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OZET

TABAKLAMA ONCESI iISLEM BASAMAKLARINDAN BAZI ALKALIFILIK
MIKROORGANIZMALARIN iZOLASYONU VE MOLEKULER TEKNIKLERLE
IDENTIFIKASYONU

Derya DOGANAY
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Dog. Dr. Binnur MERICLI YAPICI
15/01/2014, 116

Calismada tabaklama Oncesi islem basamaklarindan islatma-yumusatma, kireclik,
kireg giderme-samadan proteaz, a-amilaz ve lipaz enzim aktivitesi gosteren alkalifilik
bakterilerin izolasyonu, elde edilen izolatlarin fenotipik 0Ozelliklerinin belirlenmesi,
fenotipik Ozelliklerine gore secilen birbirinden farkli izolatlarin nicel enzim aktivitelerinin
belirlenmesi ve molekiiler tanimlamalarmin yapilmasi amag¢lanmstir.

Arastirma bulgularina gére sz konusu islem basamaklarindan 50 adet proteaz, 52
adet a-amilaz ve 15 adet lipaz aktivitesine sahip toplam 117 adet bakteri izole edilmistir.
Ancak lipaz aktivitesine sahip izolatlarin lipaz aktivitesi yerine esteraz aktivitesi
gosterdikleri belirlenmistir.

Izolatlarm fenotipik dzelliklerinin belirlenmesi i¢in Gram boyama, baz1 biyokimyasal
testler, pH, NaCl ve sicaklik tolerans testleri uygulanmistir.

Calismada fenotipik Ozellikleri belirlenmis 117 izolatdan molekiiler tanilama igin
birbirinden farkli 29 izolat secilmistir. Ayrica bu izolatlardan nitel enzim aktivitesine gore
yiiksek aktiviteye sahip 12 adet proteolitik, 10 adet amilolitik toplam 22 adet izolat
secilerek nicel enzim aktiviteleri belirlenmistir.

Nicel enzim aktivitesi belirlenen proteolitik 6zellikteki 12 izolattan PS6 izolatinin
4,40 £ 0,10 U/mL ve amilolitik 6zellikteki 10 izolattan AS6 izolatinin 0,76 + 0,01 U/mL’
lik enzim aktivitesi ile diger izolatlardan daha yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir.

Arastirmamizda 29 izolatin molekiiler tanimlamasi 16S rRNA dizi analizi ile

yapilmistir. Bu sonuglara gore filogenetik olarak izolatlarin Bacillus subtilis, Bacillus
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pumilus, Bacillus altitudinis, Bacillus clausii, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis,
Bacillus majovensis, Bacillus sp. LCP66, Bacillus pseudofirmus, Bacillus polygoni,
Bacillus clarkii, Bacillus sp. 2b-2, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus tequilensis,
Uncultured organism clone ELU 0110, Bacillus thuringiensis ve Bacillus sp. LCP65
tiirlerine ait strainlere benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Sonug olarak arastirmamizda molekiiler olarak tanimlanan 17 farkli Bacillus tiiriiniin
8’inin alkalifilik ve 9’unun ise alkalitolerant oldugu belirlenmistir. Bdylece deri
proseslerinden daha dnceden klasik ve molekiiler yontemlerle tanimlanan ve bilinen tiirler
haricinde 11 yeni Bacillus tiirii bu ¢alismada ilk kez tanimlanmistir. Arastirma sonuglarmin
bu konu kapsaminda yiiriitillecek olan diger arastrmalara ve hem iilkemiz hem de

yurtdigindaki deri sektoriine oldukca 6nemli katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Alkalifilik bakteri, Proteaz, Lipaz, Amilaz, Tabaklama Oncesi
Islemler, 16S rRNA dizi analizi.
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ABSTRACT

ISOLATION OF SOME ALKALIPHILIC MICROORGANISMS FROM PRE-
TANNING PROCESSES AND THEIR IDENTIFICATION VIA MOLECULAR
TECHNIQUES

Derya DOGANAY
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chair for Biology Thesis of Doctor of Philosophy
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Binnur MERICLI YAPICI
15/01/2014, 116

The current study aims to isolate alkaliphilic bacteria with protease, a-amylase and
lipase (enzyme) activities from such pre-tanning processes as first and main soaking,
liming, deliming-bating steps, to phenotypically characterize the isolates, to determine the
quantitative enzyme activities of various isolated selected by their phenotypic properties,
and to carry out their molecular identification.

According to the findings, total 117 bacteria with 50 protease, 52 a-amylase and 15
lipase activities were isolated from mentioned process step. However, isolates with lipase
activity displayed esterase activity instead of lipase activity.

Gram’s staining, some biochemical tests, pH, NaCl and temperature tolerance tests
were carried out for the phenotypic characterization of the isolates.

117 isolates phenotypic properties of which were characterized, 29 different isolates
were chosen for the molecular identification. Moreover, 22 isolates - 12 proteolitic and 10
amilolitic - with high qualitative enzyme activity were chosen to determine their
quantitative enzyme activities.

It was revealed that out of 12 proteolitic isolates, the isolate PS6 was determined to
have an enzyme activity of 4,40 £ 0,10 U/mL, while the isolate AS6 of 10 amilolitic
isolates had an enzyme activity of 0,76 = 0,01 U/mL, which were higher than those of the

other isolates.
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Molecular identifications of 29 isolates were performed via 16S rRNA sequence
analysis. The analyses showed that the isolates phylogenetically shared similarities with
strains Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus altitudinis, Bacillus clausii, Bacillus
cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus majovensis, Bacillus sp. LCP66, Bacillus
pseudofirmus, Bacillus polygoni, Bacillus clarkii, Bacillus sp. 2b-2, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus tequilensis, Uncultured organism clone ELU 0110, Bacillus
thuringiensis and Bacillus sp. LCP65.

It was concluded from the results that 8 of 17 molecularly-identified Bacillus species
were alkaliphilic and 9 were alkalitolerant. Thus, 11 new Bacillus species were identified
for the first time apart from the ones which were already known or identified in tanning
processes via regular or molecular methods. It is considered that the results obtained in the
present study will greatly contribute to other relevant studies and to the national and

international leather production industry.

Keywords: Alkaliphilic bacteria, Protease, Lipase, Amylase, Pre-tanning processes, 16S

rRNA sequence analysis
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BOLUM 1 — GiRIiS Derva DOGANAY

BOLUM 1
GIRIS

Deri endiistrisi iiretim bakimindan diinyanin en genis endiistrileri arasindadir. Deri
mikroorganizmalar tarafindan kolayca bozulabilen materyallerden biridir ve bir¢ok
endiistriyel tiretimde oldugu gibi deri iiretiminde de hidrolitik enzim aktivitesine sahip
mikroorganizmalar deride ve islem sivilarinda gelisim gostererek iiriiniin zarar gérmesine,
bozulmasina, kalite diistikliigline ve dolayisiyla ekonomik kayiplara neden olmaktadirlar
(Linder ve Neuber, 1990; Karaboz ve ark., 2003).

Mikrobiyal gelisimi etkileyen Onemli faktorlerden birisi pH’dir. Notral pH
degerlerinde ve hafif alkali ortamlarda (pH 7-8) maksimum gelisim hizina sahip pek ¢ok
mikroorganizma vardir. Bu mikroorganizmalar gelistikleri pH araligina gore dort grup
icinde toplanirlar. Optimum gelisimleri pH 1-5,5 arasinda olanlar asidofiller, pH 5,5-8
arasinda olanlar notrofiller olarak adlandirilirken, gelisimleri i¢in yiiksek pH derecelerini
(pH 8,5-10) tercih edenler alkalifiller, daha yiliksek pH derecelerini (pH 10-11,5) tercih
edenler ise ekstrem alkalifiller olarak tanimlanir (Madigan ve Martinko, 2009).

Alkalifilik mikroorganizmalar yiiksek alkali ¢evrelerde yasayan farkli bir gruptur.
Kendi aralarinda alkalifilik ve alkalitolerant olmak iizere iki biiylik gruba ayrilirlar.
Alkalifil mikroorganizmalar pH 10 {izerinde biiyiiyebilen optimal biiyiime pH’s1 9 olan pH
7 ve daha distik pH degerlerinde biiyiimeleri imkansiz olan mikroorganizmalardir. Diger
yandan pH 10 civarinda biliylime yetenegine sahip buna karsilik optimal biliytime pH’s1
notral pH civarinda olan mikroorganizmalarda alkalitolerant mikroorganizmalar olarak
adlandirilmistir. Ekstrem alkalifiller ise kendi aralarinda fakiiltatif ve zorunlu alkalifiller
olmak iizere iki alt gruba ayrilmislardir. Fakiiltatif alkalifiller pH 10 ve {izeri pH
degerlerinde optimal biiylime gosterirken notral pH’da da 1iyi bir sekilde
gelisebilmektedirler, zorunlu alkalifiller ise ndtral pH degerlerinde biiyliime yetenegine
sahip degildirler (Kumar ve Takagi, 1999). Deri iiretimi pH kosullar1 birbirinden farklilik
gosteren ve ardi ardina uygulanan proseslerde gergeklestirilmektedir. Nitekim pH kosullar1
birbirlerinden olduk¢a farkli olmasmna karsin s6z konusu prosesler de farkli pH
kosullarinda gelisim gosterebilen ve cesitli hidrolitik enzim aktivitesine sahip daha dnce
tanimlanmamis mikroorganizmalar bulunabilir.

Deri igletmesine ham deri girisinden mamul iiriin ¢ikisina kadar gecen siiregte; deriye

uygulanan iglemler birbirini biiylik dl¢iide etkilemektedir (Ulusoy ve ark., 2004). Boylece
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ard1 ardina devam eden proseslerde ayni tiiriin farkli bireylerine (strain) rastlamak miimkiin
olmaktadir. Bu nedenle birbirlerinden farkli pH degerlerine sahip bu islem sivilarina adapte
olmus, daha Once tanimlanmamis hidrolitik enzim aktivitesine sahip alkalifilik ve
alkalitolerant bakterilerin tespit edilmesi oldukca Onemlidir. Bunun i¢in deri islem
basamaklarinda probleme neden olan bu bakteriler molekiiler yontemlerle dogru bir sekilde
tanimlanmal1 ve direk hedefe yonelik onlemler alinmalidir.

Diger yandan deri ve igslem sivilar1 muhtesem bir mikrobiyal ¢esitlilige ev sahipligi
yapmaktadir. Bu mikroorganizmalarim potansiyel enzim aktivitelerinin belirlenip
endiistriyel mikroorganizma olarak degerlendirilmesi 6nemli sonuglar dogurabilir. Nitekim
deri teknolojisinde mikroorganizmalarin olumsuz etkilerinin yan sira, mikroorganizma ve
enzimlerinden (proteinaz, kollegenaz, keratinazlar, amilazlar ve lipazlar) yumusatma, kil
giderme ve sama gibi deri islem basamaklarinda olumlu yonde de yararlanilmaktadir.

Baz1 alkalifiller seliilaz, amilaz, proteaz ve lipaz gibi hidrolitik enzimler
iretmektedir. Nitekim alkali ¢evreler, sodali goller ve ¢oller gibi alkalifilik ortamlardan
izole edilip tanimlanan alkalifilik ve alkalitolerant bakterilerin enzimleri endiistrinin ¢esitli
alanlarinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle deterjan sanayisinde kullanilan
amilaz ve proteaz enzimleri yliksek pH araliginda aktivite gostermekte olup, cogunlugu
alkalifilik Bacillus tiirlerinden izole edilmektedir. Bu enzimler atiklarin giderilmesi, tekstil,
deri, gida ve deterjan endiistrisi gibi degisik endiistri kollarinda kullanilmaktadir. Bu
nedenle alkalifilik mikroorganizmalar tarafindan iiretilen alkali amilaz ve alkali proteaz
iireticisi olan Bacillus tiirlerinin taranmasina, izolasyonuna ve tanimlanmasina yonelik
calismalar yogunlagsmistir. Nitekim son zamanlarda alkalifilik Bacillus soylar1 hem
akademik hem de endiistriyel ag¢idan olduk¢a 6nem kazanmistir (Igarashi ve ark., 1998;
Bal, 2005; Tatar, 2007; Tekin, 2008).

Daha oOnce deri mikrobiyolojisi {izerine yapilan c¢aligmalarda deri islem
proseslerinden alkalifilik bakteri izolasyonu, tanimlanmasi1 veya izole edilen bakterilerin
pH toleranslarmin belirlenmesi ile ilgili bir arastrmaya yer verilmemistir. Bu nedenle
arastrmamizda farkli pH kosullarinda gergeklestirilen tabaklama Oncesi islem
basamaklarimdan (i1slatma-yumusatma, kireclik, kire¢ giderme-sama) hidrolitik enzim
aktivitesine sahip alkalifilik bakterilerin izolasyonu, elde edilen izolatlarin fenotipik
ozelliklerinin belirlenmesi, fenotipik 6zelliklerine gore segilen birbirinden farkli izolatlarin
nicel enzim aktivitelerinin belirlenmesi ve molekiiler tanimlamalarinin yapilmasi

amaclanmistir.
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Deri Yas islem Basamaklar

Deri sektoriiniin temel ham maddesini olusturan ham deri, kesilen yada bagka bir
sekilde oldiiriilen hayvanin yiliziilmesiyle elde edilen organik bir maddedir. Deri sektorii
gerek et endiistrisinin bir yan iirliniinii degerlendirmesi ve gerekse yarattigi istihdam
nedeniyle pek ¢ok gelismekte olan iilke i¢in 6nemli bir ekonomik faaliyettir. Ham deri
teknik yontemlerle uygun sekilde islendigi takdirde, bir¢ok alanda kullanilmaya elverisli
degerli madde niteligi kazanir. Deri iiretiminde kullanilan ham maddenin en 6nemli ve ana
grubunu memeli hayvan derileri olusturmaktadir (Harmancioglu ve Dikmelik, 1993).

Deri iiretimi diinyada agirhikli olarak sigir, koyun giysilik, koyun kiirk ve keci
derileri kullanilarak yapilmaktadir. Normal sartlar altinda kokusabilen ve kurutuldugunda
kirgmmlasan ham deri, bir dizi kimyasal ve mekanik isleme tabi tutuldukdan sonra
kullanmakta oldugumuz derinin fiziksel Ozelliklerine ulasir. Ara iirin olan bu deriler
islenerek ayakkabi ve giysi gibi deri mamulleri, mobilya gibi giinliik hayatta kullanilan
esyalara doniistiiriiliirler (Denz, 2009).

Deri fabrikalarinda ister kiigiikbas isterse biiylikbas hayvan derisi olsun mamul deri
haline gelinceye kadar bir seri isleme tabi tutulmaktadir (Ulusoy ve ark., 2004). Genel
olarak, sigir derisinden ayakkabilik, giysilik ve astarlik deri; koyun derisinden ise giysilik
deri Uiretiminde yararlanilir. Bu derilerin isleme prosesleri, kullanilan kimyasallar ve atik
ciktilart biiylik oranda birbirine benzerlik gostermektedir. Bu neden ile ayni kapsamda
incelenmektedirler (Thorstensen, 1993; Denz, 2009).

Deri iiretim siireci ¢ok ¢esitli asamalar1 icermekle birlikte yas islemler bolimii ii¢
basamakta gerceklesmektedir.

a) Tabaklama &ncesi islemler: Istenmeyen bilesenlerin, kil, yag vb., deri protein
fibrilleri agmin birbirinden ayrilarak uzaklastirilmasidir.

b) Tabaklama islemleri: Dayanikli bir yap1 6zelligini elde etmek i¢in tabaklama
materyalleri ile bu lif aginin reaksiyona girmesidir.

c) Tabaklama sonrasi bitirme islemleri: Dolgun, boyali, yumusak, yagl tabaklanmis
lif karakterlerini olusturmak ve lif yiizeyinin kullanigh bir iiriin iiretmek i¢in islemin

bitirilmesidir. Derilere estetik deger kazandirilir. (Thorstensen, 1993; Shede ve ark., 2008).
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Diinyada uygulanmakta olan deri islem prosesleri sirasiyla 1slatma ve yumusatma,
kireclik, kire¢ giderme-sama, yag giderme, pikle, tabaklama, tabaklama sonrasi yas
islemler (nétralizasyon, retenaj, boyama, yaglama) ve finisaj basamaklarindan
olugsmaktadir (Thorstensen, 1993; Denz, 2009). Tabakhanelerde kiiclikbas ve biiyiikbas
hayvan derisinden giysilik deri eldesi i¢in uygulanan islemlerin genel akim semast Sekil

1’de verilmistir.

- -
HAM DERI
- -
Tuzlama
- -

Islatma & Yumusatma

Tabaklama Oncesi

£ - % \
Kireclik & Kil Giderimi Islemler

Kire¢ Giderme & Sama

- -
Pikle Yas
— Islemler
p
Tabaklama
N
- -
Nitralizasyon

\ Tabaklama ve Sonrasi
i ; b Islemler

Retenaj
N
. .

Boyama & Yaglama

N
- .

Finisaj
L : Kuru
8 3 Islemler

Bitmis Deri

Sekil 1. Kiiciikbas ve biiyiikbas hayvan giysilik deri islentisi genel akim semasi.

Taze vyiiziilmiis kiigiik veya biliyilk bas hayvan derisinin bitmis deriye
dontistiiriilmesindeki ana basamaklar asagida listelenmistir.
1. Konservasyon: Derinin tabakhaneye gelene kadar korunmasi.
2. Islatma ve Yumusatma: Konservasyon islemi sonunda deriye kaybetmis oldugu
suyu geri kazandirma, ¢0ziiniir proteinleri giderme, lif paketlerinin mekaniksel
olarak zarar gormelerini Onleme ve deriyi yabanci kirliliklerden arindirma

islemidir.
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10.

Kireclik: Ham deri iizerindeki kil, yag ile etin yumusatilmasi ve epidermis
tabakasmin uzaklastirilmasi islemidir.

Kire¢ giderme-sama: Kirecleme esnasinda kullanilan ve alkali 6zelliklere sahip
olan maddelerin nétralizasyonu ve enzimler yardimi ile derilerin yumusatilmasi
islemleridir.

Yag giderme: Ham derinin igerdigi ve depolama esnasinda oksidasyona ve
kokusmaya neden olan dogal yaglarin giderilmesi islemidir.

Pikle: Deride mikrobiyal faaliyetleri durduran tabaklamaya hazirlik sathasidir.
Tabaklama: Bozulabilir durumdaki ham derinin tabaklayici maddelerle uzun
sire dayanan, kullanish, dis etkilerle bozulmayan, kokusma ve c¢iirlime
yapmayan, esnek bir forma doniistiiriilmesi islemidir.

Notralizasyon: Notralizasyon kromlu derinin katyonik karakterini degistirerek
anyonik dolgu maddelerini, boyar maddeleri ve yaglar1 sadece yiizeye degil
derinin ortalarina kadar niifuz etmesini saglamaktadir.

Retenaj: Retenaj kromlu deriye daha {istiin Ozellikler kazandirmak amaciyla
yapilir.

Boyama ve Yaglama: Ham deriden yumusatma, kiregleme gibi on iglemlerle
uzaklastirilmis dogal yaglarin deri yumusaklig1 i¢in deriye geri kazandirilmasi

islemidir (Dahl, 1956; Yakal1 ve Dikmelik, 1994; Sar1, 2005).

Mikroorganizmalar her yerde bulunurlar ve birgok endiistriyel iirliniin iiretiminde ve

sonrasinda geliserek iirlinlin zarar gérmesine, lirliniin bozulmasma kalite diisiikliigiine ve

dolayisiyla ekonomik kayiplara yol agmaktadirlar (Lindner,1998; Karaboz ve ark., 2003).

Deri Endiistriside mikroorganizma zarari ile her an karsilasabilecek bir sanayi dalhidir

(Harmancioglu ve Dikmelik, 1993; Ozgiinay ve ark., 2004).

Mikroorganizmalar ham deride ve daha sonraki deri isleme basamaklarinda

bulunmalarindan dolay1 ¢esitli zararlara neden olmaktadir. Deri sektoriinde karsilasilan

onemli problemlerden birisi bakteri, maya ve kiif gibi mikroorganizmalarin faaliyeti

sonucunda olusan zararlardir. Derinin tabaklama 6ncesi islemlerinde daha cok bakteriler,

tabaklama ve sonrasi islemlerde de funguslar sorun teskil etmektedir (Pfleiderer ve Reiner,

1988).
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Ancak son yillarda yapilan ¢alismalar derinin ilk islem basamagindan itibaren iyi
korunmadig1 takdirde tabaklama Oncesi ve sonrasi yas islemlerin her ikisinde birden
proteolitik ve lipolitik 6zellikteki bakterilere ve funguslara rastlanabilecegi ifade edilmistir
(Bilgi ve ark., 2009; Doganay ve ark., 2013).

Gerek tabaklama Oncesi gerekse tabaklama ve sonrasi yas islemlerde deriler
mikrobiyal enfeksiyonlara son derece agiktir. Tabakhane ortaminda genis bir
mikroorganizma grubunun bulunmasi, derilerin mikroorganizma faaliyetleri bakimindan
1yi bir ortam olusturmas1 ve elde edilen derilerin ¢ogu zaman birka¢ aydan daha fazla bir
siire degisik kosullarda beklemesi gibi birgok faktdr buna neden olarak gosterilebilir. Bu
sebeple hem prosesler hem de bekleme esnasinda karsilagilan enfeksiyonlardan
korunabilmek i¢in ilk islem basamagindan itibaren gereken dnlemler alinmalidir (Doganay
ve Mericli Yapici, 2008). Bu nedenlerden dolay1 dericilikte, yeterli verimin alinabilmesi
icin derilerde ve islem basamaklarinda karsilasilabilecek mikroorganizmalarin neler
olabilecegi, bunlarin beslenme istekleri, kontrol oOnlemlerinin neler olabilecegi gibi

bilgilere gereksinim vardir (Karaboz, 1994).

2.2. Ham Deri ve Konservasyon Mikrobiyolojisi

Ham deri, yapisal, kimyasal bilesim olarak ve diger birgok 6zelligi ile kendine 6zgii
dogal bir tirlindiir. Hayvan derilerinin dogal yapis1 ve kimyasal 6zellikleri, islenmis derinin
kalitesini dogrudan etkiledigi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Toptas,1993; Aslan, 2009).

Ham deri ve kalitesi; hayvanin ki, yas1 ve cinsiyeti, bakim ve besleme, iklim,
hastaliklar ve parazitler, hayvanin kesimi sirasinda kan bulasmasi, kanin iyi akitilmamasi,
derinin ¢ikarilmasi sirasindaki kusurlar, maddi deri kaybi, kesimden sonraki konservasyon
hatalari, depolama ve tasima esnasindaki fiziksel etkenler, depo parazitleri ve isleme
hatalar1 tarafindan etkilenmektedir (Artan ve ark., 1981; Artan, 1982; Harmancioglu ve
Dikmelik, 1993).

Hayvan derisi, havadan, sudan, topraktan, giibreden ve dis kaynakli pislikten tiireyen
biiylik bir mikroorganizma ¢esitliligini igermektedir. Hayvan heniiz canliyken bu
mikroorganizmalarin ¢ogu deri iizerine az bir etkiye sahipken, deri yiiziildiikten sonra
oncelikle derinin et yliziine bulagsmaya baslayan mikroorganizmalar gelisim i¢in
kendilerine uygun bir ortamda bulduklarindan hizla ¢ogalirlar (Dahl, 1956).

Taze yiiziilmiis yas bir sigir derisinin bilesenleri incelendiginde; derinin % 64’{iniin
su, % 30’unun protein, % 2,5-3,5’unun karbonhidrat, % 2,0-2,5’unun yag, % 0,3-0,5’unun

mineral madde ve % 0,2-0,5’inin pigment gibi diger maddelerden olustugu gézlenmistir
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(Harmancioglu ve Dikmelik, 1993). Ham derilerdeki proteinler ve yaglar, bakteriler ve
kiifler i¢in ideal bir besin deposudur (Bitlisli, 1992). Bu nedenle ham deriler
mikroorganizmalar i¢in olduk¢a konforlu bir ortam olusturmaktadir (Karaboz, 1994).

Taze deriler mikroorganizmalarin gelisimi i¢in uygun pH’ya sahip olmakla beraber
yiiksek nem ve besin igerigine sahiptir. Bu durum derilerdeki mikroorganizmalarin hizli
gelisimine neden olur (Muthusubramanian ve Mitra, 2006; Polkade, 2007; Aslan, 2009).

Derilerin yapisint bozan ve kokusturan aerobik ve anaerobik 80’den fazla
mikroorganizma tiiri oldugu bilinmektedir. Bu mikroorganizmalar1 2 grup altinda
toplamak miimkiindiir. Birinci grup, noétral ya da alkali pH da etkin olan proteolitik
(kokusma yapan) bakterilerdir. Sayilar1 oldukca fazla olup, deri lizerinde ve islentilerde
daha ¢ok bu bakterilere rastlanir. Ornek olarak Bacillus, Clostridium, Proteus, Esherichia,
Micrococcus, Pseudomonas, Staphylococcus, Sarcina tiirleri verilebilir. Bu bakterilere;
heniiz islem gormemis taze ve yas derilerde, konserve edilerek depolanmis derilerde,
yumusatma, kil giderme, samalama gibi alt ve ist islentilerden ge¢cmis derilerde
rastlanmaktadir (Karaboz, 1994).

Bakteriyal saldir1 sonucunda yiinlii deriler tizerinde kizarti, kil dokiilmesi ve kollajen
dokusunda bir bozulma meydana gelmektedir. Mamul deride ise bu durumlar sir¢a
tabakasinin kayb1, “pinhole” olarak bilinen igne deligine benzer ¢ukurlar, epidermis kaybi,
kabarma ve soyulma, bosluk hissi ve delikler olarak goriiliir (Mitchel, 1987).

Hayvanin kesim isleminden tabakhanedeki islemlerin baslamasina kadar gegen
siirede taze deri hiicrelerinde var olan enzimler veya deriler yiiziildiikten sonra deriye
bulasan bakterilerin enzimlerinden dolay1 kolaylikla bozulabilir (Hien, 2006). Derilerde
bulunan mikroorganizmalar tarafindan {iretilen proteolitik, lipolitik ve keratinolitik
enzimler derilerde kotii koku olusumu, énemli 6lcilide sir¢a zarari, piiriizlii sir¢a tabakasi,
sirca soyulmasi, sir¢a tabakasinda bosluklar, kil gevsemesi, kil kayb1 ve derilerde delikler
gibi zararlara neden olmaktadirlar (Bailey ve Birbir, 1993; Bailey ve Birbir, 1996).

Mikrobiyal gelisme ve aktiviteye bagli olarak taze derilerin bozulmasi deri ve
tabaklama endiistrisinde 6nemli bir problemdir ve ekonomik kayiplarin da 6nemli bir
sebebidir (Orlita, 2004; Oppong ve ark., 2006; Polkade, 2007). Deriler kimyasal ya da
fiziksel herhangi bir metot ile korunmadig: takdirde kokusmakta ve kokusmanin nedenini
de bakteriler olusturmaktadir (Shede ve ark., 2008). Bundan dolayr hayvanlardan
yiiziilerek elde edilen ham derilerin isleme girmeden oOnce uygun kosullar altinda

saklanmas1 gerekmektedir. Biiylikbas hayvan derisi ve kiiclikbas hayvan derilerinin
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konservasyon ve depolanmasi deri endiistrisinin dnem arz eden konularindan biridir
(Bitlisli ve ark., 2004).

Genellikle iki konservasyon tipi kullanilmaktadir; havayla kurutma ve tuzla kurutma.
Her iki koruma bi¢cimi de derinin dehidrasyonuna dayanmaktadir, boylece bakteriler
gelisimleri i¢in gerekli sudan yoksun birakilir (Dahl, 1956).

Avrupa, Kuzey Amerika ve diger iliman iklimlerde ham derilerinin korunmasinda
kurutma, tuz ve salamura gibi konservasyon ¢esitleri arasinda en yaygm yontem geleneksel
olarak tuzla konserveleme yontemidir (Thorstensen, 1993).

Tuzlama ile derilerin igerdigi su miktar1 yaklasik olarak % 60-65 seviyesinden % 35-
40 seviyelerine diismektedir. Ancak bu durum tam bir koruma i¢in yeterli degildir.
Bununla birlikte bodyle derilerin depolanmasi sirasinda istiflerin fazla olmasi 1siy1
yiikseltmekte ve bakteri gelisimine olanak tammmaktadir. Istiflerin yerinin siklikla
degistirilmesinin ise s6z konusu derilerin havalanmasi saglayarak, dinlenen sporlarin
faaliyete gegmesine ve vejetatif forma doniismesine neden olmaktadir (Karaboz, 1994).

Ulkemizde iiretilen mamul derilerin  kalitesini  dzellikle ham derilerin
konservasyonunda kullanilan tuzun kalitesi belirlemektedir. Ham derilerde rastlanan
konservasyon hatalar1 deri kalitesini biiylik Olciide diisiirerek onemli 6lgiide ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Birbir, 2004). Yine Birbir (2004), deri konservasyonunda
kullanilan tuzlarda, proteolitik ve lipolitik bakteri etkinligini arastirmis ve sonuclar
degerlendirildiginde olduk¢a yogun proteolitik ve lipolitik etki oldugunu gézlemlemistir.

Nitekim arastrrmacilar deniz ve gol sularmin halofil bakteri icermesi nedeniyle
buralardan elde edilen tuzlarin derileri koruma islemini tam olarak yapamadiklarini
saptamuislardir (Birbir ve Ilgaz, 1996; Birbir ve ark., 2002).

Deri ve tuzda bulunan halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar tuzlama
yontemiyle ortaya ¢ikabilmekte ve bu mikroorganizmalar uygun olmayan tagima ve
depolama kosullarinda deriler iizerinde geliserek deriye zarar verebilmektedirler (Birbir ve
llgaz, 1996). Tuzlu kiiciikbas ve biiylikbas hayvan derilerinden izole edilen halofilik
bakteri ve kiiflerin ¢ogunlugu lipolitik ve proteolitik enzimlere sahiptir. Tuzla
konservelenmis derilerden elde edilen halofil bakterilerin % 70’inin proteolitik oldugu ve
deri materyaline zarar verdigini bildirilmistir (Birbir ve ark., 1996). Deri lizerinde gelisen
halofilik bakteriler deri ylizeyine hidrolitik enzimler salgilarlar, bu bakterilerin hiicre dis1
proteolitik enzimleri deriye zarar vererek protein materyallerini azaltirlar (Bailey ve Birbir,

1993; Bitlisli ve ark., 2004).
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Ham derilerde, kesim sirasinda alinan bigak yaralar1 ve lezyonlarda, diisiik kapasiteli,
havasiz ve altyap1 tesisi olmayan ilkel depo kosullarinda bekleme siiresine bagli olarak,
tuzlu ortamda halofilik mikroorganizmalarin 6nce derilerin kesiklerinde, daha sonra da
tamaminda hizli tireme 6zelliklerine sahip olduklar1 belirlenmistir (Kirk ve Dostbil, 2004).
Genellikle tuz ile koruma altma alinan konserve derilerde, halofilik veya halotolerant
bakteriler gelisebilmektedir. S6z konusu bu bakteriler derilerde kirmizi ve mor
kizillagmaya neden olmaktadirlar (Anonim, 2000).

Tuzlarda, tuzlanmigs ve 1slatilmis ham derilerdeki bakteriyel popiilasyonun
incelendigi bir arastirmada tuz ve tuzlanmis ham deri 6rneklerinin ¢ogunda, proteolitik ve
lipolitik asir1 halofil bakteriye rastladigi ve tuzlarda bu bakterilerin sayisinin diisiik oldugu
ancak tuzlanmig ham derilerde ise saymin arttigi bildirilmistir. Ayrica ayni ¢alismada
tuzlama igleminin yetersiz oldugu, bu nedenle tuzlanmis ve islatilmis derilerde bakteri
faaliyetinin oldukca yogun oldugu ve 1slatma isleminde kullanilan antimikrobiyal madde
konsantrasyonunun yetersiz kaldigini ifade edilmistir (Berber, 2009).

Yapilan ¢alismalar dikkate alindiginda tuzlanmis ham derilerin zarar gorme
nedeninin halofilik mikroorganizmalar ve onlarin hidrolitik enzimleri oldugu dikkat
cekmektedir (Bilgi, 2012). Biiyiikbas ve kiiciikbas ham derilerdeki bakteriyal gelisim ve
bozulmanin deri endiistrisinde onemli bir ekonomik probleme neden oldugu birgok
arastirmact tarafindan ifade edilmektedir. Ancak deride zarara neden olan
mikroorganizmalar hakkindaki bilgiler yetersiz kalmaktadir. Deriden izole edilen bu
mikrorganizmalarin tanilanmasi geleneksel yontemler olarak bilinen morfolojik, kiiltiirel,
fizyolojik ve biyokimsal o6zellikler dikkate alinarak yapilmaktadir. Son donemlerde bu
yontemler 6nemli 6l¢iide niikleik asit teknolojisine dayanan daha yeni ve daha iyi tespit ve
tanimlama yontemleri ile yer degistirmektedir. Bununla birlikte genetik yontemlerle
tanimlama daha hizli1 ve daha dogru sonuglar vermektedir (Oppong ve ark., 2006).

Birbir (1991), arastirmasinda kesimden hemen sonra aldigi 10 adet taze deri
orneginde Bacillus subtilis, B. cereus, B. sphaericus, B. megaterium, Staphylococcus
aureus, Micrococcus roseus ve Kurthia variabilis tirlerini izole edip tanimladigini
belirtmistir. Arastirmact 1 haftalik tuzlu salamura derilerden Bacillus subtilis, B. cereus, B.
sphaericus, B. pumilis, B. licheniformis, B. brevis, B. megaterium, Kurthia variabilis,
Micrococcus candidus, M. luteus, M. rubens, Micrococcus roseus, Staphylococcus aureus
ve S. epidermidis tanimladigmi belirtmistir. Ayrica iki aylik tuzlu salamura derilerden
Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus sphaericus, Bacillus licheniformis,

Bacillus pumilis, Bacillus cereus, Bacillus firmus, Kurthia variabilis, Micrococcus
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candidus, Micrococcus luteus, Micrococcus roseus, Micrococcus rubens, Stapylococcus
aureus ve Staphylococcus epidermidis tanimladigini ifade etmistir.

