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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Ayvalik Tuzlasi (Bahkesir)’ndan Halofilik Bakterilerin Izolasyonu ve Biyoteknolojik
Enzim Potansiyellerinin Arastirilmasi

Mevliit Mert YILMAZ

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Mustafa OSKAY

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%10 ve {izeri) optimum biiyiiyebilen mikroorganizmalar,
halofiller grubuna girmektedir. Halofiller, yasamin ana domainleri Arkea ve Bakterileri de kapsayan,
yiiksek tuzlu kosullarda hayatta kalma kabiliyetine sahip ¢esitli mikroorganizmalari igerir. Halofillerin
baz1 6nemli biyoteknolojik ve ekolojik 6zellikleri, halofilik biyolojiyi daha derinden incelemek i¢in
bilim adamlarmin dikkatini ¢ekmektedir. Bu ¢alisma, bazi biyoteknolojik ag¢idan 6nemli enzimlere
odaklanarak Ayvalik Tuzlasindan halofilik bakterilerin izolasyonunu ve tanimlanmasini
kapsamaktadir.

Farkli zaman araliklarinda Ayvalik tuzlasindan su ve sediment 6rneklemeleri yapilarak g¢esitli
ortamlarda kiiltiire edilebilir halofilik bakteri izolasyonlar1 ger¢eklestirilmistir. Tuzlu su numunelerinin
iyon kromatografisi ile bazi iyonlar1 (Floriir, kloriir, nitrit, bromiir, siilfat vb.) ve ICP-OES metal analizi
ile baz1 metalleri (Na, Ca, Mg, Cd, Cu, Fe, Mn vb.) belirlenerek halofilik bakterilerin sayis1 ve tipleri
arasinda iliski olup olmadig1 tespit edilmeye ¢ahisilmustir. izolasyonlar sonucunda tuzladan alman su
orneklerinde yaklasik olarak 1.2 x 10° kob/mL kiiltiire edilebilir halofilik bakteri tespit edilmistir. izole
edilen mikroorganizmalar1 temsilen 55 farkli Halofilik bakteri se¢ilerek hem kat1 hem de sivi ortamda
farkli enzimleri (Ksilanaz, amilaz, seliilaz, pektinaz, proteaz ve lipaz) iretim kabiliyetleri
belirlenmistir. Kat1 ortamda yapilan testler 55 halofilik bakterinin 34 tanesinin arastirilan enzimlerden
en az birini {iretme kapasitesine sahip oldugunu 14 bakterinin ise yiiksek miktarlarda enzim iirettigini
gostermistir. Secilen halofilik bakterilerin sivi besiyerleriyle yapilan fermentasyonlar1 sonucunda elde
edilen enzim {iiretimleri ksilanaz igin 2-21.9, seliilaz i¢in 2.2-22.2, amilaz i¢in 2.4-18.2 ve pektinaz i¢in
1.2-9.8 U/mL arasinda farklilik gostermektedir. Uretilen enzimlerin 1siya karsi toleranslar1 40 °C
civarinda olmasina karsin yiiksek (alkali) pH’larda aktiviteleri cok daha stabil ve yiiksek bulunmustur.

Secilen 14 farkli bakterinin 11’1 morfolojik, kiiltlirel karakteristikleri ve 16S rRNA sekans
verileri araciligiyla tanimlanmuslardir. Belirlenen tiirler sirasiyla, Halobacillus karajensis, Halobacillus
alkaliphilus, Salegentibacter salarius, Halomonas alimentaria, Halomonas denitrificans,
Actinopolyspora erythraea, Chromohalobacter beijerinckii, Marinobacter algicola’dir. Ayrica enzim
tirettigi belirlenen 3 halofilik bakteri ise cins bazinda (2 adet Haloferax sp., 1 adet Saccharopolyspora
sp.) tespit edilebilmistir.

Calismada tanimlanan Halofilik bakterilerin literatiirde yer alan bazi halofilik bakterilerden ¢ok
daha yiiksek miktarlarda farkli enzimleri iretebildikleri belirlenmistir. Ancak daha sonraki
calismalarda enzim iiretimi optimizasyonu, saflastirilmas1 gibi bazi ileri testlerin tamamlanmasi ve bu
enzimlerin biyoteknolojik olarak farkli alanlarda kullanilabilirliginin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ayvalik Tuzlasi, Biyoteknoloji, Enzim Uretimi, Halofilik Bakteriler, Izolasyon.
2019, 108 sayfa.
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

Isolation of Halophilic Bacteria from Balikesir/Ayvalik Saltern and Determination theirs
Biotechnological Enzyme Potential

Mevliit Mert YILMAZ

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa OSKAY

Microorganisms that grow at high salt concentrations (10% and above) are included in
halophiles group. Halophiles include a diverse microorganisms with ability to survive in highly saline
conditions, including major life domains Archaea as well as Bacteria. Some important biotechnological
and ecological features of halophiles grabbing the the attention of scientists to further examine the
halophilic biology. This study presents isolation and identification of halophilic bacteria from Ayvalik
Saltern by focusing on some biotechnologically important enzymes.

Water and sediment samples were be sampled at different time intervals, and halophilic bacteria
were isolated. Determination of some ions (fluoride, chloride, nitrite, bromide, sulphate etc.) by ion
chromatography and some metals (Na, Ca, Mg, Cd, Cu, Fe, Mn etc.) by ICP-OES metal analyses of
saline samples, it is tried to determine whether there is a relationship between the frequency and the
types of halophilic bacteria. As a result of isolations, approximately 1.2 x 10° cfu/mL culturable
halophilic bacteria were determined in the water samples taken from the saltern. Representative 55
different halophilic bacteria for isolated microorganisms were selected and ability of the producing
different enzymes (xylanase, amylase, cellulase, pectinase, protease and lipase) were determined in
both solid and liquid medium. Tests in solid media showed that 34 of the 55 halophilic bacteria had the
capacity to produce at least one of the enzymes investigated, while 14 of the bacteria produced high
amounts of enzyme. As a result of liquid medium fermentation, the enzyme vyields of the selected
halophilic bacteria were 2-21.9 for xylanase, 2.2-22.2 for cellulase, 2.4-18.2 for amylase and 1.2-9.8
U/mL for pectinase. Although the temperature tolerance of the produced enzymes is around 40 °C,
their activity at higher (alkaline) pHs is much more stable and higher.

11 of the 14 selected bacteria were identified by morphological, cultural characteristics and 16S
rRNA sequence data. The species identified are Halobacillus karajensis, Halobacillus alkaliphilus,
Salegentibacter salarius, Halomonas alimentaria, Halomonas denitrificans, Actinopolyspora
erythraea, Chromohalobacter beijerinckii and Marinobacter algicola. In addition, 3 halophilic bacteria
producing the enzymes were determined on genus level (2 Haloferax sp., 1 Saccharopolyspora sp.).

Halophilic bacteria identified in this study were able to produce much higher amounts of
different enzymes than some halophilic bacteria studied in the literature. However, in later studies, to
determine the usability of these enzymes in different fields of biotechnology, it is important to
complete some more tests such as optimization of enzyme production and purification.

Keywords: Ayvalik Saltern, Biotechnology, Enzyme Production, Halophilic Bacteria, Isolation.
2019, 108 pages.
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1. GIRIS

Mikrobiyal yasam sadece spesifik ortamlarla siirli degildir. Son yillarda yapilan
calismalarla mikrobiyal komiinitelerin asir1 sicaklik, basing, tuzluluk ve pH dahil olmak
tizere ¢ok farkli kosullarda bulunabilecegi netlesmistir. Ekstremofiller olarak adlandirilan bu
organizmalar kesfedildikleri andan beri aragtirmacilar i¢in ilging ve zorlu bir platform
olmustur. Ekstremofiller insanlar i¢in 'agir1' olarak tanimlanan, ytliksek veya diistik sicaklik,
asir1 pH degerleri, yiiksek tuz konsantrasyonlar1 veya yiiksek basing gibi olumsuz ¢evresel
kosullarin varlig1 ile karakterize edilen ekolojik nislerde hayatta kalacak mikroorganizmalari
icermektedir [1]. “Ekstremofil” terimi 1974 yilinda MacElroy tarafindan ilk kez tanitilmistir.
Ekstremofillerin habitatlar1 olarak; sicaklik (Psikrofiller, Termofiller), pH (Noétrofiller,
Asidofiller, Alkalifiller), tuz (Halofiller), ektrem kuru kosullar (Kserofiller), kayaglar
(Endolitler), yiiksek seker icerigi (Ozmofiller) ve yiiksek atmosferik basing (Piezofiller)
alanlart 6rnek olarak verilebilir. Diinyanin bir¢ok yerinde, jeotermal ortamlar, kutup
bolgeleri, asit ve alkalin c¢evreler ve okyanuslarin soguk basingli derinlikleri gibi yerler
ekstrem vyerler olarak kabul edilmektedir. Ekstrem ¢evrelerdeki sartlarin u¢ noktalarda
olmasi nedeniyle bu bdlgelerde yalnizca arkeal ve bakteriyel mikroorganizmalar
(prokaryotlar) yasayabilmektedir. Cok hiicreli organizmalar, hiicresel yapilar1 ve

bolimlerinin farkliligi nedeniyle ektrem kosullarda canliligini siirdirememektedirler.

Halofiller, genellikle asir1 alkalin ortamlarda yasayan ve biiyiimeleri i¢in tuza
gereksinim duyan organizmalardir. Alkalin ortamlarda genellikle prokaryotik ve dkaryotik
mikroorganizmalar  bulunabilmektedir.  Halofiller, ¢evrenin  ozmotik  basincini
dengeleyebilmekte ve tuzlarin denatiire etkilerine kars1 direngli hale gelebilmektedir. Tuz ve
soda gollerinde, kayaglarda ve tuz kristallerinde dormant hiicreler olarak yasamaktadirlar.
Bu prokaryotik organizmalar evrim agacinda daha temel bir grup ya da dal olmaktan ¢ok,
bakteri gruplarindaki bazi evrimsel uyarlamalar ile ortaya ¢ikmaktadir [2]. Yaygin olarak
bulunan ve iyi adapte olmus ekstrem halofilik mikroorganizmalara 6rnek olarak
Halobacteriaceae ailesinin Halobacterial ordosuna ait olan archaeal Halobacterium cinsi ve

tiyeleri verilebilir [3].

Halofiller, diger organizmalarin biliylimesini sinirlayan ortamlarda hayatta
kalabilmekte ve gelisebilmektedir. Halofilik arkealar, deniz ve karasal ekosistemlerde

prokaryotik diinyanin énemli bir boliimiinii temsil etmekte olup sira dis1 6zellikleri yeni



biyoteknolojik siireclerin ve endiistriyel uygulamalarin gelistirilmesinde onlar1 potansiyel

olarak degerli bir kaynak yapmaktadir [4].

Giliniimiizde, halofil arkealar, yiiksek tuzlulukta gelisen ¢ok eski organizmalarin bir
boliimii olarak tanimlanmaya baslanmustir. Ilimli halofilik bakteriler, farkli cinslere ait
heterojen bir fizyolojik mikroorganizma grubunu olusturmaktadirlar. Bu bakteriler asiri
tuzlu ortamlarda gelisen gesitli organizmalarin olusturdugu gruptur. Tuz konsantrasyonu
gereksinimlerine bagli olarak, halotolerant (%1-5 NaCl), zayif halofiller (%2-5 NaCl), ilimli
halofiller (%5-20 NaCl) ve asir1 derecede halofiller (%20-30 NaCl) olarak

siniflandirilmaktadirlar [5].

Halofilik mikroorganizmalarin endiistriyel uygulamalar ¢ok gesitlilik gostermektedir
ve her iki domaindeki suslar, biiyiikk biyoteknolojik potansiyele sahiptir [6].
Halobacteriaceae, tuz kristallestirici havuzlardaki 1$1gin  emilmesini saglarken
buharlagsmanin da artmasina yardimei olmakta ve bazi karotenoid pigmentlerin tiretimine de
katkida bulunmaktadir. Halobacterium salinarum bilgisayar belleginde holografik saklama
malzemesi olarak kullanilan integral bir membran proteini olan bakteriyorodopsin
iiretmektedir. Archaea'dan bazi suslara ait olan Halobacterium, Haloferax ve Haloarcula

cinslerinin tiriinleri bazi hidrokarbonlarin ve bocek dldiiriiciilerinde kullanilmaktadir [7].

