin, bakterinin PHB

sentezleme orammi diisiirdiigii tespit edilmistir.
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Cizelge 4.10. Bacillus brevis M6 nm oksijenin siurlandifi ortamda, hiicre kuru
agrhi, PHB miktan ve yiizde verimi

e Hiicre Kuru s Verim

ok Agirhik (g) (%PHB)
Oksijeni Smurl Ortam 0,790+0,320 0,059+£0,007 7,53
Oksijenli Ortam (Kontrol) 0,060+0,010 0,025+0,005 41,67

41,67 % |

45+
40
35-
30
25-
20
151
10
5— &

NN

PHB Verimi (%0}

Oksijeni Smirk Ortam Kontrol
Farkh Oksijen Sartlan

Sekil 4.13. Bacillus brevis M6 nin oksijenli ve oksijeni sinirh sartlar altinda ylizde
PHB verim histogram
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4.4.2. Mclash ortamda PHB firetimi

Arastirmada  kullamlan seker pancan melast, Ankara Scker Enstitiisiinden temin
edilmistir.
ikinci derecede yiiksek miktarda (%27.53) PHB dreten Bacillus cereus M5 melas

besiortaminda gelistirilmistir. Bakteri, melasta bulunan glukoz ve siikroz gekerlerini

kullanabilmektedir.

Sus. %l, %2, %3, %4 ve 945 melas konsantrasyonunda gelistirilmiy ve stireye bagh
olarak PHB iiretimleri tespit edilmistir. Bakterinin, farkh konsantrasyonlardaki
melasda 24, 48, 72 ve 96. saatlerde, hiicre yopunlugu, son kiiltir pH’s1, hiiere kuru
agirhi, PHB (g/) ve yiizdesi incelenmistir.

4.4.2.1. %1 Melas konsantrasyonunda PHB iiretimi

B. cereus M5 bakterinin %l melas konsantrasyonunda hiicre yogunlugunun 24 ve 48.
saatlerde artuigy, 72 ve 96. saatlerde ise gittikge azaldign goriilmilstiir (Qizelge 4.11.).

Hiicre kuru agirhgi yine 24 ve 48. saatlerde giderck artarken, 72 ve 96. saatlerde
daha diisiik oldugu tespit edilmigtir (Cizelge 4.11).

PHB (g/l) iiretiminin, hiicre yogunlugu ve hiicre kuru agirhgmm diigmeyc basladig
72. saatte en yiiksek PHB (g/l) degeri olan 0,096’ya vardigt, 96. saatte ise PHB (g/1)
{iretimininde 0,021 varan bir dil§tis gozlenmigtir (Cizelge 4.11).

Susun %1 melas konsantrasyonunda PHB yiizde veriminin vardip1 en yilksek deger

0473.84’diir. Bu degere 72. saatte varmigtir. 96. saatte isc PHB yiizde veriminde
9415,35"¢ varan azalma saptanmstir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.14),

Farkli siirelerdeki pH degeri Cizelge 4.11°de verilmis olup, en yiksek PHB yiizde
verimmin oldufiu 72. saatteki pll 5, 86 olarak tespit edilmigtir. Bu deger farkh
siirelerde yapilan 8lgmeler arasinda en asidik olan degerdir.
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Cizelge 4.11. B. cereus M5 sugunun %1 melas konsantrasyonunda farkh siirelerde
hiicre kuru agrhgy, PHB miktari ve yiizde verimi

24 Saat 9,5510,15 6,&5:!:0 11 0, 17&wm 0.032:0,006 19,11

48Saat  060£010  705:005 02155000 009550019 4441

72Saat  040:0,10 5862019  0,130:002  0096:0,012  73.84*

00210013 1535

* Yiiksek PHByﬂzdevermldJr
Kontrol NB besiortaminda B. cereus M5 %27,53 oraninda PHB iiretmistir

P Vi | h |

PHB Verimi (%)
Bususa B

=
=)

AN

248wt 48Sat  T2Sat  9%6Sa
Inkisbesyon Siresi (saat)

- b T = Lo ]
Sekil 4.14. B. cereus M5 susunun %ol melas ortammnda farkh siirelerde PHB verim
histogrami
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4.4.2.2. %2 Melas konsantrasyonunda PHB iiretimi

B. cereus M5'in, %2 melas konsantrasyonunda hiicre yogunlugu 24. saatte en yiiksek
depere varmigtir. Bu siirede 0,70 olan hiicre yogunlugunun, ilerleyen siirclerde
azaldigi gozlenmistir (Cizelge 4.12).

Bakterinin hiicre kuru agirhig da, en yiiksek 0,240 g/l degerine 24. saatte ulagms
olup, 48. saatte hiicre kuru agrh@nin en digik 0,150 g/l oldugu tespit edilmigtir.
Bakterinin PHB (g/1) iiretimi ise, en yiiksek 0,116 degerine yine 24. saatte yiikselmis,
48 ve 72. saatlerde ise daha az oranlarda PHB {iretmistir.

Bakterinin, hiicre yogunlugu, hiicre kuru agirhg ve PHB(g/l) tiretiminin en yiiksek
oldugiu 24. saat inkiibasyonda daha az oranda (%48.33) PHB iirettifi tespit edilmistir.
Bakteri, yitksek PHB yiizde verimine 48. saatte (%52.00) ulasildigi bulunmugtur. 72.
saatte PHB yiizde veriminde diigiis (%51,08) olmustur (Cizelge 4.12. Sekil 4.15).
Farkh siirelerdeki pIl degeri Cizelge 4.12°de verilmis olup, en yiiksek PHB yiizde
veriminin oldugu 48, saatte pH degeri 6,36 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.12. B. cereus M5 susunun %2 melas konsantrasyonunda farklh stirelerde
hiicre kuru agirhgi, PHB miktan ve yilzde verimi

24Saat 0708010 7508018 02408002 0,116£0.028 4833

dEseat 040000 636005 0150002 0078009 32000

72 Saat 0M§g... ﬁuu:@;gs 0,1850.02 e‘;m,_pn-_ 51,08

+ Yitksek PHB yizde verimidir.
Kontrol NB besiortaminda B. cereus M5 %27,53 oranmda PHB {iretmistir.

— S
OPHB Verimi |
521 ;
@ 5
= sof
.g 4833
49. v
= 48/ ([N,
46 E
248t 48Saat 72 Saat
Inkiibasyon Siiresi (saat)
L ]

Sekil 4.15. B. cereus M5 sugunun 942 melas ortaminda farkh stirelerde PHB verim
histogrami



101

4.4.2.3. %3 Melas konsantrasyonunda PHB iiretimi

B. cereus M5, %3 mclas konsantrasyonunda 24. saatte en yiiksek hiicre yogunluguna
0,90 degerinde ulasan bakterinin, 48 ve 72. saatlerdeki hiicre yogunlugunun giderek
azaldip tespit edilmistir. Bakterinin hiiere kuru afirhimm 24. saatte 0,430 g/l ile en
yilksek oldugu tespit edilmistir. Bu siirede bakteri, en yiiksek PHB miktanm (0,165
g/l) iiretmigtir. Bu siirede bakterinin PHB yiizde veriminin de %38.48 ile en yiiksek
diizeyde oldugu bulunmustur (Cizelge 4.13, Sekil 4.16).

En vyiiksek yiizde PHB degerinin oldugu 24. saatteki son kiltir pH'siun 7.13
degerinde oldugu gozlenmistir.



Cizelge 4.13. B. cereus MS sugunun %3 melas konsantrasyonunda farkh siirelerde
hiicre kuru agirhgy, PHB miktar ve yiizde verimi

24 Saat 0.90+0,00  7,13+0.11 0,430£0,02  0,16540.045 38,48%

48Saat  085:005 6762007 0,2900,020 009410028 32,58

JpSaat 0652025 6332003 02755002 008450020 30,54

+ Yitksek PHB yiizde verimidir.
Kontrol NB besiortaminda B. cereus M5 %27,53 oraninda PHB firetmistir.

PHB Verimi (%)

24 Saat 48 Saat 72 Saat
inkiabasyon Siresi (saat)

Sekil 4.16. B. cereus M5 sug 043 melas ortaminda farkh siirelerde PHB verim
histogrami
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4.4.2.4. %4 Mclas konsantrasyonunda PHB iiretimi

B. cereus M5 susunun, %4 melas konsantrasyonundaki hiicre yogunlugunun, ilk 48
saatte diigme egiliminde olmasma ragmen, 72. saatte arttifn ve 1,30 degeri ile hiicre
vogunlugunun en yiiksek degere ulagtigs tespit edilmistir.

Hiicre yogunlugunda 48. saate kadar yaganan diisiise paralel olarak hiicre kuru
agirhginda da azalma gozlenmis, ancak 72. saatteki yogunluk artisi, hiicre kuru
agirhgmin da 0,440 g/l olan en yiksek diizeyine varmasma neden olmustur. Bu
degerler Cizelge 4.14"de verilmigtir,

Bakterinin PHB (g/) miktan ise, en yilksek oldugu 0,105 g/l degerine 24. saaite
yilkselmis, 48 ve 72. saatlerde PHB miktarlarmin daha az oranlarda oldugu
bulanmustur.

PHB yiizde veriminin ise, %25,11 ile 24. saatte en yiiksek diizeyde bulundugu, 48 ve
72. saatlerde yapilan 6lgiimlerde, PHB n hiicrede giderek azaldigi tespit edilmigtir
(Cizelge 4. 14 ve Sekil 4.17).

FEn yiiksek yiizde PHB degerinin oldugu 24. saatteki son Kiltir pH'smm 7,44
degerinde oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.14),



Cizelge 4.14. B. cereus MS sugunun %4 melas konsantrasyonunda farkh siirelerde
hitere kuru agirhigi, PHB miktari ve yiizde verimi

24 Saat 1,00:0,00 7441003  0420:000 010580005  25,11*

48 Saat 0,80£0.00 683006 03952003  0,091x0,027 23,03

TSear 1302020 6924003  0440:001  0,090:0000 2045

* Yiiksek PHB yiizde verimidir.
Kontrol NB besiortammnda B. cereus M5 %27,53 oraninda PIIB tiretmistir.

OPHB Verimi
30¢° :
; B0
)
s
= 20 = B
g 15
B
% 10
& 5
0
24 Saat 48 Saal 72 Saat
Inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 4.17. B. cereus M5 susunun %4 melas ortaminda farkl siirelerde PHB verim
histogrami
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4.4.2.5. %5 Melas konsantrasyonunda PHB iiretimi

B. cereus M5 bakterinin bu besiortaminda en yiiksek hiicre yogunluguna 72. saatte
vardigi ve bu deger aym zamanda farkh melas konsantrasyonlan arasindaki en
yitksek (1.45) deger oldupu tespit edilmigtir. Bu siirede bakterinin hiicre kuru
agirhgmin da, en yitksek oldugu (0,380 g/1) bulunmustur.

Bakterinin, PHB (g/1) iiretimi ise, en yiiksek oldugu 0.133 (%35,46) degerine 24.
saatte yitkselmis, 48 ve 72. saatlerde ise giderek azaldig1 griilmistiir (Cizelge 4.15).
En yiiksek yiizde PHB degerinin (%35.46) oldugu, 24. saatteki son kiiltir pHsinin
7.17 degerinde oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.18).

Bakterinin farkli (%1-%5) melas ortaminda siireye bagh irettigi %PHB miktarlan
topluca Sekil 4. 19°de verilmistir.
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Cizelge 4.15. B. cereus M5 susunun %5 melas konsantrasyonunda farkh siirelerde
hiicre kuru agichg, PHB miktart ve yiizde verimi

24 Saat L10£0,10  7,17:007  0375:002  0133:0,023  3546*

48Saat  L10:0,10  659:0,38 031050020 009140006 29,35

7osaat  145H055  688:038 0380

0,16 00870002  22.39

+ Yitksek PHB yiizde verimidir.
Kontrol NB besiortammda B. cereus M5 %27,53 oraninda PHB tiretmigtir.

O PHB Verimi

40¢C A
as ke
30
251
204
15-
10

2289

PHB Verimi (%)

i

24 Saat 48 Saat 72 Saat

Inkiibasyon Siiresi (saat) J

Sekil 4.18. B. cereus M5 susunun %5 melas konsantrasyonunda farkh siirelerde
PHB verim histogrami
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4.5. Bacillus Suglanni Baz Patojen ve Kontaminant Bakteriler Uzerine

inhibisyon Etlisi

Bacillus suslarinn genel inhibisyon aktivitesinin tespiti boliim 3.2.12°de verildigi
gibi yapimstir. Bacillus suslarmin, test bakterileri olarak segilen, Micrococeus
luteus NRRL-B 4375, Staphyvlococcus aureus ATCC 25923, Yersinia enterocolitica
ATCC 1501, Pseudomonas fluorescens RSKK 240, Pseudomonas aeroginosa ATCC
29212, Escherichia coli NRRL B-704, Bacillus megaterium RSKK 578, Bacillus
thuringiensis RSKK 380, Bacillus subtilis F1, ve Bacillus cereus F2 lizerinde
gosterdikleri genel inhibisyon etkileri Cizelge 4.16"da verilmigtir.

Bacillus suslarinmn, Escherichia coli NRRL B-704, Yersinia enterocolitica ATCC
1501, Pseudomonas aeroginosa ATCC 29212, Micrococcus luteus NRRIL-B 4375,
Bacillus subtilis ¥1 ve Bacillus cereus F2 iizerine antimikrobiyal aktivite
gostermedigi gozlenmistir.

Suslardan B. brevis M4, B.cereus F2 iizering, 3.1 mm ve B. cerens M5 sugu aym test
bakterisi iizerinde 2,4 mm inhibisyon zon gapi géstermistir.

Suslardan B. brevis M6, Staphylococcus aureus ATCC 25923, ve Bacillus
thuringiensis RSKK 380 suslan iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir. Bu sugun test
bakterileri iizerine gosterdigi inhibisyon zon gaplan srasiyla, 16,0 mm ve 10.8 mm
olarak bulunmugtur.

Suglardan B.cereus MI10 susu, Bacillus megaterium RSKK 578, Bacillus
thuringiensis RSKK 380 ve Bacillus cereus F2 fizerine inhibisyon etkisi gGstermistir.
Bu sugun test bakterileri fizerine gosterdigi inhibisyon zon caplan swaswyla, 5.6; 8.8
ve 3.1 mm olarak bulunmustur. Bu susun Bacillus megaterium RSKK 578 {izerine
olan inhibisyon etkisi Sekil 4.20°de ve Bacillus thuringiensis RSKK 380°e olan
antagonistik etki Sekil 4.21 de gésterilmigtir.

Suslardan B. cereus M15, Pseudomonas fluorescens RSKK 240, Micrococeus flavus
ve B. thuringiensis iizerine inhibisyon etkisi gdstermigtir. Bu susun test bakterileri
iizerine gosterdigi inhibisyon zon ¢aplan sirasiyla, 10,5; 6,4 ve 6,7 mm olarak
bulunmustur. Bu susun Bacillus thuringiensis RSKK 380°¢ olan inhibisyon etkisi
Sekil 4.22°de gosterilmistir.
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Sekil 4.20, B. cereus M10 susunun B. megaterium RSKK 578 !izerine’
olan antagonistik etkisi

Sekil 4.21. B. cereus M10 susunun B. thuringiensis RSKK 380 tizerine
olan antagonistik etkisi



Sekil 4 22 B. cereus M15 susunun B. thuringiensis RSKK 380 iizerine
olan antagonistik etkisi
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4.6. Bucillus Suslarmin Birbirlerine Kars: inhibisyon Etkileri

Bacillus suglarinn  birbirlerine karst olan inhibisyon etkilerinin tespiti bdlim
3.2.12°de verildigi gibi yapilmigur. Cahsmada kullamlan bazi suglarn, hi¢ bir sug
iizerine inhibisyon etkisine rastlanmazken, bazi suglarm ayni tiirden olan difer suglar
veya cinsin diger tiirlerine kars antagonistik etkilerinin oldugu saptanmistir.

Calistlan suslardan B. brevis M2, B. sphaericus M3, B. sphaericus ATCC 14377,
B.cereus, B. coagulans M8, B.circulans M23, B. circulans M31, B. circulans M32,
B. subtilis M29, B. subtilis ATCC 6633 ve B. licheniformis M30 suglarinin diger
Bacillus suslarma karg: inhibisyon etki gostermedigi gozlenmistir.

B. sphaericus M3’ antagonistik etki gdsteren suslarm sirasi ile, B. brevis M4, B.
brevis M6, B. cereus M5, B. cereus M10, B. cereus Mi35, B. coagulans M25, B.
coagulans M35, B. megaterium M14, B. megaterium M21, B. megaterium M22, B.
megaterium M26, B. megaterium M28, B. circulans M16, B. circulans M18, B.
circulans M34., B. subtilis M17, B. subtilis M24, B. subtilis M33 ve B. licheniformis
M27 oldugu tespit edilmigtir, Bu suslar, test bakterisi B. sphaericus M3 iizerinde
sirasiyla, 21,6; 19,8; 17,9; 18.2; 19.3; 6,2; 6,2; 5,3; 4,8, 4.4; 5,2:8.6; 11.8; 15,1; 5,8;
12.8: 54: 6,0 ve 64 mm inhibisyon zon ¢apr olusturduklan gdzlenmistir. Bu
deperler, Cizelge 4.17 ve Sekil 4.23’te gosterilmigtir.