Yapilan bir arastirmada tuzlanmis derilerden 100 farkl bakteri straini izole edilmis
olup bunlarin 36’s1 halofilik kok ve geri kalan 64’ ¢cubuk olarak tanimlanmistir. Calisma
sonucunda tuzlanmis bir ham deride halofilik bakterilerin hizla geliserek kirmizi ve
menekse rengi pigment olusturdugu gozlenmistir. Renkli lekelerden yapilan izolasyon
sonucunda siklikla Micrococcus roseus, M. luteus ve M. morhuae tiirleri izole edilmistir
(Orlita, 2004). Ayrica ayn1 arastirmaci deride delik olusumuna neden olan Bacillus subtilis,
B. megaterium, B. anthracoides, B. pumilus ve Pseudomonas aeruginosa gibi 6 bakteri
tiirtinii hem 1slatma suyundan hem de deri iizerinde bozulmus kisimlardan izole ederek
tanimlamistir (Orlita, 2004).

Aslan (2009), tuzlanmis derilerde bulunan mikroorganizma tiirlerinin saptanmasi
konulu caligmasinda klasik tanimlama ve API test yontemini kullanarak 36 cins ve 102
mezofilik bakteri tiirii izole ederek tanimlamistir. Tanimladig1 izolatlar icerisinde en
yaygin bulunan bakteri cinslerinin Staphylococcus, Bacillus, Enterococcus, Enterobacter
ve Pseudomonas oldugunu belirtmistir.

Nitekim son donemlerde 16S rRNA gen dizilimi yontemi kullanilarak ham deri ve
deri isleme siirecindeki mikroorganizmalarin tanimlanmasina yonelik yapilan bazi
calismalar da bulunmaktadir.

Oppong ve ark. (2006), 16S rRNA gen dizilimi ile taze deri ve devam eden islem
swvilarindan 35 farkli bakteri tiirlinii tanimlamislar ve bunlarin proteolitik aktiviteye sahip
olup olmadig1 ortaya koymuslardir. Ayrica daha dnce deri endiistrisinde tespit edilmeyen
bircok bakteri genusu ve tiirleri (Janibacter terrae, Acidovorax sp., Dietzia maris,
Arthrobacter protophormiae, Comamonas sp., Brevibacterium lutescens, Jeotgalicoccus
psychrophilus, Nocardiopsis sp., Delftia acidovorans, Pseudomonas cannabina,
Pseudomonas fulgida, Aeromonas sp. ve Acinetobacter sp.) tanimlanmiglardir.

Yapilan baska bir calismada arastirmacilar ham bufalo derisinden 16S rRNA gen dizi
analizi yontemiyle Bacillus, Acinetobacter, Aeromonas, Escherichia, Proteus, Myroides,
Brevibacterium, Vagococcus, Staphylococcus, Mycoplana, ve Weeksell olmak tlizere 11
bakteri cinsi ile bunlarm i¢inde Bacillus sp., Bacillus cereus, B. sphaericus, Acinetobacter
sp., Aeromonas caviae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, P. vulgaris, P. penneri,
Myroides odoratimimus, Brevibacterium sp., Brevibacterium luteolum, B. otitidis,
Vagococcus sp., Staphylococcus sciuri, Mycoplana sp., ve Weeksella virosa olmak {iizere

17 farkli tiir tanimladiklarini bildirmislerdir (Shede ve ark.,2008).
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Berber (2009), tuzlarda, tuzlanmis ve 1slatilmis ham derilerdeki bakteriyel
popiilasyonun incelendigi arastirmasinda FISH (fluorescence in situ hybridization) yontemi
sonuglarina gore tuz ve tuzlanmis ham derilerde Arke, 1slatilmis deri ve 1slatma sivilarinda
Bakteri popiilasyonunun yogun oldugunu belirtmistir.

Tuzlanmis derilerle yapilan bir ¢calismada 16S rRNA dizi analizi ile Salimicrobium
album, Salimicrobium halophilum, Halomonas eurihalina, Salimicrobium luteum,
Halomonas koreensis, Halomonas elongata, Halomonas halmophila, Halomonas
alimentaria, Marinococcus halophilus, Halorubrum saccharovorum, Halorubrum
tebenquichense, Halorubrum lacusprofundi, Chromohalobacter  salexigens,
Oceanobacillus picturae, Thalassobacillus devorans, Alkalibacillus salilacus, Natrinema
pallidum, Natrinema gari 1liml ve asir1 halofil tiirleri tespit edilmistir. Bununla birlikte
tuzlanmis derilerde oldukga farkl tiirde 1limli halofil bakteri bulundugu ve iyi korunmus
derilerde halofil bakteri sayismnin kontrol altina alindig: ifade edilmistir (Yilmaz, 2010).

Ayrica tuzlanmig ham derilerden 16S rRNA dizi analizi sonucu Natrialba aegyptia
40, Halococcus thailandensis, Natrinema pallidum R-fish, Halococcus dombrowskii H4,
Halovivax asiaticus, Halovivax sp. E107, Halococcus morrhua, Uncultured haloarchaeon
clone YA32, Natronococcus sp. F30Al, Halorubrum sp. CH3, Halomicrobium zhouii,
Natronococcus jeotgali, Haloterrigena thermotolerans 74, Halococcus gqingdaonensis,
Natrinema versiforme XF10, Halobacterium noricense Al olmak iizere 16 farkli asiri

halofilik arke straini tanimlanmistir (Bilgi, 2012).

2.3. Islatma Yumusatma Mikrobiyolojisi

Tabakhanelerde ilk islem basamagi olarak bilinen islatma-yumusatmanin amaci
derinin tuzlama islemi esnasinda deriye kaybetmis oldugu suyu geri kazandirmak, ¢6ziiniir
proteinleri gidermeye baslamak, lif paketlerinin mekaniksel olarak zarar gdérmelerini
onlemek ve deriyi yabanci kirliliklerden arindirmaktir (Reeder, 1999; Orlita, 2004).
Konserve edici tuzun wuzaklastirilmast ve derinin dehidrasyonu bakteriyal gelisim
olasiligini arttirmaktadir. Konserve edilmis deri yogun bir bakteri ¢esitliligi icermekte olup
bu bakteriler 1slatma durumunda aktif hale gelebilmektedirler (Thorstensen, 1993).

Islatma sivilarindaki bakteriyel gelisim sicaklia, islemin siiresine, pH’a, neme ve
ortamdaki besine baglidir (Orlita, 2004; Ugur, 2006). Islatma siiresinin hem tilkelere hem
de derinin korunma islemine gore degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Arastirmacilar bu
siirenin en az 1.5 saat en fazla da 48 saat olabilecegini ifade etmislerdir (Rangarajan ve

ark., 2003; Orlita, 2004). Cogu bakterinin uygun ortam kosullarinda jenerasyon siiresi 0.5
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ile 6 saat arasinda degisebilir (Madigan ve Martinko, 2009). Bakterilerin jenerasyon
stiresini dikkate aldiginda 12-18 saat icinde bakteri sayisinin dnemli bir saytya ulagsmasi
kacmilmaz olmaktadir (Berber, 2009).

Yapilan c¢aligmalar islatma sivisi sicakliginin 20-30 °C arasinda degistigini, 27
°C’nin Ustiinde mikroorganizma faaliyetinin artigmi gostermektedir (Line, 1948; Birbir,
1991). Derilerde zarar olusturan bakterilerin gelismesi i¢in gerekli olan sicakligin 4.5-35°C
arasinda oldugu belirtilmistir. Islatma sivilarinda bu sicaklik degerleri arasinda bakteriler
gelismekte ve daha sonraki asamalarda sorunlara yol agmaktadirlar. Islatma islemlerinin
cogu 15°C’nin istiinde yapilir. Islatma islemi tuzlanmis deriler i¢in yardimci bir madde
olmadan 24 saat ve kurutulmus deriler i¢cin 36—48 saat siirmektedir. Derilerin Onerilen
1slatma siiresinden daha uzun siire 1slatma sathasinda tutulmasi deri maddesinde hasara yol
acmas1 bakimindan risklidir. Hem 1slatma siiresi ve sicakligi hem de 1slatmadaki organik
madde yiikii mikroorganizma gelismesi icin ideal bir ortam olusturmaktadir (Orlita, 2004;
Berber, 2009).

Ugur (2006), yapmis oldugu bir ¢alismasin da toplanan 1slatma sivilar1 sicakliklarinin
22-27°C arasinda ve islemi siiresinin ilk 1slatma i¢in 8-12 saat, ana 1slatma i¢in 18-24 saat
arasinda degistigini ifade etmistir. Ayrica ayni arastirmaci 1slatma sivilarindaki hafif alkali
ortamin ve derinin yliksek organik iceriginin, bakteri gelisimini destekledigini vurgularken,
calismasinda hem ilk hem de ana islatma sivilarinin pH’mimn 7-11 arasinda oldugunu
belirtmistir.

Islatma sathasi deri imalatindaki en c¢ok ihmal edilen islemdir. Bitmis iiriinde
meydana gelen problemlerin ¢ogu uygunsuz bir 1slatma sathasinin sonucu olarak
goriilmektedir. Ayrica 1slatma sivisinda ¢oziinmiis olan azotlu yikim iirtinleri, pihtilagsmis
proteinler ve kan, deriden veya disaridan gelen kontaminant mikroorganizmalar i¢in ideal
bir ortam saglamaktadir (Dahl, 1956). Nitekim optimum kosullar altinda 1slatma sivilar1
bakteriyal say1 bakimindan oldukca yogun bir ¢esit kiiltiir ortamini ifade etmektedir (Line,
1948).

Deriler vasitasityla ¢ok sayida mikroorganizma islatma suyuna aktarilir. Islatma-
yumusatma banyolar1 bakteriyal gelisim i¢in gerekli olan fiziksel ve kimyasal kosullar1
sagladigindan 4-6 saat igerisinde yumusatma suyunun her bir mililitresinde milyonlarca
bakteriye rastlamak mimkiindiir. Bu siire igerisinde mikroorganizmalar derinin
parcalanmasina bile neden olabilmektedir (Lindner ve Neuber, 1990; Karaboz, 1994;

Didato ve ark., 1999; Rangarajan ve ark., 2003).
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Islatma  sivilarinda  bulunan  bakteriyel popiilasyonun  degerlendirilmesi
antimikrobiyal maddeler ve kontaminasyon hakkinda bize bir fikir vermektedir. Ayrica
derideki yiiksek organik icerik ve alkalin ortam islatma sivilarindaki bakteri gelisimini
hizlandirmaktadir (Rangarajan ve ark., 2003).

Islatma sivilarindaki bakteriyel popiilasyonun 10° kob/ml’den daha yiiksek olmamasi
gerekmektedir (Rangarajan ve ark., 2003). Ancak islatma ve yumusatma banyolarinda
bakteriyel gelisme icin gerekli fiziksel ve kimyasal kosullar sagladiginda 4-6 saat
icerisinde bakteri sayismin 10° ve iizerine ¢ikabilecegi bildirilmistir (Mericli Yapict ve
ark., 2004).

Deri sektoriinde kullanilan bazi bakterisidlerin etkinliginin tespiti lizerine yapilan
arastirmada, 1slatma basamaginda toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi 1,5x10% kob/mL,
proteolitik bakteri sayis1 8,9x10° kob/mL, halofil bakteri sayist 2,5x10° kob/mL ve
halotolerant bakteri sayisi ise 3,0x10°® kob/mL olarak tespit edilmistir (Merigli Yapict ve
ark., 2004).

Bilgi (2007), islatma ve yumusatma basamagi sonunda toplam aerobik mezofil
bakteri, aerob spor, proteolitik bakteri ve lipolitik bakteri sayilarini sirasiyla 7,2x10°
kob/mL, 2,0)(104 spor/mL, 5,4)(104 kob/mL, 5,3)(104 kob/mL olarak tespit etmistir. Ayrica
1slatma ve yumusatma basamaginda bir bakterisid kullanilmadigi takdirde mikroorganizma
gelisiminin 1,2x10° kob/mL ile 2,7x10% kob/mL arasinda oldugunu ifade etmistir.

Yapilan diger bir ¢alismada islatma sivisi Orneklerinde toplam mezofil bakteri
sayisiin 10°~107 kob/ml arasinda oldugu saptanmis. Bu 6rneklerdeki toplam proteolitik
mezofil bakteri sayilarmm 8 &rnekte 10°—10° kob/mL arasinda, 9 6rnekte ise 10°—10°
kob/mL arasinda oldugu gozlenmistir. Islatma sivist Orneklerindeki lipolitik mezofil
bakteri sayilarinmn ise 8 drnekte 10°—10° kob/g arasinda, 8 ornekte ise 10°-10* kob/g
arasinda, 2 6rnekte 10'—10 kob/g arasinda oldugu belirlenmistir (Berber, 2009).

Bacillus, Clostridium, Proteus, Escherichia, Micrococcus, Corynobacterium,
Pseudomonas, Staphylococcus, Sarsina, Chromobacter, Lactobacillus ve Serratia,
Halobacterium cinslerine ait farkl tiirlerin 1slatma-yumusatma banyolarindan izole edildigi
cesitli arastiricilar tarafindan ifade edilmektedir (Birbir ve ark., 1996; Pfleiderer ve Reiner,
1988; Yapici ve Merigli Yapici, 2002).

Deri kalitesine olumsuz etki edebilen faktorlerden biri, 6zellikle Islatma asamasinda
bulunan proteolitik bakteri varlig1 ve sayisidir. Islatma sivisinda, optimum kosullar altinda,
proteolitik bakteriler hizla gelisirler ve derilerde delikler meydana getirirler. Deride delik

olusumuna neden olan Bacillus subtilis, B. megaterium, B. anthracoides, B. pumilus ve
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Pseudomonas aeruginosa gibi bakteri tiirlerini hem 1slatma suyundan hem de deri lizerinde
bozulmus kisimlardan izole edilerek tanimlanmistir (Orlita, 2004).

Birbir ve Ilgaz (1996), 25 adet slatilmis deri 6rneginden Bacillus cereus, Bacillus
laterosporus, Bacillus liquefaciens, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Kurthia
virabilis, Micrococcus rubens, Pseudomonas aureginosa, Staphylococcus aeurus ve
Staphylococcus epidermidis izole etmislerdir.

Ayrica ana 1slatma sivisindan alman Orneklerden Bacillus megaterium, Bacillus
pumilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus lentus,
Bacillus licheniformis, Brevibacillus laterosporus, Enterobacter gergoviae, Enterobacter
sakazakii, Enterobacter amnigenus biogrup I, Enterobacter cloaceae, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas luteola, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,
Enterococcus avium, Enterococcus faecium, Lactococcus lactis ssp. lactis, Aerococcus
viridans, Vibrio parahaemolyticus, Kocuria varians, Staphylococcus hominis,
Staphylococcus capitis, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus
cohnii  ssp. urealyticus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus cohnii ssp.
cohnii, Staphylococcus warneri ve Micrococcus spp suslari izole edildigi ve API test
yontemi ile tanimlandigi bildirilmistir (Berber, 2009).

Yumusatma suyunun hos olmayan kokusu ve derideki bazi degisimler yogun bir
bakteriyal faaliyetin gostergesidir (Karaboz, 1994). Bakteriler tarafindan proteaz enzimi
ile proteinlerin kullanilmasi, enzimlerinin de sindirim faaliyetlerini devamli olarak
siirdiirmeleri ve bunun sonucu olarak da kokusmanim ortaya ¢iktig1 yapilan arastirmalarla
ortaya konmustur. Kokusmanm sebebi bakterilerin deri yapisinda bulunan sistini,
amonyag1 ve glisini parcalayarak hidrojen siilflirii ortaya ¢ikarmalaridir. Ayrica uygun
kosullar altinda bakteri enzimleri, derideki elastin ve kollajen liflerini de pargalamaktadir.
Bu nedenle 6zelikle 1slatma asamasinda bakteri faaliyetinin kontrol edilmesi ¢ok dnemlidir
(Birbir, 1991; Berber, 2009).

Yumusatma hatali yapildiginda, deri olduk¢a gevsek bir hal almaktadir. Ham derinin
depolanmas1 esnasindaki hatalar yumusatmaya yansimakta ve hatali yumusatma da her
zaman bakteriyal zararlar meydana gelmektedir. Epidermiste agilan kiiciik yaralardaki
bakteriler derinin kokusunu veya suyun kokusunu degistirmekte, derinin et yiizii ise
kaygan bir hal almaktadir (Karaboz, 1994).

Deri hatalarinin nedeni genellikle derilerin depolanmalar1 ve 1slatma sivilarinda

bekletilmeleri esnasinda olmaktadir. Islatma islemi esnasinda derilerde olusabilecek
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zararlarin Onlenebilmesi i¢in 1slatma sivisindaki bakteri sayisinin 10° kob/mL altina
disiiriilmesi gerekmektedir (Berber, 2009).

Bu nedenle 1slatma sivilarindaki mikrobiyal populasyon, 1slatma esnasinda derilerde
olusabilecek zararmm Onlenebilmesi amaciyla zaman zaman test edilmeli ve uygun
islemlerle mikroorganizma populasyonu kontrol altina alinmalidir (Ugur, 2006).

Nitekim tabakhanelerde ilk islem basamagi olarak bilinen 1slatma-yumusatma
prosesinde bir bakterisid kullanilmadig: taktir de deri 6nemli derecede zarar gérmekte ve
kontrol edilmezse kullanilmaz hale gelebilmektedir (Bilgi ve Meri¢li Yapici, 2008). Bu

nedenlerden dolay1 yumusatmada mutlaka bir bakterisid kullanilmalidir.

2.4. Kireclik Mikrobiyolojisi

Yumusatma isleminden sonra gelen kil giderme ve kire¢lik islemi, yiin kil ortiisiiyle
birlikte epidermis tabakasmin pargalanarak uzaklastirildigi ve alkali sismeyle derinin
yumusatildig1 deri kalitesi iizerine ¢ok etkili olan bir basamaktir (Toptas, 1993; Karaboz,
1994).

Dahl (1956), kireglik islemlerinde derilerin kalsiyum hidroksit igeren bir soliisyon ile
muamele edildigini ve bu solusyonun pH degerinin bir mikrobiyolojik aktivite i¢in ¢ok
yiiksek oldugunu bildirmistir. Farkli arastirmacilar ise yapmis olduklar1 ¢alismalarda ¢ok
yiiksek pH degeri nedeniyle (11-12) kireclik isleminde deride herhangi bir biyolojik
bozulmanmn meydana gelmeyecegini ifade etmislerdir (Orlita, 2004; Lindner ve Neuber,
1990).

Kireclik prosesi pH’nin oldukga yiliksek olmasmndan dolayr mikroorganizmalar i¢in
ekstrem kosullar olarak kabul edilse de bu proseste de alkali kosullara uyum saglamis
proteolitik mikroorganizmalarin bulundugu ve kontrol edilmedigi taktirde problemlere
sebep olabilecegi bilinmektedir (Kegici, 2007).

Kireglikte kullanilan kire¢ dericiler i¢in iyi bir sterilize edici bir ajan olamsma
ragmen, taze ve temiz kire¢, ana madde yoklugunda, belli bir dereceye kadar bakterileri
oldiiriir. Proteolitik bir bakteri olan Proteus vulgaris tiiriiniin 6lmesi i¢in suya fazladan
kire¢ katilmasi1 gereklidir. Spor olusturan basiller 6rnegin Bacillus subtilis doyurulmus
kiregli ¢ozeltide 21 giin sonra dlmektedir. Baz1 proteolitik bakterilerin ise ancak 25 giin
sonra 0ldiigii saptanmistir. Spor olusturan proteolitik bakterilerin 521 giin sonra bile canli
kaldig1 goriilmistiir (Karaboz, 1994).

Nitekim Mericli Yapict ve ark. (2008), yapmis olduklar1 arastirmada kil giderme ve
kireclik prosesinde yiiksek alkali kosullarda proteolitik bakteri ve aerobik spora
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rastladiklarini ifade etmislerdir. Orlita (1968), tabakhanedeki mikroorganizmalar iizerine
yaptig1 bir ¢alismada kireclik basamaginda spor olusturan bakterilerin 1,68x10” spor/mL
diizeyinde oldugunu tespit etmistir.

Ayrica tabaklama Oncesi islemlerde bakteri ve fungus sayismin belirlenmesi iizerine
yapilan arastrmada da bakterisid kullanmasina ragmen 12 gibi extrem bir pH degerine
sahip olan kil giderme ve kireclik stvisinda 2,0x10" kob/mL ile 1,0x10' kob/mL degerleri
arasinda proteolitik bakteri ve 1,0x10' spor/mL diizeyinde spor tespit edilmistir (Bilgi,
2007; Bilgi ve ark., 2009).

Deride bozulma, ¢iiriime yapan kuvvetli proteolitik etkiye sahip bazi bakterilerin
ornegin Proteus vulgaris, gesitli Bacillus ve Micrococcus tirlerinin kullanilmig kireglik
suyunda bulunmasi uyar1 niteligindedir. Ayrica, buradan izole edilen bazi Bacillus
tirlerinin alkali kosullarda bile iyi gelistigi saptanmustir. Bu tip alkalifilik Bacillus
sporlarmnin uzun siire canli kaldig1 belirtilmistir (Karaboz, 1994).

Diger yandan Kegici (2007), calismasinda kireg¢lik sivisinin pH sina uygun olarak
hazirlanmis %5 tuz konsantrasyonundaki besiyerlerde daha fazla iiremenin goriildiigiinii ve
iireme gosteren bu izolatlarin ayn1 zamanda alkalifilik bakterilerolarak degerlendirildigini
ifade etmistir.

Pfleiderer ve Reiner (1988), yapmis oldugu calismada eski kire¢ sivisinin tekrar
tekrar kullaniommin bu sivilarda bulunan bakteri yikiinii arttirdigi ve bakteri faaliyetleri
sonucunda deride cesitli parcalanma reaksiyonlarmin oldugunu sdylemistir. Deride
bozulma ve kokusma yapan kuvvetli proteolitik etkiye sahip cesitli Proteus hauser,
Bacillus cohn, Micrococcus cohn tirlerinin kullanilmis kireclik sivisinda bulundugunu
tespit etmislerdir.

Nitekim deri endiistrisinde kireclik sivisinin yeniden kullaniminin mikroorganizma
sayis1 lizerine etkisi adi altinda yapilan diger bir calismada ise antimikrobiyal madde
kullanilmasina ragmen 1. 6rnekten 10. 6rnege kadar belirli diizeyde bakteri gelisimi tespit
edilmistir. Calismada proteolitik bakteri says1 ve lipolitik bakteri sayis1 sirasiyla 1,0x10'
ile 3,8x10% kob/mL ve 1,0x10" ile 5,4x10* kob/mL degerleri arasmnda bulundugu ifade
edilmistir (Kegici, 2007) .

Kirecin etkisi Oncelikle derinin {ist yiizeyine yerlesen mikroorganizmalar ile
sinirhdir. Eger deri yumusatmadan once ¢ok bakteri iceriyorsa, bunlar kireclikte de
bliylimeye devam edebilir ve deriyi bozabilir. Yapilan ¢esitli caligmalarda, kireglikten
cikan deriden izole edilen canli kok ve basillerin yumusatmada da bulundugu saptanmistir.

Diger yandan kireclik zemininde toplanan kire¢ pargalari, deri parcalari, bakteri gelisimi
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icin uygun bir ortam olusturabilir ve 6zellikle altta kalan derilerde zarara yol agabilirler
(Karaboz, 1994).

Bazen hatali konserve edilen tuzlu derilerde veya kurutma yapilirken derinin nemli
kalan kisimlarinda mikrobiyal faaliyetin bulundugu ve yumusatmada da buradaki
mikroorganizmalarin  faaliyet gostererek cogaldiklari, kireglikte de biliylimeleri
durdurulamazsa deride parcalanmalara dek uzanan zararlara yol actigi goézlenmistir.
Derideki pargalanmaya neden olan enzimlerin daha ¢ok Bacillus subtilis tiiriine ait oldugu
tespit edilmistir (Pfleiderer ve Reiner, 1988).

Yine ayni arastiricilar uzun kireglik yapildiginda bakteriyal faaliyet nedeniyle kil
koklerinde olusan gazlarin digar1 ¢iktigmi ve bu gaz olusumunun samada yogunluk
kazanarak kenarlar1 diizgiin ve yuvarlak sekilde goziiken deliklerin olusumuna sebep
oldugunu goézlemlemis ve bunlara da “pikeur” delikleri adin1 vermislerdir. Bu haldeki bir
derinin dolapta birakilmamasi gerektigi, yoksa faaliyet bolgesini kaplayan bakterilerin 24
saat i¢inde saglikli bir deriyi tiimiiyle parcalayabildigi tespit edilmistir (Pfleiderer ve
Reiner, 1988).

Ayrica Bilgi (2007), arastirmasinda kil giderme ve kireglik basamagindan once
bakterisid kullanilmadig: takdirde 1slatma basamagindaki mikroorganizma gruplarmin kil
giderme ve kireclikte de ortaya ¢iktigini ifade etmis ve bu nedenle s6z konusu basamakta

mikroorganizma kontroliiniin elden birakilmamas1 gerektigini ortaya koymustur.

2.5. Kire¢ Giderme-Sama Mikrobiyolojisi

Kireclik isleminden dolayr ortamm pH (11-12) degeri asir1 alkalidir ve ortamin
notralize edilmesi gereklidir. Bunun i¢in 6ncelikli olarak ortamdaki kirecin uzaklastiriimasi
amaclandig1 icin bu islem basamagina kire¢ giderme denilmektedir (Toptas, 1993;
Karaboz, 1994).

Kire¢ gidermeyi izleyen sama islemi genellikle ayni dolapta ard arda gergeklestirilir.
Bu ylizden kire¢ giderme-sama islemleri bir islem basamagi olarak kabul edilebilir (Bilgi,
2007). Sonug olarak derideki pH (8.2-8.5) diiser ve gerekli sama maddeleri kullanilarak
sama iglemi gerceklestirilir.

Glinlimiizde samada kullanilan maddeler, pankreas enzimleri yaninda bakteri ve
fungus enzimlerini igeren karigimlardir. Bu islem basamaginda mikroorganizmalarin bu
ozelliklerinden endiistriyel amacli olarak yararlanilmaktadir (Toptas, 1993).

Samada kullanilan ticari enzimlerin deriyi enfekte eden mikroorganizmalarin

faaliyetini arttirdigi goriilmiistiir. Ticari sama enzim preparatlar1 dogal olarak
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mikroorganizma icermez fakat depolamada ve kullanimda enfekte olabilir. 1-2 saat olan
sama siiresince bakteriyal etkilesim tehlikesi az olmasina karsin, uzun sliren sama
islemlerinde bakteriyal gelisim tehlikesi olabilir (Karaboz, 1994).

Nitekim sama siiresinin uzamast durumunda ¢ogu bakteri ve 6zellikle proteolitikler
icin pH zaten uygundur, ayrica sama sivisinda yiizen deri pargalari ve pargalanmis
proteinler, bakteriyal biiylimeyi daha da tesvik ederek, enzimlerin derinin yapisma olan
etkisini daha da arttirirlar. Sama sicakligi ve siiresi arttikga, bakteriyal etkilesim
artmaktadir. Cesitli sama enzim preparatlar1 i¢in Onerilen sicakliklar ¢ogu bakteriler icin
uygundur. Bu nedenle sicakligi fazla arttirmak tehlikeli olabilir. Sama sivisi tekrar
kullanilacaksa, yenisi ile karistirilarak kullanilir. Ancak bdyle sama sivilar1 bakterilerce
bulasiktir (Karaboz, 1994).

Asidik samada Bacillus subtilis veya Bacillus megaterium enfeksiyonu
gerceklesebilir. Bu durum deri {izerinde tabaklamadan sonra bile kalan leke olusumlarma,
kil-koklerinin kaygan bir tabakayla kaplanmasina ve derinin matlagsmasina yol agmaktadir
(Karaboz, 1994).

Line (1948), caligmasinda kullanilmis sama sivilarindaki ¢ogu mikroorganizmanin
jelatini sivilagtirabildigini ve bunlardan bazilarmi tola (kireglikten ¢ikmis, etlemesi
yapilmis deri) iizerinde gelismesi ile koyu lekelere neden oldugunu tespit etmistir.
Aragtirmaci ayni calismasinda kullanilmis sama sivisindaki bakteri sayisinin 1x10°-1,5x10°
kob/mL kadar yiiksek olabilecegini ortaya koymustur. Diger yandan Orlita (1968),
tabakhanedeki mikroorganizmalar iizerine yaptig1 caligmada sama islemi sonunda ilk
giinde 1,0x10? spor/mL sayida sporlu bakteri tespit etmistir.

Tabaklama Oncesi islemler de bakteri ve fungus sayisinin belirlenmesi {izerine
yapilan arastirmada kire¢ giderme ve sama islemi sonunda tuz icermeyen besiyerinde
toplam aerobik mezofil bakteri sayis1 2,3x10° kob/mL, aerob spor sayist 1,2x10 spor/mL,
proteolitik bakteri 2,9x10° kob/mL ve lipolitik bakteri sayisi 2,8x10* kob/mL olarak tespit
edilmistir. % 5 tuz konsantrasyonunda yapilan sayimlarda toplam aerobik mezofil bakteri
say1s1 3,0x10° kob/mL, aerob spor sayisi 5,0x10" spor/mL, proteolitik bakteri sayis1 3,5x10
kob/mL ve lipolitik bakteri sayist 1,5x10* kob/mL olarak belirlenmistir. %10 tuz
konsantrasyonunda ise toplam aerobik mezofil bakteri sayis1 1,6x10° kob/mL, aerob spor
say1s1 2,2x10” spor/mL, proteolitik bakteri sayis1 3,0x10° kob/mL ve lipolitik bakteri sayis1
2,2x10% kob/mL olarak tespit edilmistir. Ayrica kireglik basamagi sonunda oldukga azalan
bakteri sayisinin kire¢ giderme-sama basamaginda dikkate deger Olglide artis gosterdigi

tespit edilmistir. Calismada kireclik basamaginda lireme gostermeyen lipolitik bakterilerin
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kire¢ giderme-samada tekrar gelisim gosterdikleri bildirilmistir. Bir dnceki basamakta
ireme gostermeyen bakterilerin daha sonraki basmakta belirli diizeyde iireme gostermesi
ortam kosullarinin mikroorganizma lehine degistigini gostermistir (Bilgi, 2007).

Nitekim kire¢ giderme-sama islemi sonunda yapilan mikrobiyolojik inceleme
sonucunda tiim gruplarda lireme kaydedilmis olmas1 ve bakterisidsiz islenen derilerde bu
saymin daha yiiksek bulunmasi bu basamakta mikroorganizma kontroliiniin elden

birakilmamasi gerektigini ortaya koymustur (Bilgi, 2007).

2.6. Mikrobiyal Enzimler ve Kullanim Alanlari

Mikroorganizmalar, = yasamlarmi  siirdiirebilmek  icin  ¢evresel  sartlara
adaptasyonlarim1 saglayan c¢esitli enzimlere sahiplerdir. Mikrobiyal enzimler 06zel
mikroorganizmalar tarafindan iretilirler. Bu mikroorganizmalar sadece enzim iiretme
yeteneklerine gore degil, ayrica mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasina gore
de secilirler (Tatar, 2007; Coskun, 2010).

Endiistriyel alanda kullanilan enzimler genel olarak mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Bununla birlikte ¢ok az bir kism1 da bitkisel ve hayvansal kaynakli olarak
saglanmaktadir. Enzim kaynagi olarak mikroorganizmalarmn tercih edilmesinin nedenleri;
yan lriin olusturmalarinin az olmasi, aktivitelerinin yiiksek olmasi, daha ekonomik olmasi,
stabiliteye sahip olmasi, yiiksek oranlarda ve saflikta iiretilebilmeleridir (Wiseman, 1987,
Horikoshi, 1999; Kiran ve Comlek¢ioglu, 2003; Coskun, 2010).

Endiistriyel enzim pazarmin biiyiik bir kismini1 proteaz, amilaz, amidaz, esteraz ve
lipaz gibi hidrolitik enzimler olusturmaktadir. Mikrobiyal enzimlerin tiim diinya genelinde
yillik kullanim oranlarina bakildiginda kullanilan tiim enzimler icerisinde alkali
proteazlarmn % 25, diger proteazlarin % 21, amilaz larm %18, reninin % 10, tripsinin % 3,
lipazin % 3 ve diger karbonhidrat parcalayan enzimlerin (seliilaz ve ksilanaz gibi) %1 0,
analitik ve farmasdtik enzimlerin ise % 10 oraninda kullanildigi goriilmektedir (Rao ve
ark., 1998; Kiran ve Colek¢ioglu, 2003; Fukara, 2007).

Glinlimiizde endiistriyel enzimlerin g¢ogunlugu mezofilik mikroorganizmalardan
saglanmakta ve bir ¢ok avantaja sahip olmalarma karsm, bazi proseslerdeki ekstrem
kosullara dayaniksiz olmalar1 nedeni ile kullanimlari smirli kalmaktadir. Ekstremofil
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler (ekstremozimler) ekstrem kosullara daha
dayanikli olduklarindan, son 20 yilda ekstremofil ve ekstremozimlere olan ilgi artmis ve
ektremozimler endiistriyel biyoteknolojik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaya

baslanmistir (Fukara, 2007; Gheorghiu Alpan, 2008).
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Ekstremofilik mikroorganizmalar ekstrem ortamlarda yasayan organizmalar olup
termofilik, asidofilik, halofilik, alkalifilik ve psikrofilik mikroorganizmalar olarak
adlandirilirlar. Ekstremofilik enzimler ise sicaklik, basing, pH ve tuzluluk gibi ekstrem
sartlarda calisabilen ve endiistriyel uygulamalar i¢in biliyilk 6neme sahip enzimlerdir
(Horikoshi,1999). Yapilan son arastirmalar, endiistriyel uygulamalar i¢in kullanilabilecek
ekstremozimler iizerine yogunlasmistir.

Diger yandan gerek biyoteknoloji alanindaki gelismeler, gerekse ¢evre duyarliginin
artmas1 sonucu, enzimlerin ¢esitli endiistri kollarinda kullanimi, diger iilkelerde oldugu
gibi Tiirkiye'de de giderek yayginlagmistir. Endiistriyel enzimler iilkemizde en ¢ok tekstil ve
deterjan sanayiinde kullanilmakta olup, bunu gida ve deri endiistrisi izlemektedir (Bal,
2005). Bu durum endiistriyel talebi karsilayabilecek nitelikte yeni enzimlerin ve bu enzimleri
iiretebilecek mikroorganizmalarm bulunmasimi tesvik etmektedir (Anvar ve Saleemuddin,

1998; Niehaus ve ark., 1999).