Farkli endiistrilerde kullanilan bir¢ok mikrobiyal enzim olmakla beraber ekstrem
sicaklik ve tuz konsantrasyonlarindaki kararliliklar1 ve karakterizasyonlar1 dnemli bir konu
olmaktadir. Halofilik bakterilerin enzimleri, yiiksek iyonik kosullardaki kararliliklar:
nedeniyle endiistriyel kullanimda tercih edilmektedir. Halobakteriyel enzimlerin ¢ogu
yiiksek sicaklara kararlidir ve halobakterilerin iirettikleri ekzoenzimler biyoteknolojinin
farkli alanlarinda kullanilabilmektedir. Halofilik hidrolitik enzimlerin, deterjan
endiistrisinde, yiyecek endiistrisinde ve kirli deniz sularinin iyilestirilmesinde kullanilmasi
ornek olarak verilebilir [8]. Halofillerdeki glikozid hidrolazlar, lipazlar, proteazlar ve
niikleazlar gibi enzimler farkli alanlardaki endiistriyel uygulamalar icin analiz edilmis
olmasina ragmen, hipersalin ortamlardaki hidrolitik yapilarinin ¢esitliligi nedeniyle daha
kapsamli taramalar halen siirmektedir [9]. Ayrica biyopolimerler, ylizey aktif maddeleri,
hiicre dis1 polisakaritler, bakteriyorodopsinler ve halosinler de dahil olmak iizere halofiller
tarafindan iiretilen ikincil metabolitler, potansiyel biyoteknolojik uygulamalar1 nedeniyle

yeni c¢alismalarin konusu da olmaktadirlar [10]. Bakteri ¢esitliligi i¢in bakteri



simiflandirilmas: yapilmasi dogru fenotipik ve genotipik caligmalarin kombinasyonunu

icermelidir [11].

Ekstrem tuzluluga dayanikli enzimleri, tuzluluga kars1 koyabilmek icin gelistirdikleri
hiicre i¢i yapilari, zor sartlarda enerji iiretimine olanak saglayan 6zel proteinlerinin varligi
ve bunun gibi kendilerine has o6zellikleri halofilik bakterilerin biyoteknoloji alanindaki
degerlerinden olup, iilkemizin tuz ihtiyacim1 karsilayan Balikesir/Ayvalik Tuzlasindan
halofilik bakterilerin izole edilerek tanimlanmasi bu ¢alismadaki baslica amaglardan birisi
olmaktadir. Bu nedenle tuzlu alanlardaki halofilik bakterilerin tanimlanmasi ve
biyoteknolojik enzim iiretim potansiyellerinin ortaya konulmasi 6nem arz etmektedir. Bu
baglamda, calismada Balikesir Ayvalik Tuzlasi'ndan belli zaman araliklarinda su, toprak ve
diger organik materyallerden 6rnekleme yapilarak yiiksek enzim (amilaz, seliilaz, ksilanaz,
pektinaz vb.) potansiyeline sahip halofilik bakteri izolasyonu ve tanilanmasi
hedeflenmektedir. Ayni zamanda sivi ortamda enzim tiretimi ve iiretilen enzimlerin pH ve
sicakliga kars1 toleranslari tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile 6nemli olan halofilik
mikroorganizmalarin Ayvalik deniz tuzlasindan kapsamli olarak ilk kez izolasyonlari

gerceklestirilecek ve farkli enzimleri liretim potansiyelleri ortaya konulacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Halofilik Mikroorganizmalarin Tarihcesi

M.O. 2700 yilinda ilk halofilik mikroorganizmanin varlig1 saptanmis olup hipersalin
ortamlarda, kirmizi tuzlu suda bulunan mikroorganizmalarin oldugu bilinmektedir [12].
Pierce tarafindan, halofil izolasyonunu anlatan bir rapor da 1914 yilinda sunulmustur. 1920-
1940 yillart arasinda balik, hayvan derileri ve hamsi gibi bir¢ok canlidan halofilik bakteri
izole edilmistir. En Onemlisi, Petter ve Hof tuza doymus ¢evrelerde yasayan

mikroorganizmalar konusunda 1932 ve 1935 yillarinda arastirmalar yapmustir [13].

1936 yilinda Volcani'nin yaymladigi "Olii Denizde Yasam" adli makalesinde Olii
Denizin hipersalin ¢evrelerinin cansiz ve steril oldugunu diisiiniimekteydi [14]. Petter ve
Hop eserlerinden esinlenerek Volcani, Olii Deniz'in sularindan ve kiyilarindan asiri
halofilleri, Halobacterium trapanicum ve Micrococcus morrhuae'yi ve orta derecede halofil
olan Chromohalobacterium marismortui, Pseudomonas halestrogusu ve Flavobacterium
halmephium’u izole etmistir lakin bu arastirma takip edilememistir ve Volcani yaklasik 20
yil ¢alistiktan sonra arastirma odagini degistirmistir [15]. 1980'lerde Ventosa ve ark., [16]
Volcani'min  biraktigi  yerden konuyu tekrar ele almiglar ve Olii Deniz'de
mikroorganizmalarin yasami hakkinda kapsamli galismalar baslatmislardir. Oren ve ark.,
[17] ayn1 zamanda hipersalin ortamlarda mikroorganizmalarin ekolojisi, fizyolojisi,

biyokimyas1 ve mikrobiyolojisi lizerinde de ¢alisma yapmuslardir.
2.2. Halofiller

Halofiller, asir1 alkalin ortamlarda yasayan tuzu seven organizmalardandir. Bu
cevredeki prokaryotik ve okaryotik mikroorganizma gruplari ¢evrenin ozmotik basincini
dengelemektedirler ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinin denatiire edici etkilerine karsi
direnglidirler. Normalde, tuz bakimindan zengin ortamlarda yasayan organizmalar su
kaybetmekte ve osmoz sonucunda 6lmektedirler. Halofiller tuzca zengin ortamlarda hayatta
kalabilmek i¢in, sitoplazmalarini ¢evre ile izotonik tutmalidir. Bu olayr 2 farkhi sekilde
yapmaktadirlar. Ilk olarak (bakteriler, baz1 arkealar, mayalar, yosunlar ve mantarlar) organik
bilesikleri sitoplazmalarinda depolamaktadirlar; bu tiir bilesikler organizmalarin ozmotik
stresden kurtulmasma yardimecir olmaktadir. Bu proseste kullanilan en yaygin ¢dzgen
maddeler yiiksiiz amino asitler ve sekerlerdir. Bu yontemin Onemli bir dezavantaji
organizmanin 6nemli miktarda enerji kullanmasini gerektirmesidir. Ikinci olarak daha az

tuza adaptasyon seklinde, sitoplazmalarinda potasyum (K*) iyonlarmin segici alimim
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icermektedir. Buna karsilik, organizma sodyum-potasyum pompasi yardimiyla sodyum
(Na") iyonlarim1 pompalamaktadir. Sodyum, potasyum iyonlarindan daha az
kullanilmaktadir. Bu adaptasyon sadece bir grup bakteri ordosu ve tek bir Archaea ailesi
tarafindan kullanilmaktadir. Bu yaklasimin avantaji, daha 6nce bahsedilen uyarlamadan ¢ok
daha az enerji i¢in kullanmasidir. Cogu halofil mikroorganizma bu mekanizmalarin birisini

kullanmaktadir ancak bir kag halofil her iki mekanizmay1 birden kullanabilmektedir [18].

Sonug olarak, halofiller, ozmotik dengelerini korumak i¢in hipersalin habitatlarda
hayatta kalabilmektedirler. izotonik cevrelerde konsantrasyonlarin1 sodyum kloriir veya
potasyum kloriir (NaCl veya KCIl) gibi tuzlar biriktererek uygun hale getirmislerdir.
Halofillerdeki proteinler ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlariyla (4 M KCI konsantrasyonu ve
5 M daha tistii NaCl konsantrasyonlarinda) bas etmelidirler [19]. Enzimler, yiizeylerindeki
cokelmeyi Onlemek icin yiizeylerinde ¢ok miktarda negatif yiiklii aminoasit kalintilari
biriktererek bu ¢evreye uyum saglamaktadir. Bu nedenle, daha disik tuz
konsantrasyonlarina sahip ortamda, halofil enzimlerin ¢oziiniirliigli genellikle ¢ok zayiftir
ve bu da halofillerin yasam ¢evrelerini sinirlayabilmektedir [20]. Bununla birlikte, bu

ozellikleri sayesinde, sulu/organik ve sulu olmayan ortamlara da adapte olmuslardir [21].
2.2.1. Halofilik Arkelerin ve Bakterilerin Genomikleri, Evrimi ve Taksonomisi

Halofilik archealarin aksine halofilik ve halotolerant bakterilerin birgogunun
filogenetik dali bulunmaktadir. Bakteri domainlerinin birgogu halofilik ve halotolerant
organizmalar bakimindan farkli bakteri taksonlari icerisinde degerlendirilmektedir. Baz1 iyi
bilinen bakteri filumlart sunlardir; Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Spirochaetes ve Bacteroidetes'dir [22]. Halofilik ve halotolerant
aktinobakteri filum olarak Actinobacteria'ya aittir. Bu taksonun sonuglarma, 16S rRNA
fiologenetik agacindaki dallanma pozisyonlar1 ve taksona 6zgli 16S rRNA imzalarindan
ulagilmistir [23]. Ayrica, 23S rRNA ve protein sekanslarindaki bazi korunmus bdlgeler,
bakterilerden aktinobakterileri ayirt etmektedir [24].

DasSarma, bakteri gruplarindan haloarkeal genomlarin farkli oldugunu gostermek i¢in
Halobacterium NRC-1'in genom dizisini yaymlamistir [25]. Yakin zamanlarda genom
dizileri tamamlanmis olan bu organizmalardan bazilar1 sunlardir; Haloarcula marismortui,
Natronomonas pharaonis, Haloquadratum walsbyi, Halorubrum lacusprofundi,
Halomicrobium mukohataei, Halorhabdus utahensis, Halogeometricum borinquense,

Haloterrigena turkmenica ve Haloferax volcanii. Cogu halofil mikroorganizma ekolojik
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cesitlilik gostermektedir. Xiang ve ark., Haloarcula hispanica ve Haloferax mediterranei
genomlarmin dizilimini ve analizlerini gostermislerdir. DasSarma, haloarkaeal genom
diziliminde {istel bir artis oldugunu gostermekte ve suan ki ileri sekanslama yontemleriyle,
birka¢ yil icinde Halobacteriaceae tiirlerinin yayinlanmis genomlarinin sayisinin ¢ok hizl
bir sekilde artacagini dngérmektedir. Biiyiikk mega plazmidlerin ve mini kromozomlarin
mevcudiyeti ve g¢ekirdek asidik proteomlarin varligi da dahil olmak iizere haloarkaeal
genomlarin korunan yapilarindan bazilar1 degerlendirilmistir [26]. Veri analizi ayrica,
biyoteknolojide uygulanabilecek yeni gen sayisinin artmasiyla genisleyen bir haloarchaeal

pan genomunun kestirimini saglamistir [27].

DasSarma ve ark., tarafindan da ek postgenomik ¢alisma yapilmistir. Coker,
haloarkelerdeki TATA baglayici protein ve transkripsiyon faktorii B protein aileleri iizerine
calismalar yaptigini bildirmistir ve gen ekspresyonu ve stres regiilasyonu i¢in dnemini

gostermistir [28].

Halofilik ve halotolerant bakterilerin sirali genomlarinin listesi heniiz daha yeterli
miktarda degildir. 30 y1l 6nce tanimlandigindan beri en popiiler model organizmalardan biri
haline gelen ve biyoteknolojik uygulamalar da kullanilan organizma Halomonas elongata'y:
bile igermemektedir. Genom sekansi bilgileri mevcut olan; anoksijenik halofilik fototrof
Halorhodospira halophila, ekstrem tuza tolerant alkalifilik siilfiir oksidasyonu
gerceklestiren Thioalkalivibrio, termofilik anaerobik halofil Halothermothrix orenii ve

aerobik heterotrofik Chromohalobacter salexigens ve Salinibacter ruber'dir [29].
2.2.2. Halofilik Viriisler

2001 ve 2004'te Sevilla ve Ljubljana'daki Halofiller sempozyumlarinda, hipersalin
ekosistemlerinde mantarlarin 6nemini vurgulanmistir. 2010 yilindaki Halofiller adl1 kongre
de ise viriislerin 6nemi ortaya konmustur. Asir1 halofilik Arkea'ya saldiran fajlar ilk kez 1974
yilinda tanimlanmistir, ancak o yillar hipersalin ekosistemlerdeki viriislerin rolii daha

kesfedilmemistir [30].

Roine veark., halofilik Arkea'ya saldiran yeni viriis tiirlerini kesfetmislerdir. Tek
iplik¢ikli veya cift sarmalli bir DNA genomu iceren bir lipit zarfina sahip pleomorfik
viriislerin izolasyonu ve karakterizasyonu, hipersalin ortamlardaki viral ¢esitliligin 6nceden
varsayildigindan ¢ok daha biiyiik oldugunu gostermektedir [31]. Heaphy, Mogolistan'da bir
tuz goliinden izole edilen iki yeni litik bas/kuyruklu viriisii (Siphoviridae viriisii BJ1 ve

Myoviridae viriisii BJ2) Halorubrum kocurii'ye enjekte etmistir [32]. Birkag archaeal viriis
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genomu dizilenmistir ve bunlardan birisi virlis BJ1 dizisidir (EMBL erisim numarasi

AM419438).