B. hrevis M6 ve B. cereus M5'in, test bakterisi B. sphaericus M3 iizerine olan etkisi
Sckil 4.24°de, B. licheniformis M27 ve B. megaterium M28’in aym test bakterisi
iizerinde etkisi ise Sekil 4.25’de gosterilmistir.

B. sphaericus ATCC 14577°ye antagonistik etki gosteren suslarin B, brevis M4, B.
brevis M6, B, cereus M5, B. cereus M10, B. coagulans M25, B. coagulans M35, B.
megaterium M21, B. megaterium M22, B. megaterium M26, B. megaterium M28, B.
cireulans M18, B. circulans M34, B. subtilis M17, B. subtilis M24, B. subtilis M33,
B. licheniformis M19 ve B. licheniformis M20 oldugu tespit edilmigtir, Bu suglar, test
bakterisi B. sphaericus ATCC 14577 iizerinde swasiyla, 11,7; 10,45 10,45 14,8; 7.8;
5.4: 4.8: 3.6; 4,0; 8.8; 8.2; 8.0; 3.4; 3,6; 5.2; 3.5 ve 3.0 mm inhibisyon zon gaplari
olusturduklan gozlenmigtir. Bu degerler, Cizelge 4.17 ve Sekil 4.26°te gsterilmigtir.

o8, O

g7/,
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B. brevis M4, B. cereus M5’in, B. sphaericus ATCC 14577 {izerine olan antagonistik
etkisi Sekil 4.27°de, B. coagulans M25 ve B. megaterium M26'nin aym test bakierisi
iizerinde etkisi ise Sekil 4.28°de gosterilmistir.

B. cereus iizerinde inhibisyon etkisi gosteren suglar, B. brevis M4, B. brevis M6, B.
cereus M10, B. cereus M15 suslandir. Bu suslarm test bakterisi fizerinde sirasiyla,
1,9; 2,7; 3,5 ve 3,0 mm inhibisyon zon ¢aplan olugturduklari gozlenmigtir. Bu
degerler, Cizelge 4.17 ve Sekil 4.29°da posterilmigtir.

B. coagulans iizerinde inhibisyon etkisi gosteren suglar, B. brevis M4, B. cereus M5,
B. cereus M10 suslandir. Bu suslarin test bakterisi iizerinde sirastyla, 6.9: 3.9 ve 5.4
mm inhibisyon zon gaplari olusturduklan gozlenmistir. Bu degerler, Cizelge 4.17 ve
Sekil 4.30°da gosterilmistir.



Cizelge 4 17. Bacillus suglarmmn birbirlerine kargi antagomistik etkileri

(inhibisyon zon ¢apt mm)
:
BACILLUS SUSLARI g
2
B.brevis M2 z
B.brevis M4 21,6402 -
B.brevis M6 19,8408
B.sphaericus M3 -
B.sphaericus ATCC 14577 -
B.cereus M5 17.9¢1,3
B.cereus M10 18,2+1,2
B.cereus M15 19,3423
B.cereus .
B.coagulans M8 b
B.coagulans M25 6,2+0,2
B.coagulans M35 6.2+1,0
B.megaterium M14 5.3+0,1
B.megaterium M21 4 8+0,2
B.megaterium M22 44408
B.megaterium M26 5,206
B.megaterium M28 8,602
B.circulans M16 11,8£0,2
B.circulans M18 15,1£0,1
B.circulans M23 -
B.circulans M31 -
B.circulans M32 -
B.circulans M34 5,8+1,0

TEST BAKTERILERI

B.sphaericus
ATCC 14577

11,740,
10,4£0,2
10,4404
14,8422

7,8£1,0
5,402

4,804
3,6£00,0
4,0£0.6

8,8+0.2

8.2+16

8,0£0,0

B.cereus

1,9£0,3
2,7+0,1

3,540,5
3104

B.coagulans M8

6,9:+0,9

3,940,7
5.440.2
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Cizelge 4.17 nin devami. Bacillus suglarin birbirlerine kars! antagonistik etkileri

(inhibisyon zon gapi mm)
TEST BAKTERILERI

BACILLUS SUSLARL -E 3 e > 3
1

o 4% = <

B.subtilis M17 128402  3,4+06 : £
B.subtilis M24 54502  3,6402 s =
B.subtilis M29 - - = A
B.subtilis M33 60£1,0 52402 7 =
B.subtilis ATCC 6633 - = g 2
Blicheniformis M19 - 3,540,1 = L
B.licheniformis M20 - 3,004 = -
B.licheniformis M27 6,4+0,4 4 : -
B.licheniformis M30 : 3 2 3

(-) Inhibisyon yoktur.
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Sekil 4.24. B. brevis M6 ve B. cereus M5 suslanimin B.sphaericus M3,
iizerine olan inhibisyon etkilerinin gorintiisii

Sekil 4.25. B. licheniformis M27 ve B. megaterium M28 suglarmn
B. sphaericus M3 lizerine olan etkilerinin gériintisii

8, YOKSEXTRRETIM .y.umji._ "
. DEKUMANTASYOR MERKEZ)
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Sekil 4.26. Bacillus suslarmmn B. sphaericus ATCC 14577 tizerine inhibisyon zon ¢aplarini gésterir histogram



Sekil 4.27_ B. brevis M4 ve B. cereus M5 suglanimin B.sphaericus ATCC
14577 iizerine olan inhibisyon etkilerinin gériintiisi

Sekil 4.28. B. coagulans M25 ve B. megaterium M26 suglarmin
B.sphaericus ATCC 14577 tzerine olan etkilerinin goriintiisi
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Antimikrobiyal Akivite

Inhibisyon zon gap1 (mm)

B brevis M4

B. brevisM6  B. cereus M10

Bacillus Suslan

B. cereus M15

Sekil 4.29. Bacillus suslarinin B. cereus iizerine inhibisyon zon gapilarint gdsterir

histogram
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Sekil 4.30. Bacillus suslarmin B. coagulans M8 iizerine inhibisyon zon ¢aplarim

gosterir histogram
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4.7. Bacillus Suslarinin Proteolitik Aktiviteleri

Cahgmada kullanlan 32 adet Bacillus sugunun Skim Milk Agar (SMA)
besiortaminda  proteolitik aktiviteleri, 3.2.14°de  verildigi gibi tespit edilerek,
incelenmistir. Suglarm proteolitik aktiviteleri Cizelge 4.18 ve Sekil 4.31°de
verilmistir. B. sphaericus M3 ve B. sphaericus ATCC 14577 suglan disinda, tiim
suslarda proteolitik aktivite gozlenmigtir. Bu suslarda, proteolitik aktivite, 1,4-8.1
mm zon ¢api arasinda bulunmug ve ortalama olarak 4,17 mm hesaplanmustir. En
yitksek proteolitik aktivite zon gapi, 8,1 mm ile B. circulans M32 de bulunmugtur. B.
circulans M31 ve B. circulans M32 suglarmin SMA besiortaminda proteolitik
aktivite zonlari Sekil 4.32°de goriillmektedir.

Cizelge 4.18. Bacillus suglarmn proteolitik aktiviteleri

B. brevis M2

B. brevis M4

B. brevis M6

B. sphaericus M3 -

B.sphaericus ATCC 14577 .

B. cereus M5 47405
B. cereus M10 2.8+0,2
B. cereus M15 6,2+0.4
B.cereus 2,740,3
B. coagulans M8 3,8+0.6
B. coagulans M25 2.8+0,2
B. coagulans M35 4.540,5

B.megaterium M14 1,7+0,1



Cizelge 4.18”in devamu. Bacillus suglarmm proteolitik aktiviteleri

B.megaterium M21 2,800
B.megaterium M22 1.9+0,1
B.megaterium M26 2,540.3
B.megaterium M28 26202
B. circulans M16 4.540,1
B. circulans M18 2,6+0.6
B. circulans M23 4.5+03
B. circulans M31 7.1%1.1
B. circulans M32 8.1+0.3%
B. circulans M34 6,5+0.7
B. subtitis M17 2,0:0,2
B. subtilis M24 5.340,1

B. subtilis M29 7.2+0.4
B. subtilis M33 74412
B. subtilis ATCC 6633 1.40.2
B.licheniformis M19 31403
B.licheniformis M20 3.310,3
B.licheniformis M27 3,004
B.licheniformis M30 7.4+0.2
Ortalama 4,17+

* En yitksek proteolitik aktivite zon gapidir.
**QOrtalama proteolitik aktivite zon ¢apidir.
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Sekil 4.31, Bacillus suglarmn SMA besiortamu iizerinde proteolitik aktivite histogramu



Sekil 4.32. B. circulans M31 ve M32 suglarimin SMA besiortamu tizerinde
proteohtik aktivite goruntiisi
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4.8. Bacillus Suglarinda Plazmid DNA Profilleri

Cahgmada kullamlan 32 adet Bacillus susunun plazmid DNA profilleri, 3.2.15’de
verildigi gibi tespit edilerek, incelenmistir. Suglarda tespit edilen plazmid DNA say1
ve molekiiler agirhklar: Cizelge 4.19°da verilmistir. Kullamlan 32 Bacillus sugunun
yalmz 6 adedinde plazmid DNA tespit edilmis, diger suglarda ise plazmid DNA’ya
rastlanmamgtir. B. brevis M2, B. brevis M6, B. sphaericus M3, B. sphaericus ATCC
14577, B. cereus M5 ve B. coagulans M25 suslarmda plazmid DNA’nin varlif
gozlenmistir. Bu suslardaki plazmid DNA sayilar1 1-2 arasinda bulunmug, bunlarm
molekiiler agirliklan 3,9-31,7 kb arasinda hesaplanmustir. Bacillus coagulans M25
susunun jel elektroforez goriiniimii Sekil 4,33"de verilmigtir.

Cizelge 4.19. Bazi Bacillus suslarmnda tespit edilen plazmid DNA say1 ve
molekiiler agirhklary

B. brevis M2 1 312

B. brevis M6 1 204

B. sphaericus M3 1 31,7

B. sphaericus ATCC 14577 2 31,3 ve 27,6
B. cereus M5 1 24,1

B. coagulans M25 2 47ve39
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B
B
B
kb
kb

Sekil 4.33. B. coagulans M25 susunun plazmid DNA profili
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5. SONUC VE TARTISMA

Cahsmada kullamlan Bacillus suslarmm 29 adedi, Ankara’min farkh yerlerinden
alman topragin 1sitilmas1 ve seyreltilmesi sonucunda izole edilmistir (Cizelge 4.1 ve
4.2) Bu suglarm tanimlanmasi, g¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal testler yardimiyla
yapilmustir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4). Suslarm, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile toplam hiicre protein profilleri ¢ikarilmig ve bunlar
karsilastirilarak, aralarmdaki benzerlik ve farklihklar incelenmistir (Sekil. 4.4 - 4.7).

Bacillus cinsi bakterilerinin karbonhidratlardan asit olugturulmas: gibi biyokimyasal
ozellikler agisindan gesitlilik gosterebilecegi ve bu gibi 6zelliklere bakilarak cins
icinde baz tiirlerin gruplanabilecegi bildirilmigtir (Priest, 1993). Ancak, yapilan
cahgmalarda aym tiirin suglar1 arasinda da farkhliklar olabilecegi gosterilmistir
(Asatani and Kurahashi, 1977; Giffel et al., 1997). Cahsmamizda, suglarin geker
testlerinden elde edilen sonuglarin da genel olarak bu gruplamalara uyacak sekilde
g6riiniim sergiledigi, ancak bazi suglarm farkh sonuglar da verebildigi gozlenmistir.

Bacillus cinsi bakterilerin  smiflandirilmasinda, aerobik, Gram-pozitif, ¢ubuk ve
endospor olusturmalari 6nemli yer tutmasina ragmen, tiirlerin ayrminin giic oldugu
ve yanhs tammlamalar yapilabilecegi bildirilmektedir. Yiksek derecedeki
heterojenitenin standart testler ile tammlamay1 zorlastwrdig: ifade edilmektedir
(Priest, 1993; Rosovitz et al., 1998). Cinsin sahip oldugu genis fenotipik ¢esitliligin
ayni zamanda genig bir filogenetik dagilima neden oldugu ve gelismis molekiiler
tekniklerle elde edilen molekiiler kriterlerin organizmalarin gruplandiriimasinda esas
yeri tegkil ettigi belirtilmigtir (Rosovitz, et al., 1998).

Izole edilen bir ¢ok susun birbiriyle karistiriimasi, suslar arasinda ayrm gelistirmek
ve suglarm teshisinin dogrulugunu ispatlamak zorunlulugunu giindeme getirmigtir.
Ancak, smiflandirma i¢in gelistirilen morfolojik ve biyokimyasal testler ve fenotipik
Ozellikler suslarin ayrimi igin yeterli olmadigindan degisik metotlar gelistirilmigtir
(Bagci vd., 1991).
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Toplam hiicre proteininin, SDS-PAGE ile ¢ahgilmas:1 sayesinde, protein yapisindaki
farklar belirlenerek, tiirler igi veya tiirler arasi benzerlik ve farkliliklarn ortaya
konmasmin miimkiin oldugunu bildiren bir ¢ok arastirmaci, mikroorganizmalarin
siniflandiriimasinda, o6zellikle aym tiirler veya alt tiirlere ait suglarm hiicresel
proteinlerinin karsilastiriimasi ve ayrimi igin duyarh bir teknik olan protein jel
elektroforezinin kullamlabilecegi belirtilmistir (Cokmiis and Yousten, 1994,
Kéampfer, 1995; Kishore et al., 1996; Matar et al., 1996; Cash, 1998).

SDS-PAGE ile toplam hiicre protein profili gikarilmas1 sayesinde, farkli molekiil
agirhgindaki proteinlerin tayini ve kargilagtiimasi ile hem suglarin akrabahklarm
(Matar et al, 1996; Swiecicka, 2001) hem de belirli 6zellikleri denctleyen
proteinlerin (Cokmiis et al., 2000; Jobin et al., 2002) tespiti yapilabilmektedir.

Jobin ve arkadaglar1 (2002), B. cereus TZA15 izolatnm farkh pH’larda ve farkh
bliylime evrelerinde olusan aside dayaniklilik cevaplarim hiicrelerin toplam hiicre
protein profillerine goére incelemislerdir. Arastiricilar, ge¢ durgun fazda aside

tolerans diizeyinin en yiiksek seviyeye ulastigimi ve bunun toplam hiicre proteini
profilinde degisiklikler ile belirlendigini bildirmiglerdir.

(Cokmiis ve arkadagslar (2000), SDS-PAGE analizi yaparak, UV ile muamele edilmig
toksik madde tireten B. sphaericus suslarindaki larvisidal aktiviteyi koruyan bazi
maddelerin etkilerini, molekiiler agirliklar1 bilinen toksik protein bantlarmin varhgm
aramak suretiyle tespit etmislerdir.

Cabismada, Bacillus suglarmin tanmimlanmasida klasik biyokimyasal ve fizyolojik
testlerle birlikte suslarin elektroforetik goriiniimleri de incelenerek, bu sugslarm
birbirleriyle benzerlik ve farkliliklar1 karsilagtirilmigtir,

B. licheniformis ve B megaterium suglarmin SDS-PAGE ile elde edilen toplam hiicre
protein profilleri Sekil 4.4’de goriilmektedir. B. licheniformis suslarmm
elektroforetik yonden birbirine benzerlik gosterdikleri, ancak bazi bantlar ySniinden
de birbirlerinden ayrildiklar1 tespit edilmistir. B. licheniformis M19 ve M27
suslarmin tiimilyle benzer elektroforetik goriiniime sahip olmas: dikkat gekerken, B.
licheniformis M20 ve M30 suslarmin da birbirlerine benzer olduklarn gézlenmistir.
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Ancak B. licheniformis M30 sugu , molekiiler agirhigi yaklagik 40 kD olan 2 nolu
protein band1 ile 35 kD agirhginda olan 3 nolu protein bantlarn yoniinden B.
licheniformis M20 susundan ayrilmigtir. Ayrica, bu iki sus i¢erdikleri 1 nolu, 23 kD
agirhgindaki protein bandi ile de B. licheniformis M19 ve M27 suslarmdan
ayridmuglardir. Ancak, ttim B. licheniformis suslarinda gozlenen yaklagik 140 kD
agirhgmndaki bandm ortak bant olmasi nedeniyle, bu protein bandinn tiire Ozgii
olabilecegi diisliniilmiigtiir.

B. megaterium’a ait M14, M21, M22, M26, M28 suslarmin SDS-PAGE ile elde dilen
toplam protein profilleri incelendiginde ($ekil 4.4), aym tiire ait olan suglarin protein
bantlar1 y6niinden benzer elektroforetik gériintime sahip olduklari tespit edilmigtir.
Izolatlardan M14 ve M21 suglarmm aym protein profiline sahip olmasi dikkat
¢ekmigtir. Bu suglar yalmz, yaklapk 114 kD agwhgmdaki 4 nolu protein bandi
yoniinden diger suslardan ayrilmislardur.

