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OZET

MiKROBIYAL BiYOCIMENTO URETIMINE YONELIK UREAZ
ENZiMi URETIMININ OPTIMIZASYONU

AZARNO, Taymaz

Yuksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Murat ELIBOL
Agustos 2013, 49 sayfa

Tiyol bakimindan zengin olan {ireaz enzimi (EC 3.5.1.5) {irenin hidrolizini
katalizleyen bir enzimdir. Mikrobiyal c¢imento uUretim teknolojisi ise, dogal
kumtas1 olusumunu taklit eden bir proses olup, uygun mikroorganizma ve ortam
secimi ile istenen vylzeylerde kalsit olusumu prensibine dayanmaktadir.
Biyogimento olusumu, Grenin hidrolizi, alkalikligin arttirilmasi, Ca®* iyonlarmin
yuzey absorbsiyonu ve cekirdeklesme ve kristal gelisimi olarak 4 asamada
gerceklesmektedir.

Bu calismada, gesitli mikrobiyal sus ve izolatlardan Ureaz enzimi Ureten
mikroorganizma se¢imi ve ortam kosullarinin optimizasyonu gerceklestirilmistir.
Ayrica kalsit olusumu denemeleri yapilarak {retimi etkileyen faktorler
belirlenmistir. Calismanin ilk asamasinda, bes adet Bacillus izolati (EgeB.2.1.F,
EgeB.1.1.F, B.1.d.4, B.2.d.5, B.1.4.a) ve Klebsiella oxytoca ve on adet
Streptomyces izolat1 (136sy-s, 2M21, M125-1, M-127-2, S3, 1M1, M80, M107,
M136K-2, M-123-2) kullanilmistir . izolatlar secici biiyiime ortamina aktarilarak,
Ureaz enzim aktivitesi potansiyeli olan mikroorganizmalar renk degisimine goére
belirlenmistir. Secilen {i¢ adet Streptomyces izolatinin calkalamali kiiltiirde
tiretimleri gergeklestirilerek iireaz enzim aktiviteleri spektrofotometrik yontem ile
tayin edilmistir. Uretimler sonucunda en yiiksek lreaz aktiviteleri Streptomyces
M107, M136K-2, M123-2 igin sirastyla 0.138, 0.127 ve 0.121 U/ml olarak elde
edilmistir. Caligmanin ikinci asamasinda ise, iireaz enzim aktivitesi gosteren
Streptomyces M107, M136K-2, M123-2 cinsleri biyo¢imento iiretimi igin farkli
konsantrasyonlarda CaCl, ve iire igeren SFM Broth ortamina aktarilarak,

biyocimento iiretim performanslari arastirilmistir.

Anahtar sozcukler: Biyogimento, Streptomyces, reaz, Bacillus, K.oxytoca.
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF UREASE PRODUCTION FOR THE
PRODUCTION OF MICROBIAL BIOCEMENT

AZARNO, Taymaz

Master of Science Thesis in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Murat ELIBOL
August 2013, 49 pages

Urease (EC 3.5.1.5) which has large amount of thiol is the catalytic enzyme
of urea. However, microbial cement technology is the process which mimics
natural sandstone production and based utilizing the certain microorganism and
environment to obtain desired amount of calcite. Biocement production follows 4
steps as, urea hydrolysis, increase in alkalinity, surface adsorption of Ca** ions,
nucleation and crystal formation.

In this study, the selection of urease producing microorganisms among
various microbial isolates and optimization of different parameters affecting
urease production were carried out.In addition, some factors influencing the calcit
formation were also determined. Five Bacillus isolates (EgeB.2.1.F, EgeB.1.1.F,
B.1.d.4, B.2.d.5, B.1.4.a), Klebsiella oxytoca and ten Streptomyces isolates
(136sy-s, 2M21, M125-1, M-127-2, S3, 1M1, M80, M107, M136K-2, M-123-2)
were tested for their potential of producing urease by using urease sellective
medium. Three Streptomyces isolates were selected according to the visual
inspection of the color change in the medium. Shake flask productions were
performed by using selected isolates and urease activities were determined by
spectrophotometric method. The highest urease activities achieved for
Streptomyces M107, M136K-2, M123-2 isolates were 0.138, 0.127 and 0.121
U/ml respectively. In addition to, the second stage of the research, Streptomyces
M107, M136K-2, M123-2 genuses which indicated urease activity were
transferred into the medium containing various amount of CaCl, and urea in SFM
Broth and their biocement production performances were investigated.

Keywords: Biocement, Streptomyces, urease, Bacillus, K.oxytoca.
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1. GIRIS

Mikrobiyal ¢imento tiretim teknolojisi dogal kumtasi olusumunu taklit eden
bir proses olup, uygun mikroorganizma ve ortam secimi ile istenen yiizeylerde
kalsit olusumu prensibine dayanmaktadir. Mikroorganizma ortamda bulunan
partikiilleri birlestirici bir mekanizmayla kalsit olusumunu gergeklestirmekte ve
sentetik cimentodan daha gugcli bir yapr olusturmaktadir (Dymond, 2004).
Biyogimento olusumu mikroorganizmalarin metabolik prosesleri sayesinde
Mikrobiyal karbonat ¢okeltimine (MKC) sebep olarak ve kalsiyum varliginda
karbonat ile birleserek, Kkalsiyum karbonat seklinde ¢Okeltmesiyle
gerceklesmektedir (Gonsalves, 2011). Organizmalar, MKC ye 3 sckilde sebep
olmaktadirlar. Bunlardan ilki, Siyanobakteri ve CO,’ i azaltan algler benzeri
fotosentetik organizmalarin kullanilmasiyla olugsmaktadir. Diger yontem ise, siilfat
azaltan bakterilerin kullanilmasiyla meydana gelmektedir. En son yontem olarak
da hem nitrojen dongusini hem de amino asitlerin aminofikasyonlarini/nitrati
azaltan/tirenin hidrolizi ile iliskili organizmalar kullanilmaktadir (Gonsalves,
2011; Castanier et al, 1999).

Tiyol bakimindan zengin olan iireaz enzimi (EC 3.5.1.5) iirenin hidrolizini
katalizleyen bir enzimdir. Bu enzim bitkilerde, alglerde, funguslada ve
bakterilerde bulunmaktadir. Ureaz sorunsuz cevresel kosullarda pozitif rol
oynamasinin yanisira, insan ve hayvan sagligi icin bazi etkilerle zarar
vermektedir. Enzimin aktif formlarinin sebep oldugu zararli etkileri 6nleyebilmek
icin, ¢ok sayida organik ve inorganik bilesigi kapsayan giiclii inhibitorleri
arastirtlmaya devam edilmektedir (Kot et al., 2010).

Kalsiyum karbonat cokeltisinin kimyasal prosesi basit olarak 4 ana
faktorden olusmaktadir: (1) kalsiyum konsantrasyonu, (2) ¢Ozlinmiis inorganik
karbon (DIC) konsantrasyonu, (3) pH, (4) niikliasyon alanlarinin uygunlugu (De
Muynck et al. 2010). Bu faktorler disinda ise, isletim parametreleri olarak nutrient
etkisi (C/N, iire), karistirma hizi, sicaklik ve kontrollii Ca?" ilavesi; kontrol
parametreleri olarakta iireaz aktivitesi , COs> konsantrasyonu, mikroorganizma
miktari, zaman ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) 6nemlidirler.

Bilim adamlar1 endiistriyel uygulamalar i¢in ilk kez biyogimentoyu 1974
yilinda bulmuslardir (Anonim, 2013a). Biyogimento, kirilmis betonlarin
duzeltilmesinde, toprak sertlestirilmesinde, tarihi eserlerin restorasyonunda,
betonun basinca kars1 gliclendirilmesinde, beton dayanikliginin gelistirilmesinde,



secici tampon gorevi gorerek yagin geri doniisiimiiniin arttirllmasinda, atik su
uygulamalar1 ve topragin gelistirilmesinde kullanilabilmektedir (George ve Li,
2010). Bunlara ek olarak catlak ve delik kapanmasinda, tiinel yapiminda, poroz

malzemelerin konsolidasyonunda kullanilmaktadir.
Biyog¢imentonun geleneksel betona gore bazi avantajlar1 vardir. Bunlar:

» Biyocimento geleneksel betonla karsilastirildiginda daha giiglii bir yapi
gosterirler.

»MKC ile topragin yiiklii direng kapasitesi arttirilmakta ve akiskanlarin

topraga gecisi engellenmektedir.

» Reaktantlar dogada sulu formdadirlar. Bu nedenle, diisiik enjeksiyon
basincinda oldugu gibi diistik enerji ihtiyacinin olmasi gézeneklerden gegisi
kolaylagtirilmaktadir.

» Diger yontemlere gore maliyeti daha diisiiktiir.
Biyogimento olusumu 4 asamada ger¢eklesmektedir (Sekil 1.1).

A- Urenin hidrolizi (2, 3 ve 4): Ure hidrolizi karbonat iyonlarinin 1:1 M
oraninda Tiretilmesiyle gerceklesmektedir. Bu asamada Onemli parametre,
¢ozlinmiis inorganik karbon konsantrasyonunun miktaridir (Gonsalves, 2011)
(Sekil 1.2).