2.7. AlKalifilik Mikroorganizmalar ve Fizyolojik Ozellikleri

Ekstrem cevre kosullarindaki 6zel kosullara adapte olarak populasyon olusturan
mikroorganizmalar, yasayabildikleri bu kosullara gore alkalifiller, halofiller, termofiller ve
asidofiller olarak adlandirilmaktadir. Mikroorganizmalarin ¢ogu nétral veya buna yakin
pH degerlerinde yasarlar. Alkalifilik mikroorganizmalar yiiksek alkali ¢evrelerde yasayan
farkli bir gruptur. Alkalifilik mikroorganizmalar gelisebilmek i¢in pH 9.0 veya daha
yiiksek alkali kosullara gereksinim duyar ve genellikle optimum pH 10.0°da
gelisebilmektedirler. Alkalifiller esas olarak notral pH’ya sahip ¢evre kosullarindan, bazen
de asidik toprak o6rneklerinden ve diskidan izole edilmektedir (Horikoshi, 1999).

Dogada  ekstrem  ¢evrelerde  alkalifilik = mikroorganizmalar,  nétrofilik
mikroorganizmalar ile bir arada bulunurlar. Alkali ¢evreler, sodali gbller ve ¢oller, tuz
golleri ya da fazla miktarda karbonat iceren topraklar olmak {iizere oldukca bazik
habitatlardir (Horikoshi, 1999; Ulukanli ve Digrak, 2001). Bu nedenle alkalifil
mikroorganizmalarin izolasyonunda kullanilan besiyerlerinin bazik (alkali) olmas1 gerekir.
Sodyum karbonat, pH’nin 10 civarlarma ayarlanmasi i¢in kullanilir. Ciinkii alkalifiller ¢ok
diisiik miktarlarda da olsa sodyum iyonlarmna ihtiya¢ duyarlar (Horikoshi, 1999).

Baz1 nétrofilik organizmalar ekstrem pH kosullarinda gelisme gosterebilmektedir.
Bunun nedeni olumsuz kosullarda hayatta kalabilmek ve cogalabilmek i¢in membran
ozelliklerini ve tasima mekanizmalarin1 degistirerek 6zel fizyolojik ve metabolik

sistemlere adapte olmalaridir. Alkalifilik mikroorganizmalar yiiksek alkalin kosullarda
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gelisebilen farkli bir grup olusturmaktadir. Buna ilaveten alkalifiller ve alkalotolerantlar
olmak tizere iki genis gruba ayrilirlar. Alkalifil terimi optimum olarak pH 9.0°da gelisen
ancak pH 7.0’nin altinda ve pH 10.0’un {izerindeki pH kosullarinda da gelisebilen
organizmalar i¢in kullanilmaktadir. Diger yandan alkalotolerant organizmalar pH 10.0
iizerindeki pH degerlerinde gelisim gosterebilirken optimum gelisim aralif1 notrale
yakindir. Ekstrem alkalifiller fakiiltatif ve obligat alkalifiller olmak iizere iki alt gruba daha
ayrilir. Fakiiltatif alkalifiller optimal pH 10.0°’da ve iizerindeki pH kosullarinda gelisim
gosterirken notral kosullarda da gelisebilmektedirler ancak obligat alkalifiller notral
kosullarda gelisim gosterememektedirler (Kumar and Takagi 1999).

Bir¢ok alkalifil, notrofilik mikroorganizmalarin aksine pH 10.0 civarinda optimum
gelisme gostermektedir. Bu durumda alkalifilik mikroorganizmalarin ekstrem pH
kosullarinda gelisim gosterebilmeleri notrofilik mikroorganizmalarla aralarinda fizyolojik
ve yapisal farklilik olup olmadigi sorusunu akla getirmektedir. Hiicre i¢i enzimlerin
optimum pH’sina gére mikroorganizmalarin sitoplazmik pH’s1 tahmin edilebilmektedir.
Ornegin alkalifilik bir mikroorganizma olan Micrococcus sp. 31- susuna ait a-galaktozidaz
enzimi katalitik aktivitesinin optimum pH 7.5’da gergeklestirmektedir bu da hiicre ici
pH’nin noétral oldugunu gdstermektedir (Horikoshi, 1999).

Hiicre i¢i pH’y1 tahmin etmedeki bir diger yontem aktif olarak hiicre tarafindan
tasinmayan zayif bazlarin hiicre i¢indeki ve disindaki dagilimini belirlemektedir. Hiicre
icinin noétral hiicre dis1 ortamin alkalifilik olmasi, alkalifililikteki anahtar 6zelligin hiicre
yilizeyiyle baglantili oldugunu gostermektedir. Alkalifilik Bacillus cinslerinin protoplasti,
alkalin cevre kosullarinda stabilitesini kaybettigi zaman hiicreyi alkalin kosullarda
korumakta anahtar rolii hiicre duvarmin oynadigi distniilmistiir. Bircok alkalifilik
Bacillus spp.’nin hiicre duvar1 bilesenleri notrofilik Bacillus subtilis ile karsilastirilarak
arastirilmistir. Ayrica Bacillus spp. Hiicre duvarlar1 peptidoglikan tabakasina ilaveten
galakturonik asit, glukonik asit, glutamik asit, aspartik asit ve fosforik asit gibi asidik
polimerleri icerdigi belirlenmistir. Pepditoglikan tabakaya ait olmayan bu negatif yiiklii
asidik bilesenlerin, hiicre yiizeyinden sodyum ve hidronyum iyonlarinin absorbe ederek
hidroksil iyonlarin1 uzaklastirma yetenegini saglayarak alkalin kosullarda gelismeye

yardim ettigi diistiniilmektedir (Horikoshi, 1999).

2.8. Alkalifilik Enzimler ve Kullanim Alanlari

Alkalifilik 6zellikteki organizmalar, prokaryot, eukaryot ve archea grubu igerisinde

yer almaktadirlar. Alkalifiller arasinda ¢ok degisik taksonomik gruplar olmakla birlikte,
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bunlarin bazilar1 taksonomiye yeni girmislerdir. Alkalifiller, bahce topragi gibi normal
cevresel ortamlardan izole edilebilecegi gibi, yiiksek alkalik 6zellik gosteren topraklardan
da izole edilebilirler. Alkalifilik enzimler endistriyel uygulamalarda biiylik Oneme
sahiptirler. Alkali seliilaz, alkali proteaz ve alkali amilaz gibi alkalifilik organizmalardan
izole edilen enzimler, gesitli deterjanlarin icerisine karistirilmislar ve biyolojik deterjanlar
seklinde tanimlanmiglardir. Diinyada tiretilen toplam alkalifilik enzimlerin % 30 dan biiyiik
kism1 ¢amasir deterjanlari icerisine karistirilarak degerlendirilmektedir. (Horikoshi, 1996).
Alkalifilik amilaz, seliillaz ve proteazlar ayni zamanda endiistrinin diger bir¢ok
alaninda da yogun sekilde degerlendirilmektedirler. Bunlar arasinda dericilik, tekstil, gida
endiistrisi, igecek endiistrisi, ekmek ve pasta lriinleri, c¢esitli soya lriinlerinin iiretimi,
protein hidrolizatlarinin tatlandirilmasi, farmasétik endiistrisi ve tibbi uygulamalar, kimya
endiistrisi, atiklarin temizlenmesi, nisastadan etanol iiretimi gibi kendi i¢lerinde birer
endiistri olan ¢ok degisik alanlar vardir (Rao ve ark., 1998; Igarashi ve ark., 1998; Kumar

ve Takagi, 1999; Aygan, 2008).

2.8.1. Proteazlar
Proteazlar (EC 3,4), dogada cok cesitli olarak bulunan proteinlerdeki peptid

baglarmin kirilmasini katalizleyen enzim grubudur. Proteazlar biitiin canli organizmalarda
bulunan, hiicrenin gelismesi ve farklilagsmasi i¢in gerekli olan enzimlerdendir. Proteinlerin
hidrolizinde spesifik katalitik role sahiptirler. Bu enzimler, ¢cok ¢esitli olmalarinin yaninda
metabolizma, gen ekspresyonun regiilasyonu, patojenite ve transportta biiyilk protein
molekiillerinin kii¢iik molekiillere hidrolizi ve bunun gibi biyolojik olaylarda 6nemli
gorevler yapmaktadir. Son on yilda gida, deri, farmasotik, biyolojik atik giderimi ve tekstil
endiistrisinde protein bazli boyalarin uzaklastirilmasinda alkalen proteaz uygulamalar1 ¢ok
hizl1 bir sekilde artmustir.

Diinya genelinde enzim satiglarinin % 60’m1 olusturan bakteriyal proteazlar
endiistriyel enzimlerin en biiyiik smiflarindan biri haline gelmistir. Genis biyokimyasal
cesitlilikleri, mikroorganizmalarin hizli gelismeleri, hiicre kiiltiirleri i¢cin limitli alanlarin
yeterli olmasi ve genetik manupulasyonlarla yeni enzimlerin meydana getirilmesini
sagladig1 icin mikrobiyal proteazlar enzim kaynagi olarak tercih edilmektedir.

Proteazlar, mikroorganizmalar tarafindan hiicre i¢ci ve hiicre dis1 olarak
sentezlenirler. Hiicre i¢i proteazlar sporulasyon, farklilagsma, enzimlerin ve hormonlarin
olgunlasmasi, protein katlanmasi gibi hiicresel ve metabolik olaylarda gérev yapmaktadir.

Hiicre dis1 proteazlarm hiicre dis1 kosullarda hidrolitik {iriinlerin hiicre i¢ine alinmasina
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imkan saglamak gibi rolleri vardir. Ayn1 zamanda protein parcalanmasini temel alan bir¢cok
ticari alanda da kullanilmaktadirlar.

Proteazlar protein substratlar1 tiizerine etki mekanizmalarina gore endo ve
ekzoenzimler olmak iizere iki genis smnif olustururlar. Endoenzimler serin proteazlar,
aspartik proteazlar, sistein proteazlar ve metalloproteazlar olmak {izere kategorize edilirler.
Optimum aktivite gosterdikleri pH degerlerine gore notral, asidik ve alkalen proteazlar
olmak iizere ayrilirlar. Proteazlar icerisinde alkali kosullarda en iyi aktivite gdsteren enzim
sinifi serin proteazlardir. (Rao ve ark., 1998).

Mikrobiyal proteazlar genis pH araliklarinda aktivite gosterdikleri i¢in asidik, notral
ve alkali olmak tizere 3 gruba ayrilmiglardir. Proteaz enzimi iiretimi birgok bakteri ve
mantarda tiirtinde olduk¢a yaygindir. Bununla birlikte Bacillus cinsinde yer alan gesitli
suslar enzim endiistrisinde ¢cok onemli bir yere sahiptirler (Fogarty ve Kelly, 1979; Tatar,
2007).

Bakteriyal n6tral proteazlar pH 5.0-8.0 araliginda aktivite gostermektedir ve nispeten
termal stabiliteleri diisiiktiir. Bakteriyal notral proteazlarm en karakteristik 6zelligi,
hidrofobik amino asit c¢iftlerine yiiksek afinite gostermeleridir. Termotoleranslarinin az
olmas1 nedeni ile diisiik sicaklik hidrolizi ile gida hidrolizatlarinin {iretiminde avantaj
saglamaktadir. Bakteriyal alkalen proteazlar ise pH 10.0 gibi alkalen kosullarda yliksek
aktivite gostermeleri ve genis substrat spesifikligi gostermeleriyle karakterize edilirler.
Optimal sicakliklar1 60°C civarindadir. Bakteriyel alkalen proteazlarin bu 6zellikleri onlar1
deterjan endiistrisi i¢in uygun kilmaktadir (Rao ve ark., 1998).

Alkalen proteazlar yliksek pH degerlerinde aktivite gosterebilen enzimlerdir.
Uygulama alanlar1 gida ve besin endiistrisi, peptid sentezi, deri endiistrisi, endiistriyel ve
evsel atiklarin giderilmesi, fotograf endiistrisi, medikal alanlar, ipek islenmesi ve en ¢ok
talep gordigii deterjan endiistrisidir. Ayrica alkalen proteazlar tily, deri ve boynuzlarin
kullanilabilir biokiitleye cevrilmesi amaci ile fibroz proteinlerin hidrolizlenmesinde de
kullanilmaktadir (Kazan ve ark., 2005). Proteaz enzimi, lilkemizde tekstil, deri ve deterjan
sanayiinde en sik kullanilan enzimlerin basinda gelmektedir.

Alkalen proteazlarin optimum pH araligi genellikle pH 9.0-11.0’dir. Cok yaygin
olmasa da pH 11.0’in {izerindeki kosullarda aktivite gOsteren alkalen proteazlar
bulunmaktadir. Bu enzimlerin izoelektrik noktalar1 da olduke¢a yiiksektir ve genellikle pH
6.0-12.0 araliginda stabildirler. Alkalen proteazlarin optimum sicakliklar1 50-70°C
araligindadir (Kumar ve Takagi, 1999).
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Alkalen proteazlar yiiksek gida degerine sahip protein hidrolizatlarinin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Protein hidrolizatlar1 kan basincinin diizenlenmesinde,
bebek mamalarmin formiillerinde, spesifik terapi diyet iiriinlerinde ve meyve sulari ve bazi
iceceklerin raf dmiirlerinin artirilmasinda da kullanilmaktadir (Gupta ve ark., 2002a).

Alkalen proteaz smifinin ticari basarisi arastiricilart pH ve sicaklik kinetigi
yoniinden, protein miithendisligi teknikleri ve kimyasal modifikasyonlarla aktif bolgedeki
amino asit koklerinin belirlenmesi ve X-15m1 kristallografisi yontemleri ile daha saglam
yeni enzimlerin arastirilmasina yonlendirmistir. Gelecekte protein miihendisligi ve
rekombinant DNA teknolojisi ile alkalen proteazlarin bircok yeni 6zelligi ortaya ¢ikacaktir.
Bir¢ok endiistride alkalen proteazlar 6nemli rol oynamaktadir. Bu enzimlerin potansiyelleri
kullanim alanlarindan daha fazladir ve gelecekte kullanim alanlar1 daha da artmasi
beklenmektedir (Gupta ve ark., 2002b).

Alkalen proteazlarin organik ¢oziiciiler varliginda dogal olarak stabil olmalar1 ve
sentetik reaksiyonlarda kullanilabilmeleri nedeni ile 6zellikle Bacillus cinsi bakterilerden
iretimi deterjan endiistrisi i¢in 1lgi géren bir diger konudur.

Bakteriyel alkalen proteazlar genis substrat spesifisitesi ve alkalen pH’daki ytiksek
aktivitesiyle karakterize edilirler. Optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 60°C ve pH
10’dur. Bu ozellikleri nedeni ile deterjan endiistrisinde genellikle bakteriyel alkalen
proteazlar kullanilmaktadir. Bakterilerden 6zellikle yiiksek sicaklik ve pH’ larda biiyliyen
bir Bacillus soyu tarafindan {iretilen proteaz enzimleri, deterjanlara katki maddesi olarak
eklenmekte sicak su ile daha etkin temizlik saglayacak yikama olanagini vermektedir.
Dolayisiyla tekstil ve deterjan endiistrisinde oOzellikle termofilik ve alkalifilik
mikroorganizmalarin iirettigi amilaz ve proteaz lreticisi Bacillus soylarmin taranmasina,
izolasyon ve nitelendirmesine yonelik caligmalar yogunlasmistir (Fritze ve ark., 1990,

Nielsen ve ark., 1995, Takami ve Krulwich, 2000; Bal, 2005).

2.8.2. Amilazlar

Amilazlar bilinen en 6nemli ve eski endiistriyel enzimlerdir. Amilazlar, nigasta ve
glikojen molekiillerini hidrolize ederek glikoz, maltoz, maltotrioz ve a-limit dekstrinlerin
olugsmasini saglayan ekstraseliiler enzimlerdir. Bu enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafindan
da sentezlenmesine ragmen, uygun kosullarda kisa siirede elde edilmesinden dolay1 asil
kaynagi mikroorganizmalar olusturmaktadir. Bu enzimler glinlimiizde biiylik bir 6neme
sahiptirler ve gida, fermentasyon, tekstil ve kagit v.b endiistrilerinde kullanilmaktadirlar.

Endiistriyel alanda kullanilan amilazlar bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kdkenli olmakla
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birlikte agirlikli olarak mikroorganizmalardan elde edilmektedirler (Wiseman, 1987;
Fukara, 2007; Tatar, 2007).

Amilazlar, endoamilazlar ve ekzoamilazlar olmak {izere iki gruba ayrilabilirler,
endoamilazlar nisasta molekiiliiniin i¢ kismini rastgele noktalardan parcalar ve degisik
zincir uzunlugunda diiz ve dallanmis oligosakkaritleri olustururlar. Ekzoamilazlar, ise,
nisasta molekiiliinii indirgen olmayan ucundan pargalarlar ( Gupta ve ark., 2003).

Amilazlar, asidik ve bazik kosullarda etki etmelerine gore asidik ve bazik karakterli
olabilmekte, bunlardan bazik pH’da aktivite gdsterenler deterjan endiistrisinde 6nem
kazanmaktadirlar. Bazi basillerin pH 10 veya daha yukarisinda aktivite gosteren o-
amilazlar1 oldugu belirtilmistir (Gupta ve ark., 2003; Fukara, 2007).

Nisasta, bircok glikoz molekiiliiniin ¢esitli sekillerde baglanmasiyla olusmus
polisakkarit 6zellikte bir bilesiktir. Bazi bakteriler ve mantarlar tarafindan iretilen o-
amilaz, B-amilaz, glikoamilaz ve glikoizomeraz gibi enzimler nisastayr parcalama
yetenegine sahiptirler (Tatar, 2007).

Mikrobiyal enzimler arasinda en yaygin olarak kullanilanlar a-amilaz, glikoamilaz,
glikoizomeraz ve proteazlardir. a-amilaz enzimi gida endiistrisinin farkli alanlarinda,
meyve suyu endiistrisinde, deterjan liretiminde, eczacilikta ve tekstil endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Tatar, 2007).

a-Amilazlar fungus, maya ve bakterilerden elde edilirler. o-Amilazlar birgcok
aktinomiset bakteri, maya ve funguslardan elde edilmesine ragmen, fungal ve 6zellikle
bakteriyel kaynaklardan elde edilen enzimlerin, endiistriyel sektorlerde kullanimi daha
yaygindir (Ugar, 2011).

a-amilaz enzimi son yillarda 6zellikle kuru temizleme gibi yeni alanlarda da giderek
artan sekilde kullanim alani bulmustur. Notrofilik 6zellige sahip amilaz enzimleri genel
olarak pH 5-7.5 araliginda aktivite gosterirken, Ozellikle deterjan sanayisinde kullanilan
alkali amilaz enzimleri pH 8-11 araliginda aktivite gostermekte olup, alkalifilik Bacillus
tiirlerinden izole edilmektedirler (Igarashi ve ark., 1998; Uhlig, 1998; Tatar, 2008).

Amilazlar ayrica tekstil, gida, igcki, kagit ve bira v.d. endiistrilerde yaygin olarak
kullanildig1 gibi klinik, medikal ve analitik kimya alanlarinda da kullanilmaktadirlar
(Pandey ve ark., 2000; Fukara, 2007).

Biyoteknolojik 6neme sahip a-amilaz enzimi Bacillus sp. grubunda oldukca yaygin
bir sekilde bulunur. Bu enzim ekmek ve pastacilik, bira, peynir gibi gida endiistrilerinde

,higastanin maltoza hidroliz edilmesi, maltoz suruplarinin eldesi ,otomatik ¢amasir ve
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bulagik makinesinde kullanilan deterjanlarinin iiretiminde kullanilmaktadirlar (Igarashi ve
ark., 1998 ).

Nitekim Igarashi ve ark (1998), alkalifilik Bacillus kiiltiirlerinden alkali izoamilaz,
alkali rezistant neopullulanaz ve yiiksek alkali pullulanaz gibi baz1 tek dalli enzimleri
karakterize etmislerdir. Bu enzimlerin alkali kosullarda a-amilazlarla birlikte ¢amasir ve

bulasik deterjan sanayinde etkili olarak kullanilabilirligini géstermislerdir.

2.8.3. Lipazlar

Lipazlar (triagil gliserol acil hidrolazlar) birgok tepkimeyi katalizleyebilme
yetenekleri ile fizyolojik 6neme ve endiistriyel potansiyele sahiptirler. Lipazlar esteraz
enzimlerinin 6zel bir smifidir ve yaglar lizerine etkilidir. Yaglari hidrolize ederek onlar1
gliserol ve yag asitlerine pargalarlar. Esterazlarin aksine lipazlar sadece su/yag ara
yiizeylerinde aktivasyon gosterirler. Lipazlar aktif bolgelerinde serin yer aldigi i¢in serin
hidrolazlar olarak adlandirilmaktadir (Saxena ve ark., 1999).

Lipazlar, gliserin ile yag asitlerinden olusan esterleri hidroliz eden enzimler olarak
tanimlanir. Ester hidrolizi gerceklestiren diger bir enzim grubu da esterazdir. Esterazlar,
coziinmeyen konsantrasyonlarinda etkin degildirler. Esterazlarla karsilastirildiklarinda
lipazlar ¢ok farkli substrata etki etmelerinin yaninda aktiviteleri substrat konsantrasyonu ile
degil substrat yiizeyi ile iliskilidir. Lipazlar ve esterazlar oldukca genis substrat spesifikligi
gosterirler, bu nedenle fonksiyonlar1 g6z Oniine alinarak smiflandirilamazlar. Esterazlar
icin optimum pH 5,5-6,5 iken, lipazlar i¢in pH 8,0-9,0 civarindadir (Kaytankas, 2006).

Lipazlar kullandiklar1 substratlarin fazla olmasi, ekstrem kosullarda (sicaklik, pH,
organik ¢oziicliler gibi) kararh yapilarini koruyabilmeleri gibi baglica nedenlerle en 6nemli
biyokatalizorler olarak varsayilir. Son on yil icerisinde 6zellikle organik sentezler basta
olmak iizere lipazlar, proteaz ve amilazlar kadar 6nem kazanmistir (Saxena ve ark., 1999).

Son zamanlarda lipazlar (triacil gliserol agilhidrolaz E.C.3.1.1.3) gida teknolojisi,
deterjan, kimya sanayi ve biyomedikal bilimler gibi endiistriyel uygulamalarda genis bir
yelpazede kullanilmasi ve cok yonlii 6zelliklerinden dolayr biyoteknolojide artarak
biliyliyen anahtar enzim olarak ortaya ¢ikmaktadir (Jaeger ve ark., 1999; Gupta ve ark.,
2004, Bilgi, 2012).

Lipaz enziminin c¢esitli fermantasyon basamaklarinda gorev almasi nedeniyle
ozellikle islenmis et {riinleri (sucuk, sosis vb.) iiretiminde ve peynir basta olmak {izere
cesitli gidalarda aroma zenginlestirme amaciyla kullanimi gelismektedir (Sharma ve ark.,

2001; Hasan ve ark., 2006).
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Ticari kullamimli lipazlar, genellikle hiicre dis1 lipaz iireten mikroorganizma
tirlerinden elde edilir. Bircok lipaz esterlesme, transesterlesme, peptit sentezi gibi
reaksiyonlar1 katalizler. Hidrolitik lipazlarin baslica ticari kullanim alani deterjanlardir.
Toplam lipaz satisinin % 32’si deterjan endiistrisinde kullanilmaktadir (Sharma ve ark.,
2001).

Endiistriyel lipaz kullanimlar1 icerisinde en 6nemli pay kuskusuz hidrolitik lipazlara
aittir. Son zamanlarda, farkl kullanim amagli (endiistriyel kullanim, ev i¢i kullanimlar,
camasir, bulasik, toz temizleyiciler vb.) deterjanlarda temizleme giicii artirimi hedeflenerek
enzim katkilari kullanilmaya baslanmistir. Deterjanlara ilave edilen baslica enzimler;
proteazlar, amilazlar, seliilazlar ve lipazlardir. Yaglari hidrolize etme yetenekleri ile
lipazlar deterjanlarin 6nemli katki maddelerinden biridir (Sharma ve ark., 2001).

Mikrobiyal lipazlar, bitki ve hayvan kaynakli lipazlara gore ¢ok genis uygulama
alanina sahiptir. Bunun sebebi, mikroorganizmalarin kolay ve hizli ¢ogalabilmeleri ve
ayrica lipazlarmin gesitli hidrolitik ve sentetik bir¢ok reaksiyonu katalizleyebilmeleridir.
Lipazlar, gida ve siit {irlinleri (peynir olgunlastirma, aroma gelistirme, EMC teknolojisi),
deterjan, ila¢ sanayisi (naproxen, ibuprofen), tarimla ilgili kimyasal madde (insektisit,
pestisit), ve oleokimyasal (kati-sivi yag hidrolizleri, biyolojik yiizey aktif madde sentezleri)
endiistrileri gibi ¢esitli biyoteknolojik alanlarda kullanilmaktadir. Lipazlar, potansiyel
biyokatalizor olarak kullanildiklar1 daha bircok yeni alanda basariyla gorev almaktadirlar

(Sharma ve ark., 2001).

2.9. Deri Endiistrisinde Kullanilan Enzimler

Deri teknolojisinde  mikroorganizmalarm  olumsuz etkilerinin  yani  sira,
mikroorganizma ve enzimlerinden (proteinaz, kollegenaz, keratinazlar, amilazlar ve
lipazlar) yumusatma, kil giderme ve sama gibi deri islem basamaklarinda olumlu yonde de
yararlanilmaktadir.

Deri endiistrisinde isleme; 1slatma, kil giderme, sama ve tabaklama gibi cesitli
asamalar icermektedir. Protein yapida oluslar1 deri ve killar i¢in en Onemli yapisal
problemdir. Deri islenmesinin geleneksel metotlar1 sodyum siilfat gibi kirlilik ve atik
problemlerine sebep olan zehirli kimyasalar icerir. Kimyasallara alternatif olarak
enzimlerin kullanilmasmin deri kalitesinin gelistirilmesinde ve ¢evresel kirliligin
azaltilmasinda basarili oldugu kanitlanmistir (Rao ve ark., 1998).

Deri islenmesinde kullanilan hidrojen siilfit ve diger kimyasallar giivenlik ve ¢evre

acisindan oldukca tehlikelidir. Cevresel nedenlerden dolay1 kolay kontrolii, hizli olmasi,
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atiklarin uzaklastirilmast nedeni ile deri islenmesinde enzimatik yontemler tercih
edilmektedir (Andersen, 1998). Deri endiistrisinde enzim kullanimi ile hayvan derilerinin
daha diizgiin bir yiizeye sahip olmasmi saglamaktadir. Bu silireg, geleneksel olarak
kullanilan, derilerin kire¢ ve sodyum siilfit ile islenmesinin yerini almaktadir. Ayrica
kimyasallarin kullanildigi klasik yontem pahali ve ¢evreye zararl oldugundan, giiniimiizde
deri sanayinde enzimlerin kullanilmasi tercih edilmektedir. Deri islenmesinin ¢esitli
basamaklarimda kullanilan alkali proteazlar daha kaliteli deri {retimine olanak
saglamaktadir. Bu uygulamada, deride istenilmeyen pigmentlerin yok edilmesi, deri
ylizeyinden killarin ve tiiylerin uzaklastirilmas: ve daha diizgilin, kullamighi bir deri
yilizeyinin elde edilmesi saglanmaktadir (Anwar ve Saleemuddin, 1998; Gheorghiu Alpan,
2008).

Elastolitik ve keratinolitik aktiviteleri sayesinde alkalen proteazlar deri islenme
endiistrisinde kullanilabilmektedir. Proteazlar derinin 1slatilmasi, killarin uzaklagtirilmasi
ve derinin inceltilmesi asamalarinda kullanilabilmektedirler. Enzim uygulamasi ile
istenmeyen pigmentlerin uzaklastirarak deri yiizeyini genisletmektedir. Deriden killarin
uzaklastirilmas1 asamasinda, kil koklerinin sismesiyle olusan alkali kosullarda alkalen
proteazlar kil folikiillerindeki proteinlerine etki ederek kolay ve hizli bir sekilde killarin
uzaklastirilmasmi saglamaktadir. Bacillus subtilis 11QDB32 alkalen proteazi ile koyun
derisindeki killarin uzaklastirilabilecegi ifade edilmistir (Gupta ve ark., 2002a).

Islatmanim amaci derinin sigsmesini saglamaktir. Geleneksel olarak bu basamak alkali
kosullarda uygulanir. Mevcut durumda mikrobiyal alkalin proteazlar suyun daha hizli
absorbsiyonunda ve 1slatma siiresinin kisaltilmasinda kullanilmaktadir. Iyonik olmayan ve
bir 6lciide iyonik siirfektanalarin kullanimi enzimlerin kullanimiyla uyum goéstermektedir.
Geleneksel kil ve yiin giderimi kil kdklerindeki ¢oziiniir proteinlere siilfit uygulanmasiyla
asir1 alkali ortamda gerceklestirilir (Rao ve ark., 1998).

Proteazlar derinin kollajen icermeyen yapilarinin secici hidrolizinde, albuminler ve
globulinler gibi fibriler olmayan proteinlerin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir (Rao ve
ark., 1998).

Deri sanayisinde en zorunlu operasyon derinin killarindan arindirilmasidir. Bu
islemin kimyasal maddeler ile yapilmasi ciddi anlamda kirlenmeye ve iscilerde saglik
sorununa neden olmaktadir. Buna karsilik derinin killarindan arindirilmasinda proteazlarin
kullanilmasi kirlenmeyi ve saglik sorunlarini azaltmaktadir (Nilegaonkar ve ark., 2007).

Glinlimiizde sulu kire¢ ve sodyum klorid ile alkalin proteazlar kil gidermede

kullanilmaktadir ve bu durum atik su miktarinda 6nemli bir diisiisle sonu¢lanmaktadir (Rao
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ve ark, 1998). George ve ark. (1995), Aspergillus flavus, Streptomyces sp., B.
amyloliquefaciens, B. subtilis tirlerinden izole ettikleri elastolitik ve keratinolitik
aktiviteye sahip alkalin proteazlar1 derilerin bio-islenmesinde; kil giderme ve sama
uygulamalarinda kullanmiglardir.

Alkalifilik enzimlerin baglica uygulama alani deterjan enddistrisidir. Ayrica deri
isletmeciliginde, tabaklama uygulamalar1 ile derideki killarin uzaklastirilmas: amaciyla
kullanilmaktadirlar (Horikoshi, 1999). Deri endiistrisinde hayvan postlarindan killarin
uzaklastirilmasinda kullanilan Bacillus cereus MCM B-326’dan elde edilen proteazin, pH
6.0-12.0 araliginda aktif oldugu optimum pH 9.0 degerinde aktivite gosterdigi belirtilmistir
(Sarnaik ve ark., 2006).

Kil gidermede, Bacillus subtilis tiirtinden elde edilen alkali proteaz ile birlikte keci
derisinin iki ii¢ saatlik inkiibasyonu sonucu, killarin deriden kolayca uzaklastirildig: tespit
edilmistir (Ramakrishna ve ark, 2010).

Enzimlerin kullanimiyla yag giderme etkinliginin artirilmasi iizerine yapilan bir
arastirma sonucuna gore, kireclik isleminde % 0,2 oraninda alkali proteaz kullaniminin en
etkin sonucu verdigi ortaya ¢ikmustir. % 0,1 alkaliproteaz da benzer sonucu vermekte ve
uygulama i¢in daha ekonomik kullanim saglamaktadir. Bunun yani sira, 1slatmada % 0,5
alkali proteaz, kireclikte % 0,5 alkali lipaz ve alkali proteaz/lipaz kombinasyonlari ile pikle
derilerde % 0,025 ve 0,5 asit lipaz kullanimlarmin yag gidermede etkili oldugu
saptanmistir (Afsar ve Cetinkaya, 2008).

2.10. Bacillus Cinsi Bakterilerin Ozellikleri ve Enzimleri

Bacillus cinsinin {iyeleri mezofiller ve ekstremofilleri iceren endospor formundaki
gram-pozitif bakterilerdir. Bacillus tiirleri toprak ve bununla iligkili nehirler, nehir agizlar1
ve kiy1 sular1 gibi su kaynaklar1 ve bitkileri de igeren ortamlarda en fazla yayilis gosteren
mikroorganizmalardir (John, 2009). Bacillus cinsi, aerobik, bazen fakiiltatif anaerobiktir ve
katalaz pozitiftir (Claus ve Berkeley, 1986). Tek ya da cok sayida hiicreden olusan uzun
zincirler meydana getirebilirler. Hiicrede bulunan sporun sekli ve yeri, tiirler arasinda
farklilik gosterir. Sporlar genellikle silindirik, elipsoidal, oval ya da yuvarlaktir. Sporun
hiicre tizerindeki konumu ise merkezde, merkeze yakin veya ucta bulunabilir (Prescott ve
ark., 2002). Bircok tiirii hayvan ve insanlara kars1 zararsiz olup sadece birka¢ patojen tiir
belirlenmistir. Bu cinsin tyeleri olagandis1 metabolik farklilik ve yasam sekilleri

gosterirler ve termofilleri, alkalifiller ve asidofilleri igerirler (Pandey, 2006).
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Optimum biiyiime sicakliklar1 25 °C ile 37 °C’ de arasinda degismektedir. Ancak
termofilik ve psikofilik tiirleri 75 °C’ den daha yiiksek ve 3°C’ den daha diistik sicaklik
derecelerinde biiyliyebilme yetenegine sahiptirler. Bazi tiirleri pH 2 ile 10 arasinda degisen
alkali ve asidik ortamlarda gelisebilirler (Sneath, 1986; Oztiirk, 2007).

Bacillus tiirlerinin koloni 6zellikleri c¢evresel sartlara bagl olarak degismektedir.
Besiyeri ¢esidi, koloninin yas1 gibi 6zelliklere gore, yar: seffaf, opak, diizgiin ya da piiriizli
koloniler goriilebilir. Koloni renkleri, kreme yakin beyazdan sariya dogru olabilir. Cogu
Bacillus tiirii pigment olusturmaz, ancak bazi tiirler farkli besiyerlerinde sari, yesil, mavi-
siyah v.b pigmentler iiretebilirler (Sneath, 1986; Rosovitz ve ark., 1998; Oztiirk, 2007).