B. subtilis M17, M24, M 29, M33, ATCC 6633 suslan ile B. brevis M2, M4, M6
suslarmin SDS-PAGE ile elde edilen toplam hiicre protein profilleri Sekil 4.5°de
verilmistir. B. subtilis suslari ortak bantlar igermelerine ragmen, elektroforetik
y6nden heterojen bir yap1 gostermislerdir. B. subtilis M29 ve referans sus olan B.
subtilis ATCC 6633 suslarinin birbirlerine benzer protein profiline sahip olduklar
dikkat ¢ekmistir. Ancak M29 susunun yaklagik 40 kD agwhgindaki 6 nolu protein
band: ile, ATCC 6633’den ayrildigy gozlenmistir. B. subtilis tiiriine ait olan diger
suslarin referans sus olan B subtilis ATCC 6633 ile ortak bantlar i¢erdikleri, ancak
ozellikle M17, M24 ve M33 suglarinm 5 numara ile gosterilen ve sirasiyla 150, 130,
125, 110 ve 96 kD agwhgmdaki protein bantlari ile 7 numarali 26 kD agirhfmdaki
protein bandi nedeniyle, elektroforetik yonden farkh bir protein profiline sahip
olduklari anlagilmistir. Bu suglarin farkh oldugu disiintilmiistiir.

B. brevis M2, M4, M6 suglarmin protein profillerinin birbirine benzerlik gosterdigi,
ancak bazi bantlar yoniinden ayrildiklar1 tespit edilmistir (Sekil 4.5). M2 susunda
tespit edilen yaklagtk 36 kD agirhgindaki 8 ile isaretlenmis protein bandi M4 ve
Mé6’da goriilmezken; M4 ve M6 suslarinda gézienen 24,5 kD agirhgndaki 9 nolu
bandin da M2 susunda bulunmadig: tespit edilmistir. Bu durumda, B. brevis M4 ve
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M6’nm Dbirbiriyle benzer, M2’nin ise bunlardan farkli bir sus olabilecegi
diistintilmiigtiir.

B. cereus M5, M10, M15 ve referans sus olan B. cereus suslan ile B. coagulans M8,
M25, M35 suglarimin SDS-PAGE ile elde edilen toplam hiicre protein profilleri Sekil
4.6’da verilmistir. B. cereus M5, M10, M15 ve referans B. cereus suglarmin ortak
bantlar igeriyor olmalarma ragmen, elektroforetik ydnden heterojen bir yapi
gosterdikleri g6zlenmistir. Suslarin protein profilleri incelendiginde, ortak protein
bantlar1 igerdikleri, ancak MS, M10 ve M15 suslarinm referans sus olan B. cereus
susunda bulunan bazi bantlar yoniinden birbirlerinden ayrildiklar1 tespit edilmistir.
M5, M10 ve MI15 suslarmda bulunan 10 numaral 23 kD agiwhfmdaki protein
bandinin B. cereus susunda bulunmadifi gézlenmistir. Buna karsibk B. cereus
susunda bulunan 11 numaral 108 ve 97 kD agwhgmndaki bantlar ile 13 nolu 28 kD
agirhgindaki bantlarin da B. cereus M5, M10 ve M15 suslarinda bulunmadig: tespit
edilmigtir. Bu nedenle M5, M10 ve M15 suslarinn farkh oldugu diistiniilmiigtiir.
Bunun yamsira, referans B. cereus suguna benzerlik gosteren M5 ve M15 suslarinm
protein profillerinin benzer oldugu, M10 susunun ise 12 numarali 50 ve 42 kD
agrhgindaki bantlar ydniinden bu suglardan farkli oldugundan, ayri bir sug oldugu
diistiniilmiistiir.

B. coagulans M8, M25, M35 suslarinn protein profillerinin birbirine benzerlik
gosterdigi, ancak bazi bantlar ydniinden ayrildiklan tespit edilmistir (Sekil 4.6). M35
ve M8 suslarmda g6zlenen 60 ve 52 kD agrhgindaki 14 numarah bantlarm M25
susunda bulunmadig), buna karsihk M25 susunda tespit edilen yaklagik 66 kD ve 56
kD agirh@indaki 15 nolu protein bantlarmmn da M8 ve M35 suslarinda bulunmadi
tespit edilmistir. Bu durumda, birbiriyle aym protein profili gdsteren B. coagulans
M8 ve M35°in aym, M25°in ise farkh bir sug olabilecegi diigtiniilmiigtiir.

Matar ve arkadaglar1 (1996), toplam hiicre protein profili ile, hastalik etmeni olan B.
cereus tliriinlin alt tiplendirmesi ¢ahgmalarinda, 58 adet B. cereus izolatinin toplam
hiicre proteininin heterojen bir yap1 gosterdigini ve %38 oraminda bir benzerlige
sahip olduklarim belirtmiglerdir.
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B. sphaericus M3 ve referans sug olan B. sphaericus ATCC 14577 suslan ile B.
circulans M16, M18, M23, M31, M32 ve M34 suslarinin SDS-PAGE ile elde edilen
toplam hiicre protein profilleri Sekil 4.7°de verilmistir. B. sphaericus M3 ve B.
sphaericus ATCC 14577 suslarinin toplam protein profilleri incelendiginde, bu
suslarin protein bantlar1 y6niinden benzer elektroforetik goriiniime sahip olduklar
tespit edilmigtir. Ancak M3 izolatinda varolan 16 numarah sirastyla 130, 125, 116 ve
102 kD agrrhgmdaki protein bantlari, 17 numarah 58 ve 49 kD agrhgindaki protein
bantlann ve 18 numaral 23 kD agrh@mndaki protein bantlarmim, ATCC 14577
susunda bulunmadifi goriilmiigtir. Bunun yamsra M3 susunun, B. sphaericus
ATCC 14577 susunda bulunan yaklasik 110 kD agirhigmdaki 19 nolu protein bandi
icermemesi de dikkat ¢ekmistirr M3 susunun farkh bir sus olabilecegi
diigiiniilmiistiir. C6kmiis ve Yousten (1994), 13 adet sivrisinek patojeni ve 6 adet
patojen olmayan B. sphaericus susunun toplam protein profilini kargilagtirarak,
patojen suslarin farkh protein yapisina sahip oldugunu ifade etmiglerdir.

B. circulans M16, M18, M23, M31, M32 ve M34 suslarmin, ortak bantlar igeriyor
olmalarma ragmen, elektroforetik yonden heterojen bir yap:1 gosterdikleri
g6zlenmistir (Sekil 4.7). Suslarm toplam hiicre protein profilleri incelendiginde M23,
M31 ve M32 suslarinin benzer elektroforetik yapiya sahip olduklar gézlenmigtir. B.
circulans M16, M18 ve M34 suslarmmn ise, bu suslarla ortak protein bantlar
icermelerine ragmen, bazi bantlar yoniinden farkliik gésterdikleri gézlenmistir.
M23, M31 ve M32 suslarinda bulunan 20 numarali 120, 105, 93, 84 kD agirhfmmdaki
bantlar, 21 numarah 49 ve 41 kD agirhgindaki bantlar ve 22 numarah 35 ve 32 kD
agrrhgmdaki bantlarm M16, M18 ve M34 suslarinda bulunmadig tespit edilmigtir.
Bu suslarm M23, M31 ve M32’den farkh suslar oldugu diistiniilmiistiir. Bunun
yamsira, M18, M23, M31 ve M32 suslarinda gﬁzlenen 23 numarah 27 ve 25 kD
agirhigindaki bantlarin M16 ve M34 suslarinda bulunmadigi ve M18 susunun ayri bir
sus olup, M16 ve M34 suslarinin ise ayr1 suglar olabilecegi diisiilmiistiir. 47 adet B.
circulans susunun SDS-PAGE ile elde dilen toplam hiicre protein profili ile, API
testlerinden alman biyokimyasal karakteristikleri karsilastiran Swiecicka (2001),
suslarm protein profillerinin %78 oraninda birbirine benzedigini bildirmistir,
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Caliymanmizda suslar arasinda benzer elektroforetik goriiniim olmasma ragmen, tiirler
arasinda farkliliklarin bulundugu tespit edilmistir. Aym tiire ait suglarin birbirine
benzer elektroforetik bir yap: g6stermelerine ragmen, suglar arasinda ayriliklarin da
olabildigi, ancak tiirlerin birbirinden aynldiklar1 gézlenmistir.

Son yillarda, petrolden elde edilen sentetik polimerlerin yerine, biyolojik olarak
pargalanabilen polimerlerin tiretimi 6nem kazanmig ve petrol kokenli polimerlerin
yerini almalarma yonelik caligmalar hiz kazanmustir (Page, 1992b; Beyatli, 1996).
PHB ve kopolimerleri, paketleme, gida, tip ve tarnm gibi alanlarda c¢ok genis
uygulama potansiyeli géstermektedir (Lee, 1996). PHB monomerlerinin biyouyumiu
olmas1 ve insan viicudunda dogal olarak bulunmasi sebebiyle de, ¢evre saghginin
yamsira insan sagh@: agisindan da 6nemli avantajlara sahiptir (Holmes, 1985). Son
yillarda, biyoparcalanabilir ve biyouyumlu bir materyal olan PHB’m nitelikli ve ucuz
eldesi ile ilgili yapilan ¢ahgmalarla, bu biyoplastige olan ticari ilgi de artmaktadir
(Dave, 1996; Braunegg, 1998).

PHA’larm varhi ile ilgili yapilan ilk ¢aligmalarda, topraktan izole edilen Bacillus
megaterium’da, otoliz sirasinda  f§ -hidroksibiitirik asit monomerleri salgilandig1 ve
bunlarin kaynagmn poli-B-hidroksibiitirik asit oldugu ortaya konmustur (Braunegg,
1998).

Bacilluslarin da dahil oldugu 75 farkh cins bakteri tarafindan sentezlenebilen, hiicre
i¢i depo graniilii olan PHB’in (Mergaert, 1993), baz1 bakterilerin simflandiriimasinda
da kullanilabilecegi bildiriimektedir (Huisman, 1989).

PHB sentezledigi bilinen Bacillus tiirleri arasmda B. cereus (Duniop and Robards,
1973; Chen et al., 1991; Labuzek and Radecka, 2001), B. circulans (Chen et al.,
1991; Nam and Ryu, 1985), B. megaterium (Findlay and White, 1983; Chen et al.,
1991, Kato, et al., 1992; McCool et al., 1996; Ashm vd. 1998; Law et al., 2001;
Gouda et al., 2001), B. sphaericus (Chen et al., 1991; Ashm vd. 1998; Mercan ve
Beyath,2001), B. subtilis (Chen et al.,.1991; Ashm vd. 1998), B. thuringiensis
(Nickerson et al., 1981; Benoit et al, 1990; Chen et al, 1991; Mignone and
Avignone-Rossa, 1996; Ashm vd. 1998), B. mycoides, B. licheniformis, B. macerans,
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B. amyloliquefaciens, B. laterosporus (Chen et al, 1991), ve tiir ayrimina gidilmemis
genis bir Bacillus spp. susu dagilimm (Dave, 1996; Wu et al., 2001) yer almaktadir.

Calismamizda, B. brevis, B. sphaericus, B. cereus, B. coagulans, B. megaterium, B.
circulans, B. subtilis ve B. licheniformis olduklarn teshis edilen Bacillus cinsine ait 8
farkl tiirlin PHB sentezledigi tespit edilmistir.

Aragtirmamizda PHB {irctimleri NB besiortaminda arastirdan Bacillus suglarmin,
hiicredeki PHB iceriklerinin ortalama olarak 0,051 g/1 oldugu, bunun da hiicre kuru
agrhigmm %11,50°sini olusturdugu bulunmustur. Suslarm hiicre kuru agirhklarma
gére PHB miktarlarmm 0,004-0,160g/l, ve PHB yiizde verimlerinin de %1,06-
%41,67 arasinda oldugu tespit edilmigtir. %41,67 ile en yiikksek PHB verimine sahip
sus olan B. brevis M6 susunu, %27, 53 ile B. cereus M5 susu izlemistir. % 1,06 ile en
digiik PHB verimine sahip olan susun ise B. licheniformis M30 susu oldugu
belirlenmistir. Arastirmamzda test bakterileri olarak kullamlan B. sphaericus ATCC
14577, B. cereus ve B. subtilis ATCC 6633 suslarmin sirasiyla %6,37; %16,93 ve
%4,07 ile degisik oranlarda daha az PHB iirettikleri bulunmustur (Cizelge 4.5, Sekil
4.8).

Yapilan aragtwmalarda, Bacillus cinsine ait tiir ve suslarm farkh oranlarda PHB
tiretim kapasitesinde olduklar: bildirilmigtir. Farkli Bacillus tiirleri iizerinde yapilan
cahiymalarda hiicre kuru agirhgma goére, Lach ve arkadaglar1 (1990) %16 PHB yiizde
verimi tespit ederlerken, Chen ve arkadaglar1 (1991) %5-20, Kato ve arkadaglan
(1992) %20, Dave ve arkadaslar1 (1996) %3-70, Ashm ve arkadaglari (1998) %6-48,
Beyath ve Ashm (1999) %1-78; Wu ve arkadaglari (2001) %25-35, Labuzek ve
Radecka (2001) %1-25, Mercan ve Beyath (2001) %5-25, Law ve arkadaglar1 (2001)
ise %10-19, PHB verimine rastlamuglardir. Calismamizda, bazi1 Bacillus suslarin
PHB {iretim miktarlari, bu degerlerin biiyiik kismmdan daha yiiksek bulunmugtur.

Alcaligenes eutrophus’un hiicre kuru agwhgmn %80’inden fazlasiu PHB olarak
biriktirebildigi, Madison ve Huisman (1999) tarafindan bildirilmistir. Bagka bir
cahigmada da, 4. latus 'un %40 oraninda PHB iirettigi tespit edilmistir (Ramsay et al.,
1990). Degisik bakteri gruplar1 ile yapilan gahsmalarda, Azotobacter beijerinckii
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bakterisinin %50°den fazla (Borman et al., 1998), Caulobacter crescentus
bakterisinin, %18 (Qi and Rehm, 2001), Pseudomonas extorguens bakterisinin ise %
27 (Karaboz ve Umay, 1994) PHB iirettigi tespit edilmistir.

Aragtirmacilar, PHB seviyesinin, besiyeri igerigi ve kullamilan substratlar gibi bazi
faktorler tarafindan denetlendigini ve PHB {iretiminin, bakteriler i¢in uygun iireme
ortamu saglandiginda arttigim belirtmektedirler (Chen et al., 1991; Beyath, 1996). Bu
nedenle, PHB ile ilgili olarak g¢aligmalarin ¢ogunu, yeni organizmalarm iiretim
yeteneginin ortaya g¢ikariimasi oldugu kadar, onlardan en fazla polimer iiretimini
saglayacak olan substratlarn arastirilmasi da olusturmaktadir. Biyoteknolojik
yontemler ile, kullamian substratlarin dagiiminm genisletiimesi ve PHB (retimi
iyilestirilmeye cahsilmaktadir. Maliyeti diistiren bu uygulamalar, biyopargalanabilir
plastik materyallerin kullammim da arttirabilir (Braunegg, 1998).

Cahsmamizda, bu amagla, suslar arasinda en yiiksek dogal PHB veriminin elde
edildigi B. brevis M6 (%41,67) susunda farkh karbon, fosfor ve azot kaynaklarinin
PHB tiretimine etkisi arastirlmmgtir. Farkh karbon kaynaklar olarak, Bacillus larm
kullandig1 bilinen, sodyum asectat ve sitrat; fosfat kaynaklan olarak potasyumfosfat
ve potasyum-2-fosfat; azot kaynaklar: olarak da D-L-triptofan, amonyum siilfat ve
sodyum nitrat kullamloustir. Bu ortamlarda B. brevis M6 susunun PHB iiretimi

saptanmugtir.

Karbon kaynagi olarak sodyum asetat igeren ortamda PHB iiretiminin, sitrat iceren
ortamdan ¢ok daha disiik oldugu bulunmustur. Bakterinin sodyum asetat iceren
ortamda PHB iretimi %2,39 iken, sitrat igeren ortamdaki PHB iiretimi %51,85
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.9).

Braunegg ve arkadaglarmmn (1998) bildirdigine gére, Macrae ve Wilkinson (1958)
cahgmalarmda, B. cereus ve B. megaterium’daki PHB iiretimini, ortamdaki asetat ve
asetil CoA varhgma baglanuglardir. Dawes ve Senior (1973) ise, hiicrede PHB
biriktirme sartlarimin yikksek NADH, yiiksek asetil-CoA ve diisilk serbest CoA
oranlar ile ilgili oldugunu bildirmiglerdir (Dawes, 1988).
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Aragtirmalar, hem TCA dongiisii hem de PHB sentezinde kullamlabilen Asetil CoA
bilegiginin, dengeli bilylime sartlarinda, asetil-CoA agiltransferaz enziminin inhibe
olmasi nedeniyle dogrudan TCA d6ngiisiinde yer aldigim ve PHB sentezine
katilmadigim gdstermektedir. Oysa smirlandirilmig, yani dengesiz sartlarda NADH
oksidaz aktivitesinin azalmasma bagh olarak NADH miktarmin artmasi ve sitrat
sintaz enziminin inhibe olmasi ile, Asetii CoA’mn PHB biyosentezinde
kullanilmasina neden oldugu bildirilmektedir (Page and Knosp, 1989).

Page ve Knosp (1989), NADH oksidaz mutanth 4. vinelandii UWD susunun, glukoz
ve yanisira amonyum asetat iceren besiortaminda, hiicre kuru agirhifna oranla %65
PHB verimine ulagtigm bildirmektedirler.

PHB graniilleri ile sintaz enzimi polimerizasyonu arasmdaki iliski yillardir
bilinmektedir. Smirh karbonlu ortamda gelisme sirasinda, sintaz enzimi ¢oziinmiis
formda olugmaktadir. Azot azhfinda ise PHB sintaz olugmaktadir. Coziinmiis
sintazin bu gartlar altinda hizla tiikkenmesi PHB graniilleri ile iliskilidir (Anderson
and Dawes, 1990).