Utah'da Biiyiik Tuz Goliin'deki virtis dagilimi ve ¢esitliligi hakkinda kapsamli bir
arastirmanin ilk sonuglari Baxter tarafindan sunulmustur. Tuzlalarda, protozoa ve diger
yirtict hayvanlar olmadigindan, virlis ¢esitliligini ve canliliklarini incelemek i¢in ideal
ortamlardir ve prokaryotlarin ve viriis benzeri partikiillerin say1s1 olarak: > 107/mL ve > 108-
10%/mL olarak verilmistir. Rohwer tuza doymus goletlerde viriis canliliklar1 iizerine
calismalar yapmistir. ilk bakista, tuzladaki arkea ve viriislerin mevcut ve ongoriilebilir
topluluklarinda "6ldiir-kazan" davranisinin olmasi bodylesi bir ortamda mikrobiyal
taksonlarin ve viral avcilarin hizla dongiisii sebebiyle farklilik gostermektedir. San Diego
yakinlarindaki tuzlalarda viriislerin metagenomik analizi, mikrobiyal takson ve viral
taksonlarin dagiliminin zamanla sabit kaldigin1 ancak mikrobiyal suslarin ve viral
genotiplerin dagiliminin dalgalanabilir oldugunu gdstermistir. Dolayisiyla, bireysel suslarin
ve viral genotiplerin populasyonlari "6ldiiren-kazanir" modelindeki dalgalanmalara baglidir
[33].

Viriislerin faaliyetleri ekstrem halofilik bakteri Salinibacter'in (Bacteroidetes)
dagilimi iizerinde derin etkilere sahip olabilmektedir. Santos ve ark., bacteria i¢inde bulunan
halofilik temsilcilerin yaklasik olarak %15 civarinda ve halofiller arasinda ise en yaygin
olanan Salinobacter ruber oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica ayni ¢alismada viral
topluluklarin metagenomunu ortaya g¢ikarilmigtir. Biyoinformatik analiz sonuglart (GC
icerigi ve diniikleotit frekans analizi) temel alinarak viral dizilerin yaklasik %?24'

Salinibacter fajlarina karsilik gelmektedir [34].
2.2.3. Halofilik Kiif ve Mayalar

Halofilik kiifler uzun zamandir hipersalin ekosistemin iiyeleri olarak goriilmemekteydi
ancak 6nemi son on yilda anlagilmistir. Gunde-Cimerman ve ark., yaygin olan halofil veya
halotolerant kiif ve mayalarin biyolojisine genel bir bakis saglamistir. Bunlar arasinda, en az
1.5 M NaCl'ye ihtiyag duyan halofil Wallemia ichthyophaga, 5 M NaCl'ye kadar biiyiiyen
siyah mayalardan Hortaea werneckii ve 3 M NaCl'ye kadar biiyiiyen Aureobasidium
pullulans bulunmaktadir. Bunlarin hepsi genellikle hipersalin gollerinde ve birgok
beklenmedik ortamlarda bulunmaktadir. Bu alanlar: ev bulasik makineleri, kutup buzlar1 ve

muhtemelen ¢6l magaralarinda 6riimcek aglari tizerindedir [35].



Halofilik ve halotolerant kiifler, ozmotik ¢6zeltiler olarak gliserol, eritritol, arabitol ve
mannitol gibi poliolleri kullanmakta ve sitoplazmalarinda diisiik tuz konsantrasyonlarini
korumaktadirlar. Ana Plemenitas ve Janja Zajc tarafindan Hortaea werneckii ve Wallemia
ichthyophaga'nin ozmotik uyarlamasi tizerine molekiiler ¢alismalar yapilmistir. Sodyumun
(Na") identifikasyonu ve yapisal 6zellikleri 3' fosfoadenozin- 5' fosfataz HwHal2'ye duyarl
oldugu bulunmustur, H. werneckii halotolerans canlilardan birisidir ve bitkilerde tuza
dayaniklilig1 saglamak i¢in transgenik olarak calismalar1 yapilmistir. Yiiksek ozmolarite
gliserol'in (HOG) derinlemesine ¢alisilmasi iizerine bir anlayis elde edilmistir ve bu anlayis
gelecekte gelistirilecek tuza dayanikli bitkilerin gelistirilmesine uygulanabilecektir.
Gliserol-3-fosfat dehidrojenaz, hem Wallemia hem de Hortaea tarafindan gliserol sentezinde
kullanilmaktadir ve bu enzimi kodlayan genin heterolog ifadesi, yetersiz gliserol

tiretimindeki Saccharomyces cerevisiae'deki halotoleransi diizeltebilmektedir [36].
2.2.4. Halofilik Bakteriler ve Arkealar

Yasamin {i¢ alanin her birinde de (Arkea, Bacteria, Eukarya) halofilik ve halotolerant
mikroorganizmalar bulunmaktadir. 100 g/I'nin tizerindeki tuz konsantrasyonunda biiyiiyen

organizmalar filogenetik yasam agacindaki dallar1 asagidaki Sekil 2.1.'de gosterilmektedir

[37].

Halobacteriales takimindaki aerobik halofilik Arkealar, Halobacteriaceae ailesi
igerisindeki baskin halofillerdir. Olii Deniz, Magadi Golii, Kenya gibi hipersalin soda
goletleri ve tuzlu kristallestirici havuzlar gibi ortamlar mikrobiyal biyokiitlenin ana
bilesenleridir. Bu goletlerin kirmizi renklerinin ¢ogunun veya tamaminin, ailenin birgok
iyesinin membranlarinda bulunan C-50 karotenoid pigmentlerinden (a-bakteriyoruberin ve
tirevleri) kaynaklanmaktadir [38]. Ayrica, Euryarchaeota'nin metanojenik kolu, halofil
temsilcileri igermektedir ve metanojenez, tuz konsantrasyonun doygun seviyesine
yaklastiginda meydana gelmektedir. Crenarchaeota alemi i¢inde higbir halofil heniiz tespit

edilememistir [39].

Bakteriler, ¢cok sayida filogenetik alt gruba yayilmis bir¢ok halofilik ve halotolerant
mikroorganizmalar1 igermektedir. Bunlarin bircogu Ventosa ve ark. tarafindan ¢alisilmistir.
Proteobakterilerin halofilik temsilcilerinin farkli dallari, genellikle halofilik olmayan yakin
akrabalarin1 igermektedir. Halofiller ayrica Siyanobakteriler, Flavobacterium - Cytophaga
dali, Spiroketler ve Aktinomisitler arasinda bulunur [40]. Halofiller, Gram-pozitif bakteri

(Firmicutes) soylari iginde, aerobik dallarda (Bacillus ve ilgili organizmalar) ve anaerobik
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dallarda bulunmaktadir. Hatta Halanaerobiales, anaerobik mikroorganizmalar1 igeren iki

aileden (Halanaerobiaceae ve Halobacteroidaceae) olusmaktadir [41].

(<] éﬁl o g
£
BACTERIA|§ § ¢ & e‘é y&‘wg § ?R HAEA
= N &
o o g = g T ¥ e B & &
8 2§ BS & _F s & fé"
= (=) N
- On 8 o" \d
e, S B B Y % _,sﬁé’ﬁs o ®
P, 6, % O % E R o0
. oz, g, e = 2 F & W
g, R EY
V%, (N 2 - E
Loy, %, kS s /& »®
og < Q = o°
Closy,, Hoy N & o e
1L 13, %0, % > (o ‘o@o
2., = Mo o0
Bacllius s, e
Hellobacterium & ES oﬂiu_
d Ther™
pact®
Arthee
pium ™ e (S
Thefmof“‘“ro .‘“e““ 0"09
G +
) g
+
(=)
-
o B
=
"J’pro
©s;,
Zel ="
Achly\a e,
cos‘:“;\-a/ s
por? G\‘\(“
il g,
& & 5
- %y
g 2 S
& 8 % B
= o
[EUCARYA] & § & LY =
g 5 &3 Y
W 2 e = = 3,
=z ™ ?,‘ ‘9_—; Oﬁ
LY 2 %
= %

Sekil 1.1. Kiiciik Alt Unite rRNA Gen Dizilerine Dayanan Evrensel Filogenetik Yasam
Agaci [41]. Halofilik ve halotolerant mikroorganizmalarin bulundugu dallar kalin gizgilerle

gosterilmistir.

Genel olarak, bakteri alanindaki ¢ogu halofillerin ekstrem halofiller yerine 1limh
olduklart belirtilmistir. Bununla birlikte tuz gereksinimi ve tolerans1 6zellikleri agisindan

Halobacteriaceae ailesinin bazi tiirleri archeal halofillerine benzemektedir [42].
2.3. Halofillerin Tuzlu Ortamlara Adaptasyonlar

Hipersalin kosullarda mikroorganizmalarin hayatta kalmasi, ortam ile ozmotik
dengeyi korumas: i¢in Ozel hiicresel yapilarini ve enzimatik adaptasyonlarim

gerektirmektedir.



2.3.1. Seliiler Adaptasyon

Cok tuzlu ortamlara adapte olmamis mikroorganizmalar suyunu kaybederek
hiicrelerin ilk 6nce biiziilmesine ve daha sonra hiicresel yapinin ve islevinin kaybedilmesine
neden olmaktadir (Sekil 2.2a.). Bu gibi kosullar altinda asir1 su kaybini1 6nlemek igin,
halofiller, sitoplazmalarinin ozmotik aktivitesini dis ortamla esitlemek i¢in iki farkl
stratejiyi gelistirmislerdir; birinci olarak uyumlu organik ¢6ziiniir maddeler tiretirler (Sekil
2.2b.), ikinci olarak da hiicreler i¢indeki toplam tuz konsantrasyonunu, sitoplazmalarindaki

biiyiik tuz konsantrasyonlariyla birlestirerek uyum saglamaktadirlar (Sekil 2.2c.) [43].
(a) (b) (c)
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Sekil 2.2. Halofillerin Hipersalin Cevrelere Adaptasyonlari [43]. a) Turgor etkisi b) Uyumlu

organik ¢Oziinen sentezi ¢) Cevresel tuz konsantrasyonlarinin dengelenmesi.
2.3.2. Yiiksek Tuz Konsantrasyonunda Strateji

Halofiller, cevrelerindeki tuz konsantrasyonunu dengelemek icin inorganik klor
iyonlarini kullanmakta ve hiicreler aras1 olarak klor iyonlarini biriktererek, kendilerini tuzlu
bir ¢evreden korumaktadirlar. Bu siire¢, kloru ortamdan sitoplazmaya tasiyan sadece
halofillerde bulunan klor pompalarini icermektedir. Arginin ve lizin, klor alinimi ve

birakilmasini kolaylagtirmak i¢in klor transport kanalinin her iki ucunda bulunmaktadir [44].

Halobacterium salinarum, Haloarcula marismortui, Halococcus morrhuae gibi
arkealar Halobacteriaceae ailesinin asir1 halofillerindendir. Bakteriyel Halanaerbiales
ailesinden; ~ Haloanaerobium  praevalens,  Haloanaerobium  acetetoethylicum,
Halobacteroides halobius gibi bakteriler hiicreleri igerisindeki K* iyonlarin1 konsantre
ederek, ozmotik dengelerini korumus olurlar [45]. Bu, membrana bagli proton-pompa
bakteriyodopsin, ATP sentaz, Na*/H" antiportlar'in uyumlu eylemiyle basarilmaktadir ve K*

uniport mekanizmasi yoluyla K* ' nin hiicrelere alimimi yonlendiren bir elektrik potasiyeliyle
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sonuglanmaktadir. Bu elektriksel potansiyel her zaman K*'un difiizyon potansiyelinden daha
biiyiik olmalidir, bdylece CI° karsit iyonu birincil veya ikincil tasiyicilar tarafindan
alinmaktadir. Isik yoklugunda, Na* / H" antiportu, 1siktan bagimsiz bir CI/Na* simportu ile

degistirilmekte, ancak bu tiir tasima mekanizmasi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir [46].