Bacillus cinsi bakteriler zor kosullarda spor olusturabilme yeteneklerine bagli olarak
diisiik sicakliklardan yiiksek sicakliklara, asidik, alkalin veya tuzlu ortamlara kadar ¢ok
cesitli habitatlardan izole edilebilmislerdir (Claus and Berkeley; 1986).

Pek cok calismada kullanilan Bacillus tiirleri iirettikleri proteinler nedeniyle ticari
oneme sahiptir. Baz1 Bacillus tiirleri ise proteolitik, sakkarolitik ve lipolitik enzimleri
sayesinde besin endiistrisinde de 6nem tasimaktadir (Rosovitz ve ark., 1998; Oztiirk,
2007).

Bacillus tirleri, endiistriyel onemi bliyiik olan ekstraseliiler amilaz ve proteaz
enzimlerini tretirler (Morgan ve Priest, 1981). Bacillus cinsine ait tiirler alkalen proteaz
iireticisi bakterilerin basinda gelir ve 06zellikle deterjan endiistrisi i¢in Bacillus cinsi
bakterilerden alkalen proteaz iretimi ilgi goren bir konudur (Tekin, 2008). Diger bir
biyoteknolojik 6neme sahip enzim a-amilaz olup Bacillus sp. grubunda olduk¢a yaygim bir
sekilde bulunur. Bu enzimler ekmek ve pastacilik, bira, peynir gibi gida endiistrilerinde;
otomatik ¢amasir ve bulasitk makinesinde kullanilan deterjanlarin iiretiminde
kullanilmaktadirlar (Igarashi ve ark., 1998 ).

Ticari proteazlarin ¢ogu Bacillus cinsi bakteriler tarafindan nétral ve alkalin olarak
iretilmektedir. Alkalen proteaz treticisi Bacillus tirleri; Bacillus alcalophilus ATCC
21522, B. alcalophilus, B.alcalophilus subsp. halodurans KP1239, B. amyloliquefaciens,
B.circulans, B.coagulans, B.firmus, B.intermedius, B. lentus, B. licheniformis, B.
proteolitycus, B. pumilus, B. sphaericus, B. subtilis, B. subtilis var. Amylosacchariticus, B.
thrungiensis, Bacillus sp. Ya-B, Bacillus sp. NKS-21, Bacillus sp. B21-2, Bacillus sp. Y,
Bacillus sp. CW-1121, Bacillus sp. KSM-K16, Bacillus sp. MK5-6 olarak bildirilmistir
(Kumar ve Takagi, 1999).

Alkalifilik mikroorganizmalar igerisinde proteaz aktivitesi Bacillus genusu iiyeleri

icerisinde yaygin olarak bulunmaktadir (Kumar ve Takagi, 1999). Bacillus cinsine ait
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tiirler alkalen proteaz iireticisi bakterilerin basinda gelir. Bu cinse ait en ¢ok tercih edilen
tiirler B. licheniformis, B. subtilis, B. amyloliquifaciens ve B. mojavensis’tir. Bu nedenle,
alkalifilik Bacillus soylar1 hem akademik hem de endiistriyel agidan ilging ve cok
onemlidir.

Anonim (1988) gore, a-amilaz enzimi endiistriyel boyutlarda ilk kez 1939 yilinda
Bacillus subtilis susu kullanilarak Japonya’da firetilmistir. 1970 yilinda B.subtilis ve
B.licheniformis a-amilaz enzimi liretimi i¢in genis ¢apta kullanilmistir (Tatar, 2008).

Igarashi ve ark (1998), alkalifilik Bacillus tiirlerinden alkali izoamilaz, alkali direngli
neopullulanaz ve yliksek alkali pullulanaz gibi bazi enzimleri karakterize etmisler ve
bunlarin alkali kosullarda alfa-amilazlar ile birlikte ¢gamasir ve bulasik deterjan sanayinde
etkili olarak kullanilabilirligini gostermislerdir. Ayrica izolasyonunu yaptiklar1 amilazin
maksimum aktivitesinin pH 8.0-8.5 civarinda oldugunu gozlemlemislerdir.

Alkalin a-amilaz’m bilesiminden agir deterjanlar ile otomatik makine deterjanlarinda
yararlanilir. Deterjanlarin etkisini gosterdigi pH araligi 8-11’dir. Sivilastirict a-amilaz
enzimlerinin ¢ogu Bacillus stearothermophius, Bacillus licheniformis, Bacillus
amyloliquefaciense’den firetilmektedir. a-amilaz enzimlerinden, kumas ve fayanslarda
nisasta lekeleri gibi kirlerin ¢ikarilmasinda faydalanilir. Nisastanin ¢ozilinlirligl yiiksek
derecede sicakliga baglhidir (Nielsen ve Borchert, 2000; Coskun, 2010).

Ertugrul ve ark. (2007), lipaz enzimi iiretebilen Bacillus tiirlerini taramislar ve lipaz
aktivitesi tizerine, pH, sicaklik ve ortam bilesenleri gibi bir¢ok parametrenin etkilerini
incelemislerdir.

Bacillus cinsi bakterilerin tanimlanmalarinda klasik biyokimyasal ve fizyolojik
yontemler kullanilmaktadir. Ancak bazi suslarin bu testlerle kesin olarak tanimlanmasi
miimkiin olamamaktadir. Ozellikle de B. thuringiensis, B. anthracis ve B. mycoides’ in yer
aldig1 B. cereus grubu bakterilerin smiflandirilmalar1 tartismalidir. Cesitli arastiricilar
birbirine yakin olan bu tiirlerin B. cereus’ un liyesi olarak gruplandirilabilecegini ileri
stirmiislerdir (Chang ve ark., 2003) .

Barrow ve Feltham (1993) gore, giiniimiizde, API ve VITEK teknikleri kullanilarak
tanimlama yapilabilmektedir. Bu sistemlerin temeli, sistemde kayitli referans organizmalar
ile dogal organizmanin biyokimyasal ozellikleri bakimindan karsilagtirilmasi esasina
dayanmaktadir.

Barrow ve Feltham (1993) gore, Bacillus’larin teshisinde kullanilabilen bir diger

uygulama ise yag asiti kompozisyonu temeline dayali tanimlama sistemleridir. Bu yontem,
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hiicresel yag asitleri metil-esterlerinin (FAME) Gaz-Chromatografisi (GC) ile analizi ve
referans degerler ile karsilastirilmasi esasina dayanmaktadir (Aygan, 2008).

Barrow ve Feltham (1993) gore, belirtilen yontemlerin yanisira giinlimiizde,
molekiiler tanilama seklinde de adlandirilan ve 16S rRNA/DNA sekans analizi esas
alinarak gerceklestirilen ileri tanimlama yontemleri de kullanilmaktadir. Bu teknik agirlikl
olarak filogenik calismalarda tercih edilmektedir (Aygan, 2008).

Diger yandan smiflandirmadaki mevcut problemleri ¢6zmek ve modern bakteriyel
taksonomiye yardimci olmak amaciyla son yillarda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR),
Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-PZR (RAPD-PZR), 16S rRNA Dizi Analizi, DNA-
DNA hibridizasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Parca Uzunluk Polimorfizmi (PZR-
RFLP), Toplam Hiicre proteinlerinin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) gibi molekiiler yontemler kullanilarak tiirler arasindaki farkliliklar ve
benzerlikler belirlenmeye calisilmaktadir (Chang ve ark., 2003).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Deri o6rnegi

Bu caligmada arastirma materyali olarak yerli irk koyun ham derileri kullanilmistir.
Kesimhanelerden taze olarak temin edilen ham deriler, konservasyon yontemleri dikkate
almarak konservelenmis ve giysilik deri elde etmek amaciyla genel prensipler ¢ergevesinde
islenmislerdir (Thorstensen, 1993; Sharphouse, 1983).

Derilerin 1slatma-yumusatma, kireclik, kire¢ giderme-sama islemleri Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Biga Meslek Yiiksek Okulu Dericilik Programi Uygulama
Atdlyesindeki makine ve techizattan yararlanilarak yapilmistir. S6z konusu her bir islem
basamagi sonunda islem sivilarindan Ornekler alinmistir. Alnan Ornekler, alkalifilik
bakteri izolasyonu i¢in, soguk zincirle Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Edebiyat

Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarma getirilmistir.

3.1.2. Cahsmada kullanilan besiyerleri

3.1.2.1. Horikoshi-I agar

Igerigi cizelge 1°de verilen Horikoshi-I agar besiyeri proteaz enzim aktivitesine sahip
mikroorganizmalarin izolasyonu ve egik kati agarda stok kiiltiirlerin saklanmasi i¢in

kullanilmistir (Horikoshi, 1999).

Cizelge 1. Horikoshi I agar besiyeri

Bilesimi g/LL
Glikoz (Himedia) 10.0g
Pepton (Bacto) 50¢g
Yeast Extract (Himedia) 50g
K;HPO4 (Himedia) 10g
MgS04.7 H,0 (Fluka) 02¢g
Na,COs (Sigma) 100 g
Agar (Himedia) 200¢g
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3.1.2.2. Horikoshi-II agar
a-Amilaz enzim aktivitesine sahip mikroorganizmalarin izolasyonu ve egik kati

agarda stok kiiltiirlerin saklanmasi i¢in Horikoshi-1I agar besiyeri (Cizelge 2) kullanilmistir

(Horikoshi, 1999).

Cizelge 2. Horikoshi II agar besiyeri

Bilesimi g/LL
Coziiniir Nisasta (Fluka) 100 g
Pepton (Bacto) 50¢g
Yeast Extract (Himedia) 50g
K;HPO4 (Himedia) 10g
MgS04.7 H,0 (Fluka) 02¢g
Na,COs (Sigma) 100 g
Agar (Himedia) 200¢g

3.1.2.3. Rodamin-B agar
Lipaz enzim aktivitesine sahip mikroorganizmalarin izolasyonu ve egik kat1 agarda
stok kiiltiirlerin saklanmasi i¢cin Rodamin-B agar (Cizelge 3) kullanilmistir (Kouker ve

Jaeger,1986; Haba ve ark., 2000).

Cizelge 3. Rodamin- B agar

Bilesimi g/LL
Nutrient Broth (Sigma) 80¢g
NacCl (Bacto) 40¢g
Agar (Himedia) 100g
Rodamin-B (1Img/mL) (Himedia) 10.0 mL
Zeytinyag1 (Himedia ) Son konsantrasyonda % 2,5 31,25 mL

Yukarida icerikleri verilen besiyerleri 121°C’de 15 dk otoklavlanmustir. Calismada
kullanilan besiyeri pH’lar1 (Horikoshi-I ve Horikoshi-II besiyeri igeriklerinde belirtilen 10g
Na,CO; miktar1 ilave edilmeden) steril % 20’lik Na,CO; ¢ozeltisi kullanilarak 1slatma-
yumusatma, kirec¢lik, kire¢ giderme-sama islem sivilarinin pH larina uygun olacak sekilde

sirasiyla pH 8, pH 11 ve pH 9 olarak ayarlanmistir. Ayrica Horikoshi-I besiyeri
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otoklavlandiktan sonra % 10 oraninda yagsiz steril siit ilavesi ile modifiye edilmistir.
Rodamin-B Besiyerine ise besiyeri igeriginde bulunan Rodamin-B boyasi ve zeytinyagi,
besiyeri otoklavlandiktan sonra siringa filtre kullanilarak ilave edilmistir. Hazirlanan

besiyerleri aseptik kosullarda 45-50 °C’de daha 6nce steril edilmis petrilere dokilmiistiir.

3.1.24. Tributyrin agar
Izolatlarm lipaz enzim aktivitesinin kontrolii i¢in kullanilmis ve icerigi cizelge 4’de

verilmistir (Ertugrul ve ark, 2007).

Cizelge 4. Tributyrin agar

Bilesimi g/LL
Pepton (Bacto) 50¢g
Yeast Extract (Himedia) 30g
Tributyrin 10.0 mL
Agar (Himedia) 150¢g

3.1.2.5. Tween 80 agar
Izolatlarmn esteraz enzim aktivitesi tayininde Tween 80 besiyeri (Cizelge 5)

kullanilmistir (Ertugrul ve ark., 2007).

Cizelge 5. Tween 80 agar

Bilesimi g/LL
Nutrient Broth (Sigma) 80¢g
CaCl, .H,O (Himedia) 40¢g
Agar (Himedia) 100 g
Tween 80 (Himedia) 2.4 mL

3.1.2.6. SIM besiyeri

H,S, indol olusumu ve hareketin varligimi belirlemek i¢in kullanilan bir besiyeridir
(Tatar, 2007). Sigma firmasmna ait hazir ticari besiyeri hali kullamilmis ve besiyeri igerigi

cizelge 6’da verilmistir.
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Cizelge 6. SIM besiyeri

Bilesimi g/LL

Kazein peptonu 20¢g
Et peptonu 60¢g
Amonyum Demir III Sitrat 02¢g
Amonyum Thiosiilfat 02¢g
Agar 30¢g

3.1.2.7. Karbonhidrat fermentasyon besiyerleri

Izolatlarin karbon kaynaklarmi kullanabilme o6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
kullanilmistir. Bu amagla % 1 oraninda D-mannitol, Fruktoz, Glikoz ve Maltoz karbon
kaynaklarmin ayri ayri ilave edildigi ticari Nutrient Broth besiyerleri kullanilmistir.
Besiyerlerine karbonhidratlarin parcalanmasi sonucu asit olusumunun tespiti i¢in pH
indikatorii olan brom timol mavisi (% 0,04 oraninda) ve gaz olusumunun belirlenmesi igin
durham tiipii ilave edilmistir (Tamer ve ark., 1989; Temiz, 2000; Yavuztiirk, 2005 ).

Durham tiipti ve % 0,04’liik (w/v) brom timol blue ¢ozeltisi eklenmis Nutrient Broth
besiyerleri (pH 7.00) 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Sterilizasyon sonunda
besiyerlerine karbonhidrat kaynaklar1 membran filtreden gegirilmek suretiyle steril olarak
ilave edilmistir. Besiyeri pH’lar1 steril % 20’lik Na,COj3 ¢ozeltisi kullanilarak ayarlanmis

ve pH ayarlamasi sonucu besiyerleri mavi renk almstir.

3.1.3. Cahsmada kullanilan ¢ozeltiler
3.1.3.1. Besiyeri ve izolasyonda kullanilan cozeltiler
Arastirmada besiyeri hazirlanmasinda ve izolasyonlarda kullanilan ¢6zeltilerin igerigi

ve hazirlanmasi asagida verilmistir.

3.1.3.1.1. % 20’ lik Na,COj; cozeltisi
Besiyerlerinin pH’smi1 ayarlamak i¢in kullanilmistir. Cozelti; 200,0 g Na,COs’1in

800,0 mL saf suda ¢6zlilmesi ile hazirlanmistir (Gupta, 2005).

3.1.3.1.2. % 0.04’liik (w/v) brom timol blue c¢ozeltisi
0.1 gr Brom Timol Mavisi basina 3,2 mL 0.05 N NaOH ve 5 ml % 96’lik etil alkol

eklenerek 1s1 ile ¢oziiliir ve sonra 50 mL daha % 96’lik etil alkol katilip, hacmi su ile 250

mL’ye tamamlanir (Atlan, 1989; Bal 2005).
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3.1.3.1.3. Peptonlu su cozeltisi

Izolasyonlar igin seyreltme sivisi olarak peptonlu su ¢ozeltileri kullanilmistir.
Cozeltiler 0,1 g peptonun 100 mL distile suda ¢6ziilmesi ile hazirlanmistir (Tamer ve
ark.,1989). Cozelti pH’lar1, ekim yapilacak besiyeri pH’ma uygun olacak sekilde % 20’lik

Na,COs; ¢ozeltisi kullanilarak ayarlanmastir.

3.1.3.1.4. % 20’lik gliserol cozeltisi

Kiiltiirlerin -20 °C’de stoklamasi i¢in kullanilmistir. 80 mL steril distile su igerisine
20 mL gliserol eklenmesi ile hazirlanmustir. Cozelti otoklavda 121 °C’de 15 dk steril
edilmistir (Adigiizel, 2006).

3.1.3.2. Fenotipik ozelliklerin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler
Fenotipik 6zelliklerin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin igerigi ve hazirlanmasi

asagida bir sira dahilinde verilmistir.

3.1.3.2.1. Kiistal viole boyasi

Igerigi cizelge 7°de verilen Kristal viole boyas1t Gram boyama i¢in kullanilmistir.
Boya, 2 g Kristal violenin 20 mL etil alkolde ve 0,8 g amonyum oksalatin 80 mL distile
suda c¢oOzindiiriilmesiyle elde edilen iki ayr1 ¢Ozeltinin birbirine karistirilmas: ile

hazirlanmistir (Tamer ve ark., 1989; Harley ve Prescott, 2002).

Cizelge 7. Kristal viole boyasi

Kristal Viole 20¢g

Etil Alkol (% 95°lik) 20.0 mL

Amonyum Oksalat 08¢

Distile Su 80.0 mL
3.1.3.2.2. Gram iyodiir (Lugol)

Gram boyamada kullanilmak iizere hazirlanmistir (Cizelge 8). Iyot ve KI havanda
tyice karistirilarak toz haline getirilmis ve lizerine yavas yavas su ilave edilmistir (Tamer

ve ark., 1989; Harley ve Prescott, 2002).

Cizelge 8. Gram iyodiir ¢cozeltisi

Iyot 1.0g
K1 20¢g
Distile Su 100.0 mL
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3.1.3.2.3. Safranin boyasi
Igerigi cizelge 9°da verilen Safranin boyast Gram boyamada kullanilmistir. Etanolde
coziindiiriilen safranine, distile su ilave edilerek iyice karistirilmis ve filtre kagidindan

stizlilmiistlir (Tamer ve ark., 1989; Harley ve Prescott, 2002).

Cizelge 9.Safranin boyasi

Safranin 025¢

Etil Alkol (% 95°lik) 10.0 mL

Distile Su 100.0 mL
3.1.3.2.4. Tetrametil p-fenilen daimin dihidroklorid cozeltisi

Igerigi cizelge 10°da verilen Tetrametil p-fenilen daimin dihidroklorid ¢dzeltisi

izolatlarm oksidaz testi ayiraci olarak kullanilmistir (Tamer ve ark., 1989).

Cizelge 10. Tetrametil p-fenilen daimin dihidroklorid ¢ozeltisi

Tetrametil p-fenilen Daimin Dihidroklorid Pepton (Bacto) 1.0g
Distile Su 100.0mL
3.1.3.2.5. % 3’liik H,O; cozeltisi

3 mL H;O;’nin 1000 mL distile su i¢ine eklenmesi ile hazirlanmis (Cizelge 11) ve
izolatlarm katalaz testi ayiraci olarak kullanilmistir (Aslan, 2009).

Cizelge 11. % 3’k H,O, ¢ozeltisi

Hidrojen Peroksit ( H,O,) 3.0mL
Distile Su 100.0 mL
3.1.3.2.6. Kovaks ayiraci

Cozeltinin - hazirlanmasinda p-dimetilaminobenzaldehid alkolde c¢oziilerek su
banyosunda 1sitilmis ve % 37’lik HCI yavasca ilave edilmistir (Cizelge 12). Izolatlarin
indol testi ayiraci olarak kullanilmistir (Tamer ve ark., 1989; Harley ve Prescott, 2002).

Cizelge 12. Kovaks ayiraci

N-amil veya izoamil alkol 150 mL
%37’1ik Hidroklorik asit (HCI) 50 mL
p-dimetilaminobenzaldehid 100 g
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3.1.3.3. Nicel enzim aktivitesi tayininde kullanmilan ¢ozeltiler

3.1.3.3.1. Potasyum-fosfat tamponu

Enzimlerin pH 8’deki aktivite diizeylerinin saptanmasinda kullanilmistir. Tamponun
hazirlanmasinda 0.2 M KH,PO4 (27,2 g/L) ile 0.2 M K,HPO, (34,84 g/L) ¢ozeltileri ve
distile sudan ¢izelge 13’de verilen hacimlerde karistirilarak, istenilen pH degerine sahip

yeni bir ¢ozelti elde edilmistir (Temizkan ve Arda, 2008, Aygan, 2008).

Cizelge 13. Potasyum- fosfat tamponu

pH 0.2 M KH,PO4 0.2 M K,HPO, Distile Su
(27.2 g/L) (38.84 g/L) mL
mL mL
8 5,3 94,7 100
3.1.3.3.2. Glisin-NaOH tamponu

Enzimlerin pH 9 ve pH 11°deki aktivite diizeylerinin belirlenmesinde kullanilmigtir.
Tampon 50 mM glisin ¢ozeltisine (3.753 g/L glisin) 50 mM NaOH ¢o6zeltisinin (2 g/L)
yavas yavas ilave edilmesi ile istenilen pH degerlerine getirilerek hazirlanmistir (Tekin,

2008, Temizkan ve Arda, 2008).

3.1.3.3.3. Dinitro salisilik asit (DNS) cozeltisi

Nicel amilaz enzim aktivitesi tayininde, enzim aktivitesini durdurmak ve enzim
aktivitesi sonucu ag¢iga cikan indirgen seker miktarini belirlemek amaci ile kullanilmistir.
1g DNS 50 mL distile su icerisinde ¢oziiliir. Uzerine 30 g K-Na-Tartarat ve 20 mL 2N
NaOH ilave edilerek son hacim 100 mL ye tamamlanir (Miller, 1951; Tatar, 2007; Aygan,
2008).

3.1.3.3.4. Trikloroasetik asit (TCA) cozeltisi

Nicel proteaz enzim aktivitesi tayininde, enzim aktivitesini durdurmak ig¢in
kullanilmigtir. 0.11 M TCA (Trikloroasetik asit, 17.97 g), 0.22 M CH3;COONa.3H,0
(Sodyum Asetat Trihydrate 29.9 g) ve 0.33 M CH3COOH (Asetik Asit, 19.81 mL) olacak
sekilde tiim bilesenler bir miktar distile suda c¢oziilerek ¢ozelti hacmi 1L’ye

tamamlanmustir (Tekin, 2008; Kerimak Oner, 2008).
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3.1.3.3.5. 0.5 M Sodyum karbonat ¢ozeltisi
Nicel proteaz enzim aktivitesi tayininde kullanilmistir. 52.995 g Na,COs bir miktar

distile suda ¢oziilerek ¢ozelti hacmi 1 L’ ye tamamlanarak hazirlanmistir (Tekin, 2008;

Kerimak Oner, 2008).

3.1.3.3.6. 1N folin ¢ozeltisi

Folin-ciocalteu’s phenol reaktifinin 1:1 oraninda dH,O ile karistirilmasi ile elde
edilmistir. Cozelti nicel proteaz enzim aktivitesi tayininde kullanilmistir (Tekin, 2008;
Kerimak Oner, 2008).

3.1.34. Molekiiler tanillamada kullanilan c¢ozeltiler

3.1.3.4.1. 10X TAE tamponu

Elektroforez uygulamalarinda kullanilmak iizere stok 10X TAE tamponu
hazirlanmistir. ¢izelge 14°de verilen maddeler 800 mL steril saf suda ¢oziiliir ve pH 8’e
ayarlanarak 1000 mL’ye tamamlanir (Bilgi, 2012).

Cizelge 14. 10X TAE tamponu

Tris Baz (Sigma) 484 ¢
Glasiyal Asetik Asit (Sigma) 1142 ¢
0.5 M EDTA (pH 8) 20 mL

3.1.3.4.2. 1X TAE tamponu
10X TAE stok tamponundan 10 mL almmis ve distile su ile 1000 mL’ye

tamamlanarak hazirlanmistir (Y1lmaz, 2010).

3.1.343. 0.5SMEDTApHS8
73.06 g EDTA (Himedia), 350 mL steril saf suda ¢6ziiliir ve NaOH ilave edilerek pH

8’e ayarlanir. Cozelti steril saf su ile 500 mL’ye tamamlanir (Bilgi, 2012).

3.1.3.4.4. Agaroz jel

DNA o6rneklerinin ve PCR iiriinlerinin elektroforez ile kontrolii i¢in kullanilmistir.
Genomik DNA Orneklerinin kontroli i¢in % 0,8’lik, PCR fiiriinlerinin kontroli i¢in %
1,5’lik agaroz jel kullanilmistir (Yasa ve ark, 2008). Sirasiyla 100 mL 1X TAE igerisine
0,8 g ve 1,5 g agaroz eklenmis ve kaynatilarak karigimin homojen olmasi saglanmistir.
Hazirlanan agaroz jel karisimi 50-60 0C’ye kadar sogutularak taraklarm yerlestirildigi

elektroforez kasetine dokiilmiis ve katilagmasi1 beklenmistir (Aygan, 2008; Bilgi, 2012).
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3.1.3.4.5. 6x jel yiikleme boyasi

Cizelge 15°de igerigi verilen yiikleme boyast DNA ve PZR {iriinlerinin agaroz jele
yiliklenmesinde kullanilmistir. Boya c¢ozeltisi homojen hale getirilerek 2 mL’lik mikro

tiiplere bolinmiis ve -20 °C’de saklanmustir (Bilgi, 2012).

Cizelge 15. 6x jel ylikleme boyasi

Tris Baz 12.1 mg 10mM
EDTA 223.3 mg 60mM
Brom Fenol Mavisi 30 mg % 0.3
Steril Saf Su 4 mL

Gliserol 6mL

3.1.3.4.6. Syber green jel boya cozeltisi

DNA ve PCR fdriinlerinin U.V. lamba altinda goriiniir hale gelmesi icin
kullamilmistir. Cizelge 16’deki boya cozeltisi hazirlanarak 11k almayacak sekilde -20
°C’de saklanmustir (Bilgi, 2012).

Cizelge 16. 400x syber green I jel boya ¢ozeltisi

10.000 X Syber Green I (Lumiprobe) 40 pl
DMSO (Dimetil siilfoksit) 10001
3.1.3.5. Kullanmilan bashca cihaz ve ekipmanlar

Calisma esnasinda; Hassas terazi (Precisa 205 ASCS), Manyetik Karistirict (Velp),
Vortex (Velp), Otoklav (Hirayama Hiclave HG-80), Etiiv (Elektromag), Inkiibatér (Niive
EN 120), Calkalamali inkiibator (Stuart Orbital Incubator SI 500), Sogutmali inkiibatorler
(Niive ES 120 Elektromag M7040), Calkalayic1 (Niive SL 350), Mikroskop (Zeiss Pimo
Star), Derin Dondurucu (Siemens), Elektroforez (Thermo OWL Easycast B2), Elektroforez
gii¢ kaynagi (Thermo EC 300 XL), Jel goriintiileme cihazi (Quantum ST4), Mikropipetler
(Biohit mLine), pH metre (Hanna), Saf su cithazi (Nive NS 108), Santrifiij (Thermo
MicroCL 17R), Spektrofotometre (Shimadzu UV 1208), Spektrofotometre kiiveti (Quartz),
Su banyosu (Niive BM 402), Thermalcycler (Techne TC-5000) cihaz ve ekipmanlari

kullanilmastir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Deri isleme yontemi

Calismada arastirma materyali olarak yerli wk koyun ham derileri kullanilmistir.
Kesimhanelerden taze olarak temin edilen ham deriler, konservasyon yontemleri dikkate
almarak % 50 oraninda tuzla konservelenmis ve giysilik deri elde etmek amaciyla genel
prensipler ¢ergevesinde kire¢ giderme-sama sonuna kadar islenmislerdir. Calismada deriler
asagida verilen regeteye gore Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Biga Meslek Yiiksek
Okulu Dericilik Programi Arastirma ve Uygulama Isletmesindeki makine ve teghizattan
yararlanilarak islenmislerdir. Calismada kullanilan deri isleme yontemi ¢izelge 17° de

verilmistir.

Cizelge 17. Deri isleme yontemi

) Sicakhk Zaman
Islem % Kimyasal Madde pH
o) (@
Islatma 500 Su 20 240 7.0
500 Su 20
0.5  Non-iyonik yiizey aktif madde
Yumusatma 04 Kuartemize edilmis 30 7.0
) bilesiklerden olusan biosid
Otomatikte ¢alisma ( 55 dk. durur / 5 dk. galisir. Toplam siire 18 saat
Kil Giderme 15 Bome (°Be‘) Na,S- 25°Be® Ca (OH),
400 Su 20
Kireclik 2 Na,S
4 Ca(OH), 30 12
Otomatikte ¢alisma (55 dk. durur / 5 dk. ¢alisir. Toplam siire 24 saat
Yikama 300 Su 35 10
300  Su 35
Kire¢ Giderme-Sama 1.5 (NH,4),S0, 30 8.5
1 Proteolitik enzim 60
Yikama 200 Su 20 10
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Deriler islenirken Islatma-yumusatma, kireclik ve kire¢ giderme-sama islem
basamaklar1 sonunda islenti sivilarindan steril kaplara sivi Ornekler aseptik kosullarda
almmis ve soguk zincirle 1-2 saat igerisinde Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Temel

ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarma getirilmistir.

3.2.2. Bakterilerin izolasyonu

Calismada Islatma-yumusatma, kireclik ve kire¢ giderme-sama islem basamagindan
alman sivi 6rneklerin 10 mL’si 90 mL seyreltme sivismna eklenerek 10™°lik seyreltme elde
edilmistir. Bundan sonraki seyreltmeler 9 mL seyreltme sivisi iceren tiiplere 1’er mL
aktarilarak yapilmistir. Sonucta bakteriyolojik izolasyon icin 10® e kadar seyreltiler
hazirlanmistir. Daha sonra 10'5, 10'6, 107 ve 10°*°1ik seyreltilerden Horikoshi I, Horikoshi
IT ve Rodamin—-B besiyerlerine ekimler dubletli olacak sekilde aseptik kosullarda yayma
kiiltiirel yontemi kullanilarak yapilmistir (AOC, 2000).

3.2.2.1. Proteaz enzim aktivitesine sahip bakterilerin belirlenmesi

Proteaz enzim aktivitesine sahip bakterilerin izolasyonu i¢in ekim yapilan Horikoshi
I besiyerleri 37 °C de 24-48 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda proteaz
aktivitesine sahip izolatlar yagsiz siitiin hidrolizi sonucunda koloni ¢evresinde
olusturduklar1 proteolitik zonun varligina bagl olarak belirlenmistir (Coban, 2004; Tekin,
2008). Petrilerde gelisim gosteren proteolitik mikroorganizmalar koloni ve pigmentasyon
ozelliklerine gore segilerek cizgi ekim teknigi ile izole edilmislerdir (Mwatha ve Grant,
1993; Bilgi ve ark., 2009). izole edilen koloniler uygun besiyerlerinde +4 °C’ de

korunmustur. Uzun siireli stoklamalar i¢in ise gliserol yontemi kullanilmistir.

3.2.2.2. o-Amilaz enzim aktivitesine sahip bakterilerin belirlenmesi

a-Amilaz enzim aktivitesine sahip bakterilerin izolasyonu i¢in ekim yapilan
Horikoshi II besiyerleri 37 °C de 24-48 saat inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon sonunda
besiyeri petri kutusunun kapagina dokiilen iyod ¢ozeltisi buharina tutularak boyama iglemi
gerceklestirilmistir. Nisasta igeren zemin koyu maviye boyanirken, amilaz enzimi iireten
kolonilerin g¢evresinde seffaf zon olusumunun gozlenmesiyle, bu izolatlar amilaz pozitif
olarak degerlendirilmistir (Hols ve ark, 1994; Kiran ve Comlek¢ioglu, 2003; Aygan, 2008;
Coskun, 2010). Petrilerde gelisim gosteren amilolitik mikroorganizmalar koloni ve
pigmentasyon Ozelliklerine gore segilerek ¢izgi ekim teknigi ile izole edilmislerdir
(Mwatha ve Grant, 1993; Bilgi ve ark., 2009). izole edilen koloniler uygun besiyerlerinde

+4 °C’ de korunmustur. Uzun siireli stoklamalar icin ise gliserol yontemi kullanilmistir.
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3.2.2.3. Lipaz enzim aktivitesine sahip bakterilerin belirlenmesi

Lipaz enzim aktivitesine sahip bakterilerin izolasyonu i¢in Rodamin-B besiyeri
kullamlmustir. Ekim yapilan besiyerleri 37 °C de 24-48 saat inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyon sonunda besiyerlerinde 350 nm ultra viyole (U.V.) altinda etrafinda portakal-
kirmiz1 hale olusumu gdsteren koloniler gergek lipaz enzim aktivitesine sahip koloniler
olarak degerlendirilmistir (Haba ve ark., 2000).

Rodamin B besiyerinden elde edilen izolatlar ayrica kontrol amaglh Tributyrin Agar
besiyerine (Ertugrul ve ark., 2007) ve Twenn 80 besiyerine (Haba ve ark., 2000; Coban,
2004) ¢izgi ekim teknigiyle ekilmislerdir. Inkiibasyon sonucunda Tributyrin Agar
besiyerinde etrafinda seffaf zon olusturan izolatlar lipaz pozitif (Ertugrul ve ark., 2007)
Tween 80 besiyerinde etrafinda zon olusturan izolatlar ise estereaz pozitif olarak
degerlendirilmistir (Bilgi, 2012).

Petrilerde gelisim gosteren lipolitik mikroorganizmalar koloni ve pigmentasyon
ozelliklerine gore segilerek cizgi ekim teknigi ile izole edilmislerdir (Mwatha ve Grant,
1993; Bilgi ve ark., 2009). izole edilen koloniler uygun besiyerlerinde +4 °C’ de

korunmustur. Uzun siireli stoklamalar i¢in ise gliserol yontemi kullanilmistir.

3.2.3. izolatlarin stoklanmasi

Distile su ile % 20 konsantrasyonda hazirlanan gliserol ¢6zeltisi otoklavda 121°C’de
15 dk. steril edilmistir. 1,5 mL’lik eppendorf tiiplerine aktive edilen izolatlardan 500 pl
eklenmis tlizerine ise 500 pl % 20° lik gliserol ¢ozeltisinden aktarilarak vortekslenmistir.
Ardindan ependorf tiipleri -20 °C’deki derin dondurucuda muhafaza edilmistir (Adigiizel,
20006 ).