Chen ve arkadaglar: (1991) ise, Bacillus tiirleri ile yaptiklan ¢aligmalarinda, sodyum
asetat1 karbon kaynafi olarak kullandiklar1 azotsuz besiyerindeki PHB veriminin,
glukoz igeren azotsuz besiyerindeki verimlere oranla, tiim suglarda artiy gosterdigini
ve B. megaterium DSM 90 susunda %47,2’lik verime ulagildigim bildirmiglerdir.

Benoit ve arkadaglart (1990), B. thuringiensis’in gelisimi sirasindaki glukoz
kullanimum aragtirdiklar gahgmalarinda, glukozun aseteta ve daha sonra da asetoine
doniigtiigtinii  belirtmiglerdir. Aragtirmacilar, asetat olugmaya bagladiktan sonra
kiiltiirde PHB’m sentezlendifini ve PHB oraminmn asetat tiiketimi boyunca arttigm
izlemiglerdir. Ancak, asetatin ayn1 zamanda asetoin olugsumu i¢in de kullamldigim
bildirmiglerdir. Ayrica, ortamda asetoinin indirgenmesi ile olusan 2-3-biitandiol
olusumuna da rastlanmugtir. Arastiricilar, asetatm yalmz PHB iiretiminde
kullanilmadigini, asetoin olusumu veya PHB sentezinde gerekli NADH,’lerin
kullanildig: indirgenme reaksiyonlarnda da tiiketildigini agiklamiglardir,
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Caliymamizda, asetatin fazla miktarda asetil-CoA olusumuna neden olabilecegi ve bu
bilesigin PHB sentezinde kullamlmayip solunum ve enerji kazammu gibi diger
metabolizmal faaliyetlerde kulllamlabilmesi nedeniyle, elde edilen PHB veriminin
diisiik oldugu diigliniilmiigtiir. Asetat kullamminda tespit edilen hiicre kuru
agirhginm oldukga yliksek olmasi da, bu goriisii desteklemektedir.

Farkh karbon kaynaklarmin kullanim ile yapilan ¢alismalarda, bazi B. sphaericus
suslarinda, farkli beef ekstrakt ve sodyum asetat konsantrasyonlarinm (%0,2; %0,5;
%1) PHB iiretimine olan etkisi incelenmistir. Sugslarin sodyum asetat igeren
ortamdaki PHB iiretimlerinin, kontrol grubuna gére diigiik oldugu beef ekstrakt
besiortaminda ise kontrol grubundan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ancak
¢abgmada, beef ckstrakt miktarmm artmasi ile yiizde PHB veriminin azaldig
belirlenmistir (Mercan ve Beyath, 2001).

Dave ve arkadaglan (1996), aktif camurda karbon kaynagi olarak asetat
kullaniminda, farkhi asetat oranlarmin PHB diizeyine etkisini denemisler ve asetatm
ortamdaki oram arttikca PHB oraninin azaldigim bildirmiglerdir. Aragtrmacilar, en
yiksek PHB birikiminin, %0,1 asetat varhginda, %26 olarak gergeklestigini tespit
etmiglerdir.

Page ve Knosp (1989), asetat ve glukozu azot kaynaklari ile beraber kullandiklari
cahsmalarinda, Azotobacter vinelandii UWD susunda glukoz ve amonyum siilfat
bulunan ortamda, asetat ve amonyum siilfat bulunan ortamdan ¢ok daha fazla
miktarda PHB sentezlendigini tespit etmislerdir.

Hoffmann ve arkadaglar1 (2000) ise, gesitli Pseudomonas bakterilerinin asetat gibi
basit karbon kaynaklarinda tiretildiginde, orta zincir uzunlugunda, 3-hidroksi yag
asitlerinden  sekillenen (C6-C14) PHA biriktirme yeteneginde oldugunu
belirtmiglerdir.

PHB biyosentezinin baginda iki asetil-CoA molekiilii birleserek asetoasetil-CoA’y1
olusturdugu bilinmektedir. Ancak, asetil-CoA’min TCA déngiisiinde de kullamhyor
olmasi, bu molekiil i¢in rekabet edilmesine neden olmaktadir. Bununla beraber,
ortamdaki serbest CoA molekiiliine bagh olarak, fazla miktardaki CoA’nin asetil-
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CoA’y1 TCA dongiisiine dahil etmesi, PHB iiretiminin diigiik olmasma yol
acabilecegi bildirilmektedir (Doi et al., 1988).

Cahsmamizda, sitrat kullanimmin PHB iiretimini %41,67°den %51,85’e yiikseltmesi,
ortama fazla miktarda katilan sitrat nedeniyle aseti-CoA bilesiginin onemli oranda
PHB yapiminda kullamlabilmesine neden oldugunu diisiindiirmektedir.

Braunegg ve arkadaglarmin (1998) bildirdigine gore, Nakamura ve arkadaglari
(1992) A. eutrophus ile yaptiklar1 g¢aligmalarinda, sitratin yamsira kullandiklar1 4-
hidroksi biitirik asit ve amonyum siilfatin saf PHB sentezine izin verdigini ve %70
mol olan oranm %100 mol miktarma yiikseldigini bildirmiglerdir. Aragtirmacilar,
hiicre kuru agirhgmn %2’sini tegkil eden PHB miktarinmn, ortamdan amonyum siilfat
cikarildiginda %21°e yiikseldigini de belirtmiglerdir.

Calismamizda, B. brevis M6 susunun her iki fosfat kaynaginda da PHB iirettigi
ancak, iretim miktarlannm diigiik oldugu bulunmustur. Bazal besiyerine, fosfat
kaynag1 olarak potasyum fosfat ilave edildiginde, % 1,52 PHB iiretim yiizdesi ve
potasyum-2-fosfat ilave edildiginde ise % 6,5 PHB firetim yiizdesi tespit edilmistir
(Cizelge 4.7, Sekil 4.10). B. brevis M6 susunun, fosfat kaynaklari arasinda en yiiksek
PHB iiretim miktan ve yilizdesine potasyum-2-fosfat i¢eren besiortaminda vardig:
gozlenmigtir. Genel olarak fosfat kaynaklarimdaki PHB iiretimlerinin diisiik oldugu
bulunmugstur (Cizelge 4.7, Sekil 4.10).

Daniel ve arkadaglari (1992), Pseudomonas 135 susunda, ortamda fosfat eksikligi
durumunda, %34,5 PHB iiretimine ulagildigim bildirmislerdir. Ancak fosforun
canlilik olaylarmda aldig1 onemli rol nedeniyle, ¢ok diisiik seviyelerde kullaniminin
aym etkiye neden olmayacagim da belirtmiglerdir. Dave ve arkadaglar1 (1996) ise,
aktif camurda fosfor oram yiikseldikge, gelismenin arttigmm fakat PHB birikiminde
azalma oldugunu kaydetmislerdir.

Arastirmalarda, farkl cevresel sartlarm, bazi organizmalarda benzer etkilere yol
acabilecegi ve bakterilerde PHB’m yiiksek miktarda sentezinin oksijen, azot ve
fosfor gibi maddelerin smirlandinimasi ile artabilecegi bildirilmektedir (Lillo and
Rodriguez-Valera, 1990; Dave et al., 1996; Brandl et al., 1991; Daniel et al., 1992).
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Lillo ve Rodriguez-Valera (1990), halobakterlerle yaptiklari ¢aligmalarinda, fosfat
simirfamasimin = PHB  birikiminin =~ yiiksek  oranlara  ¢ikmasimi  sagladigim
bildirmiglerdir.  Aragtirmacilar, potasyum fosfat kullandiklan besiortaminda
gelistirilen Haloferax mediterranei bakterisinin, hiicre kuru agrhgmm %601
orammda PHB rettigini tespit etmislerdir. %0,00375 gibi diisiik fosfat
konsantrasyonunda bakterinin daha iyi PHB tretimi saglandigini, ancak bu oranin

altina inildiginde PHB iiretiminin azaldigini da belirtmiglerdir.

Farkh azot kaynaklari kullanilarak bolim 3.2.8°de belirtildigi gibi hazirlanan
ortamlarda gelistirilen B. brevis M6 susunun D-L- triptofan ortamda, % 2,93 PHB
{iretim yiizdesi, amonyum siilfat ortamda %19,13 PHB iiretim yiizdesi ve sodyum
nitrat ortamda ise %60 oramnda PHB tiretmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.11). Bu susun
tiim azot kaynaklarmda farkhh miktarda PHB {irettigi gézlenmistir. En yiiksek PHB
iretim miktar1 ve yiizdesinin sodyum nitrat iceren besiortaminda eide edildigi ve
PHB iiretim ylizdesinin %60 oldugu ve bu azot kaynaginda diger azot kaynaklarma
kiyasla ¢ok daha yiiksek diizeyde PHB sentezledigi bulunmustur.

Doi ve arkadaglari (1988), A. eutrophus’da ortama fazla miktarda azot ilave
edildiginde, asetii CoA’yt ya TCA dongiisine veya aminoasit olusumuna
yoneltecegini belirtmiglerdir. Arastirmacilar, serbest CoA molekiilleri birikiminin
asetil-CoA’nin asetoasetil-CoA’ya doniisimiinii engelledigini, oysa karbon kaynagi
olarak bitirik asit kullamidiginda serbest CoA molekiillerinin biitirik asidin
doniisiimii srasmda asetil-CoA’min ve dolayisiyla PHB’in olugmasmi destekledigini
tespit etmiglerdir. Arastirmada, karbon kaynagmm cesidine gére azot miktarmmn
artmasi veya azalmasinin PHB iiretimini farkli etkileyecegi bildirilmigtir.

Kato ve arkadaslari (1992), B. megaterium’un 6zellikle sitkroz ve amonyum kloriir
iceren besiyerinde PHB verimini arttirdigim ve hiicre kuru agrhgimin %24’ kadar
PHB iirettigini bildirmiglerdir. Lillo ve Rodriguez-Valera (1990), azot kaynagi olarak
amonyum kloriir ve maya 6ziitiiniin, halobakterler {izerindeki etkilerini arastirdiklari
cahgmalarmnda, bu maddelerin oranlari diisiiriildiigiinde PHB miktarinin azaldigm
bildirmiglerdir. Aragtrmacilar, ¢ahigmalarinda azot smurlamasmin PHB sentezini
azalttigim agiklammglardir.
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Farkh azot kaynag: olarak proteaz pepton kullamilan bir bagka ¢aliymada ise, B.
subtilis K1 susunda % 78,69 ve B. megaterium Y6 susunda % 77 oranmnda PHB
verimi saptanmistir (Beyath ve Aslim, 1999).

Bonartseva ve arkadaslar1 (1994), Rhizobium suslarinda ortamda siikroz ve nitrat
bulunmasmin PHB verimini %65 oranma yiikselttifini belirtmiglerdir. Buna ragmen,
Daniel ve arkadaslar (1992), Pseudomonas 135 sugunun amonyumu sinirh ortamda
hiicre kuru agirhgmin %551 kadar PHB depo ettigini tespit etmiglerdir.

Brandl ve arkadaslar (1991) ise, fototrofik bir bakteri olan Rhodobacter sphaeroides
bakterisinin, azotu smurh sartlar altinda hiicre kuru agirhigmm %70°1 kadar polimer
{iretimi yapabilecegini bildirmislerdir.

Beaulieu ve arkadaslar1 (1995), azot kaynagi olarak amonyum kullanilmasinin, hiicre
kiitlesinin yogunlugunu arttirmasi nedeniyle, PHB biriktirilmesi sirasinda, ihtiyag
duyulan, 6nemli bir etken oldugunu belirtmiglerdir. Arastrmacilar, ortamdaki
amonyum iyonu konsantrasyonunun diisiirilmesinin, PHB miktarinda artiga yol
agmadigm, fakat c¢esiti amonyum tuzlarmm PHB veriminde farkh ve yiiksek
sonuglara neden oldufunu tespit etmislerdir. Ozellikle en yitksek PHB verimine
neden olan amonyum siilfatin, amonyum iyonlarmmn yarattig1 karsihkl iyon gegigleri
ile etkide bulunabilecegini belirtmislerdir.

Arastirmalar, bakterileri azotu PHB {iiretiminde kullanmalar agisindan iki gruba
ayrrmaktadir. Buna gore, birinci grup bakterilerin, polimer sentezleyebilmeleri igin
ortamda mutlaka N, P ve Mg gibi maddelerin bulunmas1 gerektigi gosterilmigtir.
Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii’nin mutant susu, Pseudomonas
resinovorans ve rekombinant E.coli gibi bakterilerin yer aldign ikinci gruptakilerin
ise, polimer sentezi i¢in bu tip smirlamalara ihtiyag duymadiklar bildirilmektedir
(Ramsay et al., 1992; Borman et al., 1998).

Borman ve arkadaglarmn (1998) Azotobacter beijerinckii ile yaptiklar ¢alismalarda,
PHB birikiminin azot smirlamasi olmaksizin gergeklestigini  bildirmektedirler.
Ancak aragtrmacilar azot kaynafmn ¢esidine gére PHB sentez miktarinin
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degisebilecegini ve kazein pepton ile iire gibi azot kaynaklan kullammmn PHB
verimini %50 oranmna yiikselttigini bildirmislerdir.

Chen ve arkadaglari (1991), Bacillus tiirlerinin glukoz ve pepton igeren zengin
besiyerindeki PHB {iretimi ile azotsuz besiyerinde gelistirilen bakterilerin PHB
tretimini kargilagtirmuglardir. Aragtirmacilar, azotsuz besiyerinde PHB veriminin,
zengin  besiyerinden daha fazla oldufunu ve karbon varhfmda azotun
smirlandiriimasmin PHB verimini arttirdigini bildirmiglerdir.,

Cahgmamizda B. brevis M6 susunun, azotsuz ortamda %25,45 PHB iiretim
ylizdesine ulagilmistir (Cizelge 4.9, Sekil 4.12). Ancak, bakteri kontrol besiyerinde,
azotlu ortamda PHB iiretim yiizdesi %41,67 olarak bulunmustur (Cizelge 4.9, Sekil
4.12). Azotsuz ortamm, bakterinin PHB sentezleme oranin diigiirdiigii gozlenmistir.

Labuzek ve Radecka’da (2001), %25 PHB verimi aldiklar1 B. cereus UW85 susunu
azotu smirlandinlmis sartlarda gelistirmigler ve PHB homopolimerinin  verimini
%9’a azaldiFmu tespit etmiglerdir.

Bertrand ve arkadaglar1 (1990), Pseudomonas pseudoflava’mn arabinoz ve ksiloz
fermentasyonunda, ortamdaki azot miktarmdaki azalma srasinda gittikge yiikselen
PHB miktarinm, amonyum iyonlar1 tamamen tiikendikten sonra hizla diistiigiinii
bildirmislerdir.

Borman ve arkadaglari (1998), Azotobacter beijerinckii bakterisinin kasein pepton,
maya §ziitli, kasamino asit ve lire gibi organik azot kaynaklarinmn glukoz veya siikroz
gibi karbon kaynaklariyla kombine edildiginde, azot smrlamasmna gerek kalmadan
%50°den fazla PHB iiretebilecegini bildirmiglerdir.

Dave ve arkadaglar1 (1996) ise, Aeromonas, Bacillus ve Pseudomonas gibi bakteriler
bulunduran aktif camurda, azot ve fosforu smirlandirlmis glukoz igeren ortamda
Bacillus cinsinin %5°den %80 gibi bir yogunluga ulastizim ve PHB iiretiminin
arttigim bildirmislerdir.
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Bazi1 c¢ahgmalarda da, Ps. resinovorans ve Ps. stutzeri gibi suglarda azot
smirlamasmm PHA brikimi ile sonuglandigim ve %50 oraninda verime ulagildigim
bildirilmistir (Ramsay et al., 1992; Xi et al., 2000).

Aragtirmamizda, oksijeni smirli ortamda gelistirilen B. brevis M6 susunun, %7,53
PHB iiretim yiizdesine vardig: tespit edilmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.13). Bakteri
oksijenli gatlar altinda bazal besiyerinde gelistirildiginde PHB {iiretim yiizdesi
%41,67 olarak bulunmustur (Cizelge 4.10, Sekil 4.13). Oksijeni siirh ortamin,
bakterinin PHB sentezleme oramim diisiirdiigii anlagilmistir

Dawes’in (1988), oksijen smirlamasinin NADH/NAD oranimm artiracagim ve bunun
da PHB oranm yiikseltecegini belirtmis olmasina ragmen, Bacillus bakterileri ile
¢ahsan Wu ve arkadaglar1 (2001), diisiik oksijen oramnin Bacillus’larda sporlanmaya
neden oldugunu ve PHB igeriginde azalma meydana getirdigini; azot ve fosforun
oranmin karbona gbre az oldugu besiyerlerinde ise PHB iiretiminin arttigim
bildirmiglerdir. Bacillus sp. Jma5 susunun, PHB verimini %25-35 olarak tespit
etmiglerdir.

Lillo ve Rodriguez-Valera (1990) ise Haloferax mediterranei ile yaptiklar1 ve
litredeki oksijen konsantrasyonunu 0,4’den 0,02°ye diigiirdiikleri c¢ahsmalarinda,
oksijen smirlamasmm PHB verimini diislirdiiglini ve oksijenin 0,4 oraninda
bulunmas1 swrasmda 0,208 g olan PHB miktarim, oksijen oram 0,02’ye
digtrtildiigiinde 0,048 g’a azaldigim bildirmiglerdir. Buna kargin, Beaulieu ve
arkadaglar1 (1995), A. eutrophus’da, ortamdaki oksijen miktarmmn ani yiikseliginin,
hiicre yogunlugunu arttirmasma bagh olarak, PHB iiretimini de arttirdigim
bildirmiglerdir.