B- Alkalikligin arttirillmas1 (5): Karbonat tiirlesmesi etkisi nedeniyle
cevredeki pH degeri spesifik iireaz aktivitesinde 6nemli rol oynamaktadir. pH
degerinin yaklasik 9.3 degerine arttirilmas1 sonucu, NH4'/NH3 ve CO3%/HCO5
arasinda denge olusuncaya kadar NH,"”(in NH3’ e ayrimini baslatir. Ortamdaki pH
degeri karbonat olusumunu ve CaCOj3 ¢okeltisini énemli derecede etkilemektedir
(Gonsalves, 2011) (Sekil 1.2).



> Cl —>NH,CI

NH.”

CO(NH,),
Substrat

Yidksek pH

mikro gevre

Sekil 1.1. Bakteri hiicresinde biyogimento olusumu (A) Urenin hidrolizi (B) Alkaliligin
arttirllmas (C) Ca®* iyonlarmin yiizey absorbsiyonu (D) Cekirdeklesme ve kristal
gelisimi (Gonsalves, 2011).

L Ureaz Mekanizmasi g

H:N-CO-NH; + Hy0 =2 3 NH; + H;N-CO-OH (2)

gansiligingen
HN-CO-OH + HyO = rergmese = NH; + HoCOs 3

Su iginde
H.,CO; € dene= 5 H + HCOy (4)

Su iginde .

INH,; + 2H,0 € denge = 2NH,” + 20H (5)

Sekil 1.2. Ureaz mekanizmasi (Gonsalves, 2011).

C- Ca?* iyonlarinin yiizey absorbsiyonu (6 ve 7): Kalsiyum kloriir formunda
saglanan Ca®* bakteri hiicre duvarina eklenirler (Gonsalves, 2011) (Sekil 1.3).

D- Cekirdeklesme ve kristal gelisimi (8): Bu asama 3 kisimda meydana
gelir.

()  Asirt doygun ¢ozeltinin gelistirilmesi,

(I1)  Kiritik doygunlagsma noktasinda ¢ekirdeklesmenin (yeni kristallerin

olusumu) baglamasi,

(I11) Sabit ¢ekirdeklerde spontane kristal gelisimi (Gonsalves, 2011) (Sekil
1.3).



Cimento olusumu . .
Ca™ + Cell =< Cell. Ca (G)
Cl'+ HCOy + NHy € = NH,Cl + 00 ()
Cell. Ca™ + COy" = Cell. CaCO; 4 (2)

Sekil 1.3. Cimento olusumu (Gonsalves, 2011).

Sekil 1.4. Bakteri hiicre duvarinda CaCOj3 olusumu (Siddique ve Chahal, 2011).

Biyocimento Uretiminde; Helicobacter pylori, Unidentified gastric cocci,
Sporosarcina  pasteurii, Streptococcus salivarius, Recombinant E.coli,
Pseudomonas aeruginosa, Morganella morganii, Providemcia stuartii, Proteus
vulgaris, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Yersina enterocolitica JB580
mikroorgaanizmalar1 kullanilmaktadirlar (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Biyogimeto iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar (Whiffin, 2004).

lireaz aktivitesi (mM Ore.min' gDCW")
0 5 10 15 20 25 35 40 45

Yersina enterocoiitica JBSBO'Y |
Kiebslella preumoniae'" |
Proteus mirabilis'" |
Proteus vulgaris'” |
Providencia stuartii" |
Morganella morganii"" }——
Pssudomonas seruginosa'” _|
Jack bean™ |
Sandy Loam Soi™® |:|
Recombinant £, coli* % [
Streptococcus salivarius® ol I:
Sporosarcina pasteurii'” |
Unidentified gastric coeei* [T ]

Halicabacter pyfori'™ [ ]

Bu mikroorganizmalar diginda Streptomyces spp nin bazi cinsleri i¢erdikleri
treaz enzimi nedeni ile biyogimento Uretim potansiyeline sahip olabilimektedirler.

Streptomyces spp; antibiyotikler, bagisikligi baskilanmis ve bir ¢ok diger
biyolojik aktiviteye sahip bilesikler gibi sekonder metabolitlerin genis miktarda
liretim potansiyellerine sahip oldugu bilinmektedir. Streptomyces spp genomuna
sahip organizmalarin genis miktarda farmasotik ve enzim endiistrilerinde genis
anlamda kullanilmaktadir. (Gopal et al, 2013).

1943 yilinda Waksman ve Henrici tarafindan onerilen Streptomyces cinsi,
morfoloji ve hiicre duvar yapisina gore Actinobacteria sinifi igerisinde
Actinomycetales takimimnin Streptomycetaceae familyasinda siniflandirilmis olup,
Gram (+), aerobik ve spor olusturan aktinomisetler olarak tanimlanmistir (Giirel,
2006).

Bu c¢alismanin temel amaci; Ureaz enzimi ile {ire hidrolizi esnasinda
mikrobiyal ortamda kalsiyum bulunmasi durumunda kristal yapida kalsit olusumu

potansiyelinin arastiritlmasidir. Boylelikle ¢aligma kapsaminda:

1. Ureaz enzimini iireten en uygun mikroorganizmanm segimi ve ortam
parametrelerinin optimizasyonu,

2. Kalsit olusumu denemelerini  etkileyen faktorlerin  belirlenmesi
gerceklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETI

Karbonat biyomineralizasyonu gegmiste ve gelecek zamanda atmosferdeki
CO, seviyesini dogal olarak kontrol eden bir prosesi icermektedir. Bakteri
suspansiyonlarinin ¢okelti denemeleri sirasinda yapilan SEM analizleri sonucu
yasayan hiicrelerin etrafinda veya ylizeylerinde CaCOs; varligi ispatlanmistir.
Fransa’ da yapilan bir ¢alismada, CaCOs3 ¢okeltimi oraninin organik alt kiiltiirde
gelisen iki zit zincirli anoksigenik fototropik bakteri tarafindan (haloalkalifilik
Rhodovulum steppense A-20s ve nétrofilik halofilik Rhodovulum sp.S17-65)
uyarildigi belirlenmistir. Diinyanin baslangicindan itibaren, anoksigenik fototrofik
bakteri (AFB)’ nin anoksigenik fotohetrotrofik metabulizmasi ile fotoototrofik
siyanobakterilerle karsilastirildiginda, daha diisiikk etkili CaCOs olusumunun
goriildiigii belirtilmistir (Bundeleva et al., 2012).

Yiksek kalsiyum konsantrasyonlar1 borularda tikanmaya, kazanlarda ve
esanjorlerde Ol¢ekleme sirasinda, veya aerobik ve anaerobik reaktorlerin
arizalanmasina neden olmaktadir. Ure hidrolizi, pH ve CO,’ in eszamam olarak
artmasiyla birlikte CaCOj3 iiretiminden sorumlu oldugu belirlenmistir. Etkili bir
kalsiyum tasinmasi igin optimum iire konsantrasyonu 15 mM olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada iire bazli mikrobiyal karbonat ¢okeltiminin alternatif

kalsiyum tasinim teknolojisi ile fizibil oldugu goriilmiistiir (Isik et al., 2012).

Siddique ve Chahal (2011), ¢ok sayidaki bakteri tiirlerinin toprak, jeolojik
olusumlari, taze su biyofilmleri, okyanuslar ve tuz golleri gibi cesitli dogal
cevrelerde mineral karbonat ¢Okelmesini saglamaktadirlar. Segici mikrobiyal
prosesler, CaCOj; ¢okeltiminin metabolik aktiviteler sirasinda kalsit formuna
dontistiirmesi ile zarar gormiis yapilarin restorasyonunda yeni bir teknik olarak
kullanilmaktadir. Bu calismaya gore hemen hemen tiim bakterilerin CaCOs
tretiminin gergeklestirdikleri hipotez edilmistir. Ciinkli ¢Okeltim; fotosentez,
stlfat redukstyonu ve dre hidrolizi gibi metabolik proseslerin Gretimi ile
gerceklesmektedir. Yapilan calismanin temel amaci kuvvet, permeabilite, su
absorbsiyonu, klorit girisi, mikrobiyal mineral ¢okeltim benzeri o6zellikleri

karsilastirilmasiyla timitvar bir teknigin gelistirilmesi hedeflenmistir.

Belcika’da yapilan bir ¢alismada farkli gézeneklilikteki har¢ Orneginin
devamliligina bakteriyel karbonat c¢okeltiminin etkisi arastirilmistir. Yiizeyin
CaCOg kristallerinin olusturdugu ¢okeltinin, drneklerin gozeneklerinde bulunan
suyun absorbsyonunu %65-90 azalttigi belirlenmistir. Bunun sonucu olarak



karbonasyon orant %25-30 oraninda ve kloritin taginmasida %10-40 oraninda
azaltilmistir. Bu sonuglar 1s1¢inda bakteriyel karbonat ¢okeltimi uygulamasinin
geleneksel yiizey uygulamalariyla benzer 6zellik gosterdigi belirtilmistir (Muynck
et al., 2008).

Ghosh ve arkadaslarinin., (2005) yaptig1 calismada mikrobiyolojik mineral
¢okeltimi tarafindan ¢imentonun toprak harcinin direncinin gelistirilmesinin
saglayan bir metot iizerinde incelemeler yapmistir. Bu ¢alismada, 10° hiicre/ml
eklenmis suda 28 giin boyunca bekletildiginde, ¢imento harcinin direncinin %25
oraninda arttigi goriilmiistiir. Ayrica direncin artirilmasiin gelistirilmesi igin,

cimento kum karisiminin gézenekleri SEM ile goriintiilenmistir.