3.2.4. Gram boyama
Izolatlar 6ncelikle izole edildikleri ayirt edici besiyerlerinde 37°C’de 18-24 saat

aktive edilmislerdir. Aktivasyon sonunda Gram boyama preparatlar1 hazirlanmig ve havada
kurutulmustur. Preparatlar kristal viyole boyasiyla 1-2 dakika, Gram iyodiir (Lugol) ile 1
dakika, % 95’lik etanol ile 15-20 saniye ve safranin boyasiyla 1 dakika muamele edilerek
boyanmiglardir. Preparatlar boyama isleminin her basamagindan sonra distile su ile
yikanmigtir. Preparatlar havada kurutulduktan sonra 151tk mikroskobunda 100’lik
immersiyon objektifinde incelenmistir. Inceleme sonrasi kirmizi-pembe renkli bakteriler
Gram negatif, mor renkli bakteriler Gram pozitif olarak tanimlanmistir (Tamer ve ark.,

1989; Harley ve Prescott, 2002; Bal, 2005; Aslan, 2009) .
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3.2.5. Endospor varhgi

Endosporlar basit boyama ve Gram boyamada kullanilan bazik boyalara karsi
gecirgen degildirler. Bu nedenle boyama sirasinda bazik boyalarla boyanmis hiicrelerdeki
endosporlar boyanmamis bolgeler olarak goriiliir. Boylece endosporlar 1sik mikroskobu
altinda parlak hiicreler halinde goriilebilir hale gelirler. Calismada izolatlarin spor
varligiin incelenmesinde Gram boyama i¢in hazirlanan preparatlar kullanilmis ve
boyanmamis hiicreler endospor olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000, Madigan ve

Martinko, 2009).

3.2.6. Oksidaz testi

Oksidaz aktivitesi, izolatlarin izole edildikleri ayirt edici besiyerlerinde 37°C’de 18-
24 saat aktive edilmesi sonucu test edilmistir. Besiyerinde gelisen saf kolonilerden steril
platin 6ze ile alinarak tetrametil-para-fenilendiamin dihidroklorid ayract damlatilmus filtre
kagid1 lizerine siirtilmiistiir. 5-10 sn iginde mavi-mor rengin meydana gelmesi pozitif sonug
olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000; Harley ve Prescott, 2002; Coban, 2004; Aslan,
2009).

3.2.7. Katalaz testi

Katalaz aktivitesi, izolatlarin izole edildikleri ayirt edici besiyerlerinde 37°C’de 18-
24 saat inkiibasyonu sonucunda test edilmistir. Besiyerinde gelisen saf koloniler {izerine
birka¢ damla % 3 hidrojen peroksit (H,0,) ¢ozeltisi damlatilmistir. Koloniler lizerinde gaz
kabarciklarmin meydana gelmesi katalaz pozitif, gaz kabarciklarmin gozlenmemesi ise
katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989; Temiz, 2000; Harley ve

Prescott, 2002; Coban, 2004).

3.2.8. Hareketlilik testi

Izolatlarin hareketliligini belirlemek amaciyla SIM besiyeri kullanilmistir. Kapakli
cam tiiplere hazirlanan besiyerlerine 24 saatlik aktif kiiltiirden dik ekimler yapilmis ve
tiipler 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda ekim ¢izgisi
boyunca liremenin goriilmesi hareketlilik negatif, ekim ¢izgisinden besiyerinin i¢ine dogru
yayilarak tiremenin goriilmesi ise hareketlilik pozitif olarak degerlendirilmistir (Tatar,

2007).
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3.2.9. indol olusum testi

Indol olusum testi i¢in SIM besiyeri kullanilmistir. Ekim yapilan besiyerleri 37°C’de
18-24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda besiyeri iizerine 0,5 mL Kovaks
ayrract eklenmistir. Besiyerinin iist kisminda kirmizi renkte bir halka olusumu pozitif

sonug, sar1 bir tabakanin olusumu ise negatif olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000).

3.2.10. Hidrojensiilfiir (H,S) olusum testi

H,S olusum testi icin SIM besiyerilerine 24 saatlik aktif kiiltiirden igne 6ze ile dik
ekimler yapilmistir. Ekim yapilan besiyerleri 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda besiyerinde ekim ¢izgisi boyunca ve besiyerinin icine
dogru siyah renk olusumu H,S iiretimi pozitif olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark.,

1989).

3.2.11. Karbonhidrat kullanim testleri

Karbonhidrat kullanim testleri karbon kaynagi olarak %1 oraninda glukoz, D-
mannitol, fruktoz ve maltoz sekeri, pH indikatorii olarak %0,04’liik (w/v) brom timol blue
ve gaz olusumunun tespiti i¢in durham tiipii igeren NB besiyerlerinde gerceklestirilmistir.
Dort farkli seker igin ayri ayri besiyerleri hazirlanmis ve aktive edilmis kiiltiirlerden
ekimler yapilmistir. Ekim yapilan besiyerleri 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonucunda, Brom Timol Mavi’ sinin alkalin pH’daki mavi renginden, asidik pH” daki sar1
renge donmesi pozitif sonug¢ olarak; durham tiipii icerisinde olusan gaz birikimi ise gaz

olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (Yavuztiirk, 2005; Bal, 2005).

3.2.12. izolatlarin tuz toleransi

Izolatlarin tuz toleranslarinin belirlenmesi amactyla her bir izolat izole edildigi, % 5,
% 10, % 15, % 20 NaCl iceren ayirt edici besiyerlerine ¢izgi ekim teknigi kullanilarak
ekilmislerdir. Ekim yapilan petriler 37 °C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda izolatlarin iireme ve nitel enzim aktivitesi gosterdigi tuz araligi saptanmustir

(Coban, 2004; Aygan, 2008).

3.2.13. izolatlarin pH toleransi

Izolatlarm pH toleransinin belirlenmesinde, her bir izolatin izole edildigi ayirt edici
besiyerleri kullanilmistir. Besiyeri pH’lar1 % 20°1lik Na,COs ¢6zeltisi kullanilarak pH 7, 8,
9, 10, 11 ve 12’ye ayarlanmis ve her bir izolat ¢izgi ekim teknigi kullanilarak besiyerlerine
ekilmistir. Ekim yapilan petriler 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon

sonunda izolatlarm tireme ve nitel enzim aktivitesi gosterdigi pH aralig1 saptanmistir.
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3.2.14. izolatlarin sicaklik toleransi

Izolatlarm sicaklik toleranslarmm belirlenmesinde, her bir izolat izole edildigi ayirt
edici besiyerine ¢izgi ekim teknigi kullanilarak ekilmis ve 27 °C, 37 °C, 45 °C, 50 °C, 55
°C’de 18-24 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda izolatlarin iireme ve nitel

enzim aktivitesi gosterdigi sicaklik araligi1 belirlenmistir (Coban, 2004; Aygan, 2008).

3.2.15. Nicel enzim kapasitelerinin belirlenmesi

3.2.15.1. Proteaz aktivitesinin belirlenmesi

Nicel proteaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde yiiksek nitel enzim aktivitesine

sahip proteolitik 12 farkli izolat se¢ilmistir.

3.2.15.1.1. Proteaz enzim iiretimi

Secilen izolatlardan proteaz enzim eldesi Horikoshi-I broth besiyerinde
gerceklestirilmistir. Besiyeri pH’lar1 her bir izolatin; izole edildigi islem basamagi ve
besiyeri pH’ma gore pH 8, pH 9 ve pH 11°e ayarlanmistir. Proteaz enzim eldesi izolatlarin
50 mL besiyeri ortami igeren 250mL’lik erlenmayerlere inokiile edilmesi ve 37°C’de,180
rpm ¢alkalama hizinda 48 saat biiyiitiilmesi ile gergeklestirilmistir (Kumar ve ark., 1999;
Oztiirk ve ark., 2009). Gelistirilen bakteri siispansiyonundan belirli araliklarla alinan 1.5
mL’lik Orneklerin 10.000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiijlenmesi ile elde edilen

slipernatant hiicre dis1 enzim aktivitesi tayininde kullanilmistir (Gheorghiu Alpan, 2008).

3.2.15.1.2. Proteaz aktivitesinin ol¢iimii

Proteaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde, Takami ve ark. (1989)’nin belirtigi
yontem kullanilmistir. Ancak yontemde substrat olarak kullanilan hammersten kazein
yerine ¢alismamizda kazein kullanilmistir. Calismada ele alinan izolatin izole edildigi
besiyeri pH’ma gore, % 0.6 oraninda kazein igeren pH 8’lik Potasyum-Fosfat Tamponu;
pH 9’luk ve pH 11’lik 50 mM Glisin-NaOH tamponlarmin 2.5 mL’si ile 0.5 mL
izolatlardan elde edilen siipernatantlar karistirilarak 20 dakika 37°C’de inkiibe
edilmislerdir. Siire sonunda reaksiyonlar 2.5 mL 0.1 M TCA ile durdurulduktan sonra
37°C’de 30 dakika bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda 2 mL’lik efendorf tiiplerine alman
cozeltiler 5000 xg 15 dk siire ile santrifiijlenmistir. Santrifiijizasyon sonucu elde edilen iist
berrak sivilara 2.5 mL 0.5 M Na,CO; ile 0.5 mL IN Folin-ciocalteu’s phenol reaktifi
eklenerek 30 dakika oda kosulunda inkiibe edilmistir. Siire sonunda spektrofotometride
orneklerin 660 nm’de absorbansi 6l¢iilmiistiir. Enzim aktivitesi 6l¢iimii her bir 6rnege ait 3

paralel tiipiin 3 kez tekrar edilmesiyle gergeklestirilmistir. Kor olarak ise enzim ¢ozeltisi
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yerine tampon c¢Ozeltisi ilave edilen reaksiyon karisimlari kullanilmistir (Tekin, 2008;

Oztiirk ve ark.,2009).

3.2.15.1.3. Proteaz enzim iinitesinin tanimi

Bir iinite (U/mL) proteaz aktivitesi, kazeinin hidrolizi sonunda, 37°C’de, pH 8, pH 9
ve pH 11°de dakikada 1pg tirozin olusturan enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Enzim
aktivitesi standart tirozin grafigi (Ek 30) olusturularak asagida verilen formiil ile

hesaplanmugtir (Tekin, 2008; Oztiirk ve ark., 2009).

(ODe¢go/€g1Myirozin) X Toplam hacim(mL)
Enzim Aktivitesi(U/mL/dk) = X Seyreltme Faktori
Enzim hacmi(mL) X Inkiibasyon siiresi (dk)

3.2.15.1.4. Tirozin standart grafiginin hazirlanmasi

Proteaz enzim aktivitesinin hesaplamasinda kullanilacak olan tirozin standart
grafiginin olusturulmasi icin her bir pH derecesine uygun (pH 8’lik Potasyum-Fosfat; pH
9’luk ve pH 11’lik 50 mM Glisin-NaOH ) tampon ¢ozeltisi ile 1 pg/mL tirozin ¢ozeltisi
hazirlanmistir. 0-50 pl hacimlerde 1 pg /mL tirozin ¢ozeltisi alinarak her bir pH derecesi
icin ayr1 ayr1 hazirlanan alt1 tiipe konmustur. Daha sonra her bir tiip pH derecesine uygun
tampon ¢ozeltisi ile | mL’ye tamamlanmistir. Farkli konsantrasyonlarda tirozin igeren her
bir ¢ozeltiden 0,5 mL temiz tliplere aktarilarak iizerine 2.5 mL 0.5 M sodyum karbonat
cozeltisi ile 0.5mL folin ¢ozeltisi ilave edilmistir. Karisimlar, oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmis ve bu siirenin sonunda spektrofotometrede 660 nm’de absorbans degerleri
okunmustur. Kor olarak Opg/mL tirozin igeren yine her bir pH derecesine uygun tampon
cozeltileri kullanilmistir. Tirozin miktarmma bagl olarak 660 nm’deki absorbans degerinde
meydana gelen degisimi gosteren tirozin standart grafikleri ¢izilmistir. Cizilen grafiklerin
egiminden yararlanilarak enzim orneklerinin proteaz aktivitesi hesaplanmistir (Takami ve

ark., 1989; Kerimak Oner, 2008). Tirozin standart grafikleri Ek 30°da verilmistir.

3.2.15.2. o-Amilaz aktivitesinin belirlenmesi
Nicel a-amilaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde yliksek nitel enzim aktivitesine

sahip amilolitik 10 farkli izolat se¢ilmistir.
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3.2.15.2.1. a-Amilaz enzim turetimi

Calismada kullanilacak hiicre dis1 a-amilaz enzim {iretimi; Horikoshi-II broth
besiyerinde gerceklestirilmistir. Besiyeri pH’lar1 her bir izolatmn; izole edildigi islem
basamagi ve besiyeri pH’ma gore pH 8, pH 9 ve pH 11°e ayarlanmistir. a-Amilaz enzim
iiretimi izolatlarm 50 mL besiyeri ortami iceren 250 mL’lik erlenmayerlere inokiile
edilmesi ve 37°C’de, 180 rpm c¢alkalama hizinda 48 saat biiyiitiilmesi ile
gerceklestirilmistir (Oztiirk ve ark., 2009). Gelistirilen bakteri siispansiyonundan belirli
araliklarla alinan 1.5 mL’lik 6rneklerin 10.000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiijlenmesi ile
elde edilen siipernatant hiicre dis1 enzim aktivitesi tayininde kullanilmistir (Gheorghiu

Alpan, 2008).

3.2.15.2.2. o-Amilaz aktivitesinin ol¢iimii

a-Amilaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde DNS yontemi kullanilmastir.
Calismada substrat olarak icerisinde % 1 oraninda nisasta bulunan pH 8’lik Potasyum-
Fosfat Tamponu; pH 9’luk ve pH 11’luk 50 mM Glisin-NaOH ¢oézeltileri kullanilmistir.
Aktivite tayini i¢in 0,5 mL enzim ve 0,5 mL substrat tiipte karistirilarak 37 °C’ de 30 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda enzim substrat karisimina toplam hacim kadar DNS
¢ozeltisi eklenerek 5 dk kaynar suda bekletilmistir. Ornekler sogutma isleminden sonra 540
nm dalga boyunda Olglilmiistiir. Kor olarak esit hacimde substrat ve DNS karigimi
kullanilmustir. Ornekler 3 paralel tiipde hazirlanmis ve dlgiimler her pH degeri i¢in ii¢ kez

tekrarlanmistir (Tatar, 2007; Aygan, 2008).

3.2.15.2.3. o-Amilaz enzim iinitesinin tanim

Bir tinite (U/mL) a-amilaz aktivitesi, nisastanin hidrolizi sonunda, 37°C’de, pH 8,
pH 9 ve pH 11°de dakikada 1pg maltoz olusturan enzim miktar1 olarak tanimlanmastir.
Enzim aktivitesi standart maltoz grafigi olusturularak (Ek 31) asagida verilen formiil ile

hesaplanmistir (Ugar, 2011).

(ODs4p/€gimpairoz) X Toplam hacim(mL)
Enzim Aktivitesi(U/mL/dk) = X Seyreltme Faktori
Enzim hacmi(mL) X Inkiibasyon siiresi (dk)

3.2.15.2.4. Maltoz standart grafiginin hazirlanmasi

a-Amilaz aktivitesinin hesaplamasida kullanilacak olan maltoz standart grafiginin

hazirlanmasida DNS ydntemi kullanilmustir. Olgiimler i¢in her bir pH derecesine uygun
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(pH 8’lik Potasyum-Fosfat; pH 9’luk ve pH 11’lik 50 mM Glisin-NaOH) tampon ¢6zeltisi
ile hazirlanan maltozun farkli konsantrasyonlardaki (250, 500, 1000, 1500, 2000, 2500,
3000, 4000 ve 5000 uM) cozeltiler hazilanmistir. Cozeltilerdeki seker miktart DNS metodu
ile 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiis; daha sonra konsantrasyona

kars1 absorbans grafigi ¢izilmistir (Ugar, 2011) .

3.2.15.3. Biiyiime egrisinin belirlenmesi

Enzim aktiviteleri dl¢iilen izolatlarin gelisimi 600 nm dalga boyu 1sikta absorbans
(0.D) 6l¢iimii ile izlenmistir. Ornekler 50 mL besiyeri igeren 250 mL’lik erlenlere % 10
oraninda inokiile edilmis ve 37 °C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
srrasinda belirli araliklarla alman Srnekler +4 °C’de 10.000 xg’de 10 dk santrifiij edilmis ve
siipernatanlar uzaklastirilmistir. Optik yogunluklari spektrofotometrede 600 nm’de ve tanik
olarak fizyolojik suya karsi Olclilmiistiir. Her bir izolat i¢in zamana karsi absorbans
degerleri kullanilarak biiyiime egrileri ¢izilmistir. Optik yogunluk degerleri zamana karsi
grafiklenerek gelisme egrileri olusturulmustur. Elde edilen veriler enzim aktivitelerinin

karsilagtirilmasinda kullanilmistir (Gao ve ark., 2008; Bilgi, 2012).

3.2.15.4. Istatistiksel analizler

Calismada proteolitik ve amilolitik 6zellikteki izolatlarin, nicel enzim aktivite
bulgular1 istatistiksel analizleri Minitab 160 programinda Display Descripti ve Statictisc

metodu ile yapilmistir. Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

3.2.16. Molekiiler tanimlama

Calismada molekiiler tanimlama icin fenotipik ozellikleri belirlenmis izolatlardan
birbirinden farkli 29 izolat se¢ilmis ve 16S rRNA dizi analizi yontemi kullanilarak
filogenetik tanimlamalar1 yapilmistir. Calismada kullanilan yontem asagida bir sira halinde

verilmistir.

3.2.16.1. DNA izolasyonu

Izolatlarin genomik DNA izolasyonu icin ticari GeneOn marka Bakteriyal DNA
izolasyon kiti kullanilmistir. Orneklerin genomik DNA’lar1 Horikoshi I besiyerinde
gelistirilen 18 saatlik kiiltlirlerden izole edilmis ve DNA izolasyon ticari kiti talimatlar1
dogrultusunda genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir (Yavuztiirk, 2005). Elde
edilen genomik DNA’lar % 0,8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir (Yasa ve
ark, 2008). Kontrol sonrasi kisa siireli kullanimlar i¢in +4 °C’ de, uzun siireli kullanimlar

icin -20 °C’de saklanmustir.
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3.2.16.2. Primerlerin saptanmasi

Yapilan literatiir taramas1 sonucu ¢alismada, universal bakteriyal ileri primeri 27 F
(5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) ve bakteriyal geri primeri 1492 R (5’-GGT
TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) kullanilmistir (Brandl ve ark., 2001; Deng ve ark., 2010).

3.2.16.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Calismada izolatlarin PZR i¢in Geneon marka Maximo Taq DNA Polymerase PCR
kiti kullanilmistir ve PZR protokolii ¢izelge 18°de verilmistir.

Cizelge 18. Polimeraz zincir reaksiyonu protokolii

Stok Cozelti
ddH,O 19,8 ul
Taq Bufter (10 X) 2,5l
dNTP 0,5 ul
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
Taq DNA Polimeraz (10U/ul) 0,2 ul

Kalip DNA 1 ul

DNAz ve RNAz icermeyen steril 0.2 ml PZR tiiplerinde hazirlanan reaksiyonun son
hacmi 25 pl olacak sekilde ayarlanmistir. Ardindan kisa siireli santrifiij edilen tiipler
thermalcycler’a yerlestirilmistir. Reaksiyon 1 dongii 94 °C’de 5 dk, 30 dongii 94 °C’de 1
dk denatiirasyon, 30 dongii 54 °C’de 1 dk primer baglanmasi, 30 dongii 72 °C’de 1,5 dk
polimerizasyon, 1 dongii 72 °C’de 5 dk son uzama (Cizelge 19) olacak sekilde
gerceklestirilmistir (Brandl ve ark., 2001; Deng ve ark., 2010). Se¢ilen izolatlarm U 27 F-
U 1492 R primer ¢ifti kullanilarak elde edilen PZR iirtinleri PZR Clean-up (GeneOn) kiti
kullanilarak saflagtirilmistir (Yavuztiirk, 2005; Bilgi, 2012).

Cizelge 19. Thermalcycler protokolii

Sicaklik 94 °C 94 °C 54 °C 72 °C 72 °C 4°C
Siire 5dk 1dk 1dk 1,5dk 5 dk 'S
Dongii Sayisi 1 30 30 30 1

51




BOLUM 3 - MATERYAL VE YONTEM Derva DOGANAY

3.2.16.4. PZR iiriinlerinin agaroz jelde kontrolii ve dizi analizi

Saflastirilan PZR {iriinleri kontrol amagh % 1,5’luk agaroz jele 2.5 ul DNA 6rnegi,
0.5 ul Syber green I ve 0.5 ul 6x jel yiikleme boyasi olacak sekilde yiiklenmistir. Ornekler
ile karsilastirmak i¢in ilk kuyucuga 5 pl Geneon marka 100 bp plus blue DNA ladder ve 1
ul Syber green I yiiklenmis ve 6rnekler elektroforezde 80 V, 100 mA elektrik akiminda 1
saat yiriitiilmiistiir. Elektroforez sonunda yiiriitiilen jel, goriintiilleme cihazi ile incelenmis
ve PZR iiriinleri dizi analizine géndermek i¢in -20 °C’de saklanmustir (Yasa ve ark., 2008;
Bilgi, 2012). Saflastirilmis PZR iirlinlerinin dizi analizi Bioeksen firmasindan hizmet alimi

yapilarak gerceklestirilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan

Calismada tabaklama Oncesi islem basamaklarindan (islatma-yumusatma, kireclik,
kire¢ giderme-sama) 50 adet proteolitik, 52 adet amilolitik ve 15 adet lipolitik 6zellikte
toplam 117 adet izolat elde edilirken, lipolitik 6zellikteki izolatlarin lipaz aktivitesi yerine
esteraz aktivitesi gosterdikleri tespit edilmistir. Oncelikle elde edilen proteolitik ve
amilolitik izolatlarmn fenotipik Ozellikleri belirlenmistir. Fenotipik 6zellikleri belirlenen
izolatlardan molekiiler tanilama i¢in birbirinden farkli 29 izolat se¢ilmis ve bu izolatlardan
en 1yi nitel enzim aktivitesine sahip 12 adet proteolitik, 10 adet amilolitik toplam 22 adet
izolat segilerek nicel enzim aktiviteleri belirlenmistir. Son olarak molekiiler tanilama i¢in
secilen 29 izolatm filogenetik tanimlamalar1 yapilmistir. Calisma bulgular1t bir sira

dahilinde asagida verilmistir.

4.1.1. Proteaz enzim aktivitesine sahip bakteri sonuclar

4.1.1.1.  lzolatlarin elde edilmesi

Calismada s6z konusu islem basamaklarindan izole edilen proteolitik izolatlar ekim
yapilan Horikoshi I besiyerlerinde olusturduklar1 zon varliklarina gore secilmistir. Proteaz
enzim aktivitesine sahip bazi bakteri izolatlarmin besiyerinde olusturduklar1 proteolitik

zonlar sekil 2°de verilmistir.

Sekil 2. Proteaz enzim aktivitesine sahip bazi izolatlar.
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Calismada 1slatma yumusatma prosesinden (pH 8) 13 adet, kireclik prosesinden (pH
11) 16 adet, kire¢ giderme-sama prosesinden (pH 9) 21 adet olmak {izere toplamda 50 adet
proteaz enzim aktivitesine sahip bakteri izole edilmistir. Elde edilen izolatlara izole
edildikleri islem basamagina gore kod numarasi verilmistir.

Buna gore kodlarda yer alan S harfi 1slatma-yumusatma, L harfi kire¢lik ve D harfi
kire¢ giderme-sama basamagini temsil ederken; P harfi bakterinin sahip oldugu proteaz

enzim aktivitesini temsil etmektedir.

4.1.1.2. izolatlarim mikroskobik 6zellikleri

Arastirmada elde edilen proteolitik bakterilere oncelikle Gram boyama yapilarak
bakterilerin morfolojik 6zellikleri ve endospor olusturma yetenekleri belirlenmis; ayrica
saflik kontrolleri de yapilmistir. Buna gore elde edilen proteolitik izolatlarin tamaminin saf
endospor olusturma yetenegine sahip Gram pozitif basil olduklar1 belirlenmistir. Gram

boyama sonucu PS4 izolatinin mikroskobik goriintiisii sekil 3” de verilmistir.

Sekil 3. PS4 izolatinin 151k mikroskobu goriintiisii (10X100).
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Proteolitik izolatlara ait Gram boyama sonugclar1 ¢izelge 20, ¢izelge 21, cizelge 22 de

verilmistir.

Cizelge 20. Islatma yumusatma islem basamagindan elde edilen izolatlar

Izolatlar Gram Boyama Hiicre sekli Spor varligi
PS1 + Basil +
PS2 + Basil +
PS3 + Basil +
PS4 + Basil +
PS5 + Basil +
PS6 + Basil +
PS7 + Basil +
PS8 + Basil +
PS9 + Basil +

PS10 + Basil +
PS11 + Basil +
PS12 + Basil +
PS13 + Basil +

Cizelge 21. Kireglik islem basamagindan elde edilen izolatlar

Izolatlar Gram Boyama Hiicre sekli Spor varligi
PL1 + Basil +
PL2 + Basil +
PL3 + Basil +
PL4 + Basil +
PL5 + Basil +
PL6 + Basil +
PL7 + Basil +
PLS + Basil +
PL9 + Basil +

PL10 + Basil +
PL11 + Basil +
PL12 + Basil +
PL13 + Basil +
PL14 + Basil +
PL15 + Basil +
PL16 + Basil +
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Cizelge 22. Kireg giderme-sama islem basamagindan elde edilen izolatlar

Izolatlar Gram Boyama Hiicre sekli Spor varligi
PD1 + Basil +
PD2 + Basil +
PD3 + Basil +
PD4 + Basil +
PD5 + Basil +
PD6 + Basil +
PD7 + Basil +
PD8 + Basil +
PD9 + Basil +

PD10 + Basil +
PD11 + Basil +
PD12 + Basil +
PD13 + Basil +
PD14 + Basil +
PD15 + Basil +
PD16 + Basil +
PD17 + Basil +
PD18 + Basil +
PD19 + Basil +
PD20 + Basil +
PD21 + Basil +
4.1.1.3. izolatlarin biyokimyasal dzellikleri

Morfolojileri belirlenen izolatlara sirasiyla oksidaz, katalaz, hareket, indol olusumu,

H,S tiretimi ve son olarak karbonhidrat kullanim testleri yapilmastir.

Bazi izolatlara ait, indol ve hareket sonuclar1 sekil 4’de ve sekil 5’da, karbon

kaynaklarindan asit ve gaz olusum sonugclar ise sekil 7 ‘de verilmistir.

Calismada elde edilen proteolitik izolatlarin biyokimyasal test sonuglari cizelge

23’de; karbon kaynaklarindan asit gaz olusum test sonuglar1 ¢izelge 24°de verilmistir.

Buna gore ¢alismamizda elde edilen proteaz aktivitesine sahip 50 izolatin % 44’{iniin

oksidaz pozitif, tamamiin katalaz pozitif, % 38’inin indol pozitif , % 14’iiniin H,S pozitif

ve % 54’iiniin hareketli bakteri oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. Bazi izolatlara ait indol pozitif ve negatif sonuglari.

Sekil 5. Bazi izolatlara ait SIM besiyerindeki hareketlilik testleri.
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Cizelge 23. Proteolitik 6zellikteki izolatlarin biyokimyasal test sonuglari

Testler

izolatlar

Oksidaz

Katalaz

Hareket

Indol

PS1

+

+

PS2

+

PS3

+

PS4

PS5

PS6

PS7

PS8

PS9

PS10

PS11

PS12

PS13

PL1

+ |

PL2

PL3

PL4

] ] ]

PL5

PL6

PL7

+| 4+

PL8

PL9

PL10

+| 4+

PL11

PL12

+ |

PL13

PL14

+

PL15

PL16

e e e e e e e S S S S A

PDI

+| 4+

PD2

PD3

PD4

PD5

PD6

+

PD7

PDS

PD9

PDI0

+| 4+

PDI1

PDI2

PDI13

PDI14

PDI5

PDI16

+ 4|+ +]

PD17

PDI8

+ |

PDI19

PD20

+

PD21

e e e e I I I IR I I I I I I I I I I I B I B B B B I e o e e e R e e e I I It It I e B e e e R
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Calismada proteolitik izolatlarin karbonhidrat kullanim testleri %1 oraninda glukoz,
D-mannitol, fruktoz ve maltoz sekeri iceren NB besiyerlerinde tespit edilmistir.
Karbonhidratlarin pargalanmasi sonucunda asit olusumunun tespiti i¢in besiyerlerine pH
indikatorii olarak brom timol mavisi eklenmistir. Gaz olusumunun belirlenmesi iginse
durham tiipii ilave edilmistir. Besiyerlerine eklenen indikator nedeniyle besiyerleri alkali
pH’larda mavi renk almistir. inkiibasyon sonunda besiyerlerinde olusan sar1 ve yesil renk
asit olusumu pozitif, durham tiipii i¢erisindeki gaz birikimi ise gaz olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir (Sekil 6).

Sekil 6. Bazi proteolitik izolatlara ait karbonhidrat kullanim test sonuglari.

Calisma sonucunda 37 izolatin glikozdan, 13 izolatin mannitolden, 19 izolatin
fruktozdan ve 17 izolatin ise maltozdan asit tirettikleri belirlenmistir. Diger yandan 5
izolatin glikozdan, 5 izolatin mannitolden, 4 izolatin fruktozdan, 6 izolatin maltozdan hem

asit hemde gaz olusturdugu tespit edilmistir ( Cizelge 24).
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Cizelge 24. Proteolitik 6zellikteki izolatlarin karbonhidrat kullanim test sonuglari

Karbon Kaynaklar

Glikoz

Mannitol

Fruktoz

Maltoz

izolatlar

Asit

Gaz

Asit

Gaz

Asit

Gaz

Asit

Gaz

PS1

+

+

PS2

PS3

PS4

PS5

++|

PS6

++|+]+]

PS7

PS8

PS9

PS10

PS11

PS12

PS13

++ |+ [+ +]+]

++ |+ [+ +]+]

PL1

PL2

PL3

++|

PL4

PL5

PL6

+ |1

PL7

PL8

PL9

++|

PL10

PL11

PL12

PL13

PL14

+ |1

+ |1

PL15

PL16

+ |1

+

PDI

PD2

PD3

PD4

++]+]

PD5

PD6

PD7

PDS

PD9

PDI0

PDI1

PDI2

PDI13

+ |1

PDI14

PDI5

PDI16

PD17

++]+]

PDI8

PDI19

PD20

PD21

R N S e N e e R e R S R S

+|+

60



BOLUM 4 - ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Derya DOGANAY

4.1.14. izolatlarin fizyolojik biiyiime gereksinimi

Calismada proteolitik 6zellikteki izolatlarin fizyolojik biiyiime gereksinimlerinin
belirlenmesinde; izolatlarm tuz, pH ve sicaklik toleranslar1 incelenmistir. Calismada
izolatlara ait tuz tolerans sonuglar1 ¢izelge 25°de; pH tolerans sonuglar1 ¢izelge 26’da ve

sicaklik tolerans sonuglar1 ise ¢izelge 27’°de verilmistir.

4.1.1.4.1. izolatlarin tuz toleranslar

Proteolitik 6zellikteki izolatlarin tuz toleranslariin belirlenmesinde NaCl icermeyen
ortamlardan izole edilen 50 izolatdan, 28’sinin % 5 NaCl konsantrasyonunda, 9’unun % 5
ve % 10 NaCl konsantrasyolarinda ve 13’iiniin ise ¢alismada kullanilan tiim NaCl
konsantrasyonlarinda gelisim gosterebildikleri ve sahip olduklar1 nitel enzim aktivite

bulgularinin pozitif oldugu belirlenmistir (Cizelge 25).

4.1.1.4.2. lzolatlarin pH toleranslar

pH toleranslarmin incelenmesinde proteolitik 6zellikteki 50 adet izolatdan, 13’iiniin
pH 7-9 araliginda, 18’inin pH 7-10 araliginda, 15’inin pH 9-12 araliginda, 1’inin pH 10-12
araliginda, 3’liniin ise pH 8-11 araliginda gelisim gosterebildikleri ve sahip olduklar1 nitel

enzim aktivite bulgularmin pozitif oldugu tespit edilmistir (Cizelge 26).

4.1.1.4.3. lizolatlarin sicaklik toleranslari

Proteolitik 6zellikteki izolatlarm sicaklik toleranslarinin incelenmesinde elde edilen
50 adet izolatdan, 27’sinin 27-55 C; 21’inin 27-50C araliginda gelisim gosterebildikleri ve
sahip olduklar1 nitel enzim aktivite bulgularinin pozitif oldugu tespit edilmistir. Ayrica
PS13 ve PD 20 izolatlarinin s6z konusu sicakliklarda gelisim gosteremedikleri belirlenirken;

izolatlari tamaminin optimum gelisim sicakliklar1 37 C olarak belirlenmistir (Cizelge 27).
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Cizelge 25. Proteolitik 6zellikteki izolatlarin tuz toleranslari

Tuz Konsantrasyonu (%)

5%

10 %

15 %

20 %

izolatlar

Ureme

Zon Varligi
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Cizelge 26. Proteolitik 6zellikteki izolatlarn pH toleranslari

Zon
Varlig

pHI2

Ureme

Zon
Varlig

pH11

Ureme

Zon
Varlig

pHI10

Ureme

pH Degerleri

pH9

Zon
Varlig

Ureme

Zon
Varlig

pHS

Ureme

pH7

Zon
Varlig

Ureme

+
n
n
+

+

n
+
n
n
+
n

+
+

izolatlar

PS1
PS2
PS3
PS4
PS5
PS6
PS7
PS8
PS9
PS10

PS11

PS12

PS13

PL1
PL2
PL3
PL4
PL5
PL6
PL7
PL8
PL9
PL10

PL11

PL12

PL13

PL14

PL15

PL16

PD1
PD2
PD3
PD4
PD5
PD6
PD7
PD8
PD9
PDI10

PDI11

PDI12

PD13

PD14

PD15

PDI16

PD17

PDI18

PDI19

PD20

PD21
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Cizelge 27. Proteolitik 6zellikteki izolatlarm sicaklik toleranslar

Sicaklik Degerleri

27°C

45°C

50 °C

55°C

izolatlar

Ureme

Zon Varlig1

Ureme

Zon Varlig1

Ureme

Zon Varligt

Ureme

Zon Varlig1

PS1

+

+

+

+

+

+

+

+

PS2

PS3

+|+

+|+

PS4

PS5

PS6

PS7

PS8

PS9

|+ ]+ +]

|+ ]+ +]

PS10

PS11

PS12

|||+

|||+

|||+

|||+

|||+

|||+

++|

++|

PS13

PL1

PL2

PL3

PL4

PL5

PL6

PL7

PL8

PL9

PL10

PL11

PL12

PL13

PL14

PL15

PL16

PDI

PD2

PD3

PD4

PD5

++]+]

++]+]

PD6

PD7

PDS

PD9

PDI0

PDI1

PDI2

PDI13

PDI14

PDI5

PDI16

|||+

|||+

PD17

PDI8

PDI19

R R A R e e A e R R e e N A S S e R e P N P R E R Ea

R R A R e e A e R R e e N A S S e R e P N P R E R Ea

R R A R e e A e R R e e N A S S e R e P N P R E R Ea

R R A R e e A e R R e e N A S S e R e P N P R E R Ea

R R A R e e A e R R e e N A S S e R e P N P R E R Ea

R R A R e e A e R R e e N A S S e R e P N P R E R Ea

++|

++|

PD20

PD21

+

+
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+

+

+

+

+
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4.1.1.5. Nicel proteaz enzim aktivitesi sonuclar:

Calismada fenotipik 6zellikleri belirlenen, proteolitik 6zellikteki 50 izolatdan en 1yi1
nitel proteaz aktivitesine sahip birbirinden farkli 12 izolat secilmistir. Secilen bu izolatlarin
nicel proteaz enzim aktiviteleri 6l¢tilmiistiir.