Page ve Knosp (1989), Azotobacter vinelandii UWD susunda, polimer iiretiminin
oksijen smirlamasma bagh olmadigm, fakat glukozun PHB’a déniigiimiinii
arttirdigmu bildirmektedirler.

Kim (2000) ise, oksijeni siirh sartlarda, Azotobacter chrococcum’an PHB miktarim
arttirdigmm ve oksijenli sartlarda %20 olan verimin, oksijeni smurh sartlar altinda
%46’ya vardigm bildirmiglerdir. Tal ve Okon (1985), aym etkinin Azospirillum
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brasilense CD susunda da gozlendigini ve oksijen smirlamasiun PHB verimini
arttirdiint  tespit etmiglerdir. Borman ve arkadaslan (1998) da, Azotobacter
beijerinckii bakterisinin oksijeni smrlandiriiomg sartlarda PHB liretiminin arttigim

vurgulamuglardir.

Biyoplastik liretimi maliyetinin diigiiriilmesi, {lizerinde durulan 6nemli konulardan
biridir. Maliyet fiyatiin diigiiriilmesi i¢in rekombinant tiirler iizerinde g¢ahsmalar
yapilmasinin yamsira, ucuz karbon kaynaklar kullanarak da yiiksek PHB verimi elde
edilmesi i¢in aragtirmalar yapilmaktadwr (Witholt and Kessler, 1999; Kim, 2000;
Law, 2001). PHB verimi ylksek olan suglardan diisik maliyeti PHB elde
edilmesinde farkhi karbon kaynaklar1 kullamilmasi Onerilmektedir. Aragtirmalarda,
ucuz karbon kaynaklar olarak nigasta, peynir alt1 suyu, seker pancari melasi, seker
kamist melasi, musir, arpa ve soya atik sulart gibi atik maddelerin kullamldig:
bildirilmektedir (Page, 1989; Page, 1992a; Page, 1992b; Bealieu, et al., 1995; Ahn et
al., 2000; Kim, 2000; Gouda et al., 2001; Law et al., 2001; Wu et al., 2001). Bu
aragtirmalarda, ucuz karbon kaynafi olarak en c¢ok kullanllan atik madde olarak
melas dikkati cekmektedir (Page, 1989; Page, 1992a; Page, 1992b; Bealicu, et al.,
1995; Wu et al., 2001). Seker pancar1 melasinm PHB tiretiminde kullanmmu da kimi
cahigsmalarda gosterilmistir (Page, 1989; Page, 1992a; Page 1992b).

Page (1992a), Azotobacter vinelandii UWD susunun seker pancarn melast gibi
kompleks karbon kaynaklarmda da yiiksek PHB verimine sahip oldugunu
saptanmstir. Iyi bir polimer {ireticisi olan Azotobacter vinelandii UWD susunun seker
pancar melasinda iretildiginde, glukozun iigte biri maliyet tutarmda oldugu
bildirilmistir (Page, 1992b).

Mercan (2002) ise, ¢alismasida ucuz karbon kaynag: olarak seker pancar1 melasinin
kullamlabilecegini,  Rhizobium  meliloti Y11 susunun  %0,5’lik  melas

konsantrasyonunda %56, 31 oraminda PHB {irettigini bildirmigtir.

Calismamizda, ikinci derecede en yiikksek PHB tireten Bacillus cereus M5, glukoz ve
siikroz gekerlerini kullanabildiginden melasda PHB {iretimi i¢in segilen sus olmugtur.
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Susun %1, %2, %3, %4 ve %5 melas konsantrasyonunda ve siireye bagh PHB
tiretimleri tespit edilmistir (Sekil 4.19). Bacillus cereus MS5 susu, farkli
konsantrasyonlardaki melasda 24, 48, 72 ve 96. saatlerde inkiibe edilerek, hiicre
yogunlugu, son kiltiir pH’s1, hiicre kuru agirhgi, PHB (g/l) ve yiizde PHB verimi
tespit edilmigtir.

Bakteri, en yiiksek hiicre yogunluguna 1,45 OD ile, %5 melas konsantrasyonunda
ulagmustir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.18). Melasin, bakteriler i¢in karbon kaynagi
olmasmm yanisira, icerdii vitamin ve mineraller ile biiyiime faktSrii olarak da etkili
oldugu belirtilmektedir (Page, 1992b; Beaulieu, et al., 1995).

Beaulieu ve arkadaglan (1995), Alcaligenes eutrophus DSM 545 susunun seker
kamisi melasimda PHB verimini aragtirdiklari ¢alismalarinda, melasmm karbon
kaynagi olarak degil sadece biiyiime aktivatorii olarak kullamldigim ve optimal
biiyiime ve PHB iiretiminin %0,3 melas oraminda saglandifim rapor etmiglerdir.
Calismada varilan en yiiksek PHB veriminin %26 seviyesinde oldugu bildirilmistir.

Page (1989), seker pancari melasi gibi tanimli olmayan karbon kaynaklarnda da
PHB firetimi oldugunu bildirdigi bir calhgmasinda, Azotobacter vinelandii UWD
sugunda melasin biiylimeyi uyararak daha yiiksek PHB depolanmasma neden
oldugunu, ancak PHB veriminin ortama asetat ilavesinden sonra %70’e¢ vardifi
belirtmektedir. Buna karsm Burrows (1970), endiistriyel fermentasyonlarda melasm
ucuz ve kolay temin edilebilir olmasi gibi avantajlarmin yamsira, kompleks bir
substrat oldugundan bazi toksik elementler ile mineral maddeler icerdigini ve bu
maddelerin  yliksek konsantrasyonlarmm mikroorganizma gelisimi  {izerinde

engelleyici etki yaptigim agiklamustir.

Cahgmamizda, melasdan elde edilen en yikksek PHB yiizde verimine, en iyi hiicre
gelisiminin oldugu %5°lik melas oraminda degil de %1 melas konsantrasyonunda
elde edildigi tespit edilmistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.14).

Gouda ve arkadaglari (2001), karbon kaynagi olarak seker kamisi melasinda, B.

megaterium’un PHB {iretimini inceledikleri ¢cahgmalarinda, hiicre gelisiminin en iyi
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oldufu melas yiizdesinin %3 olmasma ragmen, en yiksek PHB verimi olan
%46,2’lik oranm %?2 melas igeren besiyerinde elde edildigini bildirmiglerdir.

Melasm %1 konsantrasyonunda gelistirilen B. cereus M5 susunun, 24 ve 48. saat
inkiibasyonda PHB yiizde verimi artmug, 72. saatte en yilksek degerine varirken 96.
saatten itibaren azalma gostermistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.14). Bakteri, 24 ve 48. saat
inkiibasyonda sirasiyla %19,11 ve %44,41 oraninda PHB depolarken, maksimum
PHB fiiretimini (%73,84) inkiibasyonun 72. saatinde gerceklestirmistir. Bu susun
kontrol besiortamimda tirettigi PHB miktar1 (%27,53) daha azdir.

Bakteri, %2 melas konsantrasyonunda en yikksek PHB verimi (%52,00)
inkiibasyonun 48. saatinde gergeklestirmistir. Bu sus, %3, %4 ve %5 melas
konsantrasyonlarinda en yiiksek PHB verimine (sirasiyla %38,48, %25,11, %35, 46)
inkiibasyonun 24. saatinde ulagilmistir (Cizelge 4.12-4.15, Sekil 4.15-4.18). Genel
olarak, melas konsantrasyonu arttik¢a yilizde PHB veriminde azalma oldugu tespit

edilmistir.

Page (1992a), diisikk melas konsantrasyonlarmda iyi PHB verimi elde edildigini
bildirdigi bir galismasinda, Azotobacter vinelandii UWD sugunun PHB iiretimini, %5
ve %2 seker pancari melast konsantrasyonlarinda incelemigtir. Bakterinin %5
melasda hiicre kuru agirligmna oranla %24 oraninda PHB verimi gdsterirken, bu
verimin %?2 melas konsantrasyonunda %51’e yiikseldigini bildirmistir. Arastirnici,
diisiik PHB verimi elde edilen %5 melas konsantrasyonuna 15 mM amonyum asetat
ilavesi ve iyi bir havalandirma ile polimer veriminin %70’¢e yiikseldigini bildirmistir.

Gouda ve arkadaslan (2001), B. megaterium’un %2 ve %3 seker kamusi melasinda
PHB {iretimini inceledikleri ¢aligmalarmda, en yiiksek PHB veriminin %2 melas
iceren besiyerinde elde edildigini bildirmiglerdir. Bu bilgiler, ¢ahsmamzda elde

ettifimiz sonuglar1 da desteklemektedir.

Page (1989), melas gibi tammh olmayan karbon kaynaklarmm PHB verimini
arttirdigm, ancak, melasin kompleks yapisi nedeniyle PHB sentezinin uyariimasinda -
kullanilan sartlar1 bozabilecegini ve diisiik melas oranlarmda daha iyi sonuglar
ahinabilecegini bildirmistir (Page, 1989; Page, 1992a).
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Wu ve arkadaglarmm (2001) yapti1 ¢ahismada, melasla kontamine olmus topraktan
izole edilen Bacillus sp. Jma5 susunun 250 g/l melas igeren besiyerinde iiretildiginde
hiicrede PHB miktarmin %35 oldugu bildirilmigtir. Aragtirmacilar diigiik oksijen
oraninin Bacillus’larda sporulasyona ve buna bagh olarak PHB veriminin diismesine
neden oldugunu belirtmislerdir.

Mercan (2002) ise, Rhizobium cinsi bakterilerin geker pancari melasmdaki PHB
liretimini aragtirdig1 calismasinda, farkh tiirlerde ulagilan en yiiksek yiizde PHB
veriminin, inkiibasyon siiresinin artmasi ‘ile azaldigm bildirmistir.

Calisma sonunda elde edilen bulgular, Bacillus cinsi bakterilerden yiiksek PHB
verimi eldesinde, seker endiistrisi atik maddesi olan melasin, ucuz karbon kaynagi
olarak kullaniabilecegini ve konu ile ilgili daha ayrntih aragtirmalar yapilmasi
gerektigini gostermistir. Yapilan literatiir galigmalarmda Bacillus cinsi bakterilerin
melasdan PHB {iretimi ile ilgili baz1 ¢alismalara rastlannmstir. Ancak elde edilen
veriler 1513inda bu alandaki ¢cahgmalarmn artacag agiktir.

Cahsmamizda Spearman’m korelasyon testine gore suslarin hiicre kuru agwhg: ile
PHB iiretimi arasinda bir iligki olup olmadig arastirilmig ve p=0,3973 bulunmustur.

Bu deger tablo degeri ile kiyaslandiginda p=0,3973>0,3059 old ugundan hiicre kuru
agirhgy ile PHB arasindaki iligkinin  Onemli oldugu anlagilomgtir,. Ancak
caligmamizda Spearman’m korelasyon testine gore kiiltlirlerin PHB icerigi ile hiicre
kuru agwhginda iligkinin dogrusal olmasi, dier arastrmacilarin bulgulan ile
benzerlik gostermis ve hiicre kuru agirh@ ile PHB depolanmasi arasinda Snemli
paralellik tespit edilememistir. Bu durum &zellikle Bacillus cereus M5 susunda %1
melas besiortarmnda gozlenmistir (Cizelge 4.11). B. cereus M5 susunun %1 melas
besiortaminda hiicre yogunlugunun 0,55 OD oldugu ilk 24 saat inkiibasyonda, PHB
depolanmas: tespit edilmistir. PHB sentezindeki artigin, 72 saat inkiibasyon siiresince
devam ettigi, ancak bu artiglarn hiicre kuru agirhg: ile orantih olmadig
bulunmustur. 24. saatteki hiicre kuru agwhg: 0,170 g/l iken, inkiibasyonun 48.
saatinde hiicre kiitlesi 0,215 g/1 olmustur. Hiicre yogunlugunun 0,4 oldugu ve hiicre
kuru agirhgmn da azaldigi 72. saatte ise PHB miktar1 artmaya devam etmistir.
Bakteri hiicre geligiminin eksponansiyel fazinda (0,6 OD), hiicre kuru agwhg 0,215
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g/l iken, %44,41 PHB verimine ulasmis olmasma ragmen, hiicre yogunlugunun 0,4
OD ve hiicre kuru agwhginin 0,130 g/T’'ye distigii donemde ise PHB verimi
%73,84’e yikselmigtir (Cizelge 4.11). Tanaka ve arkadaglan da (1993), 4.
eutrophus’da depo edilen PHB miktarinin hiicre gelisim oranindan daha fazla
oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar, gelisim ve besinlerin PHB ftizerine etkileri
oldugunu ve bu gartlarin detayl olarak incelenmesinin gerektigini vurgulamglardir.

Yapilan bir ¢aliymada Streptomycetes suslarindaki PHB miktarindaki artigm, kimi
suslarda hiicre gelisimi ile paralel olup, kimi suglarda ise ¢ok az paralellik g6sterdigi
rapor edilmistir (Manna et al., 1999). Benzer sekilde Borman ve arkadaglar (1998),
Azotobacter beijerinckii ile yaptiklan ¢ahismada, hiicre kuru agirhgmin artmas:
sirasinda PHB {iretiminin diigiikk kaldigim bildirmislerdir. B. megaterium’da ise,
PHA’m toplam hiicre agmhgmdan daha hizh artma orammna sahip oldugu ve
%PHA’daki artigin eksponansiyel ve durgun fazdaki hiicrelerin toplam kuru
agirhgindaki artigtan daha yiiksek oldugu rapor edilmigtir (McCool et al., 1996).

Baz1 galigmalarda da, hiicre kuru agirhg ile PHB tiretimi arasinda bir iligki olup
olmadig1 aranmigtir. Mercan ve Beyath (2001), Spearman’in korelasyon testine gore
Rhizobium bakterilerinde suglarm hiicre kuru agwhg ile PHB arasindaki iligkinin
Onemli olmadigmm bildirmislerdir. Mercan (2002) ise, Rhizobium bakterilerinin PHB
icerigi ile hiicre kuru agirhg: arasindaki iligkinin dogrusal olmasma ragmen, hiicre
kuru agrhg: ile PHB depolanmasi arasinda 6nemli bir paralellik tespit edememistir.

PHB’m ilk tespit edildigi bakteri cinsi olmalarma ragmen Bacillus’larn PHB
biyosentez mekanizmalarmin heniiz tam olarak aydmlatilamadifi (Madison and
Huisman, 1999), ancak avantajli ozelliklerinden yararlanmak ve endiistriyel PHB
tiretimini gerceklestirmek i¢in kullamldiklar: belirtilmektedir (Wu et al., 2001).

Caliymamizda elde edilen sonuglardan, polimer veriminin Bacillus bakterilerinin
tirine, besiortaminin g¢esidine ve sartlarma ve melas konsantrasyonuna gore
degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Daba sonraki yapilacak ¢alismalarda, polimer

firetiminde en uygun sus ile fermentasyon sartlarinin belirlenmesi, melasin igeriginin
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vitamin, gseker ve eclementlerle zenginlestirilerek PHB veriminin arttirilmasi
amagclanmugtir,

Tedavi amaciyla kullamlan antibiyotiklerin sagladigi faydalar, say1r ve niteliklerinin
arttirlmas1 i¢in genis ve ayrintih aragtirmalarm yapilmasma neden olmaktadir.
Ozellikle bakteriyel ve fungal kokenli hastahklarm tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerin, antimikrobiyal aktiviteleri tespit edilen bakterilerden elde edilmeleri
ile ilgili olarak yiiriitilen bir ¢ok aragtirma vardir. Son yillarda antibiyotiklere
direngli mikroorganizma sayisinin arttifi diigiiniiliirse, degisik antibiyotikler {ireten
yeni gen kaynaklarma duyulan gereksinim ve genis antimikrobiyal aktiviteye sahip,
etkili antibiyotikler iireten mikroorganizma tiplerinin arastirilmasmin ne denli Snemli
oldugu anlagilabilecektir (Eltem ve Ugar, 1998; Demain, 1999).

Yapilan aragtirmalar, Bacillus cinsi bakterilerin de 6zellikle Gram-pozitif bakterilere
kars1 etkin olmakla birlikte, bazi Gram-negatiflere karsi da antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugunu ve birkag tiir antibiyotigi tirettigini gdstermektedir (Morikawa et al.,
1992; Perez et al., 1992; Perez et al., 1993; Eltem ve Ugar, 1998).

Soya fasulyesinden izole edilen B. subtilis bakterilerinin antimikrobiyal aktivitesinin
calisildig bir aragtirmada, bu susun tirettigi antimikrobiyal maddenin Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Salmonella typhimirium ATCC 14028, E. coli ATCC 27662, E.
coli 0157:H7 ATCC 437888, Listeria monocytogenes ¥ 7244, Yersinia enterocolitica
ATCC 27729, B. cereus ATCC 27729, B. subtilis ATCC 6633 ve B. subtilis ATCC
6051 suslarma karsi genis inhibitér aktivite gOsterdigi, agar diflizyon teknigi ile
tespit edilmigstir (Zheng and Slavik, 1999).

Cabsmammzda kullandan suglardan B. brevis M4, B. cereus M5 ve B.cereus M10
suslan test bakterisi olan B.cereus F2 iizerinde aktivite gosterirken, B. brevis M6
susu da Staphylococcus aureus lizerine inhibisyon etki gostermigtir (Cizelge 4.16).