Cinde yapilan bir ¢alismada, CaCOj3 cOkeltisindeki mikrobiyal karbonik
anhidrazin (CA) etkisi diger biyolojik faktorlerle (sigir CA, sigir serum albumini,
karboksimetil kitozan ve glutamik asit) karsilastirilarak sistematik olarak
arastirtlmistir. Sonuclar gostermektedir ki, mikrobiyal CA veya sigir CA’ nin her
ikisinden birinin varliginda olusan Ca*? ¢okeltisinin orani;; %l s1gir serum
albumin, %1 karboksimetil kitozan veya %1 glutamik asit varligindan daha hizl
olusmaktadir (Li et al., 2010).

Okwadha ve Li (2010), bakteriyal hiicre konsantrasyonlarinin baslangictaki
ure konsantrasyonlarina gore iire hidrolizi oranina (kgre) cok etkisi bulundugunu
belirtmektedirler. 25 mM Ca™ konsantrasyonlarinda bakteriyal hiicre
konsantrasyonlarrinin 10° dan 10°® hiicre/ml artirilmasi, CaCOs ¢Okeltimini ve CO,
ayrimim %30 oraninda artirmustir. Bununla birlikte Ca*? konsantrasyonundaki 10
kat arttirarak 250 mM Ca*? ‘a ulastigi zaman, CaCOj ¢Okeltimindeki ve CO;
ayriminin  miktart baglangigtaki {ire konsantrasyonuna bakilmaksizin, %100
oranina arttig1 belirlenmistir. Sonu¢ olarak deneysel kosullar altinda, 2.3x10°
hiicre/ml bakteriyal hiicre konsantrasyonlarinda, 666 mM iire ve 650 mM Ca*

igeriginde MKC icin optimum kosullarinin saglandigi gézlemlenmistir.

Dupraz ve arkadaslarinin., (2009) yaptig1 ¢alismada, ¢esitli mineralizasyon
proseslerindeki mikroplarin spesifik rolleri ve hiicre dis1 polimerik bilesiklerin
(EPS) matriksi incelenmis, modern sucul (tatli sular, denizler ve yiiksek tuzlu
sulardaki) ve karasal mikrobiyal drneklerinin etkileri tartisilmistir. Bu ¢alismada,
mikrobiyal matlarin, jeolojik zamanlar boyunca biyosfer kosullarini etkiledigi,
karbonat ¢okeltiminin ve tabakalanmis matlarin olusumunun mikrobiyal yollarla
ortaya ¢iktig belirtilmistir.



Amerika’da yapilan bir ¢alismada; Bacillus pasteurii Greaz olarak kodlanan,
pBU11 plazmidi iceren rekombinant Echerichia coli HB101 kullanilarak kalsit
cokeltiminde mikrobiyal {ireazin rolii arastirilmistir. B.pasteurii ve E.coli’nin
(pBU11) her ikisi ile uyarilmis kalsit ¢okeltimi, asetohidroksamik asit (AHA)
olarak adlandirilan bir iireaz ihibitériin varliginda inhibe edildigi belirtilmistir.
Rekombinant lireazdaki bu gozlemler, lireaz aktivitesinin mikrobiyolojik bagimli

kalsit ¢6keltimi i¢in 6nemli oldugunu dogrulatmistir (Bachmeier et al., 2002).

Avustralya’da yapilan bir calismada topragin mekanik 6zelliklerinin
gelistirilmesinde mikrobiyolojik proseslerinin  kullanilmasinin  olasiligi son
yillarda dikkat cekecek bir sekilde yiikseldigi belirlenmistir. Bu ¢alisma
sonucunda kolay uygulanabilir ylizey sizinti metodu kullanilarak doymamais
toprak icin bir saglamlastirma teknigi olarak MKC’nin yeni uygulamalari
hakkinda bilgi verilmistir (Cheng ve Cord-Ruwisch, 2012).

Cesitli cevresel teknolojilere MKC’ nin potensiyel katkis1 olmasina ragmen,
bakteriyal komuniteyle iliskili kullanilan morfoloji ile iire hidrolizi ve ¢okelti
boyutu oraninin kontrolu hakkinda ¢ok az bilgi varlig1 bildirilmistir. Bu ¢calismada
kalsit tarafindan biyofilmin enkapsulasyonu sonunda dre hidrolizinin nasil
smirlandirilacagi ve istenen zaman siirecini asmadan maksimum kalsit ¢okeltimi
miktarmi optimize edecek reaksiyonlara imkan veren istenen bir model
gelistirilecegi hakkinda bilgi verilmistir. Baz1 kosullarda meydana gelebilecek
yavas reaksiyon orant maksimum reaksiyon etkinligi i¢in istenmekte oldugu
belirtilmekte ve bunun sunucunda MKC iceren mihendislik ¢ozumlerinin dizayn
edilebilme gerekliliginin 6nemi vurgulanmaktadir (Cuthbert et al., 2012).

Hindistan’ da yapilan bir diger ¢alismada; MKC olarak tanimlanan dogal
olayin Ureaz enziminin aktivitesine bagli olarak meydana geldigini belirtilmistir.
Cok sayidaki toprak  mikroorganizmalar1 iirecaz  {liretim  yetenegini
gostermektedirler. Bu calismada ozellikleri gelistirilmis toprak bakterisi olan
Bacilluse pasteurii NCIM 2477 kullanilmistir. Karbonat iyonlarinin ¢okeltimi
sonucu olarak CaCO3; meydana gelmesiyle birlikte, Greaz enzimi yolu ile CO, ve
amonyak haline gelmesi i¢in iirenin parcalanmasi gerekmektedir. Bu ¢alismanin
sonucunda, orjinal uygulamalara benzer érneklerin gelistirilmesi ile ¢esitili tireaz
aktivitesi goOsteren mikroorganizmalar kullanilarak {ireaz miktarin1 artirma
ihtiyacinin bulundugu agiklanmistir (Sarda ve Choonia, 2009).



Bagka bir c¢alismada ise mineral cokeltilerinde bakterilerin rolleri
aragtirtlmistir. Denemede Bacillus thuringiensis ve Bacillus pumilis kullaniimistir.
Bu bakterilerin farkli inkiibasyon sicakliklarinda (5, 15, 25, 32 oC) CaCOs;
kristalleri olusturma yetenekleri arastirilmistir ve 25 °C’ de optimum Kalsit
cokeltimi meydana gelmistir. Bu ¢alisma sonucunda mikrobiyal aktivite ve
optimum sicakligin kalsit ¢Okeltiminde anahtar faktorler oldugu belirlenmistir
(Baskar et al., 2006).

Streptomyces  rochei’ nin  kalturel  fiziyolojik ve antimikrobiyal
aktivitelerinin incelendigi bir calismada, aktinomiset soyu olarak tanimlanan
S.richei MTCC 8376’ nin yiiksek dercede antimikrobiyal potansiyele sahip oldgu
bulunmustur. Ayrica bu soy amilaz, asparginaz, selulaz, kitinaz, nitrat rekiiktaz,
proteaz, triyozinaz ve 1lireaz benzeri farkli enzimlerde iirettiklerinni

gozlemlemislerdir (Kavitha ve Vijayalakshmi, 2007).

Streptomyces virdioporus T7A siipernantinin kiiltiirdeki CaCO3; bagimli
yuksek liginin peroksidaz (LiP) aktivitesinin incelendigi bir ¢alismada, glikoz
igeren besin ortaminda lignin peroksidaz enzimlerinin kararsiz hale dontistiigii ve
CaCOg3’ 1n etkisinin tespit edildigi belirlenmistir. Maksimum LiP aktivitesinin
yiiksek degerlikleri 600 ve 900 U/L olarak gozlemlendiginde iki farkli CaCOg3
katkis1 %0.5-5.0 olarak gozlemlenmistir (Macedo et al., 1999).



10

3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Bu calisma Ege Universitesi Biyomihendislik Bolimi Biyoproses
Laboratuarinda Klebsiella oxytoca, Bacillus spp. (B.1.4.a, B.1.d.4, B.2.d.5,
EgeB.2.1.F, EgeB.1.1.F) ve Streptomyces spp. (136sy-s, 2M21, 1M1, M125-1,
M80, S3, M127-2, M107, M123-2, M136K-2) mikroorganizma tlrleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan aktinomiset izolatlar
Biyomuhendislik B6lim{’ nde bulunan Aktinomiset Kultir Koleksiyonu’ ndan
[Actinomycetes Culture Collection (ACTINOCC), World Federation of Culture
Collections, No. 952)] temin edilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Aktinomiset 6rneklerinin alindigi iller ve 6rnek tipleri.