Nicel proteaz enzim aktivitesi Ol¢limiinde substrat olarak kazein kullanilmistir.
Aktivite Olctimleri izolat gelisiminin 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 ve 30. saatlerinde
gerceklestirilmistir. Olciim yapilan her izolat igin biiyiime egrileri c¢ikartilmis ve elde
edilen aktivite bulgulariyla karsilastirilmistir. izolatlarin  ¢ogunlugu gelisimlerinin
logaritmik fazini1 karsilayan saatlerde enzim aktivitesi gostermislerdir. Proteaz enzim

aktivitesi 6l¢tim bulgulari ¢izelge 28°de verilmistir.

Cizelge 28. Proteaz aktivitesi 6l¢ctim bulgular1

Enzim Aktivitesi (U/mL) (X£Sx)
Izolat| 3. 6. 9. Saat 12. 15. 18. 21. 24. 27. 30.
no Saat | Saat ' Saat Saat Saat Saat Saat Saat Saat
PS4 0,05+ | 0,28+ | 2,39+ | 1,03+ | 0,57+ | 0,25+ | 0,11+ | 0,52+ | 0,19+ | 0,02+
0,02 | 0,02 | 0,17 | 0,05 0,09 0,10 0,10 0,04 0,04 0,01

PS6 0,18+ | 1,21+ | 1,76+ | 2,12+ | 2,19+ | 3,05+ | 4,40+ | 3,54+ | 2,67+ | 2,24+
0,05 | 0,60 | 0,05 0,05 0,20 0,15 0,10 0,27 0,06 0,13

PS11 0,03+ | 0,85+ | 0,33+ | 1,13+ | 1,66+ | 1,16+ | 0,75+ | 4,24+ | 0,80+ | 0,88+
0,03 | 0,09 | 0,20 | 0,02 0,01 0,04 0,02 0,90 0,14 0,02

PS13 0,18+t | 0,21+ | 3,74+ | 0,73+ | 1,14+ | 1,70£ | 1,60+ | 1,63+ | 0,16+ | 0,17+
0,01 | 0,08 | 0,04 | 0,01 0,01 0,82 0,11 0,10 0,02 0,01

PL7 0,01+ | 0,02+ | 0,01+ | 0,07+ | 0,07+ | 0,28+ | 0,79+ | 0,63+ | 0,34+ | 0,18+
0,01 | 0,01 | 0,01 0,01 0,01 0,01 0,90 0,03 0,03 0,01

PLS 0,01+ | 0,06+ | 0,11+ | 0,12+ | 0,15+ | 0,21+ | 0,40+ | 0,81+ | 0,70+ | 0,43+
0,01 | 0,02 | 0,01 0,01 0,01 0,01 0,05 0,01 0,02 0,01

PLY 0,01+ | 0,02+ | 0,04+ | 0,07+ | 0,12+ | 0,20+ | 0,36+ | 0,77+ | 0,69+ | 0,51+
0,01 | 0,01 | 0,01 0,01 0,01 0,01 0,06 0,07 0,01 0,01

PL11 0,01+ | 0,02+ | 0,05+ | 0,20+ | 0,35+ | 0,04+ | 0,03+ | 0,03+ | 0,03+ | 0,01+
0,01 | 0,01 | 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

PLI3 0,01+ | 0,04+ | 0,05+ | 0,05+ | 0,06+ | 0,09+ | 0,12+ | 0,96+ | 0,60+ | 0,04+
0,01 | 0,01 | 0,01 0,01 0,01 0,01 0,06 0,07 0,02 0,03

PD2 0,05+ | 0,90+ | 0,69+ | 0,38+ | 0,34+ | 0,27+ | 0,20+ | 0,56+ | 0,34+ | 0,27+
0,03 | 0,03 | 0,01 0,03 0,02 0,03 0,02 0,01 0,05 0,02

PDR 0,03+ | 0,03+ | 0,04+ | 0,05+ | 0,10+ | 0,19+ | 0,25+ | 0,14+ | 0,08+ | 0,03+
0,02 | 0,01 | 0,01 0,01 0,02 0,04 0,03 0,02 0,01 0,02

PDI1 0,06+ | 0,07+ | 0,03+ | 0,06+ | 0,12+ | 0,15+ | 0,22+ | 0,32+ | 0,18+ | 0,10+
0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,03
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Yontemde belirtilen reaksiyon kosullarinda 1slatma-yumusatma islem basamagindan
elde edilen 4 izolatdan PS6 izolatmin 4,40 + 0,10 U/mL’lik enzim aktivitesi ile diger
izolatlara gore daha yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Kireglik islem basamagindan elde edilen PL13 izolatinin 0,96 + 0,07 U/mL’lik enzim
aktivitesi ile ayni1 islem basamagindan elde edilen diger izolatlara gore daha yiiksek enzim
aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir.

Kire¢ giderme-sama islem basamagindan elde edilen 3 izolatdan PD2 izolatinin 0,90
+ 0,03 U/mL’lik enzim aktivitesi ile diger 2 izolata gore daha yiiksek enzim aktivitesine
sahip oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak calismada kullanilan 12 izolattan PS6 izolatinin 4,40 + 0,10 U/mL’lik
enzim aktivitesi ile diger izolatlardan daha yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Calismada kullanilan proteolitik 6zellikteki izolatlardan en yiiksek enzim
aktivitesine sahip PS6 izolatmin biiyliime egrisiyle birlikte proteaz aktivitesinin 3 saatlik

degisim grafigi sekil 7° de verilmistir.

/FS/6 izolat1
5,00 0,8

4,00 A\ L 06

2,00
1,00
0,00

Absorbans (600nm)

Aktivite (U\mL)

12 Xo 748 72 24 21 30

Zaman (Saat)

——Enzim aktivite}/ =& Biiyiime Egrisi

Sekil 7. PS6 izolatinin biiylime egrisi ve proteaz aktivitesinin 3’er saatlik degisimi.

Sekil 7 incelendiginde PS6 izolatinin en yiliksek enzim aktivitesine 21. saatte ulastigi
ve 24. saatten itibaren enzim aktivitesinin diismeye bagladigi tespit edilmistir. Biiylime
grafigi incelendiginde ise en yiiksek enzim aktivitesinin goriildiigii ve aktivitenin diismeye
basladig1 zamanlarm her ikisininde bakteri gelisiminin logaritmik evresinde oldugu tespit

edilmistir.
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Calismada izolatin enzim aktivitesinin logaritmik evrede diisiise ge¢mesi; izolatin
gelisimini tamamlayamadan besiyerindeki substrat1 tiiketdigini diisiindiirmiistiir. Diger
yandan hiicre artisimnin devam etmesi ise besiyeri icerigindeki yeast extractin varligina
baglanmistir. Nitekim bu sonug ile besiyeri ortamindaki substrat miktarinin arttirilmasi
gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

Sonug olarak calismada nicel enzim aktiviteleri belirlenen proteolitik 6zellikteki
izolatlarin tamaminin, ekstraseliiler proteaz enzimi irettigi belirlenmis ve izolatlarin

potansiyel enzim aktiviteleri ortaya konmustur.

4.1.2. Amilaz enzim aktivitesine sahip bakteri sonu¢larn

4.1.2.1.  lzolatlarin elde edilmesi

Calismada 1slatma-yumusatma, kireclik ve kire¢ giderme-sama proselerinden izole
edilen amilolitik izolatlar, Horikoshi II besiyerlerinde koloni etrafinda olusturduklar1 seffaf
zon varliklarina gore secilmistir.

Amilaz enzim aktivitesine sahip bazi bakteri izolatlarinin besiyerinde olusturduklar1

amilolitik zonlar sekil 8’de verilmistir.

Sekil 8. Amilaz enzim aktivitesine sahip kolonilerin petri goriintiisii.

Calismada 1slatma yumusatma prosesinden (pH 8) 16 adet, kireclik prosesinden (pH
11) 21 adet ve kire¢ giderme-sama prosesinden (pH 9) 15 adet olmak iizere toplamda 52
adet a-amilaz enzim aktivitesine sahip bakteri izole edilmistir. Elde edilen izolatlara izole

edildikleri islem basamagina gore kod numarasi verilmistir.
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Buna gore kodlarda yer alan S harfi 1slatma-yumusatma, L harfi kire¢lik ve D harfi
kire¢ giderme-sama basamagini temsil ederken; A harfi bakterinin sahip oldugu amilaz

enzim aktivitesini temsil etmektedir.

4.1.2.2. izolatlarim mikroskobik ozellikleri

Arastirmada elde edilen amilolitik 6zellikteki bakterilere 6ncelikle Gram boyama
yapilarak kiiltiirlerin safliklar1 kontrol edilmis; morfolojik o6zellikleri ve endospor
olusturma yetenekleri belirlenmistir. Buna gore elde edilen izolatlarin tamamimim saf
endospor olusturma yetenegine sahip Gram pozitif basil olduklar1 belirlenmistir. Gram

boyama sonucu AS6 izolatinin mikroskobik goriintiisii sekil 9°da verilmistir.

Sekil 9. AS6 izolatinin 151k mikroskobu goriintiisii (10X100).

Calismadan elde edilen izolatlar ve morfolojik inceleme sonuclari sirasiyla cizelge

29, cizelge 30, cizelge 31° de verilmistir.

68



BOLUM 4 - ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Derva DOGANAY

Cizelge 29. Islatma yumusatma islem basamagindan elde edilen izolatlar.

Izolatlar Gram Boyama Hiicre sekli Spor varligi
AS1 + Basil +
AS2 + Basil +
AS3 + Basil +
AS4 + Basil +
AS5S + Basil +
AS6 + Basil +
AS7 + Basil +
ASS8 + Basil +
AS9 + Basil +

AS10 + Basil +
AS11 + Basil +
AS12 + Basil +
AS13 + Basil +
AS14 + Basil +
AS15 + Basil +
AS16 + Basil +

Cizelge 30. Kireclik islem basamagindan elde edilen izolatlar.

Izolatlar Gram Boyama Hiicre sekli Spor varligi
ALl + Basil +
AL2 + Basil +
AL3 + Basil +
AL4 + Basil +
ALS + Basil +
AL6 + Basil +
AL7 + Basil +
ALS + Basil +
AL9 + Basil +

AL10 + Basil +
ALI11 + Basil +
AL12 + Basil +
AL13 + Basil +
AL14 + Basil +
AL15 + Basil +
AL16 + Basil +
AL17 + Basil +
AL18 + Basil +
AL19 + Basil +
AL20 + Basil +
AL21 + Basil +
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Cizelge 31. Kire¢ giderme ve sama islem basamagindan elde edilen izolatlar.

Izolatlar Gram Boyama Hiicre sekli Spor varligi
ADI1 + Basil +
AD2 + Basil +
AD3 + Basil +
AD4 + Basil +
AD5 + Basil +
AD6 + Basil +
AD7 + Basil +
ADS + Basil +
AD9 + Basil +

ADI10 + Basil +
ADI11 + Basil +
ADI12 + Basil +
AD13 + Basil +
AD14 + Basil +
ADI15 + Basil +

4.1.2.3. izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri

Calismada morfolojileri belirlenen amilolitik izolatlarin biyokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesinde sirasiyla oksidaz, katalaz, hareket, indol olusumu, H,S {iretimi ve
karbonhidrat kullanim testleri yapilmistir.

(Calismada elde edilen a-amilaz enzim aktivitesine sahip izolatlarin biyokimyasal test
sonuglar1 ¢izelge 32’de; karbon kaynaklarindan asit ve gaz olusum test sonuclar1 ise
cizelge 33°’de verilmistir. Ayrica bazi amilolitik 6zellikteki izolatlara ait karbon
kaynaklarindan asit ve gaz olusum sonugclar1 sekil 10°da verilmistir.

Buna gore calismamizda elde edilen amilolitik 6zellikteki 52 izolatin % 82,7 sinin
oksidaz pozitif, tamamnin katalaz pozitif, % 25’inin indol pozitif, tamamimin H,S negatif
ve % 59,6’smin hareketli bakteri oldugu belirlenmistir (Cizelge 32).

Calismada amilolitik izolatlarmm karbonhidrat kullanim testleri icin ydntemde
belirtildigi iizere besiyerlerine pH indikatorii ve gaz olusumunun belirlenmesi i¢in durham
tiipti ilave edilmistir. inkiibasyon sonunda besiyerlerinde olusan sar1 ve yesil renk asit
olusumu pozitif, durham tiipii igerisindeki gaz birikimi ise gaz olusumu pozitif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 10).

Yapilan karbonhidrat kullanim testleri sonucunda 32 izolatin glikozdan, 24 izolatin
mannitolden, 29 izolatin fruktozdan ve 27 izolatin maltozdan asit iirettikleri belirlenmistir.
Diger yandan 3 izolatin glikozdan, 1 izolatin mannitolden, 6 izolatin fruktozdan, 15

izolatin maltozdan hem asit hemde gaz olusturdugu tespit edilmis (Cizelge 33).
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Cizelge 32. Amilolitik 6zellikteki izolatlarin biyokimyasal test sonuglar1

Testler

izolatlar

Oksidaz

Katalaz

Hareket

Indol

ASI

+

+

AS2

AS3

AS4

++]+]

AS5

AS6

AS7

AS8

AS9

AS10

ASI1

++ |+ [+ +]+]

||+ |||+

ASI12

AS13

AS14

AS15

AS16

ALl

|+ ]+ +]

AL2

AL3

AL4

|+ |+ |+

ALS

++]+]

AL6

AL7

+ |1

AL

AL9

AL10

++|

ALI1l

AL12

|+ ]+ +]

AL13

AL14

++]+]

AL15

AL16

AL17

++]+]

ALI18

AL19

R N N N S A N N E S R A

AL20

AL21

++]+]

ADI1

+ |1

AD2

AD3

AD4

ADS

+ ]+ [+

AD6

AD7

ADS

AD9

ADIO

ADI1

ADI2

ADI13

ADI14

ADI5

|||+

SR Ea AR E R A A A R CA R A C EAE EAEA ER EA R R R R R R A R EA R EA EA R R R R EA E A R R R A E N EA E EA EA E A EA B A Ea
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Cizelge 33. Amilolitik 6zellikteki izolatlarin karbonhidrat kullanim test sonuglari

Karbon Kaynaklari

Glikoz

Mannitol

Fruktoz

Maltoz

izolatlar

Asit

Gaz

Asit

Gaz

Asit

Gaz

Asit

Gaz

AAl

AA2

AA3

+ ]+

AA4

+ |+

AAS

AA6

AAT

+{ [+ [+ +]

AA8

AA9

AA10

AAll

AA12

[+

]| ]

||+

AA13

AAl4

AAlS

+ |+

+ |+

AA16

||| ]

+ |+ ]+

ABlI

AB2

AB3

AB4

ABS

AB6

AB7

ABS

AB9

ABI10

ABI1

AB12

ABI13

AB14

ABIS5

AB16

AB17

ABI18

AB19

AB20

+ |1

AB21

ACl

+ |1

+ |1

+ |+

AC2

AC3

AC4

ACS

AC6

+ [+ [+

+ |1

AC7

AC8

+ [+ [+]|+]

AC9

ACI10

ACl11

ACI2

|+ [+ [+

ACI13

ACl4

ACIS

I R C A A A e R R E A A R R

|+ [+

[+ |||+

]+

72



BOLUM 4 - ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Derya DOGANAY

Sekil 10. Baz1 amilolitik izolatlara ait karbonhidrat kullanim test

sonuglari.

4.1.2.4. izolatlarin fizyolojik biiyiime gereksinimi
Calismada amilolitik 6zellikteki izolatlarin fizyolojik biiylime gereksinimlerinin

belirlenmesinde; izolatlarm tuz, pH ve sicaklik toleranslari incelenmistir. Calismada
izolatlara ait tuz tolerans sonuglar1 ¢izelge 34’de; pH tolerans sonuglar1 ¢izelge 35’de ve

sicaklik tolerans sonuglar1 ise ¢izelge 36’da verilmistir.

4.1.2.4.1. izolatlarin tuz toleranslar

Calismada NaCl igermeyen ortamlardan izole edilen 52 izolatdan, 29’unun % 5 NaCl
konsantrasyonunda, 2’inin % 5 ve % 10 NaCl konsantrasyolarinda ve 2’sinin % 5,% 10, %
15 ve % 20 NaCl konsantrasyonlarinda gelisim gosterebildikleri ve sahip olduklar1 nitel

enzim aktivite bulgularmin pozitif oldugu belirlenmistir (Cizelge 34).

4.1.2.4.2. 1lzolatlarin pH toleranslar
Calismada amilolitik 6zellikteki 52 izolatdan, 21°inin pH 7-10 araliginda, 6’sinimn pH

7-9 araliginda, 4’liniin pH 7-11 araliginda, 5’inin pH 10-11 araliginda, 10’unun pH 9-12
araliginda, 6’sinin pH 10-12 araliginda gelisim gosterebildikleri ve sahip olduklar1 nitel

enzim aktivite bulgularmin pozitif oldugu belirlenmistir (Cizelge 35).

4.1.2.4.3. lizolatlarin sicaklik toleranslari

Buna gore amilolitik 6zellikteki izolatlarin 15°inin 27°C’de, 6’sinin 27-45C araliginda
ve 31’inin 27-55° C arahiginda gelisim gosterebildikleri ve sahip olduklar1 nitel enzim
aktivite bulgularmin pozitif oldugu tespit edilmistir. Tiim izolatlarin optimum gelisim

sicakligi ise 37 T olarak tespit edilmistir (Cizelge 36).
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Cizelge 34. Amilolitik 6zellikteki izolatlarin tuz toleranslari

Tuz Konsantrasyonu (%)

5%

10 %

15 %

20 %

izolatlar

Ureme

Zon Varligi

Ureme

Zon Varligi

Zon Varligi

Zon Varligi

AS1

+

+

+

AS2

+

AS3

AS4

ASS

+

AS6

AS7

AS8

AS9

AS10

AS11

AS12

AS13

AS14

AS15

AS16

+ |+ |+

ALl

AL2

AL3

AL4

ALS

AL6

AR A A A A A A A E R A B

+ [+ |+ [+

AL7

AL8

AL9

AL10

ALll

AL12

+ [+ |+ [+ [+

+ [+ |+ [+ [+

ALI13

AL14

+

+

ALI1S5

AL16

AL17

AL18

AL19

AL20

AL2]

ADI1

+ [+ |+ [+ ]+ ]|+ |+

AD2

AD3

+

AD4

ADS

AD6

AD7

AD8

AD9

AD10

ADI11

ADI12

ADI3

AD14

ADIS

R A A R A A A A R A A A A EA R A A R A A R N E A R A E A R A C A R R C A R A C A R A A R A R A A E R A R B

R A A R A A A A R A A A A EA R A A R A A R N E A R A E A R A C A R R C A R A C A R A A R A R A A E R A R B
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Cizelge 35. Amilolitik 6zellikteki izolatlarm pH toleranslar1

Zon
Varlig

pHI2

Ureme

Zon
Varlig

pH11

Ureme

Zon
Varlig

pHI10

Ureme

pH Degerleri

pH9

Zon
Varlig

Ureme

Zon
Varlig

pHS

Ureme

Zon
Varlig

pH7

Ureme

n
n
+
n
n
+
n

+
n
n
n
n
+

izolatlar

AS1
AS2
AS3
AS4
ASS
AS6
AS7
AS8
AS9
AS10

AS11

AS12

AS13

AS14

AS15

AS16

ALl
AL2
AL3
AL4
ALS
AL6
AL7
AL8
AL9
AL10

ALll
AL12

ALI13
AL14
ALI1S5
AL16
AL17

AL18
AL19

AL20
AL2]

ADI1
AD2
AD3
AD4
ADS
AD6
AD7
AD8
AD9
AD10

ADI11

ADI12

ADI3

AD14

ADIS
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Cizelge 36 . Amilolitik 6zellikteki izolatlarin sicaklik toleranslari

Sicaklik Degerleri

27°C

45 °C
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4.1.2.5. Nicel amilaz enzim aktivitesi sonuclari

Arastirmamizda nitel a-amilaz enzim aktivitesi belirlenen 52 izolatdan, en iyi nitel
enzim aktivitesine sahip birbirinden farkli 10 adet izolat se¢ilmistir. Secilen bu izolatlarin
nicel a-amilaz enzim aktiviteleri 6l¢tilmiistiir.

Izolatlarm nicel enzim aktivitelerinin belirlenmesinde substrat olarak nisasta
kullanilmistir. Aktivite Olgtimleri izolat gelisiminin 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 ve 30.
saatlerinde gergeklestirilmistir. Olgiim yapilan her izolat igin biiyiime egrileri ¢ikartilmis
ve elde edilen aktivite bulgulariyla karsilastirilmstir. izolatlarin ¢ogunlugu gelisimlerinin
logaritmik fazini karsilayan saatlerde enzim aktivitesi gostermislerdir. a-Amilaz enzim

aktivitesi 6l¢tim bulgulari ¢izelge 37°de verilmistir.

Cizelge 37. a-Amilaz aktivitesi 6l¢iim bulgular

Enzim Aktivitesi (U/mL) (X+Sx)

Izolat 3. 6. 9. Saat 12. 15. 18. 21. 24. 27. 30.
no Saat Saat ’ Saat Saat Saat Saat Saat Saat Saat

0,28+ | 0,47+ | 0,53+ | 0,69+ | 0,60+ | 0,45+ | 0,45+ | 0,35+ | 020+ | 0,16+
AS3 | 0,01 0,01 0,01 0,02 | 0,04 | 0,02 | 0,02 | 0,03 | 0,01 | 0,06

0,36+ | 0,41+ | 0,56+ | 0,72+ | 0,76+ | 0,56+ | 0,53+ | 0,52+ | 0,45+ | 0,35+
AS6 | 0,01 0,01 0,04 | 0,04 | 0,01 | 0,04 | 0,01 | 0,00 | 0,01 | 0,01

0,52+ | 0,55+ | 0,55+ | 0,70+ | 0,73+ | 0,64+ | 0,60+ | 0,57+ | 0,49+ | 0,42+
AS7 | 0,06 0,01 0,05 | 0,01 | 0,01 | 0,02 | 0,02 | 0,10 | 0,03 | 0,03

0,39+ | 0,45+ | 0,50+ | 0,57+ | 0,61+ | 0,62+ | 0,52+ | 0,49+ | 0,44+ | 0,33+
AL3 | 0,06 0,01 0,02 | 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,03 | 0,06 | 0,04 | 0,01

0,03+ | 0,06+ | 0,07+ | 0,08+ | 0,09+ | 0,10+ | 0,20+ | 0,10+ | 0,10+ | 0,09+
ALI2| 0,01 0,01 0,01 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01

0,24+ | 0,32+ | 0,33+ | 0,31+ | 0,23+ | 0,29+ | 0,25+ | 0,27+ | 0,29+ | 0,27+
AL17| 0,04 0,03 0,05 | 0,04 | 0,01 | 0,02 | 0,02 | 0,01 | 0,01 | 0,01

0,06+ | 0,12+ | 0,10+ | 0,17+ | 0,18+ | 0,13+ | 0,10+ | 0,09+ | 0,08+ | 0,08+
AL18| 0,03 0,07 0,01 0,01 | 0,03 | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01

0.14= | 0,22+ | 0,28+ | 0,29+ | 0,32+ | 0,28+ | 0,27+ | 0.23% | 0.14% | 0,11+
AD3 | 0,03 | 0,01 | 0,07 | 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,03 | 0,01 | 0,03 | 0,01

0,15+ | 0,20+ | 0,28+ | 0,33+ [0,37+ | 0,28+ | 0,26+ | 0,23+ | 0,22+ | 0,21+
AD8 | 0,03 0,03 0,08 | 0,00 10,01 0,03 | 0,06 | 0,02 | 0,02 | 0,08

0,17+ | 0,18+ | 0,24+ | 0,28+ | 0,30+ | 0,29+ | 0,28+ | 0,25+ | 0,21+ | 0,17+
ADI11| 0,03 0,04 0,06 | 0,05 | 0,01 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,08 | 0,15

Islatma-yumusatma islem basamagindan elde edilen 3 izolatdan AS6 izolatmin 0,76
+ 0,01 U/mL’lik enzim aktivitesi ile diger izolatlara gore daha yiliksek enzim aktivitesine

sahip oldugu belirlenmistir.
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Kireglik islem basamagindan elde edilen AL3 izolatinin 0,62 + 0,02 U/mL’lik enzim
aktivitesi ile ayni1 islem basamagindan elde edilen diger izolatlara gore daha yiliksek enzim
aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir.

Kire¢ giderme-sama islem basamagindan elde edilen 3 izolatdan ADS izolatinin
0,37 £ 0,01 U/mL’lik enzim aktivitesi ile diger 2 izolata gore daha yiiksek enzim
aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak yontemde belirtilen reaksiyon kosullarinda c¢alismada kullanilan 10
izolattan, AS6 izolatinin gelisiminin 15. saatin de ulastig1 0,76 = 0,01 U/mL’lik enzim
aktivitesi ile en yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Calismada kullanilan amilolitik 6zellikteki izolatlardan en yiiksek enzim aktivitesine
sahip AS6 izolatinin biiylime egrisiyle birlikte a-amilaz enzim aktivitesinin 3 saatlik

degisim grafigi sekil 11° de verilmistir.

///S6 izolat1
0,80 1

AN

0,60 |

=}

AN

S
1

0,20 M d
0’00 T T T T T T T T 0
0 /% Y v // /% 71 A

Zaman (saat)

Aktivite (U\mL)

=
(@)
Absorbans (600nm)

=#=Enzim aktivitesi =®=Biiyiime Egrisi

Sekil 11.AS6 izolatinin biiyiime egrisi ve a-amilaz enzim aktivitesinin 3’er saatlik
degisimi.

Sekil 13 incelendiginde AS6 izolatin en yiiksek enzim aktivitesine 15. saatte ulastigi
ve daha sonra enzim aktivitesinin diismeye basladigi belirlenmistir. Biiylime grafigi
incelendiginde ise en yiiksek enzim aktivitesinin gorildiigii ve aktivitenin diismeye
basladig1 zamanlarin biiylime grafiginin logaritmik evresinde oldugu tespit edilmistir.

Logaritmik evre tamamlanmadan aktivitenin diisiise ge¢mesi, izolatin gelisimini
tamamlayamadan, ortamdaki substrati tiikettigini ve ortamda bulunan diger igeriklerle
biiylime devam edebildigini diistindiirmiistiir. Diger yandan bu sonug besiyeri ortamindaki

substrat miktarinin arttirilmasi gerektigini géstermistir.
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Bununla beraber ¢alismada nicel enzim aktiviteleri belirlenen amilolitik izolatlarin
tamami1 degerlendirildiginde, amilolitik 6zellikteki bakterilerin ekstraseliiler amilaz enzimi

iirettigi belirlenmis ve izolatlarin potansiyel enzim aktiviteleri ortaya konmustur.

4.1.3. Lipaz enzim aktivitesine sahip bakteri sonuclar

Yontemde belirtildigi tizere lipaz enzim aktivitesine sahip bakterilerin izolasyonu
icin Oncelikle Rodamin—B besiyerleri kullanilmistir. S6z konusu islem basamaklarindan
ekim yapilan besiyerleri inkiibasyon sonunda 350 nm ultra viyole (U.V.) 151k altinda
incelenmistir. Sonug¢ olarak besiyerinde gelisim goOsteren koloniler etrafinda portakal—
kirmiz1 hale olusumu gosteren koloniye rastlanmamistir. Ancak s6z konusu besiyerlerinden
1slatma-yumusatma basamagindan 8 bakteri ve kireclik basamagindan 13 bakteri olmak
iizere toplamda 21 adet bakteri izole edilmistir.

Elde edilen izolatlar, kullanilan yontemin ¢aligmamiz i¢cin uygun olmadigi ya da
yontemde kendimiz tarafindan yapilan laboratuvar hatalariin olabilecegi diisiincesiyle,
kontrol amacli Tributyrin Agar besiyerine ve Tween- 80 besiyerine ¢izgi ekim teknigi
kullanilarak ekilmislerdir.

Yapilan kontrol c¢alismasi sonucunda Tributyrin Agar besiyerine ekimi
gergeklestirilen koloniler etrafinda yine herhangi bir hidrolitik zon olusumu
gozlenmemistir. Diger yandan Tween-80 besiyerine ekimi yapilan islatma-yumusatma
basamagindan elde edilen 8 bakterinin tamaminin, kireclik basamagindan elde edilen 13
bakterinin 7’ sinin Tween-80 besiyerinde hidrolitik zon olusturdugu tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak kullanilan yontemlere dayanarak c¢alisma kapsaminda elde edilen
izolatlarin lipaz enzim aktivitesi yerine esteraz enzim aktivitesine sahip olduklar:
belirlenmistir. Caligmada toplamda 15 adet esteraz enzim aktivitesine sahip lipolitik
bakteri izole edilmistir.

Ancak elde edilen izolatlarin lipaz enzim potansiyellerinin yetersiz olmasindan
dolay1 ¢alismanin bu bolimiinde elde edilen 15 adet estereaz enzim aktivitesine sahip
bakteri caligmanin diger kisimlarina dahil edilmemis ve molekiiler tanimlamaya
gidilmemistir. Elde edilen izolatlar baska bir ¢alismada kullanilmak amaciyla % 20 gliserol

¢ozeltisi kullanilarak -20 °C’de muhafaza edilmistir.

4.1.4. Molekiiler tamilama sonuglar
Caligmada nitel enzim aktivitelerine gore izole edilmis ve fenotipik Ozellikleri

belirlenmis 117 izolattan birbirinden farkli 29 (16 proteolitik, 13 amilolitik) izolat secilmis

ve 16S ribozomal RNA dizi analizi ile tanimlanmistir. Ayrica molekiiler tanimlama i¢in
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secilen 29 izolattan yiiksek nitel enzim aktivitesine sahip 22 izolatin nicel enzim
aktiviteleri belirlenmistir.

Secilen izolatlarn genomik DNA izolasyonlar1 materyal ve yontemde belirtildigi
iizere ticari bakteriyal DNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmistir. DNA Grneklerinin
saflik kontrolleri % 0,8’lik agaroz jelde yapilmis ve kontrolleri yapilan DNA ornekleri
materyal ve yontemde belirtilen prosediirlere gére PZR ile ¢ogaltilmistir.

Izolatlarm PZR firiinleri Geneon marka PZR Clean-up kiti kullanilarak
saflagtirilmistir. Islem sonrasinda saflastirilmis PZR iiriinleri % 1,5’luk agaroz jelde 100
baz ¢iftlik marker kullanilarak yiiriitiilerek kontrol edilmistir. 19 farkli izolata ait

saflastirilmis PZR {riinlerinin agaroz jel goriintiisii sekil 12°de verilmistir.

A P5A pss P51l PLT PLE2 PLS PL11 PL1IS PD2 PDE PD11ASE AST ASTEALS ALT ALE ADE ADI11

LS00 by w W W— ——

1000 Bp m—

SO b —

M: Marker (Geneone 100bp plus)
Sekil 12. Baz1 izolatlara ait saflastirilmig PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

Kontrolleri yapilan PZR iirlinlerinin dizi analizi Bioeksen firmas:1 tarafindan
gergeklestirilmistir. PZR iirlinlerinin dizi analizleri sonucunda elde edilen PS13 izolatina
ait baz dizileri sekil 13 ve sekil 14°de verilmistir.

Dizi analizlerine ait sonuglar Chromas isimli programla kontrol edilmis ve
temizlenmistir. Ileri ve geri primerleri 6zel ticari bir programla align edildikten sonra ortak
bolgeler c¢ikartilarak baz sayis1 1241 ile 1435 arasinda degisen 16S rRNA gen bolgeleri
elde edilmistir. izolatlara ait s6z konusu gen bdlgeleri ekler boliimiinde verilmistir.

Elde edilen bu gen boélgeleri http://www.ncbi.nlm.nih.gov internet adresindeki

niikleotit BLAST tarama segenegi kullanilarak Gen bankasinda var olan 16S rRNA gen
dizileri ile karsilastirilmis ve aralarindaki benzerlik oranlar1 belirlenmistir.