Salinibacter ruber, gevreyle ozmotik dengesini korumak i¢in hiicrelerinde K*
biriktirmektedir. Bununla birlikte bugiine kadar S. ruber'de K" ve CI" alimina yonelik
biyokimyasal bir test gelistirilmemistir. Salinibacter ruber genomu analizi sonucunda, K*
alimmin muhtemelen bir tropomiyozin reseptor kinaz A ile ilgili tasima mekanizmasi
yoluyla meydana geldigini diisiindiirmektedir. Salinibacter ruber genomu, bir lateral gen
aktarim olayindan kaynaklandig1 diisliniilen, tropomyosin reseptoér kinaz A geninin iki
kopyasini kodlamaktadir. Tropomiyozin reseptor kinaz A, NADH ve NAD" 'yi baglayan bir
sitoplazmik-yonlendirmeli membran proteinidir ve zar boyunca uzanan translokasyon
altbirimi, tagima aktivitesi icin esastir. Buna ek olarak, halorodopsin vasitasiyla S. ruber CI
pompalari iizerinden Cl'yi hiicre i¢ine almaktadir. S. ruber 'in genomunda muhtemelen
rodopsin kodlayan dort varsayimsal gen tespit edilmistir. Sekans benzerliklerine dayanarak,
iki gen bir sensor rodopsini, liglincii gen bir proton pompasini ve dordiincii gen ise Cl°
pompasini kodlamaktadir. lging bir nokta ise, S. ruber 'de K* ve CI- birikiminde anahtar rol
oynayan Na*- K* / CI" yardimci transportu igin genin iki kopyasinin 6karyotlarda bulunmas,
ancak prokaryotlarda bulunmamasidir. X 1511 mikro analizi bu yardimci pompalarin

arkelerden ekstrem halofil olan Halobacteriaceae ailesinde bulundugunu géstermistir [47].
2.3.3. Diisiik Tuz Konsantrasyonunda, Organik Coziinende Strateji

Ozmotik dengenin korunmasi ve farkli tuz ortamlar1 altinda uygun turgor basincinin
olusturulmasi i¢in daha esnek bir yontem daha uygun olabilmektedir [48]. Halofillerde
hareketsiz uygun ¢ozeltilerin (ozmolitler) alinim1 evrimsel siire¢ i¢inde olusmustur, 6rnegin,
uygun cozeltilerin dis cevreden saglanmasi 6rnek olarak verilebilir. Bu ozmolitler,
mikrobiyal proteinleri diisiik tuz konsantrasyonunda suda denatlirasyondan korurken,
organizmanin da dis salin ortamindaki dalgalanmalarina karsi toleransini artirmaktadir.

Halorhodospria halochlor 'daki glisin betain, ilk bildirilen bakteri ozmoliti olmustur [49].

Mezofilik kokenli ozmolitler genellikle kutupsal, yiiksek c¢oziiniirliikkte olan
bilesiklerdir. Diger taraftan Arkelerde bulunan ozmolitler, 6rnegin; gliserol, glikosil gliserol,
betainler, prolin, glutamat, glutamin ve ektoinler [50] fizyolojik pH'da negatif yiikliidiir.

Buna ek olarak, sekerler siikroz ve trehaloz, mikrobiyal membranlari stabilize etmek i¢in
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hayati 6nem tagiyan osmolitlerdir [51]. Ozmolitler iyon birikiminden enerjisel olarak daha

masrafli olsalarda, halofiller tarafindan da sentezlenebilirler [52].

Organik olarak uygun c¢oziinenlerin birikimi genetik diizeyde incelenerek, bu
maddelerin mikroorganizmalarin hiicrelerindeki konsantrasyonlarinin, hiicrenin disindaki
tuz konsantrasyonuna gore diizenlendigini gostermistir [53]. Iliml1 halofilik bir bakteri olan
Halobacillus halophilus (prokaryotlarda kloriir bagimli biiylime i¢in bir 6rnek) glutamin
biriktirerek turgoru ayarlamakta ve glutamat, ginA2'nin (bir glutamin sentetaz kodlayan)
transkripsiyonuyla, glutamin sentetaz aktivitesinin kloriire bagli adimlardan biri olmasiyla
da elde edilebilmektedir. Yiiksek tuzluluklarda H. halophilus organik olarak uygun ¢6ziinen
madde olarak prolin tiretmektedir. H. halophilus 'de ozmolit strateji biiyiime fazindan durgun
faza gegiste prolin yerine ektoin tiretmektedir [54]. Bazi durumlarda, tek bir plazmidin
iyilestirilmesi sonucu halotolerans H. elongata 3.4 M %20 NaCl'de biiyliime yetenegini
kaybetmistir ve bu plazmidlerin varligina bagh olabildigini raporlamistir [55]. Spirillum
luteum'da da benzer bir gozlem Dbildirilmistir [56]. Hiicrelerdeki osmolit
konsantrasyonlarinin nicel olarak belirlenmesi igin kolon kromatografisi, yiiksek
¢Oziiniirliiklii niikleer manyetik rezonans spektroskopisi ve yliksek performanslh sivi

kromatografisi de kullanilmaktadir.
2.3.4. Enzim Adaptasyonu

Yiiksek tuzlu bir cevre, protein ¢Oziinilirliiglinii ve stabilitesini biiyiikk olgiide
etkilemektedir [57]. Bu gibi ortamlarda, hiicresel proteinlerin dehidrasyonu, digtaki iyonik
mineraller i¢inde su molekiilii tutulumundan dolay1 hiicre i¢erisindeki su igeriginin azalmasi
olarak belirginlesmektedir. I¢ mikrobiyal proteinlerin bozulmasina neden olan olumsuz
etkilesimler, net yiikler diizenlenerek modiile edilebilmektedir. Halofiller ve halofil olmayan
proteinler arasindaki goze carpan bir fark, halofillerin proteinlerinin aspartat ve glutamat

ylizdesinde daha biiyiik bir orana sahip olmasidir [58].

Mikrobiyologlar, halofilik enzimlerin molekiiler halo-adaptasyonlarinin 6nemli sayida
protein yiikleri ve hidrofobisitenin artmasindan sorumlu oldugunu belirtmislerdir [59].
Halofil proteomlariin negatifligi, ilk olarak Halobacterium sp. NRC-1'in genom dizilemesi
ile aci1ga ¢ikarilmistir. En az sekiz amino asidi sentezleyen enzim eksikligi disinda, bir grup
sinyal trans doniistiiriiciilerin (transducer) ve transkripsiyonel diizenleyicilerin kodlanmasi,
bunlarin halojen olusumlarinda ¢ok uygun olabilmektedir. Ilging bir &rnek, halofilik

genomlarin kombine 6zelliklerine sahip olan H. marismortui'nin ikinci halofil genom dizisi,
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asidik proteom icermektedir, genel transkripsiyon faktorlerinin ¢oklu kopyalar1 ve ¢oklu
replikonlar (yliksek G+C oranina sahip) muhtemelen timin dimeri olusumu ve zararl
mutasyonlar gibi UV kaynakli hasarlar1 6nlemek i¢in yararli olmaktadir [60]. Ancak bu tiir
kombinasyonlar nadir olmakla beraber G+C igerigi egiliminin halofillerin evrensel bir
ozelligi olamayacagi kesinlesmistir. Haloquadratum walsbyi, Halothermothrix orenii ve
Salinicoccus kunmingensis' in genel G+C igerigi %42.9 ve 47.9 arasinda bulunmaktadir. Bu
nedenle, niikleotid igerigi ile birlikte diger spesifik haloadaptasyon ozellikleri de

tanimlanmalidir.

Nispeten ¢ok sayida negatif yiiklii amino asit elde etme egilimleri, H. marismortui’' den
a-amilaz, Planococcus sp. SL4'den ksilanaz ve Halobacterium sp. susu LBUS5030'dan
proteaz tiretimi ile gosterilmistir. Ayrica halofilik protein dizilerinin biyoinformatik analizi
ile proteinlerin daha az polar kalint1 igerdikleri (6rnegin serin) ve bu kalintilarin yiiksek tuzlu

ortamlarda dehidrasyona karsi koruma saglamadigi tespit edilmistir [61].
2.4. Halofillerin Endiistriyel Uygulamalari

Halofiller, kiy1 ve derin deniz havuzlarindaki dogal tuzlardan, tuz minerallerine ve
giines tuzlalarina kadar uzanan gezegenin her yerinde bulunmaktadir. Halofillerin ticari
onemleri antik zamanlardan bu yana kaydedilmistir. Ornegin, 6demelerinin bir parcasi
olarak Romal1 askerlere 'tuz para' verilirmis (salaryum argentum) ve bu uygulamadan
Ingilizce sbzciik ‘'maas'’ (salary) tiiretilmistir. Giines tuzlalarinda halofilik
mikroorganizmalarin kirmizilagsmasi eski kiiltiirlerde (Cin ve Orta Doguda) basarilt bir tuz
tretimi i¢in biyolojik belirte¢ olarak kullanilmistir. Giiniimiizde bile, halofilik
mikroorganizmalar tuz lretimi i¢in kritiktir; kirmizi-mor renkleri giines radyasyonunun
absorpsiyonunu arttirir, buharlagsma siirecini hizlandirir, uygun boyut ve sekle sahip
kristaller tuz liretimini artirmaktadir. Halofiller, soya gibi soslarin hazirlanmasinda, peynir,
tuzla islenmis et ve balik gibi diger iirlinlerin tiretiminde kullan1ldig1 gida endiistrilerinde de

onemlidirler [62].

Halofillerin modern kullanimi igerisinde dogal besin takviyeleri, B-karoten, vitaminler
ve insan tiiketimi igin yesil alg Dunaliella katkili diger bilesenlerin tiretimine kadar genis bir
alan1 kapsamaktadir [63]. Ayrica biyosensor uygulamalar1 icin arkeal Halobacterium
tiyelerinin iki boyutlu mor membran proteini olan bakteriyel rodopsin kullanilmaktadir. Bu
tirlinleri iireten bircok firma ticari olarak basarili olmustur. Halofillerin uyumlu ¢6zgenleri

kozmetik ve gida endiistrisinde nemlendiriciler ve koruyucular olarak yaygin sekilde
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kullanilmaktadir. Kimyasal, ¢evresel, biyoyakit, farmasotik ve saglik endistrilerinde

bulunan birka¢ uygulama da gelecekte kullanima sunulmast muhtemel olacaktir.
2.4.1. Gida Uygulamalari

Halofiller geleneksel olarak bazi fermente gidalarin tiretiminde 6nemlidirler. Fermente
edilmis veya korunmus bazi tuzlu gida liriinlerinin iiretimi genellikle yiiksek bir dlgekte
yapilmaktadir [64]. Ayrica, diger liriinlerden, soya ve balik sosunun biiyiik 6l¢ekli sanayi
iretimi de yapilmaktadir. Halofillerdeki hidrolazlar ve izomerazlarin gida endiistrisinde
kullanim1 artan uygulamalardandir. Halobacteria, Halococci ve Natronococci gibi bazi

halofiller fermente gidalar ve kimchi sosundan izole edilmislerdir [65].

Yesil tek hiicreli alg olan D. salina, yiiksek tuzluluk derecesinde karotenoidler
biriktirmektedir ve %24 NaCl'de optimum bir B-karoten verimi elde etmektedir. Bilinen en
iyi B-karoten kaynagidir ve biiyiik 6l¢ekli agik hava tesislerinde siirekli sekilde 30-40 g kuru
agirlik/m?/giin miktarinda ticari olarak iiretilmektedir. Yiiksek tuz konsantrasyonu,
protozoal tiirlerin ve karotenoid igermeyen Dunaliella tiyelerinin azalmasina neden

olmaktadir.

B-karoten, endiistriyel uygulamalarda lipid ve yagda ¢dziiniir bir iirlin olarak, bitkisel
yagda soliisyon, margarin, pismis Uriinler ve bazi hazir gidalarda gida renklendiricisi
amactyla kullanilmigtir. Suda ¢6ziiniir, dagilabilir ve emiilsiyon formiilasyonlari veya
mikrokapsiilli boncuklar seklinde gazli igeceklere eklenmektedir. P-karoten, yliksek
dozlarda zehirsiz oldugu i¢in A vitamini i¢in milkemmel bir kaynak olmustur. f-karoten'e
ek olarak, D. salina’da zeaksantin, kriptoksantin ve lutein gibi karoten ve ksantofiller de
bulunmaktadir [66].

2.4.2. Cevre Uygulamalan

Diinyadaki atiklarin yaklasik %5'1 salin veya hipersalin ortamlardadir ve bu ortamlarda
biiyliylip gelisebilen halofiller, biyoremediasyonda kullanim potansiyeline sahiptir [67].
Endiistriyel atiklardan toprak kirleticilerine kadar atiklarin biyolojik agidan giderilmesi
(biyoremediasyon) icin halofillerin kullanimlar1 arastirilmaktadir. Kagit, tekstil ve petrol
sanayilerinden gelen salin atik suyu halofillerin belirlenmesinde ve bu atik sularin
tyilestirilmesinde kullanilabilecek enzimlerin kaynagi olarak arastirilmasina yol agmuigtir.
Halofillerin ¢ok ¢esitli ve yaygin olusu ve ayrica ¢ok sayida kontaminasyon bdlgesinin

genellikle salin olusu nedeniyle, halofillerin gevresel uygulamalart olduk¢a 6nemlidir [68].
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2.4.2.1. Hidrokarbon Degredasyonu

Petrol {iiretim yerlerindeki atiklarla iliskili halofiller incelenmistir ve petrol-tuzlu
toprakta hidrokarbonlar1 degrede eden halofil ve halotolerant bakteriler rapor edilmistir.
Halofillerden olan Marinobacter sp. benzen, toliien, etilbenzen ve ksilenleri CO2'e
dontigimiinii gerceklestirmektedir [69]. Aromatik maddeler i¢in yapilan diger caligmalar
arasinda, yliksek salinli endiistriyel atiklarin biyolojik olarak iyilestirilmesi i¢in Haloferax
ve Halorubrum tizerinde yapilmistir [70]. Hipersalinli ve yag suyuyla kontamine topraktan
izole edilen Haloferax sp. D1227 susu, tek karbon kaynagi olarak aromatik bilesiklerden
faydalanmistir [71]. Zeytinyagi atik suyundan izole edilen Halomonas sp. HTB24'in,
tirozolii, antioksidan hidroksitirazol (HT) ve 3.4 dihidroksifenilasetik asit (DHPA)'ya

dontistiirdigii ve bunlari da siiksinat ile piruvata kadar pargaladigi rapor edilmistir [72].