Izolat kodu il flge Ornek tipi
136sy-s Konya Eregli Sediment
2M21 Kitahya Merkez Toprak
1M1 Kitahya Merkez Toprak
M125-1 Aydin Imamkoy Su
M80 [zmir Dikili Sediment
S3 [zmir Bornova Toprak
M127-2 Aydin Imamkoy Su
M107 Mugla Koycegiz Sediment
M123-2 Aydin Bozkdy Su
M136K-2 Konya Eregli Sediment

3.1.1 Calismada kullanilan mikroorganizmalar

3.1.1.1 Klebsiella oxytoca

Klebsiella cinsi
ozelliklerini gosteren gram negatif bakterilerdir. Indol pozitif bir Klebsiella tirii
olan, genellikle hastanelerde gelisen idrar yolu enfeksiyonlara, yara-insizyon yeri

icindeki

Enterobacteriaceae” nin

genel
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enfeksiyonlari, yumusak doku enfeksiyonlari, sepsis ve diger bir ¢ok organlarda
gelisen enfeksiyonlara neden olmaktadir (TUnger ve ark, 2005).

Klebsiella’ nin yaptig1 hastaliklarina gore farkli yerlerden materyaller alinir.
Bunlar; balgam, idrar, bogaz veya yara siiriintiisii, BOS ve kan gibi 6rneklerdir.
Alinan ornekler kiiltiir icin Kanli Agar, Endo Agar, EMB Agar besiyerlerine ekilir
(Sekil 1.3).

Sekil 3.1. Klebsiella oxytoca kanl besin ortaminda iiremesi.

3.1.1.2 Bacillus spp.

Cubuk seklinde diiz ya da diize yakin hiicreleri bulunduran, kotii sartlara
direncli olan, genelde gram pozitif olarak bulunan mikroorganizmalardir. Peritrik
flagellali ve flagellalar1 hareketlidirler. Aerobik ve fakiiltatif anaerobturlar.
Endospor olustururlar. Vejetatif hiicreler 0.5x1.2 um ile 2.5X10 pm ¢apindadir.
Bacillus genusunun koloni morfolojisi ¢esitlilik gostermektedir. Geneli beyaz
veya krem renkli kolonilere sahiptir. Bazi tiirlerinde sar1, pembe, portakal rengi ve
siyah renklerde pigmentli kolonilere de rastlanmaktadir (Sekil 3.2).
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Bacillus'larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunmaktadir.
Genellikle 35-37 °C da ve pH 7 civarinda iirerler. Bacillus genusu uygun olmayan
sartlarda spor olusturma yetenegine sahiptirler (Kalayli ve Beyatli, 2003).

Sekil 3.2. Bacillus spp.’nin besin ortaminda iiremesi.

3.1.1.3 Streptomyces spp.

Waksman ve Henrici (1943)’ nin tanimlamasina gdre Streptomyces cinsi,
morfolojik 6zellikleri, hiicre duvarindaki kimyasal yapilarina ve spor formlarina
gbre tanimlanmig Streptomycetaceae familyasinin bir iiyesidir (Giindogdu 2006;
Kim ve ark., 2004; Williams ve ark., 1983).

Niimerik kemotaksonomik ve molekiiler sistematik yontemlerin 15181 altinda
Streptomyces cinsi; hava miselyumu olusturan, hiicre duvarinda glisin ve L-
diaminopimelik asit i¢eren, genis dalli substratli, %66-78 mol Guanin + Sitozin
iceren, oksitatif, gram pozitif bir bakteri tiirii olarak tanimlanmaktadir (Giindogdu
2006; Saintpierre-Bonaccio ve ark., 2004; Lee ve ark., 2005; Chun ve ark., 1997)
(Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).
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Streptomyces cinsi gelismis misel yapisina sahip olup, nadiren fragmentlidir.
Hava miselyumlar1 diizenli araliklarla halka seklinde bulunup, uzun ve diiz
filamentlere sahiptirler. Streptomyces sporlari tekli, salkim halinde veya vertisillat
olarak tii¢ farkli yapida bulunmaktadir. Spor yiizeyleri diiz, sigilli, tiiysii, girintili-
cikintili veya dikensi olabilmektedir ( Giindogdu 2006; Backer ve ark., 1965;
Shirling ve Gottlieb, 1968; Chun ve ark., 1997) (Sekil 3.5).

Sekil 3.4. Streptomyces antibioticus ETH7451’in boya kiti ile misellerinin boyanmasi.
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Sekil 3.5. Streptomyces spp.’nin yasam dongiisii.

Streptomyces tirlerinin Kolonileri baslangic asamasinda diiz daha sonraki
asamalarda pamuksu veya tozsu yapida olabilmektedir. Ayrica koloniler dairemsi,
derimsi veya likensi sekillerde goriilebilmektedir. Bu bakteriler 6nemli sekonder
metabolitleri ve antibiyotik kaynaklaridirlar (Giindogdo 2006) (Sekil 3.6).

Sekil 3.4. Streptomyces spp. kolonisi.

Streptomyces tiirleri gogunlukla 25 ve 35 °C arasindaki sicakliklar1 arasinda
ve pH 6.5-8.0 degerleri arasinda optimum gelisme gdstermektedirler. Ayrica bazi
termofilik 6zellik gosteren Streptomyces tirlerinin 65 °C’ de gelisme gosterdigi de
gozlemlenmistir ( Glindogdu 2006; Kim ve ark., 1999).
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3.1.2 Kullanilan besiyerleri, ¢ozeltiler ve kimyasallar

3.1.2.1 Kullanilan besiverleri

GYA (Glycerol yeast extract agar)

Gram pozitif spor formlu bakteriler i¢in kullanilan genel besi ortamlarindan
birisidir. Ortamin bilesenleri Cizelge 3.2’ de gOsterilmistir.

Cizelge 3.2. GY A besiyeri igerigi*.

Bilesenler Miktar
Yeast extract 2.0 9/l
K,HPO, 0.1g/l
Pepton 25 g/l
Gliserol 5.oml
Agar-agar 15.0 g/l

* 25 °C de pH 8.0 olmaldir.

Nutrient agar

In vitro standart mikrobiyolojik analizlerde kullanilan genel kat1 besiyeridir.
Ortamin bilesenleri Cizelge 3.3, 3.4, 3.5 ve 3.6’ da gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Nutrient agar besiyeri igerigi 1.bilesenler*.

Bilesenler Miktar (g/l)
Et ekstrakti 1.0
Maya ekstrakti 2.0
Pepton 5.0
Tuz(NaCl) 5.0
Agar-agar 15.0

* pH 7.4+0.2 olmalidur.
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Cizelge 3.4. Nutrient agar besiyeri igerigi 2.bilesenler*.

Bilesenler Miktar (g/l)
Et ekstrakt1 10.0
Pepton 10.0
Tuz(NaCl) 5.0
Agar-agar 15.0

*pH 7.5+0.2 olmalidur.

Cizelge 3.5. Nutrient agar besiyeri igerigi 3.bilesenler*.

Bilesenler Miktar (g/l)

Et ekstrakti 3.0
Pepton 5.0

Agar-agar 15.0

*pH 6.8+0.2 olmalidir.

Cizelge 3.6. Nutrient agar besiyeri igerigi 4.bilesenler™.

Bilesenler Miktar (g/l)
Et ekstrakti 3.0
Pepton 5.0
Tuz(NaCl) 8.0
Agar-agar 15.0

*pH 7.£0.2 olmalidir.

Kanh agar

In vitro standart mikrobiyolojik analizlerde ilk basta zor gelisen
mikroorganizmalarin gelistirilmesi ve hemoliz reaksiyonlarinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bu besiyerinin igerigi Cizelge 3.7’ de belirtilmistir.
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Cizelge 3.7. Kanl agar igerigi*.

Bilesenler Miktar (g/l)
Nutrient substart1 (kalp ekstrakti ve
20.0
peptonlar)
NaCl 5.0
Agar-agar 15.0

* 25 °C de pH 6.8+0.2 olmalidir.

Mac Conkey agar

In vitro mikrobiyolojik analizlerde koliform grup bakteriler ve E.coli’nin

gelistirilmesi ve sayilmasi i¢in kullanilan bir besiyeridir. Bu besiyerinin igerigi

Cizelge 3.8’de belirtilmistir.

Cizelge 3.8. Mac Conkey agar igerigi*.

Bilesenler Miktar (g/l)
Pepton 20.0
Laktoz 10.0

Tuz (NaCl) 5.0

Bile salts No0.3 15
Notral kirmizisi 0.03
Kristal viyole 0.001
Agar 135

*pH 7.1+0.2 olmalidir.

SFM (Soya flour mannitol agar)

Streptomyces spp. ig¢in kullanilmis segici bir besi ortamudir. Bilesenler

Cizelge 3.9’da verilmistir.

Cizelge 3.9. SFM igerigi*.

Bilesenler Miktar (g/l)
Agar 20.0
Manitol 20.0
Soya unu 20.0

* 25 °C de pH 8.5-9.0 olmalidir.
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Ure agar

Mikroorganizmalarin, O6zellikle Enterobacteriaceae’ nin (reaz Uretim
aktivitesini tespit etmekte kullanilan besi ortamidir. Ure agar, Christensen
tarafindan enterik basillerin tespiti i¢in kat1 bir besiyeri olarak gelistirilmistir.
Hizli tireaz pozitif Proteeae organizmalar1 (Proteus spp., Morganella morganii
subsp. morganii, Providencia rettgeri ve baz1 Povidencia stuartii) ve diger iireaz
pozitif mikroorganizmalarin (Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, bazi
Bordetella, Brucella) disindaki bakterileri ayirt etmektedir. Mikroorganizmalar,
besiyerindeki Ureyi kullandiginda, inkiibasyon sirasinda, pembe-kirmizi renk
olusturarak bu besiyeri reaksiyonunu bazik yapan amonyaki olusturmaktadir
(Sekil 3.7). Bu nedenle, iireaz iiretimi fenol kirmizis1i gostergedeki degisim ile
saptana bilmektedir. Ortamin igerigi Cizelge 3.10° da belirtilmistir.