Buna gore calismamizda tanilanan 29 izolattan, 17°si filogenetik olarak farkl tiirlere
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Calismamizda tanimlanan 29 izolatin gen bankasinda

var olan 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirma bulgulari ¢izelge 38’de verilmistir.
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Sekil 13. PS13 izolatiin dizi analizi sonucu elde edilen Forward kromotogramu.
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Sekil 13. Devami
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Sekil 14. PS13 izolatmin dizi analizi sonucu elde edilen Reverse kromotogramu.
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Cizelge 38. 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirma sonuglari
; . . . Gelisim
islem basamaga Izolat Filogenetik Olarak Benzerlik eoterdikleri
kodu Benzedigi Tiir Oran (%)
pH aralig1
Islatma Yumusatma PS4 Bacillus subtilis s7e 99 7-9
Islatma Yumusatma PS6 Bacillus amyloliquefaciens 9 79
SZMG17
Islatma Yumugatma PS11 Bacillus tequilensis CGX-1 99 7-10
Islatma Yumugatma PS13 Bacillus licheniformisWAS3-5 100 7-10
Islatma Yumugatma AS3 Unculured organism clone 100 7-11
ELU0I10
Islatma Yumugatma AS6 Bacillus thuringiensis 100 7-11
Islatma Yumusatma AS7 Bacillus cereus YC-16 98 7-10
Islatma Yumugatma AS16 Bacillus licheniformis HT18 100 7-11
Kire¢ Giderme ve Sama | PD2 Bacillus subtilis DSJ6 99 7-9
Kire¢ Giderme ve Sama | PDS8 Bacillus pumilus S68 100 7-10
Kire¢ Giderme ve Sama | PD11 Bacillus altitudinis M48 99 8-11
Kire¢ Giderme ve Sama | PD21 Bacillus clausii XJU-7 100 8-11
Kire¢ Giderme ve Sama | AD11 Bacillus cereus RJ1 100 7-10
Kire¢ Giderme ve Sama | ADS Bacillus licheniformis 99 7-10
Kire¢ Giderme ve Sama | AD3 Bacillus majovensis LZ013 93 7-10
Kireclik PL7 Bacillus sp. LCP66 99 9-12
Kireglik PLS8 Bacillus clausii BG-B15 99 9-12
Kireclik PL9 Bacillus pseudofirmus 99 9-12
Kireclik PL11 Bacillus pseudofirmus APT35 99 10-12
Kireclik PL13 Bacillus sp. LCP66 100 9-12
Kireclik PL14 Bacillus sp. LCP66 100 9-12
Kireclik PL15 Bacillus polygoni YN-1 99 9-12
Kireglik PL16 Bacillus clarkii DSM8720 99 9-12
Kireclik AL3 Bacillus sp. LCP66 99 10-12
Kireclik AL12 Bacillus sp. LCP66 99 9-12
Kireclik AL20 Bacillus sp. LCP66 99 9-12
Kireglik AL17 Bacillus sp. 2b-2 100 10-12
Kireclik AL18 Bacillus pseudofirmus OF4 99 9-12
Kireclik AL21 Bacillus sp. LCP65 99 9-12

*AD3 izolatinin sadece geri primeri kullanilan tek yonlii dizi analiz sonucu verilmistir.
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Tanimlanan

izolatlarm  filogenetik

akrabaliklarin1  ortaya  koymak

i¢in

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ internet adresindeki ¢oklu sekans hizalayici

program kullanilarak izolat ve benzer tiirlere ait 16S rRNA gen dizileri hizalanmistir. Elde

edilen veriler ile Mega 4 bilgisayar programi kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur.

Tanimlanan izolatlarin karsilastirmali filogenetik agaci sekil 15°de verilmistir.
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4.2. Tartisma

Bu caligmada tabaklama 6ncesi islem basamaklarindan islatma-yumusatma, kireclik
ve kire¢ giderme-sama proseslerinden 50 adet proteolitik, 52 adet amilolitik ve 15 adet
lipolitik 6zellikte toplamda 117 adet izolat elde edilmistir. Ancak izole edilen lipolitik
izolatlarin lipaz enzim aktivitesi yerine esteraz enzim aktivitesi gosterdikleri belirlenmistir.
Nitekim elde edilen esteraz aktivitesine sahip izolatlarin lipaz enzim potansiyellerinin
yetersiz oldugu tespit edilmis ve ¢aligmanin diger kisimlarina dahil edilmemislerdir.

Calismada 50 proteolitik ve 52 amilolitik izolatin fenotipik 6zellikleri belirlenmis ve
fenotipik Ozellikleri belirlenen 102 izolatdan molekiiler tanilama i¢in birbirinden farkli 29
izolat secilmistir. Oncelikle segilen 29 izolattan en iyi nitel enzim aktivitesine sahip
proteolitik 6zellikte 12 adet, amilolitik 6zellikte 10 adet toplamda 22 izolat segilerek nicel
enzim aktiviteleri belirlenmis ve son olarak secilen 29 izolatin 16S rRNA dizi analizi
yontemi ile filogenetik tanimlamalar1 yapilmaistir.

Arastirmamizda elde edilen izolatlarin fenotipik bulgulari; secilen izolatlarm nicel

enzim aktiviteleri ve molekiiler tanilama bulgular1 asagida bir sira dahilinde tartigiimistir.

4.2.1. Proteolitik ve amilolitik izolatlarin fenotipik bulgularn iizerine tartisma

Calismada proteolitik ve amilolitik 6zellikteki izolatlara oncelikle Gram boyama
yapilmis ve izolatlarin morfolojik Ozellikleri ile endospor olusturma yetenekleri
belirlenmistir. Daha sonra izolatlara sirasiyla oksidaz, katalaz, hareket, indol olusumu, H,S
iiretim testleri yanisira karbonhidrat kullanim testleri yapilmistir.

Gram boyama sonuglarma gore proteaz ve a-amilaz enzim aktivitesine sahip
izolatlarm tamaminin endospor olusturma yetenegine sahip Gram pozitif basil olduklari
belirlenmistir. Biyokimyasal test sonuglarina gore ise izolatlarm % 65’inin oksidaz pozitif,
tamaminin katalaz pozitif, % 31’inin indol pozitif, % 6,8’inin H,S pozitif ve % 57 sinin
hareketli oldugu tespit edilmistir. Ayrica karbon kaynagi kullanim test sonuclarina gore 69
izolatin glikozdan, 37 izolatin mannitolden, 48 izolatin fruktozdan ve 44 izolatin
maltozdan asit iirettikleri belirlenmistir.

Bacillus cinsi bakteriler mezofiller ve ekstremofilleri iceren endospor formundaki
gram-pozitif bakterilerdir. Hiicreler comak sekilli, diiz veya hemen hemen diize yakindir.
Tek ya da ¢ok sayida hiicreden olusan uzun zincirler meydana getirirler. Endosporlari
olumsuz ortam kosullarina karsi olduk¢a direngli, gram-pozitif, aerobik veya fakiiltatif

anaerob bakterilerdir. Diger biyokimyasal 6zelliklerine bakildiginda katalaz pozitif
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olduklari, baz1 suslarinin kazeini, jelatini ve nisastay1 hidroliz edebildikleri goriilmektedir
(Claus ve Berkeley, 1986).

Yukarida verilen bilgi dahilinde caligmada yapilan morfolojik incelemeler ve
biyokimyasal test sonuclarma gore izolatlarin tamaminin Bacillus cinsine ait bakteriler
oldugu belirlenmistir.

Diger yandan izolatlarin biiyiime gereksinimleri incelendiginde NaCl igermeyen
ortamlardan izole edilen bakterilerin % 55,9’unun % 5 NaCl, % 29,4’iniin % 5 - % 10
NaCl araliginda ve % 14,7’sinin % 5 - % 20 NaCl araliginda gelisim gosterebildikleri ve
sahip olduklar1 nitel enzim aktivite bulgularinin pozitif oldugu belirlenmistir.

Halofilik mikroorganizmalar ihtiya¢ duyduklar1 NaCl miktarma goére 4 gruba
ayrilirlar. Thtiyag duyduklar1 NaCl miktar1 % 1’in altindakiler halofilik olmayanlar, % 1-3
arasindakiler zayif halofiller, % 3-15 arasindakiler ilimli halofiller ve % 15°den fazla
olanlar asir1 halofiller olmak {izere siniflandirilirlar. Halotolerant mikroorganizmalar ise
halofilik mikroorganizmalardan farkli olarak tuzun varliginda ve yoklugunda gelisebilen
organizmalardir (Kushner, 1985; DasSarma ve Arora, 2001).

Calismada NaCl icermeyen ortamlardan izole edilen izolatlarm her biri
arastrmacilarin tanimlamalar1 da g6z Oniine alinarak halotolerant bakteri olarak
degerlendirilmistir.

Izolatlarin pH tolerans1 bulgularina gore islatma-yumusatma basamagindan izole
edilen 13 proteolitik izolatdan, PS11 ve PS13 izolatlarinm pH 7-10 araliginda, diger
izolatlarin pH 7-9 araliginda ve 16 amilolitik izolatdan 2’sinin pH 7-10, 4’{intin pH 7-11,
10’unun pH 7-9 araliginda iiredigi ve sahip olduklar1 nitel enzim aktivitelerini koruduklar1
belirlenmistir.

Kil giderme kireglik islem basamagindan izole edilen proteolitik 16 izolatin, 15’1 pH
9-12, PL11 izolat1 pH 10-12 araliginda ve amilolitik 21 izolatin 5’1 pH 10-11, 6’s1 pH 10-
12, 10’u ise pH 9-12 arahiginda gelisim gostermis ve sahip olduklari nitel enzim
aktivitelerini koruduklar1 tespit edilmistir.

Kire¢ giderme-sama islem basamagindan izole edilen proteolitik 21 izolatdan, PD2
ve PDS izolatlarinmm pH 7-9, PD11, PD18 ve PD2 izolatlarinin ise pH 8-11, digerlerinin ise
pH 7-10 araliginda ve amilolitik 16 izolatin tamamimin pH 7-10 araliginda iiredigi ve sahip
olduklar1 nitel enzim aktivitelerini koruduklar1 belirlenmistir.

Mikroorganizmalar gelistikleri pH araligma gore asidofiller (pH 1-5,5), nétrofiller
(pH 5,5-8), alkalifiller (pH 8,5-10,0) ve ekstrem alkalifiller (pH 10,0-11,5) olmak iizere
dort grup i¢inde toplanirlar (Madigan ve Martinko, 2009).
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Mikroorganizmalarin ¢ofu notral veya buna yakin pH degerlerinde yasarlar.
Alkalifilik mikroorganizmalar ise yliksek alkali ¢evrelerde yasayan farkli bir gruptur
(Horikoshi, 1999; Kumar ve Takagi, 1999). Alkalifilik mikroorganizmalar, genellikle
ireyebilmek i¢cin 8’in iizerinde bir pH’ya ihtiya¢ duymaktadirlar. Optimum tireme pH
degerleri ise 9-10 araligindadir (Horikoshi, 1999).

Alkalifilik mikroorganizmalar kendi aralarinda alkalifilik ve alkalitolerant olmak
iizere iki bliylik gruba aymrmuslardir. Alkalifil tanimlamas1 pH 10 lizerinde biiyiiyebilen
optimal biliytime pH’s1 9 olan pH 7 ve daha diisiik pH degerlerinde biiyiimeleri imkansiz
olan mikroorganizmalar i¢in kullanilmaktadir. Diger yandan pH 10 civarinda biiyiime
yetenegine sahip buna karsilik optimal biiyiime pH’s1 notral pH civarinda olan grupta
alkalitolerantlar olarak tanimlanmaktadir (Kumar ve Takagi, 1999).

Yine ayni arastirmacilar ekstrem alkalifilleri kendi aralarinda fakiiltatif ve zorunlu
alkalifiller olmak tizere iki alt gruba ayirmislardir. Fakiiltatif alkalifiller pH 10 ve tlizeri pH
degerlerinde optimal biiyiime gosterirken notral pH’larda da 1iyi bir sekilde
biiyliyebildikleri, zorunlu alkalifillerin ise notral pH degerlerinde biiyiime yetenegine sahip
olmadiklar1 ifade edilmistir (Kumar ve Takagi, 1999).

Arastirmacilarin yapmis oldugu tanimlamalar dogrultusunda ¢aligmamizdan elde
edilen izolatlarin pH tolerans bulgular1 degerlendirildiginde islatma yumusatma islem
basamaginda elde edilen izolatlarm tamaminin alkalitolerant, kireclik basamagindan elde
edilen izolatlarin tamaminin alkalifilik (zorunlu alkalifilik), kire¢ giderme sama
basamagindan elde edilen izolatlardan 3’iiniin alkalifilik; digerlerinin ise alkalitolerant
mikroorganizma olduklar1 belirlenmistir

Izolatlarin sicaklik tolerans bulgular1 incelendiginde proteolitik izolatlardan 27’sinin
27-55 C; 21’inin 27-50C araliginda; amilolitik izolatlarin ise 15’inin 27 C’de, 6’smin 27-
45°C araliginda ve 31’inin 27-55° C araliginda gelisebildikleri ve bu sicaklik degerlerinde
nitel enzim aktivitelerini koruyabildikleri tespit edilmistir. izolatlarm tamamnm optimum
biiylime sicakligi ise 37 C olarak belirlenmistir.

Mikroorganizmalar optimum biiyiime sicakliklar1 dikkate alindiginda psikrofiller
(20°C altinda), mezofiller (20-55°C) ve termofiller (55°C tizeri) olmak {izere ii¢ ana gruba
ayrilmaktadirlar (Gomes ve Steiner, 2004; Aygan, 2008; Coskun, 2010). Calismada
arastirmacilarin ifadeleri géz Oniine aliarak elde edilen izolatlarin % 42’sinin mezofil, %

58’sinin muhtemel termofil oldugu sdylenebilir.
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Sonu¢ olarak c¢alismada, arastirmacilarin tanimlamalarida dikkate alinarak,
tabaklama Oncesi islem sivilarindan izole edilmis proteolitik ve amilolitik 6zellikteki
izolatlarm 39’unun alkalifilik, 63’{iniin alkalitolerant Bacillus cinsi bakteriler oldugu tespit
edilmistir. Ayrica izolatlarn tamammin farkli sicaklik derecelerini tolere edebilen
halotolerant bakteriler oldugu belirlenmistir.

Bacillus cinsi bakteriler zor kosullarda spor olusturabilme yeteneklerine bagli olarak
diisiik sicakliklardan yiiksek sicakliklara, asidik, alkalin veya tuzlu ortamlara kadar ¢ok
cesitli habitatlardan izole edilebilmislerdir (Claus ve Berkeley, 1986). Nitekim deri
mikrobiyolojisi lizerine yapilan arastirmalarda da tuzlanmis derilerde Bacillus cinslerine ait
tiirlerin bulundugu ve konservasyon asamasinda canli kalan c¢esitli basil (Bacillus ve
Clostridium) sporlarmin 1slatma yumusatma esnasinda yeniden iireyebildigi, kirecleme
safhasinda ise genelde sporlu mikroorganizmalarin bulundugu bildirilmistir (Birbir, 1991,
Karaboz, 1994).

Nitekim Bilgi (2007), 1slatma ve yumusatma basamagi sonunda aerob spor sayisinin
2,0x10* spor/mL, proteolitik bakteri sayisinimn 5,4x10" kob/mL ve lipolitik bakteri sayisinin
ise 5,3x10* kob/mL degerinde oldugunu ifade etmistir. Diger yandan Meri¢li Yapici ve
ark. (2004), islatma-yumusatma sivisinda bulunan halofilik ve halotolerant bakteri
sayllarmin yiiksek degerlerde oldugunu ve bu bakterilerin islatma-yumusatma sirasinda
kontrol altina alinmas1 gerektigini vurgulamislardir.

Orlita (1968), tabakhanedeki mikroorganizmalar {izerine yaptigi bir caligmada
kireclik basamagmda spor olusturan bakterilerin 1,68x10% spor/mL diizeyinde oldugunu
bildirmistir. Yapilan bir bagska calismada ise bakterisid kullanmasma ragmen 12 gibi
extrem bir pH degerine sahip kireclik sivisinda 1,0x10' spor/mL diizeyinde, kire¢ giderme
ve sama sivisinda ise 1,2x10% spor/mL spor tespit edildigi bildirilmistir (Bilgi ve ark.,

2009).

4.2.2. Izolatlarn nicel enzim aktivite bulgularinin tartisiimasi

Endiistriyel alanda kullanilan enzimler genel olarak mikroorganizmalardan elde
edilmektedir (Wiseman, 1987; Horikoshi, 1999). Giiniimiizde endiistriyel enzimlerin
biiylik cogunlugu mezofilik mikroorganizmalardan saglanmakta ve pek ¢ok avantaja sahip
olmalarina karsin, bazi proseslerdeki ekstrem kosullara dayaniksiz olmalari nedeni ile
kullanimlar1 smirli kalmaktadir. Ekstremofil mikroorganizmalardan elde edilen enzimler
(ekstremozimler) ise ekstrem kosullara daha dayanikli olduklarindan, son 20 yilda

ekstremofil ve ekstremozimlere olan 1ilgi artmis ve ektremozimler endiistriyel
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biyoteknolojik uygulamalarda yaygm olarak kullanilmaya baslanmistir (Fukara, 2007;
Gheorghiu Alpan, 2008).

Extrem kosullarda yasayan mikroorganizmalar termofilik, asidofilik, halofilik,
alkalifilik ve psikrofilik bakteriler seklinde siniflandirilmistir (Horikoshi, 1999). Alkalifilik
enzimler endiistriyel uygulamalarda biiyiik 6neme sahiptirler. Alkalin lipaz, alkalin proteaz
ve alkalin amilaz gibi alkalifilik organizmalardan izole edilen enzimler, dericilik, tekstil,
gida endiistrisi, icecek endiistrisi, kimya endiistrisi ve atiklarin temizlenmesi gibi
endistrinin ¢esitli alanlarinda kullanilmaktadirlar (Rao ve ark, 1998; Igarashi ve ark, 1998;
Kumar ve Takagi, 1999; Aygan, 2008).

Nitekim c¢alismamizda islatma-yumusatma, kireglik, kire¢ giderme-sama islem
basamaklarindan izole edilen proteolitik ve amilolitik o6zellikteki izolatlarin ytiksek
sicaklik araliklarina toleransli, halotolerant, alkalifilik ve alkalitolerant Bacillus cinsine ait
bakteriler oldugu tespit edilmistir.

Deri ve islem sivilart muhtesem bir mikrobiyal cesitlilige ev sahipligi yapmaktadir.
Bu mikroorganizmalarin enzim aktivitelerinin belirlenip endiistriyel mikroorganizma
olarak degerlendirilmesi 6nemli sonuglar dogurabilir. Bu nedenle ¢alismamizda alkalifilik
ve alkalitolerant olduklar1 belirlenen, birbirinden farkli en 1yi nitel enzim aktivitesine sahip
proteolitik 6zellikte 12 ve amilolitik 6zellikte 10 adet toplamda 22 izolat secilerek, nicel
enzim aktiviteleri belirlenmis ve izolatlarin enzim tiretim potansiyelleri ortaya konmustur.

Buna gore c¢alismada islatma-yumusatma islem basamagindan elde edilen 4
proteolitik izolatdan PS6 izolatinin 4,40 = 0,10 U/mL ile; amilolitik 3 izolatdan AS6
izolatmin 0,76 = 0,01 U/mL ile diger izolatlara gére daha yiiksek enzim aktivitesine sahip
oldugu belirlenmistir.

Kireglik islem basamagindan elde edilen proteolitik PL13 izolatinin 3,74 + 0,04
U/mL ile; amilolitik AL3 izolatmin ise 0,62 + 0,02 U/mL ile ayn1 islem basamagindan elde
edilen diger izolatlara gore daha yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir.

Kire¢ giderme-sama islem basamagindan elde edilen proteolitik 3 izolatdan PD2
izolatinin 0,90 = 0,03 U/mL ile; amilolitik 3 izolatdan ADS izolatinin 0,37 + 0,01 U/mL ile
diger izolatlara gore daha yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Calismada nicel enzim aktivitesi belirlenen izolatlarin molekiiler tanimlamalari
yapilmis ve yliksek nicel enzim aktivitesine sahip izolatlarin benzerlik gosterdikleri tiirler
tespit edilmistir.

Buna gore proteolitik izolatlardan PS6 izolatmin % 99 benzerlik oraniyla Bacillus

amyloliquefaciens SZMG17, PL13 izolatinin % 100 benzerlik oranmiyla Bacillus sp. LCP66,
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PD2 izolatmin % 99 benzerlik oraniyla Bacillus subtilis DSJ6 strainlerine benzerlik
gosterdikleri belirlenmistir.

Amilolitik izolatlardan AS6 izolatimin %100 benzerlik oraniyla Bacillus
thuringiensis Fh-6, AL3 izolatiin % 99 benzerlik orantyla Bacillus sp. LCP66, ADS
izolatinin ise % 99 benzerlik oramyla Bacillus licheniformis strainlerine benzerlik
gosterdikleri belirlenmistir.

Diger yandan calismada Bacillus sp. LCP66 strainin potansiyel proteaz ve amilaz
enzim ireticisi oldugu ve her iki enzim i¢inde yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir.

Bacillus tiirleri, endiistriyel dnemi biiyiik olan ekstraseliiler amilaz ve proteaz enzimi
dreticileridir (Morgan ve Priest, 1981). Endiistriyel enzimler arasinda yaygin olarak
kullanilan proteazlarin ¢ogunlugu Bacillus cinsine ait tiirler tarafindan tiretilir. Diger bir
biyoteknolojik 6neme sahip a-amilaz enzimide Bacillus cinsi bakterilerde oldukca yaygin
bir sekilde bulunmaktadir (Igarashi ve ark., 1998; Tekin, 2008).

Ticari proteazlarin ¢ogu Bacillus cinsi bakteriler tarafindan nétral ve alkalin olarak
iretilmektedir. Alkalin proteaz iireticisi Bacillus tiirleri; Bacillus alcalophilus ATCC
21522, B. alcalophilus, B.alcalophilus subsp. halodurans KP1239, B. amyloliquefaciens,
B.circulans, B.coagulans, B.firmus, B.intermedius, B. lentus, B. licheniformis, B.
proteolitycus, B. pumilus, B. sphaericus, B. subtilis, B. subtilis var. Amylosacchariticus, B.
thrungiensis, Bacillus sp. Ya-B, Bacillus sp. NKS-21, Bacillus sp. B21-2, Bacillus sp. Y,
Bacillus sp. CW-1121, Bacillus sp. KSM-K16, Bacillus sp. MK5-6 olarak bildirilmistir
(Kumar ve Takagi, 1999).

Bacillus cinsine ait tilirler alkalin proteaz tireticisi bakterilerin basinda gelir. Bu cinse
ait en ¢ok tercih edilen tiirler B. licheniformis, B. subtilis, B. amyloliquifaciens ve B.
mojavensis’tir (Tekin, 2008). Bu nedenle alkalifilik Bacillus soylar1 hem akademik hem de
endiistriyel agidan ilging ve ¢cok onemlidir.

Notrofilik 6zellige sahip amilaz enzimleri genel olarak pH 5-7.5 araliginda aktivite
gosterirken, 6zellikle deterjan sanayisinde kullanilan amilaz enzimleri pH 8-11 araliginda
aktivite gostermekte olup, alkalifilik Bacillus tiirlerinden izole edilmektedirler. Sivilastiric
a-amilaz enzimlerinin ¢ogu Bacillus stearothermophius, Bacillus licheniformis, Bacillus
amyloliquefaciense’'den {iretilmektedir. Ozellikle Bacillus licheniformis’den elde edilen
swvilastirict a-amilaz ekmek yapimi, nisasta materyalinden etanol iiretimi, fruktoz ve
glukoz suruplarmin tiretimi ve tekstil gibi genis uygulama alanlarinda kullanilmaktadir

(Igarashi ve ark., 1998).
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Yapilan arastirmalara gore bakteriyal enzim iiretimi agisindan en biiyiik ilgi Bacillus
sp. tiirleri iizerinde yogunlagsmistir. Bununla birlikte calismamizda potansiyel enzim
aktiviteleri ortaya konmus izolatlarin tamamimin Bacilus tiirlerine ait strainler oldugu
belirlenmis ve yukarida verilen litaratiir bilgileri bu arastirma sonuglarimizi destekler
nitelikte bulunmustur.

Ayrica yapilan litaratiir taramalarinda arastirmalarin ¢ogunun bir izolattan yada
tanimlanmaig bir tiirden izole edilen enzimin optimum aktivite kosullarinin belirlenmesi ve
enzim karakterizasyonu lizerine oldugu belirlenmistir. Bu konu ile ilgili elde edilen bazi
calisma bulgular1 asagida verilmistir.

Morgan ve Priest (1981), izolasyonunu taptiklar1 Bacillus licheniformis NCIB 6346
susundan saflastirdiklar1 a-amilaz enziminin optimum sicakliginin 70-90 °C arasinda
oldugunu belirlemisgler ve enzimin optimum pH 7.0°de aktif, pH 7.0-10.0 arasinda ise stabil
oldugunu ifade etmislerdir.

Bajpai ve Bajpai (1987), termostabil alfa-amilaz iireten Bacillus licheniformis
TCRDC-B13 susunun iiremesinin pH 3.0-11.0 arasinda oldugunu ve besiyeri pH’smnin
yiikseltilmesiyle iiremenin azaldigini, enzim {retiminin pH 5.0-10.0 araliginda
gerceklestigi ve maksimum enzim aktivitesinin pH 6.0-9.0 arasinda oldugunu ortaya
koymuslardir. Susun enzim tretim sicaklik araliginin 25-50 °C ve maksimum enzim
iretim sicakliginin ise 35°C oldugunu saptamislardir.

Yapilan bir baska calismada Bacillus licheniformis MY 10 susunun a-amilaz
enziminin 6zellikleri belirlenmis ve enzimin 75-80 °C’de, pH 5.0-6.5’da aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Ayrica NaCl’nin enzim aktivitesine artirict ya da azaltici bir etkisinin
olmadig1 ifade edilmistir (Kumar ve ark., 1990).

Horikoshi (1999), izolasyonunu yaptig1 alkalin a-amilaz enziminin pH 10.0-10.5
araliginda yiiksek diizeyde aktif oldugunu, pH 9.0-11.5 araliginda ise yaklasik % 50
aktivite gosterdigini belirtmistir.

Duedahl-Olesen ve ark. (2000), Bacillus clausii BT-21 susundan amilaz enzim
izolasyonunu ve karakterizasyonunu yapmislardir. Bu enzimin optimum 9.5 pH’de ve 55
°C’de aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Das ve ark. (2004), Bacillus subtilis susundan, molekiiler agirligi 42.8 kDa optimum
aktivite sicakligi 52-55 °C ve pH 9.0 olan, alkali alfa-amilaz izolasyonu yapmislardir.

Roy ve Mukherjee (2013), Kuzey-Dogu Hindistan toprak orneginden izole ettikleri
ekstromofil pH (12,5) a-amilaz enzimi tiretebilen Bacillus licheniformis ASOSE straininden

saflagtirilan enzimin optimum 10 pH’da ve 80 °C’de aktivite gdsterdigini bildirmislerdir.
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Ayrica alkali Lonar Goliinden izole edilen ve molekiiler olarak tanimlanan Bacillus
pseudofirmusden proteaz enzimi Uretiminin optimizasyonu yapilmistir. Bacillus
pseudofirmus izolatmm maksimum proteaz tiretiminin 37 °C derecede, 120 rpm calkalama
hizinda ve 72 saat sonra oldugu belirlenmistir (Tambekar ve Tambekar, 2012).

Alkalin toprak oOrneginden alkalin proteaz ireticisi yeni bir Bacillus susu izole
edilmis ve 16S rRNA dizi analizine gore Bacillus subtilis AKRS3 olarak tanimlanmistir.
Izolatin alkalin proteaz iiretimi icin en uygun gelisim kosullar1 ve biiylime egrisi
belirlenmistir. Bakterinin enzim {iretiminin gelisiminin durgun fazina denk gelen 24. saatte
optimum oldugu belirlenirken; enzim verimi i¢in en uygun pH’1n 9.0, sicakligm 37 °C ve
calkalama hizinin 125 rpm oldugu tespit edilmistir (Ravishankar, 2012).

Prabhavathy ve ark., 2013, Bacillus subtilis tiriinden alkalin proteaz elde etmisler ve
proteaz enziminin optimum pH 7.0, 45 °C sicaklikta ve 96 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Son zamanlarda yapilan bir baska calismada ise zengin protein igerikli toprak
orneginden izole edilerek molekiiler olarak tanimlanan Bacillus thuringiensis’in geligimi
ve alkalin proteaz sentezi i¢in optimum kosullar belirlenmistir. B. thuringiensis cesitli
kiiltiir kosullarinda proteolitik aktivite gosterirken, proteaz aktivitesi i¢in en uygun
kosullarin 47 °C ve pH 8 oldugu tespit edilmistir (Annapurna ve ark., 2013).

Son yillarda gerek biyoteknoloji alanindaki gelismeler, gerekse c¢evre duyarliginin
artmas1 sonucu, enzimlerin ¢esitli endiistri kollarinda kullanimi, diger iilkelerde oldugu
gibi Tiirkiye'de de giderek yaygmnlagmistir. Endiistriyel enzimler {ilkemizde en ¢ok tekstil ve
deterjan sanayiinde kullanilmakta olup, bunu gida ve deri endiistrisi izlemektedir (Bal,
2005). Bu durum endiistriyel talebi karsilayabilecek nitelikte yeni enzimlerin ve bu enzimleri
iiretebilecek mikroorganizmalarm bulunmasini tesvik etmektedir (Anvar ve Saleemuddin,
1998; Niehaus ve ark., 1999). Bu bilgilere dayanarak calismamizda potansiyel enzim
varliklar1 ortaya konulan ve farkli Bacillus tiirlerine ait strainlerin sahip olduklar:
enzimlerin karakterizasyonu yapilarak, endiistriyel alanda kullanilabilirliklerinin

incelenmesinin biiyiik 6nem tasidig1 ortaya ¢ikmaktadir.

4.2.3. Izolatlarin molekiiler tanimlama bulgularinin tartisilmasi

Calismada fenotipik 6zellikleri ve nitel enzim aktiviteleri belirlenmis 102 adet
izolattan birbirinden farkli proteolitik ve amilolitik 6zellikte 16 adet alkalifilik, 13 adet
alkalitolerant olmak iizere toplamda 29 izolat secilmistir. Secilen izolatlarin 16S rRNA dizi

analizi yapilmis ve filogenetik olarak benzer olduklari tiirler tespit edilmeye caligiimistir.
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Calisma bulgularina gore 1slatma yumusatma islem basamagindan izole edilen
proteolitik 4 izolat Bacillus subtilis s7e (% 99), Bacillus amyloliquefaciens SZMGI17 (%
99), Bacillus tequilensis CGX5-1 (% 99) ve Bacillus licheniformis WAS3-5 (% 100);
amilolitik 4 izolatin ise Uncultured organism clone ELU 0110 (% 100), Bacillus
thuringiensis (% 100), Bacillus licheniformis HT18 (% 100) ve Bacillus cereus YC-16 (%
98) strainlerine filogenetik olarak benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Islatma-yumusatma banyolarindan Bacillus cinslerine ait farkl tiirlerin izole edildigi
ve klasik yontemlerle tanimlandigi cesitli arastiricilar tarafindan ifade edilmektedir
(Pfleiderer ve Reiner, 1988; Birbir ve ark., 1996; Mericli Yapict ve ark., 2004). Birbir ve
llgaz (1996), ¢aligmalarinda 25 adet islatilmis deriden B. cereus, B. laterosporus, B.
liquefaciens, B. megaterium, B. subtilis tiirlerini izole ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica
Berber (2009) tuzlarda, tuzlanmis ve islatilmis ham derilerdeki bakteriyal popiilasyonun
incelendigi arastirmasinda ana 1slatma sivisindan alinan 6rneklerden API test yontemi ile
B. megaterium, B. pumilus, B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. mycoides, B. lentus ve B.
licheniformis izole ettigini ve tanimladigini ifade etmistir.

Kireclik  prosesinden izole edilen izolatlarm dizi analiz  sonuglari
degerlendirildiginde, prosesten tanimlanan izolatlarin 4’tiniin Bacillus sp. LCP66 (% 99),
2’sinin Bacillus sp. LCP66 (% 100) ve digerlerininde sirayla Bacillus pseudofirmus (%
99), Bacillus pseudofirmus APT35 (% 99), Bacillus clausii BG-B15 (% 99), Bacillus
pseudofirmus OF4 (% 99), Bacillus polygoni YN-1 (% 99), Bacillus clarkii DSM8720 (%
99), Bacillus sp. 2b-2 (% 100) ve Bacillus sp. LCP65 (% 99) strainlerine filogenetik olarak
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Litaratiirlerde kireclik islem basamagindan alkalifilik ve alkalitolerant bakterilerin
izolasyonu ve identifikasyonu ile ilgili herhangi bir arastirmaya rastlanmamistir. Ancak
litaratiir bilgilerinde kireglik sivisinda belirli diizeylerde spor, proteolitik ve lipolitik
bakteri populasyonun bulundugu ifade edilmistir (Meri¢li Yapic1 ve ark., 2008; Bilgi ve
ark, 2009). Ayrica Bacillus sporlarinin kireglik sivisinda uzun siire canl kaldig: ile ilgili
bilgiler de yer almistir (Karaboz, 1994). Arastirmamizda ise ¢alismadan elde ettigimiz 7
farkli Bacillus tiirii kireclik prosesinden ilk defa izole edilmis ve molekiiler diizeyde
tanimlanmaistir.

Calismada kire¢ giderme-sama islem basamagindan izole edilen proteolitik 4 izolatin
Bacillus subtilis DSJ6 (% 99), Bacillus pumilus S68 (% 100), Bacillus altitudinis M48 (%
99), Bacillus clausii XJU-7 (% 97); amilolitik 3 izolatin Bacillus cereus RJ1 (% 100),
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Bacillus licheniformis (% 99) ve Bacillus majovensis LZ013 (% 93) strainlerine filogenetik
olarak benzerlik gdsterdigi belirlenmistir.

Daha once deri mikrobiyolojisi lizerine yapilan calismalarda kire¢ giderme-sama
islem basamagmin bakteri gelisimine acik oldugu ve belirli diizeyde sporlu bakteri
populasyonu tasidigi ifade edilmistir (Line, 1948; Orlita, 1968; Karaboz, 1994; Bilgi,
2007). Ancak yapilan g¢aligmalarda kire¢ giderme-sama prosesinden mikroorganizma
(6zellikle alkalifilik ve alkalitolerant bakteri) izolasyonu ve identifikasyonu ile ilgili
herhangi bir caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle calismamizda kire¢ giderme-sama
basamagindan tanimladigimiz 7 Bacillus strainin bu basamaktan ilk defa izole edilmis ve
molekiiler diizeyde tanimlandig: ifade edilebilir.

Bununla birlikte c¢aligmada 1slatma-yumusatma basamagindan molekiiler diizeyde
tanimlanmis izolatlarin 2’sinin pH 7-9, 3’lintin 7-10 ve diger 3’liniin pH 7-11 araliginda;
kireglik islem basamagindan tanimlanmis izolatlarin 11 tanesinin pH 9-12, 3 tanesinin pH
10-12 araliginda; kire¢ giderme-sama islem basamagindan tanimlanmis izolatlarm ise 4
tanesinin pH 7-10, 1 tanesinin pH 7-9 ve 2 tanesinin pH 8-11 araliginda gelisim
gosterdikleri belirlenmistir.