B. brevis M6, B.cereus M10 (Sekil 4.21) ve B. cereus M15 (Sekil 4.22) suslan
Bacillus thuringiensis RSKK 380 tizerine B.cereus M10 sus ise Bacillus megaterium
RSKK 578 tizerine (Sekil 4.20) inhibisyon etki gostermiglerdir (Cizelge 4.16).
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Suslarimizdan; B. cereus M15 susunun ise Micrococcus flavus ve Pseudomonas
fluorescens gibi bakteriler lzerine antagonistik etkide bulundugu gozlenmigtir
(Cizelge 4.16).

Binnet (1998), arastrmasinda siitten izole ettigi Bacillus suslarmmn S. lactis, S.
fecalis, E. coli K12, Y. enterocolitica, P. aeroginosa ve L. monocytogenes gibi
bakteriler iizerinde antagonistik etkisini ¢aligmustir. Arastirici, Bacillus’larin yalmzca

L. monocytogenes lizerine inhibitor etkisinin varligim tespit etmigtir.

Cahgmamizda kullandigimiz Bacillus suslarmmn da, E. coli, Y. enterocolitica, P.
aeroginosa Uzerine antimikrobiyal aktivitelerinin olmadify gézlenmistir (Cizelge
4.16). Elde edilen sonuglar, Binnet (1998), tarafindan elde edilen sonuglar ile
benzerlik géstermektedir.

Perez ve arkadaglann (1993), topraktan izole ettikleri 375 adet Bacillus cinsi
bakterinin %25’inin M. luteus’a karsi antimikrobiyal aktivitesinin oldugunu tespit
etmiglerdir. Aym cahsmada aragtiricilar, B. circulans MIR 13 susunun denenen P.
aeroginosa, E. coli ve Aspergilus niger’e kars1 etkili olmadigs; oysa B. polymyxa
MIR 23’tin bu bakterilere karsi etkili oldugunu gostermislerdir. Aragtrmada B.
subtilis ATCC 6633’lin sadece bir St. aureus susuna etkili oldugu bildirilmistir.
Calismamizda kullandigimiz B. subtilis ATCC 6633’ln ise St. aureus ATCC 25923
iizerine inhibisyon etkisine rastlanmams, ancak B. brevis M6’nm bu susa etki ettigi
gozlenmistir (Cizelge 4.16).

Yine Perez ve arkadaslarimin (1992) bir bagka ¢alismasinda ise, B. subtilis MIR 15
susunun P. aeroginosa, E. coli ve M. luteus tizerine antimikrobiyal aktivite gosterdigi
bildiriimigtir. Calismamizda, B. subtilis suslarnm, P. aeroginosa, E. coli ve M.
luteus ve St aureus test Dbakterileri {izerinde antimikrobiyal etkilerine
rastlanmamistir. B. circulans suslarmmizin  antimikrobiyal aktivitelerinin olmayist,
Perez ve arkadaslarmin (1993) sonuglarn ile benzerlik g6stermistir.

B. circulans J2154°den elde edilen lipopeptid antibakteriyeller olan circulocinlerin
Gram-pozitif bakterilere ve piperacillin direngli Strepfococ’lar ile vancomycin
direngli Enterococ lara karsi etkili oldugu tespit edilmistir (He et al., 2001).
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Bacillus circulans tarafindan biyosentezi gerceklestirilen butirosin’in  Giretiminin
sporulasyon olay ile yakindan ilgili olup, 6zellikle PHB ve dipikolinik asit olugumu
ile gerceklestigi bildirilmektedir (Nam and Ryu, 1985).

Bacillus cereus UW 85’in tirettigi ve biyolojik kontrol araci olarak kullanilabilen
zwittermicin ~ A’nin,  Ozellikle Gram-negatif bakterilerden Agrobacterium,
Pseudomonas ve Erwinia bakterilerine kars1 etkin oldugu bilinmektedir (Silo-Suh et
al., 1994).

Topraktan izole edilen B. cereus Bc7 susunun antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda,
bu susun tirettigi bakteriosin benzeri maddenin Gram pozitif mikroorganizmalar
lizerinde etkili oldugu Gram negatif bakteriler iizerinde etkisinin bulunmadif:
bildirilmistir (Oscariz et al., 1999). Calismamizda, suslar arasinda yer alan B.cereus
M15 susu, hem Gram-pozitif hem de Gram negatif bazi bakteriler {izerine inhibitdr
etki gOstermistir.

Wilson ve arkadaglar1 (1987), B subtilis ATCC 39320°den aerobik ve anaerobik
organizmalara karsi antibakteriyel etkide bulunabilen, difficidin ve oxydifficidin
antibiyotiklerini izole ettiklerini bildirmigler; Zweerink ve Edison (1987) ise, bu
antibiyotiklerin E. coli’de protein sentezi inhibitdrii olarak fonksiyon gésterdigini
rapor etmiglerdir. Zimmerman ve arkadaglar1 (1987), ¢alismalarinda B. subtilis
ATCC 39320 ve ATCC 39374 suslarmin yeni iki adet antibiyotik iirettiklerini
bildirmiglerdir. Uretilen difficidin antibiyotiginin Proteus sp., metsiline direcli St.
aureus ve Serratia’ya Kkars1 etkin olurken; cefaxitinin St. aureus, Proteus sp., S.
typhimirium, P. aeroginosa ve S. marcescens lizerinde etkili oldugunu

gostermiglerdir.

Bacillus suslarindan elde edilen yeni bir peptid antimikrobiyal olan mersacidinin ise,
methicillin direngli Staphylococ’lar basta olmak iizere baza Gram-pozitif bakterilere
karg1 aktif oldugu bildirilmigstir (Chatterjee et al, 1992).

Antibiyotik iireten yeni gen kaynaklarmin taranmasinda ekstrem g¢evrelerden Bacillus
suglarnmn izolasyonu bazi ¢aligmalarda gosterilmistir. Eltem ve Ucgar’m Denizli
Acigél’ de yaptiklar: aragtirmada (1998), izole edilen 5 adet alkalotolerant ve 18 adet
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fakiiltatif alkalofilik Ozellige sahip 23 adet Bacillus susu, antibiyotik Uretimi
yOniinden elemeye tabi tutularak, antimikrobiyal aktiviteleri saptanmstir. Bu suglar
fakiiltatif ve alkalotolerant olduklar i¢in, hem alkali hem de nétral pH da gelisme
gosterebildiklerinden biyoteknoloji ve genetik miihenlisligi alanlarmda oldukga
degerli yeni gen kaynaklar olma potansiyelinde oldugu bildirilmigtir. Bu ¢aligmada
bacitracin antibiyotigi standart antibiyotik madde olarak kullanilmig, bu madde ile
izole edilen Bacilluslarm lirettifi tammsiz olan maddenin kargilagtiriimas:
yapilmigtr. TEM-FA-18 susunun 8,5 mm’lik zon ¢ap1 ile E.coli lizerinde etkili
oldugu bildirilmistir. Cahgmamizda ise, Bacillus izolatlarmn E.coli {izerine
antimikrobiyal aktivitesi gozlenmemistir. Aym aragtirmada 23 adet Bacillus
susundan 9 adedinin B. subtilis lizerinde aktif oldugu tespit edilmis ve TEM-FA-7
susunun bu test bakterisi iizerinde 11 mm zon ¢ap1 gosterdigi; 12 Bacillus susunun
ise M. luteus iizerine etkin oldugu ve TEM-FA-22 susunun aym test bakterisine karst
21 mm’lik inhibit6r etki gosterdigi bildirilmistir. Calismamizda ise B. subtilis ve M.
luteus tizerinde etkili olan herhangi Bacillus izolat1 tespit edilmemistir. Eltem ve
Ugar’mm aragtirmasmda (1998), St. aureus lizerine de etkili olan12 adet Bacillus susu
arasinda TEM-FA-19 susunun 23 mm’lik zon ¢ap1 ile en yiiksek inhibisyon
gosterdigi bildirilmistir. Calymamizda, B. brevis M6 susunun yalmz St aureus
tizerine 16 mm’lik zon ¢ap: ile inhibisyon etkisi gosterdii gozlenmistir (Cizelge
4.16).

Asbm ve arkadaglan (2002), topraktan izole edilen Bacillus susglarinin antibakteriyel
aktivitesini aragtirdiklan galismalarmda, 40 adet Bacillus susundan B. thuringiensis,
B. subtilis ve B. megaterium tiirlerine ait olan 4 adedinin E. coli ve Y. enterocolitica
tizerinde aktif oldugunu tespit etmiglerdir. Caligmamzda suglarmmzin bu test
bakterilerine karyi antimikrobiyal aktivitesi g6zlenmemistir. Aym ¢ahgmada, St.
aureus lizerine inhibisyon etkisi bulunan 7 adet sug tespit edilmis, bu test bakterisi
tizerinde en yiiksek inhibisyonu B. megaterium Y6 susunda 7,9 mm’lik zon ¢ap: ile
bildirilmistir. Buna kargsihk, caligmamzda, B. brevis M6’nmn St. aureus’a karst 16
mm’lik zon ¢ap: ile antagonistik etki tespit edilmigtir. Ashm ve arkadaslarmmn
calismasinda (2002) da ayrica, M. flavus’ a etkili oldugu bildirilen 14 adet sugdan
ozellikle B. thuringiensis D1 susunun bu test bakterisi iizerinde 9,6 mm inhibisyon
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zon ¢ap1 gosterdigi belirtilmigtir. Calismammzda da, B. cereus M15 susunun M. flavus
6,4 mm inhibisyon zon gap1 olugturdugu tespit edilmistir (Cizelge 4.16).

Bacillus subtilis ve Bacillus licheniformis tarafindan iiretilen Basitrasinin bir¢ok
Gram pozitif ve bazi gram negatif bakteriye karsi da antimikrobiyal aktivite
go6sterdigi bildirilmektedir (Drablos 1999).

Caligmamizda elde edilen sonuglardan Bacillus izolatlarmm 6zellikle daba ¢ok Gram
pozitif test bakterileri lizerinde inhibitor etkileri gézlenmistir. Ancak, B. cereus M15
susunun hem Gram pozitif ve hem de Gram negatif bazi bakteriler iizerine inhibit6r
etki gosterdigi tespit edilmistir. Farkh bir antibakteriyel dagilim gosteren
izolatlanmizin  potansiyel faydalarmin = arasgtrdmast ve  tespit edilen
antimikrobiyallerin kimyasal karakterizasyonunun ilerideki aragtirmalarin amaglari
arasinda yer alacag diistintilmektedir.

Bugiine degin yapilan bircok arastirmada Bacillus cinsi bakterilerin aym cins ve
tiirdeki diger suglar {izerindeki etkileri {izerinde durulmugtur. Calgmammzda
kullandigimiz suglarm da &zellikle birbirlerine karst olan inhibisyon etkileri agar
difiizyon y6ntemi ile arastiriimugtir.

Son yillarda dikkat ¢eken, Bacillus tiirleri tarafindan {iretilen antimikrobiyal peptidler
olan bakteriyosinlerin 6zellikle Gram pozitif bakterilere karsi aktif oldugu Gram-
negatiflere etkili olmadif1 bildirilmektedir (Oscariz et al, 1999, Zheng and Slavik,
1999).

Le Marrec ve arkadaslari (2000), B. coagulans 14 susundan, genelde laktik asit
bakterileri digindaki bakterilerde pek rastlanmayan pediocin benzeri coagulin
bakteriyosinini elde ettiklerini bildirmiglerdir.

Cabsmamizda Bacillus izolatlarmin birbirlerine kargi inhibisyon etkilerinin oldugu
gozlenmistir (Cizelge 4.17, Sekil 4. 23-30). Aym tiiriin suslarina kars1 ve hem de
farkli tiirlere etki g6sterebilen B. cereus M10 (Sekil 4.29-30) ve B. cereus M 15
(Sekil 4.30) suglar tespit edilmigtir (Cizelge 4.17).
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Yapilan bazi c¢aligmalarda da benzer sonuglara rastlanmugtir. Favret ve Yousten
(1989), B. thuringiensis HD-2 susundan elde ettikleri thuricinin, diger B.
thuringiensis suslart ile bazi Gram-pozitif tiirlere karsi aktif oldugunu tespit

etmislerdir.

Yine bir bagka arastirmada da, B. thuringiensis subs. tochigiensis HD868 susundan
saflagtirilan tochicin bakteriyosininin 20 adet B. thuringiensis suglan ile bir B. cereus
suguna kars1 aktivite gosterdigi bildirilmigtir (Paik et al., 1997).

Naclerio ve arkadaglan (1993) ise, B. cereus susundan durgun faz déneminde elde

ettikleri cerein bakteriyosininin, diger B. cereus suslarina kars: aktivite gésterdigini
bildirmislerdir.

Cahgmamizda, inhibisyon etkilerini diger tiirlere karsi gosteren suslarin, B. brevis
M4 (Sekil 4. 27), B. brevis M6 (Sekil 4. 24), B. cereus M5 (Sekil 4. 24, 4.27, 4.30),
B. cereus M10, B. cereus M15, B. coagulans M25 (Sekil 4. 28), B. coagulans M35,
B. megaterium M15, B. megaterium M21, B. megaterium M22, B. megaterium M26
(Sekil 4. 28), B. megaterium M28 (Sekil 4. 25) B. circulans M16, B. circulans M18,
B. circulans M34, B. subtilis M17, B. subtilis M24, B. subtilis M29, B. subtilis M33,
B. licheniformis M19, B. licheniformis M20 ve B. licheniformis M27 (Sekil 4. 25)
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.17, Sekil 4.23-4.26, Sekil 4.29-30). Bu suglarm,
dzellikle B. sphaericus suglari lizerinde inhibisyon etki g6stermesi dikkat ¢ekicidir.

Bacillus hiicrelerinin yapilan ile ilgili aragtirmalar sitoplazmik membran iizerinde
genelde hiicre duvari bulunduran Bacillus’larin hiicre duvarinm, bir veya birkag
anyonik polimer ve birkag kat peptidoglikan ile sarildigin1 ortaya koymustur. Hiicre
duvarindaki peptidoglikan murein yapi, kisa peptidlerle ¢apraz baglanms glikan
zincirlerden olugmustur. Bacillus peptidoglikan yapisindaki bu g¢apraz baglanmalarin
direkt meso-diaminopimelik asit (m-Dpm) ile oldugu bilinmektedir. Ancak yapilan
incelemelerde B. sphaericus grubunda yer alan bakterilerde bu duruma
rastlantimammstir. B. sphaericus grubu bakteriler, peptidoglikan yapilarnda L-Lizin
veya Ornitin bulundurmalan ile farkliik gostermektedirler (Priest, 1993; Rosovitz et
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al., 1998). Bu yapisal farkhbgin inhibisyon etkiye neden olabilecegi
diistiniilmektedir.

Bazi Bacillus izolatlarmn, B. sphaericus’un yamsira B.cereus B. coagulans gibi
diger bazi suslar tizerinde de inhibisyon etkileri oldugu gdzlenmistir. B. brevis M4,
B. brevis M6, B. cereus M10, B. cereus M15 suslar1 B. sphaericus’un yamsira
B.cereus tizerine ve yine B. brevis M4, B. cereus M5 ve B. cereus M10 suglarinm B.

coagulans lizerine, inhibisyon etki gosterdigi gozlenmistir (Cizelge 4.17).

Oscariz ve arkadaglari (1999), B. cereus susundan elde ettikleri cerein 7
bakteriyosininin, diger B. cereus suslarma oldugu kadar B. stearothermophilus, B.
subtilis, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Lactococcus lactis,
Micrococcus  luteus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes ve
Streptococcus bovis gibi bir ¢ok Gram-pozitif bakteriye karsi da aktif oldugunu
bildirmislerdir.

Yapilan bir ¢alimada, B. subtilis tarafindan olusturulan bacillocin 22 adi verilen bir
bakteriyosinin, B. cereus’un yamsira Listeria monocytogenes bakterisine de etki
gosterdigi tespit edilmistir. Gida patojeni olan bu iki tiire karg aktivitesi tespit edilen
bacillocin 22°nin gidalarda antimikrobiyal ajan olarak kullamlabilme potansiyeline
sahip oldugu bildirilmektedir (Zheng and Slavik, 1999).

Arastirmalarda, Ozellikle B. coagulans ve B. cereus tiitlerinin cins ve tiir igi
inhibisyon etkilerine rastlandigm gostermektedir (Naclerio et al., 1993; Oscariz et
al, 1999; Le Marrec et al, 2000). Bu veriler, sonuglarmizla benzerlik

gostermektedir.

Bakteriler iginde, Bacillus cinsi, modern biyoteknolojide, enzim uygulamalarmda
kullanilan organizmalar arasinda baskimn bir yer almaktadir (Yin et al., 1991; Perez et
al., 1992). Bacillus’lar, hiicre dig1 proteazlarin 6zgiin tireticileridirler. Bunlar kan, kir
ve siit gibi protein icerikli lekelerde, deterjanlara katkida bulunurlar (Singh et al.,
2001).
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Genelde, Bacillus cinsi bakteriler, yiiksek miktarda hiicre dis1 proteaz ({iretirler
(Kunitate et al., 1989). B. subtilis (Aderibigbe and Odunfa, 1988; Kunitate et al.,
1989; Kudrya and Simonenko, 1994), B. licheniformis (Kunitate et al., 1989;
Aderibigbe et al, 1990), B. thermoruber (Manachini et al, 1988), B.
amyloliquefaciens, B. cereus, B. pumilus, B. thuringiensis (Kunitate et al., 1989) ve
B. megaterium gibi bazi Bacillus cinsi tiyelerinin, yilksek miktarda hiicre dis1 alkali
proteaz irettii ve pH 7-11 arahgmda iireyebildigi bildirilmistir (Moravcova and
Vachova, 1993; Singh et al, 2001). Kim ve arkadaglarn (1996), bir Bacillus
tiyesinden elde ettikleri fibrinolitik proteaz enziminin, trombolitik ajan olarak tipta
kullanilabilecegini  bildirmiglerdir. B.  stearothermophilus’dan  elde  edilen
proteazlarm, atik aktif gamur parcalanmasinda ekonomik kimyasal faydalar sagladig:
bildirilmektedir. (Kim et al., 2002).