Cizelge 3.10. Ure agar besin ortaminin igerigi*.

Bilesenler Miktar (g/l)
Ure 20.00
Sodyum Klorit 5.00
Monopotasyum Fosfat 2.00
Jelatin Pepton 1.00
Dekstroz 1.00
Fenol kirmizisi 0.012

* 25 °C de pH 6.8+0.2 olmalidur.

Sekil 3.7. Streptomyces spp.’nin iire agar ortaminda gosterdigi renk degisimi.
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3.1.2.2 Cozeltiler

Ureaz aktivitesi ve protein tayini igin asagida belirtilen ¢odzeltilerden

yararlanmistir.
Ureaz aktivitesi tayininde kullamlan cézeltiler

Ureaz aktivitesi tayininde ure cozeltisi, fenol reaktifi ve alkali hipoklorit
¢ozeltisi kullanilmistir. Ure ¢ozeltisi; 10 ml distile suda 25.5 mg ure ¢ozeltilerek
hazirlanmaktadir. Fenol reaktifi ise iki ¢esit reaktifin (reaktif A ve reaktif B) 1:1
oranda karistirilmasiyla elde edilir. Reaktif A 25 ml distile suda 2.5 gr fenol
cozeltilerek; reaktif B ise 25 ml distile suda 0.0125 gr Na-nitroprussid ¢ozeltilerek
hazirlanmaktadir. Alkali hipoklorit ¢ozeltisi haziranirken, 1:1 oranda reaktif A ve
reaktif B karnistirilmaktadir. Reaktif A; %S5’lik (w/v) NaOH kullanilarak
hazirlanirken, reaktif B litresinde 2 gr NaOCI iceren klorak kullanir ve bu ticari

cozeltiden 2.9 ml alinip 100 ml” ye distile su ile tamamlanarak hazirlanir.
Protein tayininde kullanilan ¢ozeltiler

Protein tayininde Bradford protein 06lglim yontemi kullanilmistir. Bu
yontemde ¢ozelti olarak Bradford boyasi kullanilmaktadir (Bradford., 1976).

3.1.2.3 Kimyasallar

Ureaz aktivitesi tayininde kullanilan Berthelot ydnteminde fosfat tamponu,
fenol, Na-nitroprussid, NaOH ve NaOCIl kullanilmistr.

Protein tayininde kullanilan Bradford yonteminde ise Birlliant mavisi G-
250, etanol (%95-100) ve O-fosforik asit (%85) kullanilmustir.

3.2 Metot

Ureaz aktivitesi tayini icin Berthelot yontemi (Anonim, 2013b), protein
tayini icin ise Bradford yontemi (Bradford., 1976) kullanilmistir.
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3.2.1 Berthelot yontemi

Brethelot yontemi ile Ureaz aktivitesinin tayininde, éncelikle 0.1 M pH 7.0
olan fosfat tamponu, iire ¢6zeltisi ve 0.3 mg/ml ticari kat1 enzimden hazirlanan ve
seyreltmeler yapilmis enzim ¢ozeltisi hazirlanmistir. Kullanilan fosfat tamponu,
ure ¢ozeltisi ve enzim ¢ozeltisinin kor ve 6rneklerde kullanilan miktarlar1 Cizelge
3.11’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.11. Berthelot yonteminde kullanilan ¢ozeltilerin kor ve orneklerde kullanilan

miktarlari.

Cozeltiler Kor Ornekler
Fosfat tamponu 1.99 mi 1.89 ml
Ure ¢ozeltisi 10 pl 10 pl

Enzim ¢ozeltisi - 0.1 mil

Hazirlanan ¢ozeltiler 25 °C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Bu
uygulamadan sonra 500 pl fenol reaktifi eklenip karistirilarak, 500 pl alkali
hipoklorit ¢ozeltisi hazirlanip eklenilmis ve vorteks ile karigtirilmistir. Bu karigim
50-60 °C’ de 5 dakika inkiibe edilmis ve ardindan sogumasi beklenmistir. Bu
islemler sonucu 630 nm’ de spektrofotometrik Olglimler yapilmis ve absorbans
degerleri okunmustur. Bu yontem sonucu agiga ¢ikan NH3z miktarindan gidilerek

iireaz aktivitesi tayin edilmistir.
3.2.2 Bradford yontemi

Protein miktar1 tayini i¢in Bradford (1976) metodu kullanilmistir. Bu
metodun sec¢ilmesinin nedeni 0.01-0.05 mg/ml konsantrasyonundaki protein

miktarlaria olan hassasiyetinden kaynaklanmaktadir.

100 mg Commasie Blue G-250 50 ml metanolde ¢Oziilmistir. Bu
sollisyona 100 ml %85 H3PO, eklenmis ve 200 ml distile su ilave sonrasi filtre
edilerek Dye-binding ¢ozeltisi hazirlanmigtir, bu ¢ozelti 1:4 distile su ile
seyreltilerek buzdolab: sartlarinda (0-4 °C) saklanmustir. Protein miktari
belirlenecek orneklerden 150 ul alinarak iizerine 3 ml dye-binding ¢Ozeltisi ilave
edilmis ve 10 dakika beklenmistir. Bdylece peptit baglarinin stabil sekilde
baglanmasi saglanir. Koyu yesil renkteki dye-bindig cozeltisi protein iceren
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orneklere konuldugunda mavi renge déniismektedir. Orneklerin absorbanslar1 595
nm’ de okunmustur. Kor i¢in 150 ul distile su Uzerine 3 ml dye-binding cozeltisi

konmus ve kor ile ilk okuma sifirlanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bulgular
4.1.1 Mikroorganizmalarin on secimi

Arastirmanin bu asamasinda tek kolonilerin elde edilmesi igcin Nutrient agar
hazirlanmistir. Hazirlanan besiyeri, Petri’ lere ve yatik olarak tuplere dokildikten
sonra, Bacillus spp. (EgeB.2.1.F, EgeB.1.1.F, B.1.d.4, B.2.d.5, B.1.4.a) (Sekil 4.1)
ve Klebsiella oxytoca ekimi yapilmistir. K.oxytoca’nin petrilere ekiminde, gencg ve
yaslt stoklarindan ornek almarak ekim yapilmistir. Mikroorganizmalar, 24 saat
boyunca tremeleri icin +30 °C deki inkiibatdrde bekletilmistir.

K.oxytoca’y1 Nutrient agar ve secici ortamlar1 olan Mac conkey ve Kanli agar
besiyerlerine birer petri olacak sekilde hazirlanmistir. Bu besiyerlerine K.oxytoca
ekimi yapildiktan sonra iiremeleri icin +30 °C’ deki inkiibatorde 48 saat
bekletilmistir (Sekil 4.2).

Ekim sonrasi iireyen mikroorganizmalardan tek koloniler elde edildikten
sonra parafilmlenerek stok halinde buzdolabinda +4 °C’ de saklanilmustir.

Sekil 4.1. Nutrient agar besiyerine inokiile edilmis Bacillus spp.
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Sekil 4.2. K.oxytoca’nin niitrient agar, Mac conkey agar ve Kanli agar besiyerlerindeki tremesi.

Streptomyces spp.’ler; azot kaynagi kullanim ortami (Williams ve ark.,
1983), Bennett’ s Agar (Jones, 1949), inorganik tuz-nisasta agar (Inorganic Salts-
Starch Agar: Shirling ve Gottlieb, 1966), karbon kaynagi kullanim ortami
(Shirling ve Gottlieb, 1966), nisasta-kazein agar (Kuster ve Williams, 1964),
oatmeal agar (Shirling ve Gottlieb, 1966), pepton-yeast extract iron agar (Shirling
ve Gottlieb, 1966), tyrosine agar (Shirling ve Gottlieb, 1966), yeast extract-malt
extract agar (Shirling ve Gottlieb, 1966), nutrient agar ve SFM (Soya Flour

Mannitol) gibi besiyerlerinde iireme ve farkli aktiviteler gostermektedirler.

Bu c¢aligmada Streptomyces spp’lerin (remesi ig¢in SFM besiyeri
kullanilmigtir. SFM  besiyerini hazirladiktan sonra -20 °C’ de stok halinde
bekletilen on turun (136sy-s, 2M21, M125-1, M-127-2, S3, 1M1, M80, M107,
M136K-2, M-123-2) izolatlarinin sporlari alinarak, tek koloni olusturmak igin
cizgi ekim yontemi ile besiyerine inokile edilmistir. Inokiile edilmis SFM
besiyerleri +30 °C’ deki inklibat6rde 48 saat boyunca gozlemlenerek, tiremelerinin
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tamamlandig1 tespit edilmistir. Kolonilerin yaslanmamasi i¢in, inokiile edilmis
besiyerleri buzdolabinda +4 °C’ de stoklanmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Streptomyces spp.’nin SFM besiyerinde ¢izgi ekimi.