Alkalifilik mikroorganizmalar kendi aralarinda alkalifilik ve alkalitolerant olmak
iizere iki biiyiik gruba ayrilmiglardir. Alkalifil tanimlamas1 pH 10 iizerinde biiyiliyebilen
optimal biliytime pH’s1 9 olan pH 7 ve daha diisiik pH degerlerinde biiylimeleri imkansiz
olan mikroorganizmalar i¢in kullanilmaktadir. Diger yandan pH 10 civarinda biiyiime
yetenegine sahip buna karsilik optimal biiyiime pH’s1 notral pH civarinda olan grubuda
alkalitolerantlar olarak tanimlanmaktadir. Ekstrem alkalifiller ise kendi aralarinda
fakiiltatif ve zorunlu alkalifiller olmak iizere iki alt gruba ayrilmiglardir. Fakiiltatif
alkalifiller pH 10 ve iizeri pH degerlerinde optimal biiyiime gosterirken notral pH’larda da
iyl bir sekilde biiyliyebilmekte, zorunlu alkalifiller ise notral pH degerlerinde biiyiime
yetenegine sahip olmadiklar1 ifade edilmektedir (Kumar ve Takagi, 1999).

Arastirmacilarin  alkalifilik ve alkalitolerant tanimlamalarmma gore 1slatma-
yumusatma prosesinden tanimlanan izolatlarin tamaminin alkalitolerant, kil giderme-
kireglik prosesinden tanimlanan izolatlarm tamaminin alkalifilik (zorunlu alkalifilik) ve
kire¢ giderme-sama prosesinden tanimlanan izolatlarin 5 adetinin alkalitolerant, 2 izolatin
ise alkalifilik bakteri oldugu tespit edilmistir. Diger yandan calismada elde edilen
izolatlarin gelisim gosterebildikleri pH araliklarinin, izole edildikleri islem basamag: pH

degerleriyle paralellik gosterdigi belirlenmistir.
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Deri mikrobiyolojisi tizerine yapilan calismalar tuzlanmis ham deri ve 1slatma
yumusatma sivilarinin zengin bir bakteriyal cesitlilige sahip oldugunu gostermektedir.
Farkli arastirmacilar tarafindan taze deri, tuzlanmis ham deri ve 1slatma-yumusatma islem
basamaklarindan Bacillus genusuna ait; Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus,
Bacillus firmus, Bacillus laterosporus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus
megaterium, Bacillus mycoides, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis
Bacillus sphaericus, Bacillus brevis Bacillus anthracoides, Bacillus liquefaciens tlirlerinin
izole edildigi ve geleneksel yontemlerle tanimlandig1 bildirilmistir (Birbir, 1991; Birbir ve
Ilgaz, 1996; Orlita, 2004; Aslan, 2008; Berber, 2009; Shede, 2008).

Ham deriden izole edilen ve tanimlanan Bacillus tirlerinin daha sonraki islem
basamaklarma gecis yaptiklart ve hidrolitik enzim aktivitelerini stirdiirebildikleri
bilinmektedir. Ham derinin depolanmas1 esnasindaki hatalar yumusatmaya yansimakta ve
pH degeri 7-8 arasinda degisen 1slatma ve yumusatma sivilarinda; tuz konsantrasyonundaki
azalmayada bagli olarak ortam kosullar1 mikroorganizma gelisimine olanakli hale
gelmektedir. Bununla birlikte 1slatma yumusatma sivilarinda karsilasilan hidrolitik enzim
aktivitesine sahip mikroorganizmalar bu basamakta kontrol altina alimmazlarsa ard arda
devam eden islem basamaklarma tasinmakta ve daha sonraki islem basamaklarinda da
enzimatik aktiviteleriyle deriye zarar verebilmektedirler.

Deride delik olusumuna neden olan Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus
anthracoides, Bacillus pumilus ve Pseudomonas aeruginosa gibi 6 adet bakteri tiirliniin
hem 1slatma suyundan hem de derinin bozulmus kisimlardan izole edildigi ve tanimlandig1
bildirilmistir (Orlita, 2004).

Yukarida verilen bilgilere dayanarak alkalifilik ve alkalitolerant Bacillus cinslerine
ait bakteri sporlarinin da 1slatma-yumusatma sonrasi kireglik ve kire¢ giderme-sama
proseslerine tagmnarak gelisim gostermesinin ve tasindigr proses kosullarina adapte
olmasinin kac¢imilmaz bir sonug oldugu soylenebilir.

Nitekim ¢alismamizda molekiiler diizeyde tanimlanan alkalitolerant Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Bacillus licheniformis tiirlerine ait farkli strainler hem 1slatma-yumusatma
basamaginda hem de kire¢ giderme-sama basamaginda tespit edilmistir. Ayrica kireclik
islem basamagindan izole edilen ve tanimlanan alkalifilik Bacillus clausii tiirintin farkl
bir straini kire¢ giderme-sama islem basamagindan da izole edilmis ve tanimlanmaistir.

Bununla birlikte alkalifilik ve alkalitolerant ayni tiire ait farkli strainlerin birbirini
takip eden basamaklarda tespit edilmesi, bu tiirlerin farkli pH derecelerine sahip tabaklama

oncesi islem basamaklarina adapte oldugunun gostergesi ve kanitidir. Bu nedenle ilk islem
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basamagindan itibaren deriye zarar verebilecek olan mikrobiyal yiikiin kontrol edilmesi
kaliteli deri tiretimi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Diger yandan ¢alismamizda molekiiler yontemle tanimlanan 29 izolattan 17 farkh
Bacillus tiri tespit edilmistir. Deri proseslerinden daha onceden klasik ve molekiiler
yontemlerle tanimlanan ve bilinen tiirler haricinde 11 yeni Bacillus tiirii bu ¢alismada ilk
kez tanimlanmustir.

Literatiir verilerine gore ¢alismamizda ilk kez tanimlanan izolatlarin benzer
bulunduklar1 Bacillus tiirleri ve bu tiirlere ait farkl strainler daha 6nceki c¢aligmalarda
hayvan digkisi, sodali goller ve c¢oller, bazik topraklar gibi karbonat iceren alkali
cevrelerden izole edilmis ve tanimlanmistir. Calismada tabaklama Oncesi islem
basamaklarindan ilk kez tanimlanan izolatlarmn benzer bulundugu tiirlerin izole edildigi ve

tanimlandig1 kaynaklara ait bilgiler ¢izelge 39°da verilmistir.

Cizelge 39. Calismada ilk kez tanimlanan izolatlarin benzer bulundugu tiirlerin izole

edildikleri kaynaklar

izolatlarin Benzer

Bulunduklari Tiirler

izole Edildikleri Kaynak

Kaynak¢a

Bacillus clarkii Toprak Belirtilmemis  Nielsen ve ark. (1995)
Bacillus clausii Toprak Belirtilmemis  Nielsen ve ark. (1995)
Bacillus pseudofirmus Toprak- Hayvan Digkis1  Belirtilmemis Nielsen ve ark. (1995)
Bacillus pseudofirmus Sodali1 Gol Misir Martins ve ark. (2001)
Bacillus pseudofirmus Sodali Lonar Golii Hindistan Wani ve ark. (2006)
Bacillus sp. 2b-2 Sodali Lonar Goli Hindistan Wani ve ark. (2006)
Bacillus tequilensis Esekaris1 yuvasi Cin Liu ve ark. (2012)
Bacillus polygoni YN-1 Indigo balls Japonya Aino ve ark. (2008)
Bacillus LCCP 66 Sodal1 g6l Misir Mersha (2012)
Bacillus LCPP 65 Sodal1 g6l Misir Mersha (2012)
Bacillus clausii GMBAE 22 Yerel Ekosistem Tirkiye Bal (2005)
Bacillus altitudinis Nehir Cin Hamidin (2012)
Bacillus majovensis Deniz suyu Tunus Haddar ve ark., 2009

Alkalifilik mikroorganizmalar dogada yaygmn olarak tiim cevreye dagilmislardir.

Alkalifilik Bacillus tirlerinin insan ve hayvan diskilarindan izolasyonu ilk kez Vedder

(1934), tarafindan

rapor

edilmistir. Bugiin alkalifilik Bacillus

tirleri  Ozellikle

biyoteknolojik uygulamalar nedeni ile olduk¢a 6nem kazanmustir (Fritze ve ark., 1990;

Kumar ve Takagi, 1999; Bal, 2005).
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Nielsen ve ark. (1995), son 20 yilda alkalifilik Bacillus tiirlerinin smiflandirmasini
filogenetik ve genetik karakteristiklerine gore revise ederek yeniden olusturmuslardir.
Sonug¢ olarak toprak ve hayvan diskisindan (giibre) daha oOnce tarif edilen Bacillus
alcalophilus ve Bacillus cohnii’ ye ilave olarak Bacillus clausii, Bacillus gibsonii, Bacillus
horikoshii, Bacillus pseudoalkaliphilus, Bacillus pseudofirmus, Bacillus agaradhaerens,
Bacillus clarkii, Bacillus halmapalus, Bacillus halodurans olmak tlizere 9 yeni tiir izole
etmigler ve tanimlamiglardir.

Bal (2005), yapmis oldugu ¢alisma kapsaminda yerel ekosistemlerden izole edilen 22
numarali izolati, Bacillus clausii olarak tanimlamistir. Ayrica Bacillus clausii GMBAE 22
ad1 ile NCIB (National Center XI for Biotechnology Information) Gen bankasina giris
yaptigini ifade etmistir.

Wani ve ark. (2006), Bacillus pseudofirmus, Bacillus sp. 2b-2 tiirlerini Hindistanda
bulunan sodali Lonar goliinden, Martins ve ark. (2001), Bacillus pseudofirmus ve Bacillus
cohnii gibi alkalifilik tiileri Misirda bulunan sodali géllerden izole ettiklerini ve molekiiler
olarak tanimladiklarini bildirmislerdir.

Ayrica Haddar ve ark. (2009), tarafindan Bacillus majovensis, Tunusda deniz
sularindan; Aino ve ark. (2008), tarafindan Bacillus polygoni YN-1, Japonyada indigo
balls’dan izole edilmis ve tanimlanmistir.

Ayrica  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ verilerine gére Mersha (2012), tarafindan

Bacillus LCCP 66 ve Bacillus LCPP 65 izolatlari, Misirda bulunan sodali gélden; Liu ve

ark. (2012), tarafindan Bacillus tequilensis esekaris1 yuvalarindan ve Bacillus altitudinis
Cin’de bulunan bir nehirden izole edilmis ve tanimlanmiglardir.

Son olarak calismamizda izole edilen amilolitik AS3 izolat1 Uncultured organism
clone ELU 0110 olarak tamimlanmis ve daha once kiiltiire edilmemis bir alkalifilik bakteri
ilk kez calismamizda izole edilerek kiiltiire alinmistir. Sahip oldugumuz alkalitolerant
izolatin daha ileri yontemler kullanilarak incelenmesi ve tanimlanmasi hem deri
endistrisindeki bakteriyal c¢esitlilife hemde alkalifilik bakteri c¢esitliligine katki
saglayacaktir.

Ayrica amilolitik AD3 izolat1 ise sadece geri primer analizine gore Bacillus
majovensis olarak tanimlanmistir. Sahip oldugumuz bu alkalitolerant izolatin da daha

detayl1 olarak incelenmesi gerekliligi ortaya ¢ikmustir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak ¢alismamizda tabaklama Oncesi islem basamaklarindan 1slatma-
yumusatma, kireclik ve kire¢ giderme- samadan 50 adet proteolitik, 52 adet amilolitik ve
15 adet lipolitik bakteri olmak tizere 117 bakteri izole edilmistir.

Ancak calismada elde edilen 15 adet izolatin lipaz enzim aktivitesi yerine esteraz
enzim aktivitesi gosterdigi belirlenmis ve izolatlarin lipaz potansiyellerinin
yetersizliginden dolay1 bu izolatlari fenotipik ve molekiiler tanimlamalar1 yapilmamastir.

Calismada elde edilen proteolitik ve amilolitik izolatlarin fenotipik 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢gin Gram boyama, bazi biyokimyasal testler, pH, NaCl ve sicaklik tolerans
testleri uygulanmistir. Fenotipik 6zellikleri belirlenmis ve bu izolatlardan birbirinden farkl
29 izolat secilerek molekiiler tanimlamalar1 yapilmistir. Ayrica molekiiler tanimlama igin
secilen 29 izolattan en yliksek nitel enzim aktivitesine sahip 12 adet proteolitik, 10 adet
amilolitik izolatin nicel enzim aktiviteleri belirlenmis ve potansiyel enzim varliklar1 ortaya
konmustur.

Calismamizda elde edilen proteolitik ve amilolitik izolatlarin 39’unun alkalifilik,
63’iinlin alkalitolerant 6zellikte Bacillus cinsi bakteriler oldugu tespit edilmistir. Ayrica
tamamimin farkli sicaklik derecelerini tolere edebilen halotolerant bakteriler oldugu
belirlenmistir.

Calismada filogenetik tanimlamasi yapilan izolatlarin Bacillus subtilis, Bacillus
pumilus, Bacillus altitudinis, Bacillus clausii, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis,
Bacillus majovensis, Bacillus sp. LCP66, Bacillus pseudofirmus, Bacillus polygoni,
Bacillus clarkii, Bacillus sp. 2b-2, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus tequilensis,
Uncultured organism clone ELU 0110, Bacillus thuringiensis ve Bacillus sp. LCP65
tiirlerine ait strainlere benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Nitekim tabaklama 6ncesi islem sivilarindan 17 farkh Bacillus tirii tanimlanmistir.
Molekiiler olarak tanimlanan 17 farkli Bacillus tiiriiniin 8’inin alkalifilik ve 9’unun ise
alkalitolerant oldugu belirlenmistir. Boylece deri proseslerinden daha 6nceden klasik ve
molekiiler yontemlerle tanimlanan ve bilinen tiirler haricinde lilkemizde 11 yeni Bacillus
tilirti bu ¢alismada ilk kez tanimlanmustir.

Deri islem basmaklarindan yeni Bacillus tiirlerinin molekiiler olarak tanimlanmasi

oldukca 6nem arz etmektedir. Clinkii Bacillus tiirlerinden elde edilen ekstremozimler
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cesitli endistri kollarinda kullanilmaktadir. Deri endiistrisinde zararli olan bir
mikroorganizma tipta insan sagligi i¢in yararli bir mikroorganizma olabilir veya bu
mikroorganizma  endiistrinin  ¢esitli  alanlarinda  kullanilabilecek  endiistriyel
mikroorganizmalar arasina girebilir ve insan refahi a¢isindan yararli hale gelebilirler.

Nitekim caligmada proteolitik 6zellikteki PS6 izolatinin Bacillus amyloliquefaciens
SZMGI17 strainine benzerlik gosterdigi ve 4,40 + 0,10 U/mL’lik enzim aktivitesi ile
potansiyel proteaz enzim iireticisi oldugu tespit edilmistir. AS6 izolatinin Bacillus
thuringiensis Fh-6 strainine benzerlik gosterdigi ve 0,76 + 0,01 U/mL aktiviteyle
potansiyel amilaz iireticisi oldugu ortaya konmustur.

Calismada potansiyel enzim aktiviteleri belirlenen 22 izolatin 12’sinin alkalitolerant,
10’unun alkalifilik Bacillus genusuna ait tiirler oldugu belirlemistir. Enzim aktivitesi
gosteren ve tamimlanan alkalifilik ve alkalitolerant Bacillus strainlerinin sahip olduklari
enzimlerin karakterizasyonu yapilip endiistriyel kullanima kazandirilmasi oldukca donemli
sonuglar dogurabilir. Bu neden ile calismada elde edilen Bacillus strainlerinin sahip
olduklar1 enzimlerin endiistriyel alanda kullanilabilirliklerinin incelenmesi gerekliligi
ortaya ¢ikmaktadir.

Diger yandan ¢alismamizda molekiiler diizeyde tanimlanan alkalitolerant Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis tiirlerine ait farkli strainler hem 1slatma-
yumusatma basamaginda hem de kire¢ giderme-sama basamaginda tespit edilmistir. Ayrica
kireclik islem basamagindan izole edilen Bacillus clausii tiiriiniin farkli bir straini kireg
giderme-sama islem basamagindan da izole edilmis ve tanimlanmistir.

Ham deriden izole edilen ve tanimlanan Bacillus tirlerinin daha sonraki islem
basamaklarma gecis yaptiklart ve hidrolitik enzim aktivitelerini stirdiirebildikleri
bilinmektedir. Islatma yumusatma sivilarinda karsilasilan hidrolitik enzim aktivitesine
sahip mikroorganizmalar bu basamakta kontrol altina alinmazlarsa ard arda devam eden
islem basamaklarina taginmakta ve daha sonraki islem basamaklarinda da enzimatik
aktiviteleriyle deriye zarar verebilmektedirler. Bu nedenle o6zelikle 1slatma asamasinda
bakteri faaliyetinin kontrol edilmesi ¢ok 6nemlidir. Calismanin bu sonucundan haraketle
deri endiistrisinde hedefe yonelik Onlemler alinarak bu mikroorganizmalarin kontrolii
iizerinde durulmasi deri zararlarinin 6nlenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Bununla birlikte daha oOnce kiiltiire edilmemis bir alkalifilik bakteri ilk kez
calismamizda izole edilerek kiiltiire alinmistir. Sahip oldugumuz alkalifilik izolatinin daha
ileri yontemler kullanmilarak incelenmesi ve tamimlanmasi hem deri endiistrisindeki

bakteriyal ¢esitlilige hemde alkalifilik bakteri ¢esitliligine katki saglayacaktir.
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BOLUM 5 - SONUC VE ONERILER Derva DOGANAY

Son olarak daha 6nce deri mikrobiyolojisi {izerine yapilan ¢aligmalarda deri islem
proseslerinden alkalifilik ve alkalitolerant bakteri izolasyonu, tanimlanmasi veya izole
edilen bakterilerin pH toleranslarinin belirlenmesi 1ile ilgili bir arastirmaya yer
verilmemistir. Bu nedenle bu c¢alisma deri kalitesine zarar verebilecek hidrolitik enzim
aktivitesine sahip alkalifilik ve alkalitolerant bakteri tanimlamasi yapilmasi agisindan
yapilan ilk detayl orijinal ¢calisma olmustur. Boylece elde edilen sonuglarin bu konu
kapsaminda yiiriitiilecek olan diger arastirmalara ve hem tlilkemizdeki hem de yurtdisindaki

deri sektoriine oldukc¢a dnemli katkilar saglanabilecegi diistintilmektedir
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EKLER
EK 1. PS4 izolatimin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1435

GCCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTA
GCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGAT
AACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGT
TCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG
TTAGGGAAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACC
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTT
CCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGG
TTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAG
AGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGT
TGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAAT
CTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTTTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGT
GAGGTAACCTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGGTG



EK2. PS6 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1429

GCCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAA
CTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAG
ACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAG
CTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCC
GCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACA
AGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAG
AGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG
CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGG
GGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGT
TGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGAC
AGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCT
CAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAA
TCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTAGGA
GCCAGCCGCCG

II



EK3. PS11 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayist: 1285

CTACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGG
CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTC
CGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAA
CATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAG
CTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGA
GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGAACCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTG
CAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT
GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG
AGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGCTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAA
CGCATTAAGCACTCCCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTAACAATCCTAGAGATAGGAC
GTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTGTCGTTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC
CAGCATTCAGGTGGGCAATTTAAGGGGGATGCCGGTGGCAAACCGGAGGAAG
GGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGTGAGCAGTAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAACCAATCC
CACAAATCTGTTGTTCATATTCGGAGATGCAGGTTTGTCACA

III



Ek4. PS13 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1429

GCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATA
ACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTT
CAATTATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTG
TTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTT
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGG
TTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAG
AGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGT
TGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAAT
CTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGT
GAGGTAACCTTTGGAGCCAGCCGCCGAAG

v



EKS. AS3 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayist: 1415

TGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGC
GGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTAC
TGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGAC
CTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGT
GGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA
CCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTG
TATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCG
ATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATC
GGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTG
AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAG
TCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGC
TCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTC
CGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA
AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAC
TTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCAT
GGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAG
ACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
GCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGA
AGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGA
TTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGG
ATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGA
GGGCGCTTACCCAC



EK6. AS6 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayist: 1241

GCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCT
CTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAA
GACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCG
CATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCG
TCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGA
AGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTA
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGC
AGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCT
CCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATC
ATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCG

VI



EK7. AS7 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1436

GCTATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGT
TAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGG
ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATG
GTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGT
CGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAG
CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA
CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGT
TGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTAC
CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGG
TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTT
CTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAG
GGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGC
AGAGTGACAGGTGGTGCATGGTGTTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCACGAGCGCAACCTTGATCTTAGTGGCCATCATTAAGT
TGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAAC
CGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTG
GGGTAACCTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGAC

VII



EKS8. AS16 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1430

GCTATACATGCAAGTCGAGCGGACCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATA
ACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTT
CAATCATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTG
TTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTT
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGG
TTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAG
AGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGT
TGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAAT
CTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGT
GAGGTAACCTTTGGAGCCAGCCGCCGAAG

VIII



EK9. PD2 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1447

ACGGTGCTGCGTGCCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTG
CTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTG
TAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTG
AACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGG
ACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGA
TGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAG
TCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTC
TGTTGTTAGGGAAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGT
ACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTT
CCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGG
TTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAG
AGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGT
TGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAAT
CTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTTTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGT
GAGGTAACCTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGGTG

IX



EK10. PDS8 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1429

GCTAATACATGCAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTA
GCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGAT
AACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGT
TCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG
TTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTT
CTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAA
ACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGT
TTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGA
GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTT
GGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATC
TGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTG
AGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAA



Ek11. PD11 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayist: 1424

GCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAG
CGGCGGACGGCCCTAATCAAGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAA
CTCCCTTTTAAAGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTC
AAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGA
CCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTT
AGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAAC
CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAAC
TGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTT
CCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGT
GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGG
GCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACG
TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGA
CAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATCTG
TTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCG
CTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAG
GTAACCTTTATGAGCCAGCCGCCG

XI



EK12. PD21 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1429

GCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGACGTTAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCCTTAGACTGGGATA
ACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCCCTTTCTCCACCTGGAG
AGAGGGTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTAGGGGATGGGCCCGCGGCGC
ATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCG
ACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGT
GAGGGAAGAAGCGGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTC
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTT
CTTAAGTCTGATGTGAAATCTCGGGGCTCAACCCCGAGCGGCCATTGGAA
ACTGGGGAGCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTT
TCGATGCCCGTAGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
TACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGC
AGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCTTTGACCACCCAAGAGATTGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAAA
GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTGAGTT
GGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GATGGTACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTGAAGCCAATCCCATAAAGC
CATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAAT
TGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTG
AGGCAACCTTATGGAGCCAGCCGCCTAAG

XII



Ek13. AD11 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1447

GCTATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTT
AGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGA
TAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGG
TTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTC
GCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTT
GTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACC
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGT
TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGG
AAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTC
TGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGG
GTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
TCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCA
GAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAG
TTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAA
ACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGG
TGGGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGAAAGGG

XIII



Ek14. ADS izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1431

GCTATACATGCAGTCGAGCGGACCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGC
GGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAA
CTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTC
CATTCTTAAAGGGGGGTTTTAACCTCCCCTTTACGAAGGGCCCCCCGCCC
CTTTACCTATTGGGGAAGGAACCGCTCCCCCAGGGCAACAATCCTTACCC
AACTTAAAAGGGGAACCGCCCCCCTGGGAATGAAACCCCGGCCCAAATTC
TTCCGGAAGGCACCATTAGGAATCCTCCCCCATGGAACAAAGTCTGACGG
AACCACCCCCCCTGGGTTAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAAATCTTTTTT
TAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATTAGGGCGGCACCTTGACGGTACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCCAGGCGG
TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAG
GGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGC
AGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCA
GTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAA
ATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG
GTGAGGTAACCTTTGGAGCCAGCCGCCGAA

X1V



EK15. AD3 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayist: 783 R ‘ye gore

TGGCTCCAGAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGA
CGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGC
GATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAAC
TGAGAACGGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGCTTGGCTGCCCTTTGTTC
TGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCATAAGGGGCATGATGACTTGAC
GTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAAC
TGAATGCTGGCAACTAAAATCCAGGGTTGCGCTCGTTGCCGGACTTAACCCAA
CATCTCAACACACCAACTGAACAACACCATGCACCACCTGGCACTCTACCCCC
CAAGGGGAAGCCTTATCTCTAGGGTTGTTCTAAGATGGCAAGAGCTGGGAAAG
GTCTTCCCGTTGCTTCCAATTTAAACACATGGTCCACCGGTTGGGGGGGCCCCC
CTCAATTTCTTTGAATTTCAAACTTGGCACCGGACTCCCCAAGGGGAGTGATTA
ATGCGGTTGCTGGCGCACTAAAGAGCGGAAAGACTCTAACACTTAGCACACAT
CGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTC
GCGCCTCAGCGTCAGTATCAGACCAGATAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTC
CACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGAAA

XV



EK16. PL7 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1431

GCTATACATGCAGTCGAGCGGACTGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATA
ACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGAGTAACCCGCTTCCACCTCATGG
GTGGAACGGGTGAAAAGATGGCCTCTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCG
CGGCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCG
TAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC
TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTC
TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTTGAATAAGGCGGCACCTTGACGG
TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGG
CGGTCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCA
TTGGAAACTGGGAGACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAC
TCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTA
GGGGTTTCGATGCCCTTAGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCCTTCGG
GGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGC
ATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAAACCGCGAGGTTGAGCGAATCC
CATAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA
GCCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGA
AGTCGGTGAGGTAACCTTTGGAGCCAGCCGC

XVI



EK17. PL8 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1434

GCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTT
AGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCCTTAGACTGGGA
TAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCCCTTTCTCCACCTGG
AGAGAGGGTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTAAGGGATGGGCCCGCGGC
GCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTT
GTGAGGGAAGAAGCGGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACC
TCACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGC
TTCTTAAGTCTGATGTGAAATCTCGGGGCTCAACCCCGAGCGGCCATTGG
AAACTGGGGAGCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGG
TTTCGATGCCCGTAGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAA
GCAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
TCTTGACATCCTTTGACCACCCAAGAGATTGGGCTTCCCCTTCGGGGGCA
AAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTGAG
TTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGATGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGAAGCCAATCCCATAAA
GCCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGA
ATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGG
TGAGGCAACCTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGGAC

XVII



EK18. PL9 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1429

GCCTAATACATGCAGTCGAGCGGACTGATGGGAGCTTGCTCCCTGAGGTT
AGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGA
TAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACCCGTTCCACCTCATGG
TGGAGCGGTAAAAGATGGCCTCTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGG
CGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAG
CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA
CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGT
TGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTTGAATAAGGCGGCACCTTGACGGTAC
CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGG
TCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGAGACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGG
GTTTCGATGCCCTTAGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCCTTCGGGGG
ACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATT
CAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAAACCGCGAGGTTGAGCGAATCCCAT
AAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCC
GGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGT
CGGTGAGGTAACCTTTTGAGCCAGCCGCT

XVIII



EK19. PL11 izolatimn 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1417

TGCAAGTCGAGCGGACTGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGG
GAAACCGGGGCTAATACCGGATAACCCGTTCCACCTCATGGTGGAACGGT
AAAAGATGGCCTCTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGC
TAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGA
GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA
AGAACAAGTGCCGTTTGAATAAGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGA
AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTCTTAAG
TCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGG
AGACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGAT
GCCCTTAGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGA
CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC
ATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTG
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG
CACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGAT
GGTACAAAGGGCTGCAAAACCGCGAGGTTGAGCGAATCCCATAAAGCCAT
TCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATTGC
TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGG
TAACCTTTTGGAGCCAG

XIX



EK20. PL13 izolatimn 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1430

GCTATACATGCAGTCGAGCGGACTGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATA
ACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACCCGTTCCACCTCATGGTG
GAGCGGTAAAAGATGGCCTCTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG
TTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTTGAATAAGGCGGCACCTTGACGGTACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTC
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGAGACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGT
TTCGATGCCCTTAGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCCTTCGGGGGAC
AAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCA
GTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAAACCGCGAGGTTGAGCGAATCCCATAA
AGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGG
AATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG
GTGAGGTAACCTTTGGAGCCAGCCGCCTAA

XX



EK21. PL14 izolatimn 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1410

GCTATACATGCAGTCGAGCGGACTGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATA
ACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACCCGTTCCACCTCATGGTG
GAGCGGTAAAAGATGGCCTCTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG
TTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTTGAATAAGGCGGCACCTTGACGGTACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTC
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGAGACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGT
TTCGATGCCCTTAGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCCTTCGGGGGAC
AAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCA
GTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAAACCGCGAGGTTGAGCGAATCCCATAA
AGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGG
AATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG
GTGAGGTAA

XXI



EK22. PL15 izolatimn 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1427

CCTATACTGCAGTCGAGCGCAGGAACAGGCTGATCCCTTCGGGGTGATGC
CTGTGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTTA
CAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGATCAGAAG
AACCGCATGGTTCTGCTGTAAAAGTTGGGACTTGTTCCTAACACTGTAAG
ATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC
GACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGA
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCATCCGCAATGG
GCGAAAGCCTGACGGTGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATT
GTAAAGTTCTGTTGTCAGGGAAGAACACGTGCCGTTCGAACAGGGCGGCA
CCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GCGCGCAGGCGGTCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTGGAA
TTCCACGTGTAGCGGTGAAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACTTTCTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTAGTGCCGCAGTTAACACATTAAG
CACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA
AGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTGGAGACAGAGCGT
TCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGACCTT
AGTTGCCAGCATTCTGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGGTGGTACAAAGGGCAGCAAAGCCGCGAGGCC
GAGCGAATCCCATAAAGCCACTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCG
CCTGCATGAAGCCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGCTTG
TAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCT

XXII



EK23. PL16 izolatimn 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1426

CTATACATGCAGTCGAGCGCAGGAACAGGATGATCCCTTCGGGGTGACGC
CTGTGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTTA
CAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGACCAGAAG
AACCGCATGGTTCTGCTGTAAAAGTTGGGACTTGTTCCTAACACTGTAAG
ATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC
GACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGA
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCATCCGCAATGG
GCGAAAGCCTGACGGTGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATT
GTAAAGTTCTGTTGTCAGGGAAGAACACGTGCCGTTCGAACAGGGCGGCA
CCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGGGGCCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CGCGCGCAGGCGGTCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG
TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTGGA
ATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACTTTCTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTAGTGCCGCAGTTAACACATTAAG
CACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA
AGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTGGAGACAGAGCGT
TCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGACCTT
AGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGGTGGTACAAAGGGCAGCAAAGCCGCGAGGCC
GAGCGAATCCCATAAAGCCACTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCG
CCTGCATGAAGCCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGCTTG
TAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACC

XXIII



Ek24 AL3 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1429

GCTATACTGCAGTCGAGCGGACTGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGC
GGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAA
CTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACCCGTTCCACCTCATGGTGG
AGCGGTAAAAGATGGCCTCTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGC
ATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCG
ACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT
TAGGGAAGAACAAGTGCCGTTTGAATAAGGCGGCACCTTGACGGTACCTA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCT
CTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAA
ACTGGGAGACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTT
TCGATGCCCTTAGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
TACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
AGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCCTTCGGGGGACA
AAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAG
TTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGATGGTACAAAGGGCTGCAAAACCGCGAGGTTGAGCGAATCCCATAAA
GCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGA
ATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGG
TGAGGTAACCTTTGGAGCCAGCCGCCTAA

XXIV



EK25. AL12 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1430

GCTATACATGCAGTCGAGCGGACTGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATA
ACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACCCGTTCCACCTCATGGTG
GAGCGGTAAAAGATGGCCTCTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG
TTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTTGAATAAGGCGGCACCTTGACGGTACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTC
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGAGACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGT
TTCGATGCCCTTAGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCCTTCGGGGGAC
AAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCA
GTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAAACCGCGAGGTTGAGCGAATCCCATAA
AGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGG
AATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG
GTGAGGTAACCTTTGGAGCCAGCCGCCTAA

XXV



EK26. AL20 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1426

GCTATACATGCAGTCGAGCGGACTGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATA
ACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACCCGTTTCACCTCATGGTG
GAGCGGTAAAAGATGGCCTCTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG
TTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTTGAATAAGGCGGCACCTTGACGGTACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTC
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGAGACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGT
TTCGATGCCCTTAGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCCTTCGGGGGAC
AAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCA
GTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAAACCGCGAGGTTGAGCGAATCCCATAA
AGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGG
AATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG
GTGAGGTAACCTTTGGAGCCAGCCGC

XXVI



EK27. AL17 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1420

GCTATACATGCAAGTCGAGCGGACTGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTA
GCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGAT
AACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACCCGTTCCACCTCATGGT
GGAGCGGTAAAAGATGGCCTCTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGC
GCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTT
GTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTTGAATAAGGCGGCACCTTGACGGTACC
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGT
CTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGG
AAACTGGGAGACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGG
TTTCGATGCCCTTAGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
TCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCCTTCGGGGGA
CAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTC
AGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAAACCGCGAGGTTGAGCGAATCCCATA
AAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCG
GAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTC
GGTGAGGTAACCTTTTGGAGC

XXVII



Ek28. AL18 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1430

GCCTAATAATGCAAGTCGAGCGGACTGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTT
AGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGA
TAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACCCGTTCCACCTCATGG
TGGAGCGGTAAAAGATGGCCTCTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGG
CGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAG
CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA
CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGT
TGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTTGAATAAGGCGGCACCTTGACGGTAC
CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGG
TCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGAGACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGG
GTTTCGATGCCCTTAGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCCTTCGGGGG
ACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATT
CAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAAACCGCGAGGTTGAGCGAATCCCAT
AAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCC
GGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGT
CGGTGAGGTAACCTTTGGAGCCAGCCGCCTAAG

XXVIII



EK29. AL21 izolatinin 16S rRNA Gen Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1427

GCTATACATGCAGTCGAGCGGACTGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTCAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATA
ACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACCCGTTCCACCTCATGGTG
GAGCGGTAAAAGATGGCCTCTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG
TTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTTGAATAAGGCGGCACCTTGACGGTACCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTC
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGAGACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGT
TTCGATGCCCTTAGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCCTTCGGGGGAC
AAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTC
AGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAAACCGCGAGGTTGAGCGAATCCCATA
AAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCG
GAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTC
GGTGAGGTAACCTTTGGAGCCAGCCGC

XXIX



Ek 30. Standart Tirozin Grafikleri
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Ek 31. Standart Maltoz Grafikleri
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