Caligmalarda, subtilisin proteinazlarm iireten Bacillus tiirlerinin, camasir deterjanlari
ve diger ticari uygulamalarda kullamldig1 bildirilmistir (Yin et al., 1991). Subtilisinin
B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. pumilus ve B.
thuringiensis tarafindan iretilebilmektedir (Kunitate et al., 1989). Termofilik ve
alkalifilik basiller tarafindan iiretilen alkalin proteazlar, yiikksek sicakhk, pH,
kimyasal pargalayici ajanlar ve susuz g¢evrelere dayanabilecekleri belirtilmektedir
(Johnvesley ve Naik, 2001).

Cahsmamizda, B. sphaericus suslan disinda, Bacillus cinsine ait olan diger yedi
tiirdeki (B. brevis, B. cereus, B. coagulans, B. subtilis, B. licheniformis, B. circulans,
B. megaterium) tiim suslarda proteolitik aktiviteye rastlanmustir (Cizelge 4. 18, Sekil
4.31). Bu sugslarda, proteolitik aktivite, 1,4-8,1 mm zon ¢ap1 arasinda bulunmus ve
ortalama olarak 4,17 mm hesaplanmistir. En yiiksek proteolitilik aktivite 8,1 mm zon
capi ile B. circulans M32’de tespit edilmigtir (Sekil 4. 32).

Literatiir bilgilere dayamlarak, c¢alisilan 8 Bacillus tliriiniin tiimiinde proteaz
aktivitesinin olabilecegi, B. coagulans, B. circulans ve B. sphaericus tiirlerin bazi
suslarinda bu aktivitenin olmadig1 bildirilmistir (Sneath, 1986). Aragtirmamizda da
ozellikle B. sphaericus suslarinmn proteolitik aktiviteden yoksun oldugu gériilmiistiir.
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Aragtirmalarda, B. licheniformis’in sentezledigi 6zgilin bir proteaz olan Keratinaz
tirettigi, (Rozs et al.,, 2001) ve B. subtilis v¢ B. megaterium’un proteolitilik
aktivitesinin oldugu bildirilmektedir (Moravcova and Vachova, 1993).

Kembhavi ve arkadaglar1 (1993), sicak sudan izole ettikleri B. subtilis’den pH 5-11
araliginda proteaz salgiladigini rapor etmiglerdir.

Johnvesly ve Naik (2001), alkali proteaz iireten termofilik ve alkalifilik Bacillus sp.
JB-99 susunun deterjan yapminda kaynak enzim olarak kullanilabilecegini;
Miiderrizade ve arkadaglar1 (2001) ise, topraktan izole ettikleri Bacillus sp.’den pH
optimum 11,5°da iken, alkalin proteaz saflagtirdiklarim bildirmislerdir.

Yapilan aragtirmalarda, tiir tammi yapiimamg bir ¢ok Bacillus susunun yamsira, B.
subtilis, B. licheniformis B. megaterium B. cereus tiitlerin proteaz enzimi iirettikleri
ve proteolitik aktivitelerinden faydalanldigy lizerinde durulmustur (Kunitate et al.,
1989; Kembhavi et al., 1993; Moravcova and Vachova, 1993; Johnvesly and Naik,
2001; Miiderrizade vd. 2001; Rozs et al., 2001).

Plazmid DNA birgok Bacillus tliriinde arastirilmustir. Ozellikle bazi Bacillus
suglarmmn  antibiyotiklere direng Ozelli§i tagiyan plazmidler bulundurmasi,
rekombinant DNA ¢ahsmalarinda vektor olarak kullanilabilmeleri sansm arttirarak,
bir ¢ok ¢aligma igin aramlan tiirler olmalarma neden olmustur (Tanaka et al., 1977;
Yoshimura et al., 1983).

Yapilan g¢aligmalarda, genelde Bacillus cinsinin igerdigi plazmidlerin kriptik
plazmidier oldugu belirtilmis olmasma ragmen (Tanaka and Koshikawa, 1977,
Yoshimura et al, 1983), B. thuringiensis’in bir plazmidinin insektisidal kristal
proteinin iiretimiyle iligkili oldugu bildirilmistir (Faust et al., 1983; Clark, et al,,
1985; Himeno et al., 1985; Jaoua et al., 1996). Baz tiirlerin ise plazmid DNA
kaynakh antibiyotik diren¢ geni tagidiklari ve bu tiirler arasmnda yer alan B. cereus, B.
licheniformis, B. sphaericus, B stearothermophilus ve B. subtilis tiirlerinin tetrasiklin
antibiyotigine, B. sphaericus’un kloramfenikol antibiyotigine (McDonald and Burke,
1984), ve yine B. subtilis’in eritromisine (Yoshimura et al., 1983) direngli olma
ozelliklerini tasidiklar: tespit edilmigtir. Bunlarmn yanisira, B. megaterium’ un lrettigi
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megacin A gibi (Rostas et al., 1980) bazi bakteriyosinlerin (Tanaka et al., 1977) ve B.
amyloliguefaciens’in alfa amilaz enziminin @iretiminde (Hillier et al., 1997) oldugu
gibi bazi farkh metabolik aktivitelerin de plazmid DNA ile kontrol edildigi
bildirilmektedir.

Yoshimura ve arkadaglan (1983), 111 adet Bacillus susunu inceledikleri
caligmalarinda, yalmiz 13 adet susda bulunan plazmid DNA’larm molekiiler
biiyiikliikklerinin 2,8-45,2 Md arasmda degistigini bildirmiglerdir. Ayrica, ¢ahgmada
41 adet antibiyotik direngli susun 5’inde plazmid DNA tespit edilmigtir.

Clark ve arkadaslar1 (1985), B. thuringiensis var. israelensis susunda, hiicre igi
kristal protein iiretimi ile ilgili oldugunu bildirdikleri 108 kb agirhigmmda bir plazmid
DNA izole ettiklerini rapor etmislerdir.

Jaoua ve arkadaslan (1996) ise, Bacillus’larda hiicre i¢i kristal proteinini kodlayan
genlerin 30 Md'dan biiylik oldugunu bildirmiglerdir. Himeno ve arkadaslari’da
(1985), B. thuringiensis var. israelensis’de delta-endotoksin proteini ile iligkili 72
Md agiwhgmda bir plazmid ve 4-44 Md agrhginda kiigik plazmidlerin
bulunabilecegini belirtmislerdir.

Tanaka ve Koshikawa (1977), Bacillus subtilis’de 3,6 ve 4 Md agirhgmnda kiigiik
plazmidler ile 34 ve 46 Md agwhginda biyiikk plazmidler izole -ettiklerini
bildirmislerdir.

Yine Tanaka ve arkadaglarmin (1977) bir bagka ¢ahgmasinda ise 19 adet B. subtilis
susunun ikisinde 5,4 Md, diger iki susunda ise 4,9 ve 5,3 Md agirhiginda iki plazmid
tespit etmiglerdir. Aragtcilar, plazmid tasiyan bu suslarim fenotiplerinde antibiyotik
dirence veya bakteriyosin iiretimine rastlamadiklarm bildirmiglerdir.

Ombui ve arkadaglari (1996), siitten izole etikleri 72 adet B. cereus izolatnm
antibiyotik direng ve plazmid profillerini aragtirdiklari c¢alismalarinda, izolatlarmn
%71,7’sinde plazmid DNA’ya rastlamuslardwr. -1-5 sayilan arasinda plazmid tespit
ettikleri izolatlardaki plazmidlerin 0,1-60 Md biiyiikliiklerinde olabildigini, ancak
Onemli oranda plazmidin 4,8 ve daha diisiik agirhikh plazmidler olduklaring biiyiik
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plazmidlerin 6zellikle 35,8; 58 ve 60 Md agrhgmda oldugunu rapor etmislerdir.
Aragtirmacilar, tlim suglarm ampicillin antibiyotigine direngli oldugunu ancak bunun
plasmid DNA ile iligkili olmadigim bildirmiglerdir.

Cahsmamizda, 32 adet Bacillus susunun 6 adedinde plazmid DNA tespit edilmis,
diger suglarda plazmid DNA’ya rastlanmamgtir (Cizelge 4.19, Sekil 4.33). Plazmid
DNA bulunduran suslar B. brevis M2, B. brevis M6, B. sphaericus M3, B. sphaericus
ATCC 14577, B. cereus M5 ve B. coagulans M25 suslandir (Sekil 4.33). Bu
suslardaki plazmid DNA sayilar1 1-2 arasmda bulunmustur. Plazmidlerin molekiiler
agirhiklart 3,9-31,7 kb arasnda hesaplanmugtir. B. brevis tiiriine ait M2 ve M6
suglarinda sirasiyla 31,2-31,7 kb agirhkta, B. cereus M5’te ise 24,1 kb agirhfinda
birer plazmid tespit edilmistir. B. sphaericus suslarinda ise 1-2 plazmid bulundugu ve
B. sphaericus M3 susunda 31,7 kb, B. sphaericus ATCC 14577 susunda ise 31,3 ve
27,6 kb olan 2 plazmid DNA g6zlenmistir. Yine iki plazmid iceren B. coagulans
M25 susunda ise 4,7 ve 3,9 kb agirhginda plazmidler belirlenmistir.

Aragtirmammzda kullamlan bakterilerin PHB {iretme yetenekleri ile plazmid igerikleri
arasindaki iligkinin varh@ tespit edilmeye ¢ahsilmugtir. Bakterilerin tiimiiniin PHB
sentezlemelerine ragmen, bazi suslarm plazmid DNA icermedikleri gézlenmigtir. En
yikksek PHB yiizde verimi B. brevis M6 ve B. cereus M5 suslarinda tespit edilmig, bu
suslarda plazmid DNA varlig1 gézlenmigtir.

Steinbiichel ve Schlegel (1990), PHB biyosentetik genlerinin (phbA, phbB ve phbC)
Alcaligenes eutrophus’da kromozom ve megaplasmid pHG1’de kodlandigim
bildirmiglerdir. Ashm ve arkadaslar1 (1998) da, PHB {iretiminde plazmid DNA’nin
yamsira kromozomal DNA’nmn da etkili olabilecegini agiklamglardir. Pseudomonas
suslar: ile galisgan Huisman ve arkadaglari (1989), polimer olusturma yeteneginin
plasmid DNA’dan kaynaklanmadigimi, bildirmislerdir. Charles ve arkadaglar1 (1997)
ise, R meliloti’de PHB degradasyon izyoluna etki eden kromozomal ve
megaplazmid bolgelerini tespit etmislerdir.

Cahsmamizda PHB {iretimi gergeklestiren bazi suslarin plazmid igcermemeleri, bu

suslarda PHB sentezinden sorumlu olan genlerin plazmidden bagimsiz oldugunu ve
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PHB iretimi ile ilgili genlerin aym zamanda kromozomal DNA {izerinde de

varolabilecegini diisiindiirmiistiir.

Arastrmamiz srrasinda, kullandigmmiz bakterilerin antimikrobiyal aktivite gosterme
yetenekleri ile plazmid DNA icermeleri arasinda bir iligki olup olmadigi da tespit
edilmeye g¢aligilmistir. Caligma sonucunda antimikrobiyal aktiviteye sahip olan
suglarm bir kism plazmid DNA igerirken, biiyiik kisminin plazmid DNA igermedigi
tespit edilmigtir (Cizelge 4.16 ve Cizelge 4.17). Bunun yamsira plazmid DNA igeren
bazi suslarm da antimikrobiyal aktivitesinin olmadigi belirlenmistir. Bakteriyosin
sentezini spesifiye eden 6zel genlerin, bir kisminin kromozomal olmasma kargin, bir
kisminin da ekstra kromozomal karakter tagimakta oldugu (Arda, 2000) ve dzellikle
Gram-pozitif bakteriler tarafindan olusturulan bakteriyosinlerin bir cogunun plazmid
DNA genlerinde kodlandig: belirtilmektedir (Jack et al., 1995).

Tanaka ve arkadaglan (1977), plazmid DNA igeren B. subtilis suslar ile yaptiklan
cahgmalarinda, bu suslarm fenotiplerinde bakteriyosin {iretimine rastlamadiklarim
bildirmiglerdir. Favret ve Yousten (1989), bazi Gram-pozitif bakterilere kars:
antibakteriyel aktivite gbsteren B. thuringiensis serovar. thuringiensis HD-2 sugunun,
150 Md agrrhgmndaki plazmid DNA ile iligkili oldugunu bildirmislerdir.

Baz aragtirmacilar, B. thuringiensis tarafindan olugturulan Thuricin, B. megaterium
tarafindan sentezlenen megacin (Favret and Yousten, 1989), ve B. coagulans
tarafindan olugsturulan coagulin (Le Marrec et al, 2000) bakteriyosinlerinin plazmid
DNA iligkili olduklarini agiklamislardir.
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6. ONERILER

Diinyada artan plastik tiiketimi, petrol fiyatlarnin artigt ve kaynaklarm tikkenme
tehlikesi gibi nedenler, petrol kokenli plastife alternatif aranmasmma neden
olmaktadir. Gelecekte, PHB gibi biyopargalanabilir ve ucuz bakteriyel biyoplastikler,
petrokimyasal plastiklerin yerine gegebilirler. Caligmamiz sonucunda elde edilen
bilgiler dogrultusunda B. brevis M6 susunun sodyum nitrat igeren besiyerinde %
60,00 oraninda PHB verimine, B. cereus M5 susunun ise seker pancart melasinda
%73,84 oraminda PHB verimine ulastigi tespit edilmistir. Ozellikle ucuz karbon
kaynag1 olan seker pancar melasindaki PHB verimi dikkate degerdir ve endiistriyel
PHB iiretiminde maliyet fiyatim disiirecektir. Dolayisiyla bakterinin PHB sentez
sartlari diizenleyerek biyoplastik iireticisi olarak kullamlabilecegi diistiniilmiigtiir.

Son yillarda, genis antimikrobiyal aktiviteye sahip ve etkili antibiyotikler tireten
mikroorganizma tiplerinin aragtirilmasi olduk¢a Onem kazanmugtir. Calismamizda
elde edilen sonuglara gore, izolatlarimz o6zellikle Gram pozitif test bakterileri
tizerinde inhibitor etki gOstermiglerdir. Ancak, B. cereus M15 sugunun Gram pozitif
bakterilerin yamsira, Gram negatif test bakteri ilizerine de antimikrobiyal etki
gosterdigi tespit edilmigtir.

Ayrica, Bacillus suglarmin birbirlerine karst da inhibisyon etkileri oldugu
g6zlenmistir. Hem tiiri¢i hem de tiirlerarasi inhibisyon etkileri olan izolatlarrmzin
antimikrobiyal maddelerinin kimyasal karakterizasyonun, degisik antibiyotiklerin
tiretimi i¢in 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Ticari enzim uygulamalarinda kullanilan Bacillus cinsinin, ¢ahgma sonucunda elde
edilen bilgilere gore farkhi bir dagihm gosteren proteolitik aktivitesinin de,
enzimlerin saflagtirlmasi ve Ozelliklerinin belirlenmesi durumunda endiistriyel

kullamim i¢in potansiyel olabilecegi diitiniilmiigtiir.
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lome It would be very difficult to try to imagine our lives without plastics. From

| automobiles to medicine, plastics are utilized in almost every manufacturing

ndergraduate X . . .

rogram industry in the world. About seventy-five billion pounds of plastic are producgd by
the plastics industry a year. Fifty million tons of plastic are produced per year in the

iraduate United States alone (Atlas, 1993). Plastics are very advantageous because as

rogram synthetic polymers, their structure can be chemically manipulated to have a wide

acteriology range of strengths and shapes. Plasti.cs also.have a high chemicgl resistance and are

lews quite durable. Plastics are truly significant in our industrial society.