Besiyerlerinde iireme gosteren gen¢ ve buzdolabinda stoklanmig
mikroorganizmalarin iireaz aktivitelerini belirlemek amaciyla, mikroorganizmalar
iire agar besiyerlerine inokiile edilmistir. Bacillus spp. ve K.oxytoca Ure agar
ortamina inokile edildikten 24 saat sonra ve Streptomyces spp. inokile edildikten
48 saat sonra iireme gostermislerdir. Ortamdaki renk degisimine bakilarak
Streptomyces spp. izolatlarinin iireaz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.4)
(Cizelge 4.1).

Sekil 4.4. Streptomyces spp.’nin Ure agar besiyerindeki Ureaz aktivitesi.
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Cizelge 4.1. Mikroorganizmalarin iire agar besiyerindeki Ureaz aktiviteleri*.

Mikroorganizma Ureaz aktivitesi

K.oxytoca
Bacillus (EgeB.2.1.F) -

Bacillus (Ege.1.1.F) -

Bacillus (B.1.d.4) -

Bacillus (B.2.d.5) -

Bacillus (B.1.4.a) -

Streptomyces (136sy-5) -

Streptomyces (2M21) -

Streptomyces (M125-1) -

Streptomyces (M-127-2) -

Streptomyces (S3) -
Streptomyces (1M1) -
Streptomyces (M80) -

Streptomyces (M107) +
Streptomyces (M123-2) +
Streptomyces (M136K-2) +

*(+) Ureaz pozitif, (-) Ureaz negatif.

Streptmyces spp.’lerin (reaz aktivitesi gosteren izolatlarinin salgiladigi
ireaz enziminin hiicreigi veya hiicredisi olarak salgiladiklarini belirleyebilmek
icin, izolatlar SFM Broth besiyerlerine aktarilmis ve 150 rpm +30 °C
calkalayicida iiremeleri icin bekletilmistir. Izolatlar 48 saat bekletildikten sonra
besiyerlerinden ornek alnarak, 1.5 pl steril Eppendorf tiplere konulmustur.
Eppendorf tuplerindeki o6rnekler 11000 rpm’ de 10 dakika santrifijlenerek,
cokelek ve sivi faz birbirinden ayrilmistir. Fazlar ayri ayri olarak iire agar
besiyerine ekim yapilmistir. Ekim yapildiktan 48 saat sonra besiyerlerinin renk
degisimine bakildiginda, sadece ¢okeltinin bulundugu iire agar besiyerinde renk
degisimi gbzlemlenmistir (Sekil 4.5). Bu asamada izolatlarinin tireaz aktivitesinin
hlcreici oldugu tespit edilmistir.



Sivi faz

Sekil 4.5. Streptomyces spp.’nin ¢okelti ve s1v1 fazin gosterdigi Ureaz aktivitesi.

Elde ettigimiz sonuglar1 kesinlestirme amaciyla, izolatlar tekrar SFM Broth
ortamina ekim yapilarak, 48 saat siiresince 150 rpm hizinda +30 °C sicakligindaki
calkalayicida bekletildikten sonra, 1.5 pl steril Eppendorf tliplere t¢ 6rnek olacak
sekilde konulmustur. Birinci 6rnek santrifiij edilip ¢0ken faz {iire agara
konulmustur. Ikinci &rnekte ise santrifiij isleminde ortaya c¢ikan sivi faz ekim
yapilmistir. Son Ornekte ise cokeltiler 6nce ultrasonikten gecirildikten sonra
santrifijlenmis ve siv1 faz iire agar besiyerine eklenilmistir. Ortaya ¢ikan sonug
elde ettigimiz ilk bulgular ile benzerlik gdstermistir. Ornekler ii¢ giin boyunca
izlenerek her hangi bir renk degisikliginin olup olmadigi arastirilmistir ve {i¢

giinlin sonunda renk degisiminin ¢oken fazindaki ekimde oldugu goriilmiistiir.
4.1.2 izolatlarn iireaz aktivitelerinin belirlenmesi

Ureaz aktivitesini gdsteren Streptomyces spp. izolatlarinmn, iireaz
miktarlarini belirlemek amaciyla Berthelot metodu uygulanmastir.

Enzim aktivitesi gosteren izolatlardan M-136K-2 kodlu tiir alinip, SFM
Broth besiyerine aktarilarak, 48 saat boyunca galkalayicida 150 rpm ve +30 °C
sicaklikta iiredikten sonra Eppendorf tiiplere 6rnekler alinmistir. Alinan 6rnekler 2
farkl1 zamanda (1 dk ve 2 dk) ultrasonik cihazda beklektikten sonra, 11000 rpm’
de 10 dk boyunca santrifiijlenerek sivi ve c¢oken faz ayrilmistir. Sivi fazda
Berthelot metodu uygulanarak Ureaz aktivitesi tayin edilmistir. Ornegin 1 dk
ultrasonik cihazda bekletildikten sonra 6lcilen lreaz aktivitesi 1.022 U/ml olarak
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gozlemlenirken, 2 dk uygulamasinda ise tireaz aktivitesi 1.021 U/ml olarak tespit
edilmistir. Elde ettigimiz sonugta M-136K-2 izolatinin hiicredisi oldugu tespit
edilmistir. Ureaz aktivitesi gdsteren tiim izolatlarin hiicredis1 6zelliklerini gosterip
gostermedigi arastirilmak tizere, farkli zaman araliklarinda ultrasonik cihazini
kullanarak, Berthelot metodu uygulanmis ve izolatlarin iireaz aktiviteleri tayin
edilmistir.

Cizelge 4.2. Streptomyces spp. farkli zaman araliklarindaki ultrasonik uygulamalari
sonucu ve Berthelot metodu uygulanarak elde edilen Ureaz aktiviteleri
(U/ml).

Zaman (dk)
0Odk | 1dk | 10dk | 20dk | 30dk | 40dk | 50dk | 60 dk
MI123-2 | 2319 | 2225 | 2.215 | 2.292 | 2254 | 2.276 | 2.280 | 2.238
M107 2259 | 2281 | 2222 | 2203 | 1.712 | 2.176 | 2.253 | 2.270
MI36K-2 | 2317 | 2.266 | 2.239 | 2.304 | 2.313 | 2.287 | 2.308 | 2.323

Tar

Calismanin sonuglarina bakildiginda Streptomyces spp.’nin M123-2, M107
ve M136K-2 izolatlarinin hiicredis1 oldugu tespit edilerek, bir 6nceki ¢alismanin
sonuclart kesinlestirilmistir. Onceki c¢alismada belirlenen zaman siirecinde
ultrasonik uygulamasindan sonra elde edilen sonuglar ile bir saat siirecinde farkli
zaman araliklarinda yapilan ultrasonik uygulamasindan sonra elde edilen sonuglar
arasinda benzerlik gézlemlenmistir.

Ayrica Berthelot yontemi ile Streptomyces spp’ lerinin hiicreici veya
hiicredis1 oldugu sayisal olarak da belirlenmistir. Ureaz aktivitesi gosteren
izolatlar SFM Broth besiyerinde ekim yapilmis, 48 saat sonra Eppendorf tiiplerine
konulmus ve 10 dk 10000 rpm’ de santrifiij edilmistir. Sivi faz ve cokelti
birbirlerinden ayrilmis olup, siv1 faz 5 farkli konsantrasyonda seyreltilmistir. Elde
edilen sonuclar Cizelge 4.3’ te gosterilmektedir.

Cizelge 4.3. izolatlarin siv1 fazlariin seyreltilmis iireaz aktiviteleri (U/ml).

Seyreltme kat sayisi (x)

izolatlar
0x 4 x 8 x 10 x 15 x
M123-2 2.323 1.738 0.992 0.824 0.580
M107 2.327 1.628 1.022 0.806 0.551
M136Kk-2 2.325 2.089 1.396 1.237 0.761
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Cokelti 5 kez fosfat tamponu ile yikanarak, 10 dk 11000 rpm’ de santrifij
edilmistir. En son tekrarda ¢Okeltinin tizerine 500 pl fosfat tamponu koyularak
ultrasonik cihazina gotiiriilmistiir. Ultrasonik ¢alismasindan sonra santrifiij
edilerek, olusan sivi fazin analizi yapilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. izolatlarm kat1 fazlarinin seyreltilmis iireaz aktiviteleri (U/ml).

. Seyreltme kat sayisi (x)
1zolatlar
0x 4 x 8 X 10 x 15 x
M123-2 0.106 0.060 0.043 0.032 0.029
M107 0.200 0.050 0.061 0.029 0.020
M136k-2 0.186 0.072 0.037 0.029 0.023

Bu sonuglara gore reaz aktivitesi gosteren izolatlarin hiicredisi olduklar
teyit edilmistir.

4.1.3 NHgile standart grafigi

Bu yontemde agiga ¢ikan NH3 miktarlarina bakilarak, iireaz aktivitesi tayin
edilmistir. Bu nedenle iireaz aktivitesi tayininde NHj ile standart grafigi
hazirlanmistir.

NH; ile standart grafigi hazirlanirken, 100 ml distile suda 68.8 mg
Amonyum siilfat ¢oziilerek, 100 kat seyreltme yapilarak ¢dzeltinin standart grafigi

hazirlanmstir.

Cizelge 4.5. NHj;ile standart grafiginde kullanilan satndartlar ve tamponlar.