Halobacterium sp. NRC-1 gaz vezikiilleri olarak adlandirilan benzersiz gaz dolu
organeller tiretmektedir. Bu organeller mikroorganizmanin yiizeyde durmasina olanak
saglamaktadir. Bilim adamlari gaz vezikiilleri liretiminin genetik temelini karakterize
etmislerdir ve biyomiihendislik ¢alismalart i¢in hidrokarbonlar1 degrede eden bir vektor
tasarlamiglardir [73]. Genetik miihendisligindeki bu mikroorganizmalar kitlesel olarak
tiretilerek, hem hidrokarbonlar1 indirgenmesi i¢in hem de hidrokarbonlarin bulundugu yere
yiizmesi i¢in ikili yetenek kazandirilmaktadir. Siire¢ ayn1 zamanda diger biyolojik aritmanin
yani sira bira ve sarap yapimi gibi fermentasyon siireclerine de uygulanabilmektedir.
Hidrokarbonlarin biyolojik olarak pargalanmasina yonelik gelistirilmekte olan bir bagka
yaklasim, halofillerin kendilerinin veya enzimlerinin kullanilmasidir. Petrol ve tuz yataklari
genellikle birbirleriyle baglantilidir. Bu nedenle, bazi halofillerin hidrokarbonlar
kullanabilecegi ve potansiyel olarak daha inert materyal haline getirebilecegi akla yatkin

gelmektedir.

Sanayide, hidrokarbon dokiintiileri ve kirleticilerinin iyilestirilme g¢alismalarinda,
hidrofobik bilesikleri ¢6zmek ve dagitmak icin yiizey aktif bilesikleri (biyosiirfektanlar) ve
emiilsiyonlar kullanilmaktadir. Yapilan bir arastirma, halofillerin biyoteknolojik
uygulamalarda potansiyel biyosiirfektanlar iirettigini gostermistir [74]. Damla ¢okiisii ve
emiilsiyonlagma aktivitesi denemelerinde, besiyeri ortaminda yiizey gerilimini %15 w/v
NaCl'ye indirgeyen birkac halofilik sus bulunmustur. Baska bir ¢alismada Iran petrol
rezervuar tuzlu suyundan, yiizey aktif maddeler iireten, sicaklik ve tuzluluga toleransl

fakiiltatif bakteri suslar1 kesfetdilmistir [75].
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2.4.2.2. Tabaklama Sanayi

Tabaklama islemi sirasinda, yiizilmiis hayvan derileri 6nce koruma amagli tuza
yatirtlmaktadir. Sonra derideki tuz uzaklastirilarak suyla nemlendirilmektedir. Elde edilen
%1-10 w/v 1slatma c¢ozeltisi atif1, organik madde ile doldurulmakta ve su genellikle
buharlastirma yoluyla uzaklagtiritlmaktadir. Organik yiikii azaltmak i¢in uygun yontemler
gelistirilebilirse, buharlagtirma yoluyla iretilen tuz deri soyulmasi ve diger tabaklama
islemlerinde yeniden kullanilabilecektir. Deniz ve tabaklama salin atiksu numunelerinden
elde edilen dort bakteri; Pseudomonas aeruginosa, Bacillus flexus, Exiguobacterium

homiense ve Staphylococcus aureus biyolojik aritimda kullanilabilmektedir [76].

Asirt derecede halofil arkealar, diger halofil arkealarin biiyiimesini engellemek veya
inhibe etmek i¢in antimikrobiyal kimyasallar olarak halosinler {iretmekte ve deri
endiistrisinde de kullanilabilmektedir. Tabaklama isleminin yapildigi, optimum su kosullar
ve sicakliklarda deri istiindeki halofiller lipoliziz deriyi olgunlastirmaktadirlar. Deri
enddistrisi uzun yillardir bakterisidleri kullanmaktaydi fakat bakteri direnci artinca bunlar
yetersiz kalmis ve haloarkealara karsida etki gdsterememislerdir. Bir grup Tiirkiye'deki
tuzlalarda mikrobiyal populasyonlar iizerindeki ¢alismalarinda, haloarkeler dahil olmak

tizere onlarida yok eden lipaz negatif halosin iireten suslar1 belirlemislerdir [77].
2.4.2.3. Tekstil Endiistrisi

Tekstil endiistrisi, azo boyalari, fenolii ve toksik anyonlari igeren biiyilik miktarda kirli
atik su liretmektedir. Atik su ayn1 zamanda tuzludur ve %15-20'lik tuz konsantrasyonlarina
sahiptir. Bu atik sulardan Salinicoccus iranensis ve Halomonas sp. tiyeleri gibi orta derecede
halofiller izole edilmis, azo boyalar1 renksizlestirdigi (boya giderimi), birincil karbon ve
enerji kaynagi olarak fenolii kullanabilecekleri ortaya c¢ikarilmistir [78]. Ayni ¢alismada

ayrica tekstil endiistrisindeki organik kirleticilerin aritilmasi da rapor edilmistir.
2.4.3. Biyoyakit Uretimi

Hipersalin ortamlarda mikroalgler biyokiitle ve biyoyakit iiretiminde karbondioksit, su
ve glines 15181 kullanilarak yetistirilmektedir. Yakin gelecekte diinya ¢apinda tasimacilik
sektoriiniin onemli bir kismin1 biyoyakitlarin olusturacagi vurgulanmaktadir. Sonug olarak,
bu mikroorganizmalarin mono-Kkiiltlirlerinin {iretilerek, biiyiik 0Olgekli kiiltiirlerinin
gelistirilmesi ve bu tekniklerin olusturulmasi icin biiyiilk ¢aba harcanmalidir. Bazi

arastiricilar  petrol iiretimi asamalarinda halofilik mikroorganizmarin kullanimin
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aragtirmaktadir. Yilda bir doniim basina soya fasulyesinden yaklasitk 50 galon yag
tiretilirken, kanoladan yaklasik 130 galon ve bazi yosunlardan ise yilda yaklasik 4000 galon
tiretilmektedir [79]. Mevcut teknoloji kullanilarak, bazi tek hiicreli alglerin tasimacilikta
kullanilabilecek biyoyakitlara doniistiiriilmesi ve islenebilir olabilecegi rapor edilmistir. Bu
prosesin dnemli bir avantaji, suan kullanilan temiz su ve ekilebilir kiiltiir arazilerini en aza
indirmek ve bunlarin yerini tarima elverisli olmayan arazi ve suyun almasini saglamaktir.
Ayrica tek hiicreli alglerin tiretimleri mevsimsel degil, giinliik olarak yapilabilecek ve hasat

edilebilecektir.
2.4.4. Saghk Uygulamalar

Halofillerin tibbi uygulamalar i¢in kullanim1 heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte,
bu mikroorganizmalarin bazi yeni Ozellikleri, gilivenlilikleri ve biiylime potansiyelleri
gelecekteki uygulamalar icin 6nemli bir faktdr teskil etmektedir. Haloarkelerin adjuvan
protein, yag vezikiilleri, mikrosidal halosinler iirettigi ve plastikleri biyodegrede edebildigi
gosterilmistir. Ayrica haloarkelerin reaktif oksijen tiirlerinin hasarlarin1 hafifleten
fitokimyasal maddeler ve hiicreleri zararli radyasyona karsi koruyan DNA onarim enzimleri
de bulunmaktadir. Halofilik tiriinlerin tibbi ve ila¢ endistrisinde uzun vadede kullanilabilme

potansiyelleri bulunmaktadir.
2.4.4.1. Biyoplastikler

PHA, mikroorganizmalar tarafindan siklikla bir karbon depolama amaciyla kullanilan
heterojen bir poliester grubudur. Halofilik arkeler biyodegrede edilebilir plastikler olarak
yiiksek miktarda PHA iiretmektedir. En yaygin olami polibetahidroksibiitirattir (PHB).
PHA'lar termoplastikler yerine kullanilabilir, biyolojik olarak pargalanabilir ve suya
dayaniklidir. Bu nedenle, cerrahi dikislerde, protezlerde ve gecikmeli salim yapan ilaglarda
kullanilmak tizere tip ve eczacilik alaninda 6nemi biyiiktiir [80]. Haloarcula marismortui
ve Haloferax mediterranei gibi haloarkeler, substrat olarak glukoz veya nisastay1 kullanarak
biiyiik miktarlarda PHA iretebilmektedirler. Haloarcula marismortui, glukoz ile
desteklenmis minimal bir ortamda biiyiitiildiigiinde, hiicre kuru agirliginin %21’ine kadar
PHB biriktirdigi goriilmiistiir [81]. Haloferax mediterranei, nisasta takviyeli kiiltiir
ortaminda biiyiitiildiiglinde litre basina yaklasik 6 g (toplam biyokiitle kuru agirliginin
%60') PHB biriktirmektedir bu da ¢ok ucuz bir substrat olarak karsimiza ¢ikmaktadir [82].
Haloarkeal hiicrelerin saf suda (tuzsuz) kolayca liziz olmalari, PHA graniillerinin

izolasyonunu nispeten kolaylastirmaktadir.
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2.4.5. Halofillerdeki Enzimler

Halofillerdeki enzimler, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda kararlilik gdstermektedirler.

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda optimum aktivite gostermeleri, yapilarmin

bozulmamasinda tuzun koruyucu roliiniin olmasi, denatiirasyona kars1 direngli olmalar1 ve
diisiik su iceren ortamlarda veya sulu olmayan ortamlarda katalizor yeteneklerinin olmasi

halofilik enzimlerin O6zellikleri olarak belirtilmektedir [83]. Halofillerin endiistriyel

enzimleri ve baz1 6zellikleri Tablo 2.1. 'de 6zetlenmistir [84].

Tablo 2.1. Baz1 Halofilik Mikroorganizmalarin Endiistriyel Oneme Sahip Enzimleri [84].

Enzimler

Mikroorganizmalar

Ozellikler

Alkol dehidrogenazlar
Alkalin fosfatazlar

a-amilazlar

Seliilazlar

Kitinazlar
Esterazlar

B - Galaktosidazlar

Lipazlar

Nikleazlar

Proteazlar

Ksilanazlar

Haloferax volcanii
Halomonas sp. 593
Amphibacillus sp. NM-Ra2
Exiguobacterium sp.
Marinobacter sp. EMB8

Saccharopolyspora sp. A9
Nesterenkonia sp. strain F
Aspergillus terreus UniMAP AA-6

Thalassobacillus sp. LY18
Marinobacter sp. MSI1032
Planococcus rifitoensis strain
M2-26

Haloarcula marismortui
Halorubrum lacusprofundi
Haloferax alicantei
Haloarcula sp. G41
Marinobacter lipolyticus SM19
Salicola sp. strain 1C10
Bacillus sp.

Micrococcus varians
Bacillus sp. EMB9

Geomicrobium sp. EMB2

Halobacterium sp.

Halobacterium halobium
Gracilibacillus sp. TSCPVG
Thermoanaerobacterium
saccharolyticum NTOU1
Halophilic bacterium CL8

Kararl ¢oziicii

Fosfomonoester hidrolizi

Tuz, sicaklik ve siirfektan kararlilig
Kararlh ¢6ziicii ve ekmek endiistrisi
Kararlt ¢oziicli ve maltooligosakkarit
sentezi

Deterjan formiilasyonu

Nisasta hidrolizi

Iyonik stviya dayanikli ve
lignoseliilazlarin sakkarifikasyonu
Kararh ¢6ziicii

Alkalin pH'da kararlilik
Tuz ve 1s1ya kararlilik

Alkalin ve tuza kararhilik

Tuz ve kararli ¢oziictiliik

Tuza kararlilik

Alkalin ve tuza kararlilik

Alkalin, tuz ve 1siya kararlilik

Alkalin ve tuza kararlilik

Alkalin, tuz ve 1s1ya kararlilik

Alkalin ve tuza kararhilik

Deterjan formulasyonu ve kararli
¢Oziicii
Deterjan formulasyonu ve Kkararl
¢coziicl

Alkalin, tuza kararlilik ve balik sosu
kullanimi

Kararl ¢oziicii ve peptit sentezi
Alkalin, tuz, 1s1 ve aside kararlilik

Tuza kararlilik

pH, tuz ve 1stya kararlilik
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Halofilik enzimler yiiksek tuzlu ve hipersalin kosullarda endiistriyel uygulamalar i¢in
biiyiik 6neme sahiptir. Halofillerdeki amilazlar, proteazlar, niikleazlar, seliilazlar, kitinazlar,
ksilanazlar, esterazlar ve lipazlarda endiistriyel agidan 6neme sahip 6zellikler bildirilmistir.
Haloarcula, Haloferax, Halobacterium, Micrococcus, Bacillus, Halobacillus ve

Halothermothrix cinslerinde bu enzimler incelenmistir.