As we all know, not everything is perfect and the same can be said of plastics. The
luestions disposal of plastics points out their major weaknesses. Being a xenobiotic,
“man-made” compound, plastics are recalcitrant, or resistant, to microbial
degradation because bacteria have not been exposed to them through the course of
evolution. The high molecular weights of plastics, ranging from several thousand to
150,000, which provide durability also make them resistant to biodegradation
(Atlas, 1993). Incinerating plastics has been one option in dealing with
non-degradable plastics, but this can be expensive and dangerous. Harmful
chemicals like hydrochloric acid and hydrogen cyanide are released during
incineration. Recycling has also been an idea, but it also presents disadvantages.
First, it is difficult sorting the wide variety of plastics. Second, recycling changes
the plastic’s material so much, the application range of the recycled plastic is further
limited (Fiechter, 1990). One of the safest and least expensive ways to deal with the
disposal of non-degradable plastics is to use landfills. Forty percent of the 75 billion
pounds of plastics produced a year is discarded into landfills (Fiechter, 1990).
However, landfills are rapidly reaching their maximum capacity while the amount of
plastic thrown away is rising. Non-degradable plastics also present another
ecological problem. Several hundred thousand tons of plastic are discarded into
marine environments every year and accumulate in certain oceanic regions.
Approximately one million marine animals are killed every year either by choking
on plastics they mistook as food or becoming entangled in non-degradable plastic
debris (Fiechter, 1990). R
In recent years, there has been increasing legislative efforts to increase the ban on
the disposal of non-degradable plastics. These legislative efforts have pressured the
plastics industry to look for more “environmentally friendly” plastics. The .
substitution of biodegradable plastics for non-degradable plastics has been one
response to the problem. There have been three main types of biodegradable plastics
introduced: photodegradable, starch-linked, and “bacterial” plastics.
Photodegradable plastics are advantageous because extensive (several weeks to
months) ultraviolet radiation can disintegrate their polymeric structure rendering
them open to further bacterial degradation (Atlas, 1993). The problem with
photodegradable plastics is that many landfills lack sunlight so their structure
remains unaltered and non-degradable. Starch-linked plastics, often utilized in
plastic shopping bags, incorporate starch to hold together short fragments of
polyethylene. The idea behind starch-linked plastics is that once discarded into
landfills, bacteria in the soil will attack the starch and release polymer fragments
that can be further degraded by other bacteria (Atlas, 1993). Bacteria do indeed
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CTURE #7

MICROORGANISMS IN THEIR NATURAL HABITATS

ysphere (or Biosphere) - constitutes "totality of living organisms on Earth and the abiotic
surroundings they inhabit”

nded into: i) atmo-ecosphere (air = aerial habitats)
ii) litho-ecosphere (soil = terrestrial habitats)

iii) hydro-ecosphere (water (freshwater and marine) = aquatic habitats)

7.1. ATMO-ECOSPHERE

xto Chapter9 (p.333-340) in Atlas and Bartha (1998)

Description of Atmo-ecosphere

nosphere consists of.  -79% N,
-21%0,
- 0.033% CO,

- other gases (e.g. Ar, CH,) in trace amounts

- water vapour in trace amounts

isions of the atmo-ecosphere - based on temperature minima / maxima (see Figure 29.1)

~

(i) troposphere - division closest to earth's surface (up to about 10 km altitude)
- temperature, pressure and O, levels decrease with increasing

altitude

- separated from stratosphere by tropopause
(11) stratosphere - division of atmosphere between 10 and 40 to 50 km altitude
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Introduction.

ish forage crops such as maize, grasses, legumes, wheat and lucerne can be preserved by ensiling. In
ny countries ensiled forages are highly valued as animal feed. In European countries such as The
therlands, Germany and Denmark more than 90% of the forages locally produced are stored as silage.

:n in countries with generally good weather conditions for hay making such as France and Italy ;

irox. 50% of the forages are ensiled (Wilkinson ef al. 1996). It is essential to have a good microbial

nentation process to produce high quality silage. A good fermentation process is not only dependent |

the type and quality of the forage crop, but also on the harvesting and ensiling technique. In this paper
* current knowledge on general silage microbiology is reviewed with the aim to aid with the choice of
best ensiling strategy to produce high quality silage.

The ensiling process.

iling is a forage preservation method based on a spontaneous lactic acid fermentation under anaerobic
ditions. The epiphytic lactic acid bacteria ferment the water-soluble carbohydrates (WSC) in the crop
actic acid, and to a lesser extent to acetic acid. Due to the production of these acids the pH of the
iled material decreases and spoilage microorganisms are inhibited. Once the fresh material has been

*ked and covered to exclude air, the ensiling process can be divided into 4 stages (Weinberg and Muck
'6, Merry et al. 1997),

1se 1, aerobic phase. This phase normally only takes a few hours in which the atmospheric oxygen
sent between the plant particles is reduced, due to the respiration of the plant material and aerobic and
litative aerobic microorganisms such as yeasts and enterobacteria. Furthermore, plant enzymes such as
reases and carbohydrases are active during this phase, provided the pH is still within the normal range
fresh forage juice (pH 6.5-6.0).

ise 2, fermentation phase. This phase starts when the silage becomes anaerobic, and it continues for
:r'a.l days to several weeks, depending on the properties of the ensiled forage crop and the ensiling
ditions. If the fermentation proceeds successfully lactic acid bacteria develop, and become the

lominant population during this phase. Due to the production of lactic and other acids the pH
feases to 3.8-5.0.

31.05.2000




{As: Chemistry, History, and Biology

iemistry of the PHAs

*all the biodegradable plastics being studied, those that have generated the most interest are the
ly(3-hydroxyalkanoates) (PHAs) which are made by bacteria. Like all plastics, PHAs are polymers,
1g molecules made up of many small subunits (monomers) which have been joined together. In the case
PHAs, the monomers are 3-hydroxyalkanoates. An alkanoate is simply a fatty acid which is a linear
slecule containing just carbon and hydrogen (an alkane) with a carboxyl group at one end (making an
canoate). Furthermore, these monomers have a hydroxyl group (OH) at the 3rd carbon (what used to
called the beta position), making these beta or 3-hydroxyalkanoates. The hydroxyl group of one
»nomer is attached to the carboxyl group of another by an ester bond; these plastics are thus polyesters.

s is shown in figure 1, the polyester linkage creates a molecule which has 3-carbon segments separated

oxygen atoms. The remainder of the monomer becomes a sidechain off the main backbone of the
lymer. Most of the PHAs encountered in nature are poly(beta-hydroxybutyrate) (PHB), in which the
snomer unit is hydroxybutyric acid and the side chain is a methyl group. Other monomer urits occur in
ture, and many others can be produced in the laboratory by feeding unusual carbon sources to bacteria.
ost PHAs, even what we call PHB, are actually copolymers, and contain some amount of another type
‘monomer unit.

' P 1F 9
fo-cu -cn -c-o CHZ-CH2-&-OH

Poly (3-hydroxyalkanoate) (PHA)

R = CH3, Poly(3 hydroxybutyrate)
R = CH2-CH3, Poly(3-hydroxyvalerate)

Fig. 1

1e composition of the PHA has a direct effect on the physical properties of the plastic, in part due to
asons that will be discussed below. PHB, with its short methyl sidechain, is a very crystalline and very
ittle polymer. Industrially, it is difficult to use because the temperature at which it melts is very close to
e temperature at which it begins to decompose. Its high degree of crystallinity causes it to crack easily.
s a result, the PHA used commercially is PHBV, a copolymer of hydroxybutyrate and hydroxyvalerate
carbons long). PHBYV is a random copolymer, meaning that the monomer units do not occur in the
ain in any particular order. PHBV can still crystalhze but it produces a much more supple plastic and
elts at a lower temperature, making processing easier. PHB and PHBV have properties similar to
blypropylene, and bottles made from these polyesters féel just like "normal” plastic. The fléxibility
creases with sidechain length throughout the PHA family, largely because of a loss of crystallinity.
blymers composed mostly of hydroxyoctanoate, an 8- carbon monomer, are elastic. Longer sidechain
lymers are so soft that they are gummy or glue-like. This remains one of the potential values of PHAs,
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PHA inclusion-body biogenesis in Bacillus megaterium

R

Polyhydroxyalkanoate (PHA) is a class of polyesters that accumulate in inclusion-
bodies in most bacteria examined. PHA inclusion bodies are a storage mechanism
for carbon, reducing equivalents (NADPH) and proteins. They have also been
described as a redox regulator in the cell. They form a significant component of cell
metabolism but are not vital for cell growth under laboratory conditions. PHA has
commercial potential for use as biodegradable plastic, hence its chemical
composition and materials properties have been extensively studied. Our research
concentrates on understanding at the molecular level how PHA inclusion-bodies grow
and proliferate using Bacillus megaterium as a model system.

From a biotechnology perspective we are interested in plants as alternatives to
bacterial production systems for PHA. The main obstacle to the use of PHA derived
biodegradable piastics is the high cost of production compared with plastics derived
from fossil fuels. Plants have the potential to reduce the cost of production and to
provide novel and interesting PHA polymers. Plants do not naturally synthesize PHA
but the concept has been proven that plants carrying bacterial PHA genes can
produce PHA. However, the metabolic engineering required for a plant to produce
PHA of the desired chemical structure and in commercially significant quantities
awaits further research and development. We are addressing some relevant
questions in this area.

¥
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Embryogenesis in Arabidopsis thaliana

The body plan of a plant is developed during embryogenesis. From the zygote to the
mature embryo, several vital developmental events occur. We are interested in
identifying the molecules responsible for the developmental events and in
understanding their functions. Cell differentiation occurs when a cell divides to
produce two different daughter cells. This occurs at many locations and times during
embryogenesis, starting with the first unequal division of the zygote to produce a small
upper cell and a larger lower cell. We make and study enhancer-trap and gene-trap
embryo mutants for the purpose of identifying genes with developmental functions in
the embryo. We study the profiles of expression of these genes and seek to identify
the transcription factors that regulate their expression. Transcription factors play
critical roles in developmental processes. Knowing the identity and expression
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. . Wenn Bakterien in einer Nahriosung baden, die ihnen Kc
Informationsbroschiiren

discretion liefert, speichern sie diesen oft in Form plastil
Verbindungen, sogenannter Polyhydroxyalkanoate (PHA
wie konventioneller Plastik Wasser abstossend und - je |
Zusammensetzung - elastisch, haben aber den Vorteil, b
abbaubar zu sein.

Voraussetzung, dass die Bakterien die Kohlenstoffverbindungel
zur Vermehrung brauchen, ist der Mangel an einem wichtigen }
Beispiel Stickstoff. Damit Bakterien jedoch eine brauchbare Me
anhaufen, muss ihre Nahrlésung zu Beginn eine recht grosse v
Kohlenstoff, zum Beispiel in Form von langkettigen Fettsduren,
wiederum bekommt den Bakterien nicht; ihre Hillen werden v«
aggressiven Fettsduren aufgeldst, und die Kulturidsung schaun

Bioplastik vorher und na
Innern der Bakterien (25
Vergrésserung) als kieine
Vorratskiigelchen und in
unverarbeiteter Form als
Klumpen.

Das Wachstumsverhalten der Plastik bildenden Bakterien habe
Egli von der Eidgendssischen Anstalt fiir Wasserversorgung,

Abwasserreinigung und Gewdsserschutz (EAWAG) und Bernard
Institut fiir Biotechnologie der ETH Zirich mit ihren Mitarbeiter
des Schwerpunktprogramms Biotechnologie genau analysiert u
Wachstumszustand gefunden, der optimale Zuchtbedingungen
Zustand, in dem nicht nur der Stickstoff, sondern auch der Kot
ist. In dieser Phase bilden die Bakterien nicht nur die grésstm¢
Bioplastik; sie sind auch nicht wahlerisch, wenn ihnen verschie
Kohlenstoffverbindungen verfittert werden. Sie nehmen die Ve
ihrer Haufigkeit entsprechend auf und lagern sie ein. So kénne
unterschiedlichen und standardisierten Zusammensetzungen h
werden, Dieses Prinzip der mehrfachen Nahrstofflimitierung ias
wahrscheinlich nicht nur zur Produktion von Bioplastik nutzen,
vielen anderen biotechnologischen Prozessen anwenden, in der
von Mikroorganismen Produkte, wie z.B. Antibiotika, hergesteli

Damit sowohl Kohlenstoff wie auch Stickstoff (iber eine langere
derselben - tiefen - Konzentration vorhanden sind, verwenden
einen Bioreaktor, dem kontinuierlich Nahrlésung und separat K
Stickstoffquellen zugefithrt werden. Die Gberschiissigen Bakter
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Introduction

Molasses is a by-product of the sugar industry, defined as the end product of sugar
manufacture or refining from which no more sugar may be economically crystallised by
conventional means. About 75% of the world’s molasses comes from sugar cane (Saccharum
officinarum) and the majority of the remainder comes from sugar beet (Beta vulgaris). Other
sources of molasses include citrus, corn and sorghum. Sugar cane is grown in tropical
climates (Asia, South America), whereas sugar beet has its origin in the temperate climates
(Europe and North America). The most important constituent of molasses is sugar, being
predominantly sucrose with some glucose and fructose.

Cane Extraction

Sugar is extracted by crushing sugar cane stems to extract juice. Lime (Calcium Hydroxide) is
added to the juice, which is then heated and fiitered in order to remove impurities. The juice is
then evaporated, to concentrate the sugar and several crystallisation processes follow to
extract as much sugars as possible. Centrifugal machines then separate the sugar and syrup.
The residual syrup is often called blackstrap cane molasses.

Beet Extraction
Sugar Beets are washed and sliced before undergoing a diffusion process to extract the juice.
Once the juice is extracted it is processed in the same way as cane sugar.

In general, world molasses production is approximately one third that of the sugar production.
For every 100 tonnes of sugar cane processed, 3 to 4 tonnes of molasses is produced and for
every hundred tonnes of sugar beet 4 to 6 tonnes of molasses is produced. The quantity of
molasses produced is influenced by the market price of sugar. The higher the sugar price the

more sugar extraction’s the molasses is put through to get as much sugar out as possible.
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Antimicrobial Agents Used in Treatment of Infectious
Disease

© 2002 Kenneth Todar University of Wisconsin-Madison Department of Bacteriology
Introduction

Most microbiologist distinguish two groups of antimicrobial agents used in the treatment of
infectious disease: antibiotics, which are natural substances produced by certain groups of
microorganisms, and chemotherapeutic agents, which are chemically synthesized. A hybrid
substance is a semisynthetic antibiotic, wherein a molecular version produced by the microbe is
subsequently modified by the chemist to achieve desired properties. Furthermore, some
antimicrobial compounds, originally discovered as products of microorganisms, can be
synthesized entirely by chemical means. They might be referred to as synthetic antibiotics to
distinguish them from the chemotherapeutic agents.

The modern era of antimicrobial chemotherapy began in 1929 with Fleming's discovery of the
powerful bactericidal substance penicillin, and Domagk's discovery in 1935 of synthetic
chemicals (sulfonamides) with broad antimicrobial activity.

In the early 1940's, spurred partially by the need for antibacterial agents in WW II, penicillin was
isolated, purified and injected into experimental animals, where it was found to not only cure
infections but also to possess incredibly low toxicity for the animals. This fact ushered into being
the age of antibiotic chemotherapy and an intense search for similar antimicrobial agents of low
toxicity to animals that might prove useful in the treatment of infectious disease. The rapid
isolation of streptomycin, chloramphenicol and tetracycline soon followed, and by the 1950's,
these and several other antibiotics were in clinical usage.

The most important property of an antimicrobial agent, from a host point of view, is its selective
toxicity, i.e., that the agent acts in some way that inhibits or kills bacterial pathogens but has little
or no toxic effect on the host. This implies that the biochemical processes in the bacteria are in
some way different from those in the animal cells, and that the advantage of this difference can be
taken in chemotherapy. ‘

Characteristics of Antibiotics

Antibiotics are low-molecular weight substances that are produced as secondary metabolites by
certain groups of microorganisms, especially Streptomyces, Bacillus, and a few molds
(Penicillium and Cephalosporium) that are inhabitants of soils (Table 1). Antibiotics may have a
cidal (killing) effect or a static (inhibitory) effect on a range of microbes. The range of bacteria
or other microorganisms that is affected by a certain antibiotic is expressed as its spectrum of
action. Antibiotics effective against procaryotes which kill or inhibit a wide range of Gram-
positive and Gram-negative bacteria are said to be broad spectrum. If effective mainly against

tle Mo i bmcrtle m Al faanbavialancy nat/antiminrahial 25.02.2003
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Vo e Bacterial cells lack a membrane defined nucleus. However a descrete region ir
ASFRTNEIRITN the bacterial cytoplasm seems to contain the genetic material and this nucleio
region can often be distinguished on EMs of cells. Most cells have only one
. main chromosome although a few species do have 2 or more. For the rest of
ore Coih wall this section we will focus on the majority of bacteria; assuming one
Savella chromosome per cell.
surface Structures

The Bacterial Chronosome

The bacterial chromosome consists of a single, circle of deoxyribonucleic acid
To learn more about basic nuclcie acnd stucture follow the link.

DNA is double stranded- two strands line up :uitipariiici to each other and the
bases are linked together with hydrogen bonds.
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A schematic of the bonding of one DNA strand to another

Due to the nature of these bonds the strands form a left handed double helix

Wire frame model of DNA
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Frequ;ncy The following sections on plasmids and conjugation, transformation, and
Chemlcal ) transduction will provide some background information on how and why
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Frameshift transfer and amplification.
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Compound A plasmid is defined as a replicon, or replicating piece of DNA, that is
Transposons stably inherited in an extrachromosomal state. In older literature, the term
Complex episome was used for plasmids capable of integration into the
Transposons chromosome, but this term has largely gone into disuse. It typically exists
Models of as a covalently closed circular piece of double stranded DNA that has the
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capability of replicating autonomously and it is this property that leads to
its isolation and physical recognition. The closed covalent nature of their
structure allows them to be separated from chromosomal DNA by either
gel electrophoresis or cesium chloride buoyant density gradients.

There are two features held in common by all plasmids:

1. They all have replication functions. In the simplest case, this
consists of one or more origins of replication with the trans-acting
proteins necessary for replication either being encoded by the
plasmid itself or "borrowed" from the normal host replication
machinery. The broad host range of some plasmids is at least in part
explained by their multiple replication systems that allow them to
function in a variety of dissimilar hosts. (Question for the reader:
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