Standart (ml) Tampon (ml) Abs (630 nm)
0.1 1.9 -
0.2 1.8 -
0.3 1.7 -
0.4 1.6 -
05 15 -
0.6 14 -
0.7 13 -
0.8 1.2 -
0.9 11 -
1.0 1.0 -

Kor = 2 ml tampon.
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Cizelge 4.5’deki standart ve tamponlara karistirilarak, karigimin 6zerine 500
ul fenol reaktifi eklenilmis ve ardindan 500 ul alkali hipoklorit eklenmistir. Elde
edilen karisim 50-60 °C’de 5 dk inkiibe edilmis, sogutularak 630 nm’de kor
tampona kars1 okuma yapilmistir.

Ureaz aktivitesini gosteren izolatlarindan M107 izolati standart grafigi icin
secilmigtir. Bu secimin nedeni, lireaz aktiviteleri gosteren izolatlarin OSlgiilen

enzim miktarlarinin birbirlerine ¢ok yakin olmasidir (Sekil 4.6).

M107 izolatindan hazirlanan 6rneklerde uygulanan, agiga ¢ikan NH3 miktari
ile olusturulmus standart grafik Cizelge 4.6’da belirtilmistir.

Elde edilen absorbans degerleri ¢ok fazla degerde ¢iktiklarindan dolayi, bu
orneklerde 10 kat seyreltme yapilmstir.

Cizelge 4.6. M107 izolatinin absorbans degerleri.

Standart (ml) Tampon (ml) Abs (630 nm)
0.1 1.9 0.074
0.2 1.8 0.143
0.3 1.7 0.215
0.4 1.6 0.300
0.5 15 0.359
0.6 1.4 0.418
0.7 1.3 0.488
0.8 1.2 0.554
0.9 1.1 0.614
1.0 1.0 0.658

Kor = 2 ml tampon.
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Sekil 4.6. M107 izolatinin standart grafigi.
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4.1.4 izolatlarda spor sayimi

Ureaz aktivitesi olan izolatlarin enzim performanslarinin birbirleriyle
karsilastirip en yiiksek aktiviteye sahip olan izolatin se¢imi amaciyla esit miktarda
sporlarin ekimleri yapilmasi1 gerekmektedir. Bu kapsamda, izolatlar ilk asamada
SFM ortamina normal ¢izgi ekimi metodu ile aktarilip +30 °C’deki inkiibatorde
iireyip, yaslandirilarak spor olusumu gerceklestirilmistir. Izolatlar SFM
besiyerinde sporlar1 olusturmak amaciyla yaklasik bir hafta bekletilmistir. 1500 pl
% 20’lik gliserol damlatilarak hazirlanan ve %4 oraninda kesilen bir miktar pamuk
besiyerinde gezdirilerek sporlar gliserollii pamuga toplanmustir. Gliserolli
pamugun tizerindeki sporlar enjektor yardimiyla falkon tliplerinde aktarilmistir.
Sporlarin -20 °C’de stoklanmalar1 amaciyla, sporlar falkon tiiplerinden alinip
Eppendorf tiiplerine 500 ul olacak sekilde konulmustur. Derin dondurucuda
bulunan Eppendorf tiiplerden 100 pl spor alinmis ve tizerine 900 ul steril distile su
eklenerek seyreltme yapilmistir. Seyreltme islemi 10 kez tekrarlanarak 10 farkli
Eppendorf tiplerinde, 10 farkli konsantrasyonda spor sayisi elde edilmistir (Sekil
4.7).

100 pl stoktanahnan
sporlar

100l 100pl 100wl 100pl  100pl  100p  100pl  100p 100l
n_Z_'__\J ‘ q{_‘\\‘ . ‘ q{_‘\\‘ . ‘ H_Z.'__\J ‘ ‘ H_Z.'__\J ‘ ‘ -r{_"\‘ ‘ ‘ q{_"\‘ ‘ ‘ ':Z_'__\) ‘ ‘ H_Z_'__\J . ‘ .1{_-\\‘ .
i gy gy i — i — i — i — e i gy

Sekil 4.7. Seyreltme metodu.

Elde edilen her seyreltmeden 100 pl alimip GYA besiyerinin ortasina
konulup cam drigalski spattli ile besiyerinin her tarafina yayilmasi saglanmistir.
Boylelikle her izolat i¢in 10 petri olmak tzere toplamda 30 petri GYA besiyerine
ekim yapilmistir. Ekim yapildiktan sonra petrilerin hepsi 28 °C’ de saklanilarak
spor sayimi i¢in 3 giin {iremeleri beklenilmistir. Ureme islemi gergeklestirilip tek
koloniler elde edildiginde, spor sayist 30-300 arasinda olan petri se¢ilmis ve
sayim gergeklestirilmistir. 7.petri se¢ildiginde; M136K-2 izolatinda 62, M107
izolatinda 146 ve M123-2 izolatinda ise 51 spor sayilmistir. Stok Eppendorf
tiiplerinde bulunan sporlar ise, M136K-2, M107, M123-2 igin sirasiyla 6x10°
1.5x10" ve 5x10° olarak gézlemlenmistir. Spor sayilarim esitlemek amaciyla tiim
izolatlarin spor sayilart 1.5x10%ya kadar seyreltilmis ve sporlar SFM Broth
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besiyerlerine ekim yapilmistir. Ornekler +30 °C’ de 150 rpm hizindaki
calkalayiciya 48 saat bekletilmistir.

4.1.5 Bradford yontemi

Bradford yonteminde izolatlarda protein tayini gergeklestirilmektedir. Ekim
yapilmis erlenlerden ornek alimip Eppendorf tiplere konulup 10 dk 11000 rpm
hizinda santrifiijlendikten sonra Ureaz aktivitesi, protein miktar1 ve spesifik
aktivitesi tayin edilmistir (Cizelge 4.7, 4.8, 4.9).

Cizelge 4.7. M123-2 izolatinin iireaz aktivitesi (U/ml), protein miktar1 (mg/ml) ve
spesifik aktivitesi (U/mg).

Gun Ureaz aktivitesi Protein miktar Spesifik aktivite
(U/ml) (mg/ml) (U/mg)
2 11.7 251 4.66
3 23.5 0.387 60.72
4 28.1 0.352 79.82
5 29.0 0.379 76.51
6 30.9 0.372 83.06
7 28.6 0.398 71.85
10 37.4 0.354 105.6
14 34.8 0.352 98.86

Cizelge 4.8. M107 izolatinin iireaz aktivitesi (U/ml), protein miktar1 (mg/ml) ve spesifik
aktivitesi (U/mg).

Giin Ureaz aktivitesi Protein miktari Spesifik aktivite

(U/ml) (mg/ml) (U/mg)

2 6.8 2.49 2.73

3 18.9 0.389 48.58

4 26.9 0.356 75.56

5 25.6 0.370 69.18

6 28.9 0.362 79.83

7 25.8 0.389 66.32

10 35.9 0.343 104.66

14 41.8 0.337 124.03
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Cizelge 4.9. M136K-2 izolatinin iireaz aktivitesi (U/ml), protein miktar1 (mg/ml) ve
spesifik aktivitesi (U/mg).
Giin Ureaz aktivitesi Protein miktar Spesifik aktivite
(U/ml) (mg/ml) (U/mg)
2 12.5 2.50 5.0
3 21.7 0.385 56.36
4 275 0.335 82.08
5 29.6 0.351 84.33
6 38.8 0.352 110.22
7 30.5 0.395 77.21
10 33.1 0.357 92.71
14 40.4 0.356 113.48

4.1.6 Biyogimento Uretimi

Berthelot ve Bradford yontemi ile iireaz aktivitesi ve protein tayini yapilmig

izolatlardan biyogimento iiretimi ger¢eklestirmek iizere design export programu ile

deneme deseni olusturulmustur. SFM, SFM Broth ve kati kiiltlr icerisine re ve

Ca2+, 13 tekerriirlii olarak eklenmistir. izolatlarin iireaz aktivitelerinin birbirlerine

yakin olduklarindan dolayi, spesifik aktivitesi en yiiksek olan M107 izolati

biyocimento Uretimi icin 6rnek izolat olarak segilmistir. M107 izolatinin kiiltiire

almacagl besiyerlerine eklenen ire ve Ca’* miktarlari Cizelge 4.10°da

belirtilmistir.

Cizelge 4.10. M107 izolatina eklenecek tire ve Ca®" miktarlari (mM).

Deney Faktéor1  A:Ca(mM) | Faktér2 B:Ure (mM)
1 50.00 280.00
2 165.00 165.00
3 280.00 50.00
4 165.00 165.00
5 50.00 50.00
6 165.00 165.00
7 165.00 2.37
8 327.63 165.00
9 165.00 165.00

10 280.00 280.00
11 2.37 165.00
12 165.00 165.00
13 165.00 327.63
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4.1.6.1 Kati kiiltir

Bugday kepegi substrat olarak kullanilan kati kiiltiirde M107 izolatinin
iiremesi gergeklestirilmis ve 4, 5, 7 ve 1l.tekerriir kullanilarak biyog¢imento
iretimi denenmistir. Her tekerriirdeki 6rneklerin nem miktarlar1 %65 ve pH 6.5 e
sabitlenmistir. Kat1 besiyerleri otoklavdan ¢iktiktan sonra 1:1 oraninda iire ve Ca**
eklenerek, M107 izolati 10 kat seyreltilerek inokiile edilmistir. Kat1 kiltiir
besiyerleri +30 °C’ de inkiibatdrde bekletilmistir. Yaklasik 72 saat sonra 4. 7. ve
11.tekerrirde beyaz renkte olusum goriinmistir (Sekil 4.8). Olusumun
biyogimento olup olmadigi arastirilmistir.

