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BACILLUS SUBTILIS KULTURUNE MIKROTASIYICILARIN
UYGULANMASI

APPLICATION OF MICROCARRIERS TO BACILLUS
SUBTILIS CULTURE '

Elif SARIKAYA®, Cervin CIRAKOGLU™

Ozet: Mikrotagiyicilar once hiicre kiiltiirlerine uyguland: ve kiiltiirdeki
hiicrelerin firemesini verimli bir sekilde etkiledigi rapor edildi. Bu arastirma-
da kullamlan Cytodex I mikrotagiyicisi yiizey ozellikieri nedeniyle memeli
hiicrelerin kolayca yapisarak iiremesini saglar.

B. subtilis hiicreleri de mikrotastyicitara yapisarak iyi iirediler. B. subti-
lis, alfa-amilaz enziminin iretiminde kullamild:.

Cabismamizda enzim kaynafi olan bakterinin verimii iiretimi igin
Cytodex I mikrotasiyicdan kullamilde

Summary: Microcarriers, first applied to cell cultures. It was reported

that microcarriers affected cell growth positively. In this study Cytodex T

microcarriers were used. Because of their surface characteristics mammalian
cells can easily attach to Cytodex I microcarriers and grow well.

B. subtilis cells also attached to microcarriers and grew well.

In this study Cytodex I microcarriers were used for productive bacterial
growth.

GiRrRIS
Mikrotagtyicitar hiicre kaltiri tekniklerinde yeni bir yontem olarak Van

Wezel tarafindan ileri stiriildii (1). Daha sonra mikrotagtyicilar Szellikle
itretilmesi giig hiicrelerin kiiltiirlerinde yaygm olarak kullamidi. 80°den f1zla

farkl hiicre tipinin Cytodex I mikrotagtyicilarda iiretildigi rapor edildi (2). -

Cytodex I mikrotagtyicilar, hiicre {iremesi igin optimal derecede pozitif
yiiklii N, N-diethylaminoethyl (DEAE) gruplar tagiyan ¢apraz bagh dextran
matrikse sahiptir (Sekil 1). Yakli gruplar mikrotagiyicimn tiim yiizeyine
dagimugtir (Sekil 2).
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CH, CH;

Caplfaz bagh dextran O-CH,~CH,-N CH, CH,

Sekil 1:
Cytodex I mikrotagiyicinin kimyasal yapisi (1),

Cytodex I
Bastanbaga
Yiikiti Matrix

Sekil 2 :

Cytodex I mikrotagiyicimn yiizeyindeki yiikli gruplarinin sematik goriiniimi (1)

Hiicre kiiltiirinde kullandigimzda ¢ok iyi sonug aldigimiz Cytodex I
mikrotagiyrcilan, B. subtilis kiltirinde de mikrotasiyicilar Gizerinde ¢ok iyi
trediklerini saptadik.

GEREC ve YONTEM

Bu gahsmada kullanilan Bacillus subtilis, H.U. Moiekiiler Biyoloji
Anabilim Dahndan temin edildi ve Nutrient agar stok kiiltiirlerinde
muhafaza edildi.

Besiyeri -olarak Andersson ve arkadaglan tarafindan dnerilen besiyeri
kullanildi (3). Bu besiyerinin icerigi litrede: 10 gr D-glukoz, 5 gr yeast
extract, 1.5 gr NaCl, 0.5 gr KH,PO,, 0.5 gr MgSQ,. 7ILO, 0.1 gr
CaCly diir. Uretim sirasinda yukaridaki steril edilmis ortama, hacmin % 157
kadar steril gliserol ilave edildi. Enzim iiretimi icin gecelik kiiltiir (overnight
-culture) ortarmndaki D-glukoz yerine aym miktarda ¢oziiniir nisasta kullaml-
di.

Besiyerlerinin pH’lari sterilizasyondan &nce 3 M NaOH ve 3 M HCI ile
pH 7.0’ye ayarlandh.

Cytodex I mikrotagtyicilar kullanilmadan 6nce PBS (Phosphate Buffe-
red Saline) de 6 saat hidrate edildi. Daha sonra 1 gece, % 70 V/V etanolde
bekletilerek steril edildi.

Sterilizasyondan sonra mikrotastyicilar 3 defa steril PBS ile y}kandlktan'

sonra bakteri Gireme ortamna ilave edildi. Ortamdaki Cytodex I konsantras-
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yonu 1 mg/ml idi. Cytodex I mikrotagiyict Pharmacia Fine Chemicals’dan
saglandt.

Bakteri iiretimi mikrotagiyicl iceren ve icermeyen ortamda 37°C’de
calkalama hiz1 175 r.p.m.’e ayarlanmug galkalamali etiivde yapildi.

Alfa-amilaz aktivitesi dekstrojenik yontemle saptandi (4).

BULGULAR

Cytodex I mikrotastyicilan igeren ortamda iretilen bakteriler, uygun
yiizey ozellikleri nedeniyle mikrotagiyicilara baglanip iyi irediler. Fakat
Cytodex 1 mikrotagiyicilar iceren ortamda alfa-amilaz aktivitesinin kontrole
kiyasla % 17 azaldifn saptandi. Mikrotagiyicl igermeyen kontrol ortaminda

alfa-amilaz aktivitesi 14 IU/ml iken Cytodex T igeren ortamdaki enzim

aktivitesinin 11.6 IU/m] oldugu bulundu.

Cytodex 1 mikrotagiytellarm Cat+ ve Mgt gibi divalent katyonlars

baglach@: rapor edildi (5). Bu olasiifn dikkate alarak mikrotagiytcilarin
uzaklagtinldifr enzim ¢ozeltisine CaCl, ilave ettifimizde enzim aktivitesinin
14 TU/ml’ye yiikseldigini saptacdik (Sekil 1 ve 2}

TARTISMA

Bu c¢ahsmada, alfa-amilaz enzimi verimli bir gekilde elde etmek igin
Cytodex 1 mikrotastyicist kullanildi. Bu mikrotagtyicilar uygun  yizey
ozellikleri nedeniyle bakterilere kolayca baglanacaklan genis bir yiizey
saglayarak bol miktarda Gremelerine olanak verir.

Bu caligmada B. subtilis hiicrelerinin mikrotagiyicilara baglanarak gok
iyi trediklerini saptadik. Bu bulgumuz, daha Onceki hicri kaltird ile
yaptigimiz gahgmaya benzerlik gdsteriyor (6).

Mikrotagiyicilar bakteri Gremesini olumlu etkilemesine kargin enzim
aktivitesinde % 17lik bir diigiise neden oldu.

Alfa-amilaz aktivitesi i¢in Cat™ a gereksinimi olan bir metafloenzimdir
(7). Cytodex I mikrotagtyicitar ise Ca*t iyonlarini bagladiklan i¢in enzim
aktivitesinde digiise neden oldular,

Bulgulanimiza gore, kati ortamda daha iyi Greyen bakterileri sivi
ortamda da verimli iiretmek i¢in Cytodex I mikrotagiyicilar kullaniabilir.
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