Halofillerden yeni ve endiistriyel olarak ©nemli enzimlerin izolasyonu,
karakterizasyonu; tuzun, sicakligin, alkali ve organik c¢oziicii stabilitesinin benzersiz
Ozellikleri, endiistriyel olarak stabil enzimlerin farkli alanlarda talebini karsilayabilmektedir.
Halofillerin ¢ok farkli ekstrem kosullar altinda istikrarli olduklar1 agiktir. Bu nedenle bunlar
hipersalin Kirliliklerin iyilestirilmesinde, peptit sentezlerinde, deterjanlarda, tekstil, ilag ve
gida endiistrisi gibi bazi endistriyel uygulamalarda tercih edilen katalizorler olarak

onerilmektedirler [85].

Enzimlerin kaynagi olarak orta dereceli halofilik bakteriler ¢ok yonlii olarak
kullanilabilmektedirler. Bu durum, asir1 halofillere kiyasla bir avantajdir, zira orta dereceli
halofil bakterilerin ekstrem tuz ihtiyaci yoktur ve genis tuz araligi i¢inde biiyiimektedirler.
Bu halofilik izolatlardan elde edilen amilaz, lipaz ve proteazin ¢oziicii kararliligi,
oligosakkaritler, esterler ve peptidlerin sentezinde su igcermeyen ortamlarda enzimoloji

caligmalari i¢in potansiyel olarak yararli olabilmektedir [86].

[ran'da ¢6l bolgesinde bir hipersalin golii olan Howz Soltan Playa'dan 231 orta
derecede halofilik bakteri izole edilmistir ve lipaz, amilaz, proteaz, inulinaz, ksilanaz,
seliilaz, pullulanaz, DNaz ve pektinaz aktivitesi agisindan taranmistir [87]. Sonug olarak,
Gram-pozitif halofilik gubuklar, Gram-negatif bakteriler ile karsilastirildiginda daha fazla
hidrolitik aktivite gostermislerdir. Bir baska ornek olarak, halofilik bakteriler, Giiney
Okinawa Cukurunun derin deniz ¢oOkeltilerinden izole edilmistir ve sonuglar, izolatlarin
%72,4'linden fazlasinin amilaz, proteaz, lipaz ve DNaz gibi ekstraseliiler hidrolitik enzim
aktivitesi gosterdigini ve yaklasik %59,2'sinin sogukta aktif ekzoenzim {ireticileri oldugunu
gostermistir. Hem RNaz hem de DNazdan olusan niikleazlar halofilik Bacillus sp. ve
Micrococcus varians'dan izole edilmistir. Saflastirilmalari jel filtrasyonu, kromatografi, 6n-
¢oktiirme gibi klasik saflastirma islemleriyle elde edilmistir. Bacillus sp. ve M. varians 'in
optimum pH’lart birbirlerine yakindir. Bununla birlikte, halofilik Bacillus sp. DNaz
aktivitesi 50 °C ve RNaz aktivitesi 60 °C iken M. varians 'in optimum sicakligi 43 °C veya

daha diisiiktiir [88]. Bir baska c¢alismada, Salinicoccus cinsine ait tiirlerin, amilaz, proteaz,
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inulinaz ve jelatinaz gibi hiicre dis1 enzimleri iiretme potansiyeline sahip olduklarini, ancak

lipaz aktivitelerine sahip olmadiklarini gostermistir [89].

Halofilik mikroorganizmalar endiistriyel Polihidroksialkanatlar (PHA) iireticileridir.
PHA, plastik endiistrisinde genis bir potansiyel uygulamasi olan mikrobiyal hiicre igi
biyopolimerdir. Iki Halomonas susunun (yeni bir izolat olan, Halomonas sp. O-1 ve genomu
sekanslanmis sus Halomonas elongata DSM2581) PHA sentaz genleri (phaC1l ve phaC2)
yakin zamanda klonlanmistir ve ifade edilmistir [90]. Klonlanmis phaC1HO1 ve phaCl1He
genlerinin, Escherichia coli JM109 ve Ralstonia eutropha PHB-4'te eksprese edildiginde
islevsel olduklari bulunmustur. Bu rekombinant PHA sentaz enzimi ilk halofilik ve polimer

ireten enzim olmustur.

Ksilanazlar, hemiseliilloz kompleksinde ksilan't parcalayan enzimlerdir, bu da,
kullanilabilir biyokiitle i¢in biiylik bir rezervi temsil etmektedir [91]. Yeni bir halofilik
bakteri olan CL8 susundan iki asir1 derecede halo-toleransli endo-ksilanaz Xyll ve Xyl2
saflastirilmis ve ilk kez karakterize edilmistir [92]. Enzimlerin saflastirilmasi, anyon
degisimi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi ile gerceklestirilmistir. Xyll ve Xyl2
enzimleri sirasityla 43 kDa ve 62 kDa'lik bagil molekiil kiitlelerine sahiptirler. Enzim
aktivitesi Ca*2, Mn*2, Mg*?, Ba*?, Li*?, NaN3 ve izopropanol tarafindan uyarilmistir. En iyi
aktivite 1 M NaCl'de gozlemlenmistir, ancak her iki enzim i¢in de 6nemli miktarda aktivite
5 M NaCl'de azalmistir. Bagka bir tarama ¢alismasinda, evaporatif havuzlardan 87 bakteri
izolat1 elde edilmistir ve karakteristik &zelliklerine gére gruplara ayrilmustir. Izolatlar,
ksilanaz, mannanaz ve seliilaz aktiviteleri i¢in taranmistir. Nesterenkonia sp. Sua-BAC020,
%10 NaCl'de pH 8'de kiiltiire edildiginde bir halofilik ksilanaz iireticisi olarak bulunmustur
[93]. Aerobik ksilanolitik Gracilibacillus sp. TSCPVG, diisiik ve yliksek tuzlulukda (%]1-
30) ve notr ile alkalin pH (6.5-10.5) araliginda hayatta kalabilen benzersiz genis istikrar
profiliyle bildirilmistir. Ksilanaz kismen aseton, etanol ve amonyum siilfat iceren ¢okeltme
asamalariyla saflastirilmistir. Bu Gracilibacillus sp. susu hemiseliilozu degrede eden halo-
alkali-termotolerant enzim kaynagi olarak ilk kez rapor edilmistir [94]. Denizden Bacillus
pumilus sus GESF-1'den elde edilen haloalkalin ksilanaz da rapor edilmistir [95]. Enzim
aktivitesi, iyonlarla (Ca*?, Mn*2, Mg*2, Na"), organik reaktiflerle (B-merkaptoetanol,
EDTA) ve agir metallerle (Hg*?, Fe*®, Cu*?, Cd*2 ve Zn*?) inhibe olmaktadir. Baska bir
calismada, ekstrem bir halofilik ksilanaz, Chromohalobacter sp. TPSV 101’den,

ultrafiltrasyon, hidroksilapatit ve jel filtrasyon kromatografisiyle hazirlanmistir. Ksilanazin
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molekiiler agirligy, literatiirde bildirilen ksilanazlar arasinda en diisiik olan 15 kDa olarak
rapor edilmistir. Ksilanaz, pH 9.0 ve 65 °C'de maksimum aktiviteye sahipken, pH 7.0-9.0
araliginda ve sicaklik 50 °C ile 70 °C arasinda %15-25 NaCl varliginda sabittir.
Chromohalobacter sp. TPSV 101'in ksilanaz aktivitesi, Hg*? iyonlar1 tarafindan tamamen
engellenmis fakat Ca*2, Cu*? ve Pb*? iyonlari tarafindan kismen engellenmistir; Zn*?, Mn*?
ve Co*? iyonlarr aktivitesini arttirmustir [96]. Halofilik ksilanazlarin rekombinant {iretimiyle
ilgili arastirmalarda bulunmaktadir. Bacillus subtilis cho40'm xyn40 geni, E. coli'de
klonlanmigtir ve eksprese edilmistir [97]. Benzer sekilde Thermoanaerobacterium
saccharolyticum NTOUL'in xynFCB geni E. coli BL21 (DE3)'e eksprese edilmistir [98].

Seliilazlar, seliilozun sekerlere hidrolizini katalize eden hidrolitik enzimlerdir ve
biyoetanol ve biyo-esasl iriinlerin eldesiyle enerji iiretmek iizere fermente edilebilirler.
Halofilik ya da halotolerant bakterilerden izole edilen seliilaz {izerine gesitli ¢alismalar
bildirilmistir. Salinivibrio sp. NTU-05'den halostabil seliilaz [99]; yesil deniz yosunu Ulva
lactuca'dan izole edilen Bacillus flexus'tan alkali-halotolerant seliilaz [100]; deniz bakterisi
Bacillus aquimaris'den organik ¢oziicii stabil alkalin seliilaz [101]; ve Artemia salinin‘den

elde edilen karboksimetil seliilaz bu ¢alismalara ornek olarak verilebilir [102].

Salinibacter ruber'den iki farkli sitoplazmik glutamat dehidrogenaz (GDHI ve GDHII)
aktivitesi bildirilmistir [103]. GDHII, hem aktivite hem de stabilite i¢in yiiksek tuz
konsantrasyonlarima bagimli  iken, GDHI, sadece stabilite icin yiiksek tuz
konsantrasyonlarina gii¢lii bir bagimlilik géstermis olup, tuzlarin yoklugunda ise maksimum

aktiviteye sahiptir.

Bakteriyel glisin-betain sentezleyen enzimler, glinimiizde genetik olarak stres
toleransini hedefleyen strese direngli transgenik bitkilerin olusturulmasinda biiyiik bir ilgi
odag haline gelmistir. Daha 6nce belirtildigi gibi, uyumlu ¢oziinenler su eksikligi olan
kosullar i¢in degerlidir. Glisin-betain, bir betain-aldehit ara iiriinii vasitasiyla kolin'in kolin
dehidrojenaz (EC 1.1.99.1) tarafindan oksidasyonu ile katalize edilmektedir. Bu nedenle,
varsayimsal bir kolin dehidrojenaz kodlayan orta dereceli halofil Halomonas elongata betA
geni, E. coli'ye klonlanmis ve eksprese edilmistir, ancak saflastirma, enzimin in vitro

kararsizlig1 nedeniyle engellenmistir [104].

Alkalin fosfataz (ALP), niikleotidler, proteinler ve alkaloidler gibi iyi bilinen
periplazmik enzimlerin de bulundugu pek cok molekiiliin fosforilasyonundan sorumlu

enzimdir. Halofilik Archaea'ya kiyasla, orta derecede halofil bakterilerin ALP raporlari
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neredeyse Vibrio sp. liyeleri ile sinirhidir. Orta dereceli halofil Halomonas sp. 593'ten alinan
alkalin fosfataz geni (HaALP), E. coli BL21Star (DE3) pLysS geni aktif olmayan bi¢imde
eksprese edilmistir [105]. Jel filtrasyonu ile dort fraksiyona ayrilarak saflastirilmis
rekombinant HaALP, inaktive edilerek, fraksiyonlar, 3 M NaCl ihtiva eden 50 mM Tris-HCI
(pH 8.0)/2 mM MQgCl. tamponuna karsi diyalize tabi tutulmustur ve sonugta, bu dort

fraksiyondan biri tam etkinlik i¢in aktive edilmistir.

B-laktamaz antibakteriyel direncin ana nedenidir ve Gram negatif bakterilerde
periplazmik bolgeye lokalizedir. B-laktamazlarin 1siya dayanikli oldugu rapor edilmistir;
bununla birlikte, orta derecede halofilik bakteri Chromohalobacter sp. 560'dan bir halofilik
B-laktamaz, 1s1 inaktivasyonuna karst oldukg¢a kararlidir, yani 0.2 M NaClI varliginda 5
dakika kaynatildiktan sonra aktivitesinin %75'ini korumustur [106]. Bu ¢alisma halofilik -
laktamazin yiiksek sulu ¢6ziiniirliige sahip oldugunu gostermistir. Bu nedenle, B-laktamaz,
protein ¢oziinlirligiiniin  arttirillmasi, "katlanmasi zor" heterolog hedef proteinlerin

katlanmasi ve ekspresyonu i¢in yeni bir flizyon etiketi proteini olarak se¢ilmistir.

2.45.1. Amilaz

a-amilazlar (E.C.3.2.1.1), nisasta i¢indeki glikozidik baglarin hidrolizini katalize eden
ve glikoz, maltoz ve maltotrioz birimlerinden olusan diisiik molekiil agirlikli polimerler

olusturan enzimlerdir [107].