Sekil 4.8. Kati kiiltiir (a) 4.tekerrur, (b) 7.tekerrir, (c) 11.tekerrir.

15 glinln sonunda 4, 7 ve 11.kat1 kiiltiir besiyerlerindeki beyaz olusumun
kayboldugu gozlemlenmistir. Bunun sonucunda olusumun biyog¢imento
olmadigina kanaat getirilmistir.
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4.1.6.2 SEM

SFM besiyerleri hazirlanip, her petriye 10 ml besiyeri dokilip biraz
soguduktan sonra 13 tekerrirlii ve her tekerriirde 1:1 oranda tire ve Ca?* 0.2 mesh’
lik filtreden gegirilerek eklenmis, pH 8.5-9.0’a ayarlanmis ve M107 izolat1 ile
ekim yapilmustir. Ornekler +30 °C’deki inkiibatorde yaklasik 96 saat sonra iiremis
olup 3, 8, 10 ve 12.tekerrirlerde zon ve beyaz renkli olusumlar goriilmistiir
(Seklil 4.9). Orneklerde zonun varligi, iireaz aktivitesinin varligim ve iireyi
parcaladiginin bir gostergesidir. Ayrica beyaz olusumun biyo¢imento olup
olmadigini belirlemek i¢in, 6rneklerden beyaz olusumdan bir miktar alinip GYA

besiyerine aktarilmistir.

Sekil 4.9. SFM besiyeri.

Orneklerdeki beyaz olusum GYA besiyerlerine ekim yapilip +30 °C’de 24
saat boyunca inkibattérde beklettikten sonra, GYA besiyerlerin hepsinde tUreme
goriilmektedir. Bu islemler sonucunda beyaz olusumlardan alinan Orneklerde
GYA besiyerinde Ureme gergeklestiginden, ekim hatasi olabilecegi ihtimaline
karsin, 6rnekler SFM broth besiyerinde de denenmistir. Ayrica petrilerdeki zonun
pH’ s1 Ol¢lilmiis, ireme olmayan bolgedeki pH ile karsilastirilarak, tireazin varligi
kanitlanmis ve biyogimento elde edilme ihtimalini ortaya ¢ikartmistir (Sekil 4.10)
(Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Zon pH ile besiyerinin pH’ sinin karsilagtirmast.

Std Zon olan kisim Zon olmayan kisim

3 8 7-8

13 7-8 6-7

2 7-8 6-7
10 8 !
1 8 7
12 8 6

8 6-7
7-8 6

11 8 6-7
4 7

5 6-7
9 7
8 7-8 6

Sekil 4.10. pH kiyaslamasi.

4.1.6.3 SEM broth

Denemesi yapilan son besiyeri, SFM Broth besiyeri olarak hazirlanip, her
erlene 150 ml besiyeri dokiilmistiir. Besiyeri erlene dokiildiikten sonra
sogutularak, besiyeri icerisine CaCl, direkt olarak ve reyi 0.2 meshlik filtreden

gecirerek, 13 tekerriirlii ve her tekerriirde 1:1 oranda eklenmistir. Besiyerlerinin
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pH’ s18.5-9.0” a ayarlanmis ve her besiyerine 100 ul M107 izolat1 aktarilmig, +30
°C’ deki inkiibatorde 10 giin bekletilerek biyogimentonun olusumu hedeflenmistir.
Ornekler 10.giinde aktiviteleri dlciilmiis (Cizelge 4.12), erlendeki érnekler filtre
kagitindan gegcirilerek, oda sicakliginda kurutulmus filtre kagitlar1 SEM’de analiz
edilmistir. Analizler sonucu 2, 4, 5, 8 ve 1l.tekerriirlerde biyo¢imento olusumu
gozlemlenmistir (Sekil 4.11).

Cizelge 4.12. SFM Broth besiyerinde M107 izolatinin Ureaz aktivitesi, protein miktar1 ve
spesifik aktivitesi.

Tekerrir Ureaz aktivitesi Protein miktar: Spesifik aktivite
(U/ml) (mg/ml) (U/mg)
1 1.014 0.294 3.448
2 0.465 0.298 1.560
3 0.499 0.255 1.956
4 0.489 0.300 1.63
5 0.502 0.362 1.386
6 0.495 0.265 1.867
7 0.260 0.262 0.992
8 0.472 0.268 1.761
9 0.536 0.288 1.861
10 - 0.295 -
11 0.431 0.419 1.028
12 0.505 0.255 1.980
13 1.098 0.282 3.893
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(b)

(d)

(€)

Sekil 4.11. Tekerriirlerin filtreden gegirilerek kurutulmus durumlari. (a) 2.tekerriir, (b) 4.tekerriir
(c) 5.tekerriir, (d) 8.tekerrr, (e) 11.tekerr(r.
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Yukarida bahsedilen tekerriirlerin SEM ile fotograflari ¢ekilmistir. Cekilen

fotograflarda biyog¢imento olusumu gozlemlenmistir (Sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15,
4.16).

Sekil 4.12. 2.tekerriirin SEM gorunttleri.
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Sekil 4.13. 4.tekerriirtin SEM gdoruntleri.



Sekil 4.14. 5.tekerririin SEM goruntileri.
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Sekil 4.15. 8.tekerruriin SEM goruntileri.



[mag O det |

Sekil 4.16. 11.tekerriirin SEM gorintileri.
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4.2 Tartisma

Arastirma sonuglarimiza gore, Streptomyces spp. tirlerinin Ureaz aktivitesi
gosterdigi, Bacillus ve K.oxytoca’lerin yeteri kadar iireaz aktivitesi gostermedigi
belirlenmistir. Bu c¢alismada, Bacillus ve K.oxytoca’ larin iireaz aktivitesi
gostermemesinin nedeni 6rneklerin toplanildigi yerlerin farkliligi gosterilebilir.

Orneklerde Streptomyces spp. tirlerinin (reaz aktivitesi gozlemlerine
bakildiginda M107, M136K-2 ve M123-2 izolatlarinda iireaz aktivitelerinin
gortildigi, 136sy-s, 2M21, M125-1, M-127-2, S3, 1M1, M80 izolatlarinda ise
Ureaz aktivitesinin gorilmedigi belirlenmistir. M107, M136K-2 ve M123-2

izolatlarinin iireaz aktivitelerinin birbirlerine ¢ok yakin oldugu gézlemlenmistir.

Literattirdeki ¢alismalara bakildiginda, bu ¢alismada da denenen Bacillus ve
K.oxytoca mikroorganizmalarinda tircaz aktivitesi gozlemlenirken; bizim
calismamizda kullanilan tiirlerde Onemli derecede iireaz aktivitesine
rastlanilmamistir. Bunlarin aksine bu c¢aligmayla literatiirde ilk defa Streptomyces
spp.” den iireaz enzimi iiretimi gerceklestirilmis ve mevcut iireaz aktivitesiyle yine
ilk kez biyo¢imento iiretiminde denenmistir. Bu tiir farkliliklarin goriilmesi,
biyogimento iiretiminde anahtar bilesen olan iireaz enziminin daha etkili ve
yuksek aktivitede belirlenmesi icin daha fazla ¢alismanin yapilmasi
gerekmektedir.

Izolatlardaki iireaz aktivitesinin 14 giin boyunca sabit kalmasmin nedeni,
izolatlarin hiicredis1 enzim salgilama karakteristiginde olmalaridir. Izolatlarm bu
ozelliginden dolayi, yasam siirecleri boyunca ortama iireaz enzimi salgilayarak,
besiyerinde surekli tireaz enziminin bulunmasi olarak agiklanabilir.

Ureaz aktivitesine sahip olan Streptomyces spp. tirlerinin protein tayini
sonuglarma gore, M107, M136K-2 ve M123-2 izolatlarinin protein miktarlar
birbirlerine yakin olarak belirlenmistir. izolatlarm protein miktarlar1 0.249 mg/ml
ile 0.398 mg/ml araliginda bulunmusturr. 14 giin boyunca yapilan analizlerde,
izolatlarin protein miktarlarinin sabit kalmasinin 2 nedeni olabilmektedir. Birincil
nedeni izolatlarin kendilerine has protein {iretiminin bulunmasi, ikincil nedeni ise

besiyerinde soya ununun bulunmasi olarak diisiintilebilir.

Ureaz aktivitesi gdsteren M107 izolatiin 13 tekerriirlii analizine

bakildiginda, 2, 4, 5, 8 ve 11.tekerriirlerinde biyo¢imento olusumu goriilmiistiir.
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Elde edilen sonuclara gore, Streptomyces spp. diger tiirlerinde ve farkli
Ureaz  aktivitesi gosterem  mikroorganizmalarda  biyogimento  Uretimi
arastirtlmalarinin daha da arttirilmasi ve standart bir Gretim icin optimizasyonun

saglanmas1 gerekmektedir.
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