Amilazlar, gida, fermentasyon, tekstil, kagit, enerji ve ilag endiistrileri ile ilgili gesitli
proseslerde yaygin potansiyel uygulamalari olan en popiiler endiistriyel enzimlerdendir.
Gida endiistrisinde, amilaz esas olarak nisastay1, fruktoz ve glikoz suruplarina doniistiiren
nisasta sivilagtirma siirecinde kullanilmaktadir [108]. Surup iiretiminin yani sira, islenmis
gida endiistrisinde, pisirme, demleme, sindirim yardimcilar1 ve meyve sulart hazirlama
islemleri ile ilgili olarak da kullanilmaktadir. Amilazlar nisasta igerikli gidalardan (6rnegin,
patates, krema, ¢ikolata) daha kiiglik oligosakkarit kalintilarini temizleme 6zelligi olan
deterjanlar1 gelistirmek i¢in, gamasir ve bulasik sivi deterjanlarinda yaygin olarak kullanilan
enzimlerden biridir. Amilazlar ayrica biyoetanol tiretiminde de kullanilmaktadir, ¢linkii
neredeyse her cografi bolgede diisiik fiyat ve kullanim kolaylig1 nedeniyle nigasta en yaygin
kullanilan substrat olmustur. Amilazlar, mayalar tarafindan biyoetanol {iretiminin
sakkarifikasyon adiminda nisastay1r glikoz gibi mayalanabilir sekere doniistiirmek igin
kullanilmaktadir. Tekstil endiistrisinde desikasyon iglemleri i¢in amilazlar kullanilmaktadir.

Her bir enzim uygulamasi farkli optimal kosullar gerektirmektedir. Ornegin, nisasta
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endiistrisinde diisiik pH aktivitesine sahip amilazlar tercih edilmektedir. Ote yandan, daha
diisiik sicakliklarda ve daha yiiksek pH'da aktivite ve oksidatif stabilite, deterjanlardaki
amilazlarin tercihi i¢in énemli kriterlerdir; buna karsin, daha yiiksek sicakliktaki aktivite,

leke giderme siiresini kisaltmak i¢in gereklidir [109].

Halofilik mikroorganizmalar tarafindan dretilen amilazlar yiiksek tuzluluk
derecelerinde aktif olabilmektedir ve bu nedenle deterjan endiistrisinde ve nisasta
hidrolizinde sert islem kosullarinda kullanilabilirler [110]. Halofilik amilazlar ile ilgili erken
arastirmalar Halobacterium halobium'da incelenmis ancak diger halofil bakteriler de dahil
olmak {izere bir¢ok organizmada arastirilmistir [111]. Halofilik amilazlar,
Chromohalobacter sp., Halobacillus sp., Halomonas meridiana, Streptomyces sp.,

Marinobacter sp., Bacillus dipsosauri gibi halofil bakterilerden elde edilmistir [112].

Halofilik bakterilerden elde edilen amilazlar igin enzim aktivitesi optimum pH 6-7
araliginda ve optimum sicaklik ise 45-65 °C araligindadir. Halofil bakterilerden
Marinobacter sp. EMB8’den elde edilen amilaz, 80 °C'de aktiviteye sahiptir. Bakterilerce
retilen halofilik amilazlarin molekiiler agirligi Thalassobacillus sp. LY18'de 31 kDa,
Nesterenkonia sp. susu F'de 100 kDa'dir. Bununla birlikte, halobakteriyel amilazlarin geri
kalan kismi molekiiler agirligit 50 kDa ile 65 kDa arasinda degismektedir. Halofilik
amilazlarin rekombinant {retimleri de gergeklestirilmistir. Amilaz geni amyA
Halothermothrix orenii'den saflagtirilmigtir. Aktivitesi i¢in en uygun tuz konsantrasyonu %5
olan enzimin, rekombinantinin tuz t6lerans1 %25'e kadar ¢ikabilmektedir [113]. Escherichia
coli JM109'dan elde edilen bir halofilik a-amilaz (EAMY) geni baska bir E. coli susuna
eksprese edilmistir ve rekombinant protein saflastirilmigtir. E.coli halofilik olmamasina
ragmen, EAMY 'nin enzimi yiiksek Na* ve CI" iyonlarinin varliginda aktivite gdstermistir.
Bu amilazin en yiiksek aktivitesi 55 °C'de ve pH 7.0'de 2 M NaCl varliginda goriilmiis ve
halofilik olmayan bakteriden elde edilen ilk ¢alisma olarak bildirilmistir [114].

Halofilik amilazlarin kristal yapilarin1 agiga ¢ikaran ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir.
Halothermothrix orenii'den AmyA'nin kristal yapisi, yiiksek tuzlulukta protein stabilitesi
icin gerekli oldugu diistiniilen korunmus asidik bir yilizeyi oldugunu gdstermistir. Ek olarak,
ayni bakterinin membrana bagli, halofilik ve termostabil a-amilaz, AmyB'nin kristal yapisi

da bildirilmistir [115].
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2.4.5.2. Proteazlar

Proteazlar, proteinleri sulu ortamda daha kiigiik polipeptitlere, peptit veya amino
asitlere kadar doniistiirmektedir. Proteazlarin cogu genellikle inaktiftir ¢iinkii diisiik su veya
¢Oziicii ortaminda ters reaksiyon olugmaktadir. Deterjan, deri, gida ve eczacilik gibi ¢esitli

endiistrilerde farkli proteaz tipleri tercih edilmektedir [116].

Proteazlar, mikrobiyal orijinli hidrolitik enzimlerin en yayginidir ve en biiyiik ¢alisma
gruplar1 arasindadir. Proteazlarin en yaygin kullanimi deterjan ve gida endiistrisinde goze
carpmaktadir. Son zamanlarda ilag endiistrisinde ve biyolojik iyilestirmede kullanilmasi
nedeni ile daha fazla dikkat ¢eken enzimlerdendir. Deterjanlarda ve gida endiistrilerinde
kullanilmalar1 nedeniyle proteazlar iizerine yogun arastirma yapilmistir. Pseudomonas sp.
A-14 susu tarafindan {iretilen bir hiicre dis1 proteazin optimum etkinliginin %18 NaCl ve pH

8 oldugu tespit edilmistir [117].

Serin proteazlari, aktif bolgede serin grubunun varligi ile karakterizedir ve farkli
gruplara ayrilmiglardir. Serin alkalin proteazlar, tirozin, fenilalanin veya 16sin igeren bir
peptid bagi hidrolize etmektedir ve yliksek pH'da optimum aktivite gostermektedir. Subtilin,
ticari olarak 6neme sahip olan Bacillus kaynakli serin proteazidir. Metalloproteazlar, aktivite
icin iki degerli bir metal iyonu gereksinimi olan katalitik tip proteazlarin en bilinenidir. Bu
proteazlara ek olarak, aspartik proteazlar da dahil olmak iizere bircok baska proteaz tipide
bilinmektedir. Ticari proteazlar c¢ogunlukla mezofilik organizmalardan, O6zellikle
Bacillus'dan saflastirilmistir; bununla birlikte, halofillerdeki proteazlarin, yiiksek tuzluluk
ve genis alkalin pH araliginda aktif olmasinin yami sira farkli avantajlar1 da vardir.
Endiistriyel degerli proteazlarin solvent ortaminda kararli olmas1 beklenmektedir. Bilinen
proteazlarin ¢ogu, organik coziiciiler igerisinde inaktive edilmekte veya diisiik katalitik
aktiviteler gostermektedir. Son yillarda, Salinivibrio sp. sus AF-2004'ten elde edilen
halofilik serin metalloproteaz, Geomicrobium sp. EMB2'den ve Virgibacillus sp. SK33'den
elde edilen halofilik serin proteazlarin organik ¢oziiciilerde kararli oldugu rapor edilmistir.
Dahas1, Geomicrobium sp. EMB2, haloalkalifik Bacillus sp. ve Bacillus mojavensis A21’den

elde edilen serin proteazlarinin, deterjan endiistrisinde kullanildig: bildirilmistir [118].

Halofilik proteazlar, Chromohalobacter sp., Halobacillus sp., Bacillus sp. ve
Pseudoalteromonas ruthenica gibi halofil bakterilerden izole edilmistir. Halobakterlerin
yani sira, halotolerant mikroorganizmalardan saflastirma girisimleri de vardir. Ornegin Ates

ve meslektaglar1 2007'de alkalin proteaz iireticisi olarak halotolerant Bacillus licheniformis
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BA17 susunu bildirmistir. Halofilik proteazlarin rekombinant iiretimleri de sinirli sayidaki
calismalarla elde edilmistir. RapT geni proteaz iiretmek igin klonlanmistir ve Vibrio
metschnikovii sus RH530'dan hiicre dist bir SDS'ye direngli alkalin proteazin (VapT) 3D
yapisi karakterize edilmistir [119]. 2011 yilinda Karan ve arkadaslari, Geomicrobium sp.

EMB?2'den bir halofil serin proteaz geni klonlamis ve sekanslamislardir.
2.4.5.3. Lipazlar ve Esterazlar

Esterazlar (EC 3.1.1.X), esterlerin bir asit veya bir alkol igerisine hidrolizini katalize
etmekte ve ester baglarimi sentezlemektedirler. Lipazlar (E.C. 3.1.1.3), esteraz enzim
grubunun karboksil ester hidrolazlaridir ve uzun zincirli agil gliserollerin ayrismasini ve
olusumunu katalize etmektedirler. Lipazlar, ¢esitli 6karyotlar ve prokaryotlar gibi bir¢ok
farkli mikroorganizmalar tarafindan iiretilmektedir [ 120]. Lipazlar esasen suda ¢oziinmeyen
substratlara karsi aktiftir, ayrica uzun zincirli yag asitlerinden olusan trigliseritlerden

olusmaktadirlar ve basit esterleri katalize etmektedirler [121].

Lipazlarin ¢ok 6zel kimyasal veya biyolojik doniisiimiinii gerceklestirme kabiliyeti,
onlar1 gida, deterjan, kagit, kozmetik, organik sentez, zirai miicadele, yakit ve ilag
endiistrilerinde ve ayrica kirlilik kontroliinde popiiler hale getirmistir [122]. Soguga adapte
edilmis lipazlar ¢evresel islemlerde 6zellikle atiksu aritimi alaninda, yagla kontamine soguk
ortamda biyoremediasyon ve aktif bilesiklerin iretiminde ©neme sahiptirler. Benzer
nedenlerden otiirii, lipazlar ¢amasir deterjanlarinda yag lekelerinin giderilmesi igin yararl
bilesenler olmustur. Ote yandan lipazlar, biyodizel iiretiminde yag asitlerinin
esterifikasyonunda 6nemli bir potansiyele sahiptirler. Mikrobiyal lipazlar biyoteknolojik
olarak, organik ¢oziiciilerde kararliligi ile farkl: sicakliklara adapte edilmis ve kofaktorlerin
yardimi olmadan aktif hale getirilmistir [123]. Lipazlar1 diger esteraz tiplerinden ayiran
ilging 6zellikleri de vardir, suda ¢oziiniir kisa zincirli acil esterleri hidrolize etmektedirler.
Genellikle, ¢Oziinlir substratlar ile esteraz reaksiyonlart Michaelis-Menten kinetigi
sergilemektedir. Coziinmeyen gliseridlere karsi diisiik aktiviteleri vardir ve doygunluk
noktasindan once azami reaksiyon hizi elde edilmektedir (Coziinmiis monomerin azami
konsantrasyonu). Triagilgliserol lipazlar su-lipid arayiliziinde aktive edilir, substrat
monomerik formda iken diisiik aktivite gosterirler, lipidlerin emiilsiyon olusturmaya

basladig1 ¢oziiniirliik sinirinin tstiinde etkinlikleri artmaktadir [124].

Halofilik esterazlarin, 6zellikle bakterilerin iirettigi lipazlarin ¢ok fazla bir 6rnegine

rastlanmamustir. 2003'te Sanchez-Porro ve ark., [125], Ispanya tuzlalarindan 892 orta
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derecede halofil ve halotolerant eubacteria ¢evresel izolati taramiglardir; tiretilen hidrolazin
daha ileri karakterizasyonu igin 122 sus se¢mislerdir. 892 susun sadece %23'linde
ekstraseliiler lipolitik aktivite goriilmiistiir. Lipolitik enzim aktivitesi ayrica, Kenya alkalin
soda goliinden izole edilen B. halodurans, B. alcalophilus ve B. licheniformis suslarindan da
bildirilmistir [126]. Iran'da gesitli ortamlardan 50 halofilik bakteri ekstraseliiler lipolitik
aktivite tayini i¢in izole edilmistir ve daha ileriki ¢alismalar igin yalnizca Salinivibrio sp.
SA-2 ayrilmistir. Bu bakterinin hiicre dis1 lipaz1 0.5 M NaCl'de 50 °C sicaklikda ve pH 7.5'da

optimum aktivite sergilemektedir [127].

Halofilik lipazlarin iretimi ile ilgili bazi molekiiler ¢aligmalar da bulunmaktadir.
Vibrio vulnificus CKM-1'den bir lipaz ve lipaz etkinlestirici protein klonlanmistir ve ifade
edilmigitir [128]. Ozellikle Omega-3 PUFA'larin  zenginlestirme siirecinde gida
endiistrisinde kullanilabilecek miikemmel 6zelliklere sahip olan halofil bakteri M.
lipolyticus'da lipolitik bir enzim gozlemlenmistir [129]. Orta derecedeki halofil
Marinobacter lipolyticus SM19'dan bir lipolitik enzim LipBL, E. coli'ye klonlanmis ve
rekombinant lipaz olarak saflastirilmistir. Sasirtici bir sekilde, bu enzimin maksimum
etkinliginin NaCl yoklugunda oldugu bulunmustur. 0.5 M NaCl ilavesi aktiviteyi %80 inhibe

etmistir, ancak enzim 4 M NaCl konsantrasyonlarinda ise %20 aktivite gosterebilmistir.

Halofilik lipazlarin ve enzimlerin biyoteknolojik uygulamalar i¢in ilging olmasi, diigiik
su kosullarinda aktiviteyi siirdiirme kabiliyetlerinden kaynaklanmaktadir. Sert endiistriyel
ortamlarda bu uyarlamalar, DMSO gibi enzimatik reaksiyonlarin bir organik ¢oziicii iginde

yapilmasini gerekebilecek yararlarindandir [130].
2.4.6. Ozel Uriinler

Halofiller ticari ilgi uyandiran ve halihazirda kullanilan yeni biyomolekiiller
tiretebilmektedirler. Bunlarin arasinda halofilik arkea retinal proteinleri, 1g1kla ¢alisan proton
pompasi, bakteriyorodopsin, fototrofik biiylime saglayan mor membran ve fototaktik
tepkilere izin veren sensoér rodopsin bulunmaktadir. Ornedin retina proteinlerinden,
fotosensor olarak, c¢esitli optik cihazlar gelistirilmektedir. Halofil uyumlu ¢6zgenler endiistri
tarafindan yem katki maddelerinden kozmatik iirlinlere kadar genis bir yelpazede

kullanilmaktadirlar [131].
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2.4.6.1. Retinal Proteinler

Halobacterium'daki bakteriyorodopsin yaklagik 80 adet ABD patenti ve gesitli
sirketlerin ticari liretimi ile halofillerden tiireyen en taninmais tiriinlerden biridir. Bir klorofil
sisteminde 15181 kimyasal enerjiye doniistirme yetenedi ilk olarak haloarkelerde
kesfedilmistir. Bunun i¢in sorumlu apoprotein, bakteriyodopsin yapmak i¢in bir retinal
protein ile birlestirilir ve daha sonra haloarkedaki mor renkli membranda iki boyutlu bir

kristal diziye doniistiiriilmektedir (Sekil 2.3.).

(a) (b)

Sekil 2.3. Haloarkea Bakteriyorodopsininin iki Boyutlu Zar Yapisi [132]. a) Ust diizey ireticiler
mor renkte hiicrelere neden olmaktadirlar, b) Mor membrandaki iki boyutlu altigen bakteriyorodopsin dizisi,
x-1s1n1 difraksiyonuyla gozlemlenmistir.

Bakteriyorodopsin, giines enerjisinin en basit biyolojik elektron yakalama
molekiiliidiir ve proton elektrokimyasal potansiyelinin zar gegisli bir gradyani olusturmak
icin 15181 kullanmaktadir [132]. Bakteriyorodopsinin birincil yapist 1970'lerde ¢oziilmiis ve
bu basariyla gergeklestirilen ilk membran proteinlerinden birisi olmustur [133].
Bakteriyorodopsinin endiistriyel ortamda faydali olmasini saglayan birkag nitelik vardir:
flki, sicakhik araligi (0-45 °C) ve pH degerleri (1-11)’inde ¢ok kararhdir, ikincisi,
reaksiyonlar1 kendi kendine yenilenebilir ve kimyasal, genetik veya immiinolojik olarak

manipiile edilebilmektedir [134].

ATP sentezi engellenirse, bakteriyorodopsin proton gradyanindan bir elektrik
potansiyeli liretecektir. Mor membrandaki bakteriyorodopsin son derece kararlidir ve kati
substratlar tizerinde tek bir katmanda immobilize edilebilmekte ve fotoelektrik sinyaller
iiretebilmektedir [ 135]. Bu 6zellikler bir¢ok endiistriyel uygulama i¢in ilgi ¢ekici olmaktadir.
Halobacterium bakteriyorodopsini, 151k sensorleri, dogrusal olmayan optikler ve optik veri
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isleme i¢in pazarlanmaktadir [136]. Ayni zamanda, silinemez bir fotokromik film olarak da
kullanilmak tizere diistinimektedir. NASA Kennedy Uzay Merkezi'nde, gaz sizintilarinin
uzaktan algilanabilmesi i¢in, beyaz 151kl aydinlatmali adaptif bir goriintii 1zgaras1 olarak bir
bakteriyorodopsin filmi kullanan bir schlieren goriintilleme cihazi 6nerilmistir [137]. Bu
tirden film, kimyasal igleme gerektirmez ve tekrar tekrar kullanilabilir. Ayrica,
bakteriyorodopsin filmleri elektrik sinyallerini iletebilen, modern bilgisayarlarin entegre
devrelerini degistirebilecek potansiyele sahiptir [138]. Bakteriyorodopsin 15181 elektriksel
uyarilara doniistiirebileceginden, 1s1k algilayic1 olarak da kullanilabilmektedir. Bunu
yapmak i¢in pigmentin ince bir filmi oksit elektrot ile iletken bir jel arasina yerlestirilir. Isik
sensore ¢arptiginda, bakteriyorodopsin tarafindan yer degistiren yiik elektrota iletilmektedir.

Ayrica endiistriyel robotlarda bakteriyel rodopsinin kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir.
2.4.6.2. Uyumlu Coziinenler

Halofiller tuzlu ortamlardaki hiicresel su kaybini ya ozmotik olarak dengeli i¢ tuz
seviyelerini artirarak ya da biyomolekiillerin stabilitesini korumak i¢in uyumlu ¢ozeltiler ya
da ozmolitler iireterek Onlemektedirler. Bu ozmolitler genellikle metabolik islemleri
bozmayan ve fizyolojik pH'da net yiikii olmayan seker (Sukroz, trehaloz), polioller (gliserol)

veya amino asitlerdir (glisin-betain, ektoin) (Sekil 2.4.).

U 9)
T Glisin betain
o]
OH
\)\/OH Gliserol
(0]
NH

o0
N

H

OH  Ekteoin

N

Sekil 2.4. Halofillerin Salin Ortamlarin Olumsuz Etkilerine Kars1 Koyan Bazi Uyumlu
Coziinenleri [139].

Halotolerant mayalar ve yesil algler polioller biriktirirken, ¢ogu halofilik ve

halotolerant bakteri dipolar (gift kutuplu) bilesenler toplamaktadirlar. Uyumlu ¢6ziinen
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maddeler, biyosentez, de novo (kendiliginden olusan), depolama veya ortamdan dogrudan

alim yoluyla birikebilir [139].

Ektoin ve tlirevleri, kozmetikte nemlendirici olarak ve polimeraz zincir
reaksiyonlarinda stabilizatorler olarak patentlenmistir [140]. Yaygin bir ozmotit olan glisin
betain, yem katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Biyosentetik olarak Ectothiorhodospira
halochloris genleri, Escherichia coli'de eksprese edilmis, betain birikimine ve gelismis tuz
toleransina yol agmustir. Halomonas boliviensis’in, siirekli kesik kiiltiirlerinde ektoin liretimi
arastirtlmaktadir [141]. Yesil alg, Dunaliella salina, bir emiilgator, yumusatici, koruyucu

ortam, besleyici ve besin takviyeleri olarak gliseroliin iyi bir ticari kaynagidir [142].
2.4.6.3. Halosinler ve Mikrohalosinler

Bakterilerin diger bakterilerin iiremesini engelleyen bakteriyosinler iirettikleri yaygin
olarak gosterilmistir ancak arkelerde iiretilen antimikrobiyal maddeler hakkinda sinirh
bilgiler vardir. Arkelerin antibiyotik duyarliliklarinin bakterilerden 6nemli olgiide farkli
oldugu bilinmektedir ve bununla birlikte haloarkelerin antibiyotik 6zellikli molekiiller
irettikleri gosterilmistir [143]. Bu molekiillere halosinler ve mikrohalosinler denmektedir
ve sirastyla proteinler ve peptitlerden olusmaktadir [144]. Rekabetin azaltilmasi ve diger
organizma hiicrelerinin kendi besinlerini tamamlamaya uygun hale getirilmesinde yardimci

olduklar1 hipotezi ileri siiriilmektedir.

Halosin protein konsantrasyonu artirilarak ortadan kaldirilan bakteri hiicreleri
miktarinin belirlenmesi ile halosinlerin antibiyotik olarak test edilmesi arastirilmaktadir.
Antimikrobiyal dzelliklerine ilaveten, halocin H6, memeli hiicrelerinde Na*/H" esanjoriinii
(NHE) inhibe edebilmektedir. Bu 6zellik miyokard dahil olmak tizere dokulari, kan iskemik
kosullardan sonra olusan hasarlardan korumaktadir. Halen halosin H6, memeli hiicrelerinin
NHE'sinde spesifik bir dnleyici etki yapan tek bilinen biyolojik molekiildiir. Mikrohalosinler
"pro-proteinler" olarak baslarlar ve daha sonra halen arastirilmakta olan bir mekanizma
yoluyla nihai formlarma déniistiiriiliiler. Ornegin, haloarkeal S8a susundan alinan
mikrohalosin S8, hidrofobiktir ve bu durum etki tarzim1 aydinlatmay1 zorlastirmaktadir.
Halosin ve mikrohalosin hedeflerini inceleyen bir¢ok calisma yapilmistir. Konukcu
organizmalar haloarkeler ve bakterilerdir. Haloferax gibbonsii (Ma2.39)'den H6 ve
mikrohalosin S8'in 100 °C'ye yakin sicakliklarda yaklasik etkinliklerinin %50'sini muhafaza
ettigi bulunmustur. Bu proteinlerin gelecekte antimikrobiyal ve farmasotik {irtin gelistirme

de umut verici uygulamalart bulunmaktadir [145].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

3.1.1. Calisma Alani, Ayvalik Tuzlas1

Proje materyali olarak halofilik bakterilerin kaynagini literatiir taramasi sonucu detayli
calisilmamaig bir alan oldugunu tespit ettigimiz Ayvalik Tuzlas1 (Balikesir) olusturmaktadir.
Halofilik bakteri izolasyonu i¢in Ayvalik Tuzlasi’nin birbirinden farkli 10 tuz havuzu
secilerek, farkli zaman araliklarinda usuliine uygun olarak tuzlu su Orneklemeleri

gergeklestirilmistir.
3.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Cozeltiler ve Kimyasallar

Calismada Sodyum Kiloriir (NaCl), Potasyum Kloriir (KCI) Atabay marka MW74.55,
Magnezyum Siilfat (MgSO4) BioShop MAG522.500 , Yeast Ekstrat Oxoid LP0021, Agar
agar Oxoid LP0011, Sodyum Sitrat Tribazik Dihidrat (CsHsNA307.2H20) Riedel-de Haen
25116, Sodyum Klorid Dihidrat (CaCl..2H20) BioShop CCL302.1, Pepton Oxoid LP0037,
Coziiniir nisasta (CeH100s) Merck, Demir Siilfat Heptahidrat (FeSO4.7H20) Sigma-Aldrich,
D(+) Glukoz Monohidrat Fluka 49158 olarak kullanilmustir.

Izolatlarin enzim potansiyellerinin belirlenmesi i¢in kullanilan substratlarin ticari
marka ve kodlar1: Kazein Fluka 22080, Pektin Sigma P9135, Karboksi Metil Seliilloz (CMC)
Fluka 21900, Coziiniir Nisasta Merck 1.01252.0250, Ksilan Sigma X0502 ve Tribiitirin Agar
(TBA) Sigma-Aldrich 91015°dir.

Besiyerleri

Besiyeri 1: SG Medium Modifiye 1 (SGM-1)

Sodyum sitrat (CeHsNazO7) 3 Gram (Q)
Maya Oziitii 1 g

Tuzlu Su (HV-5) 1 Litre (L)
Agar 20 g

pH 75

Besiyeri hazirlandiktan sonra ilk pH's1 5.7'dir. pH 1 N NaOH ile 7.5'e ayarlanmis ve otoklavda

121 °C'de 20 dakika steril edilmistir. Ekstrem halofil mikroorganizmalarin izolasyonunda

kullanilmustir.
Besiyeri 2: SG Medium Modifiye 2 (SGM-2)
Glukoz 3 g
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Maya Oziitii 2 g

Agar 20 g
Tuzlu Su (HV-5) 1000 Mililitre (mL)
pH 7.5

Besiyerinin hazirlandiktan sonra ilk pH'st 6.87'dir. pH 1N NaOH ile 7.5'e ayarlanmig ve
otoklavda 121 °C' de 20 dakika steril edilmistir. Ekstrem halofil mikroorganizmalarin

izolasyonunda kullanilmistir.

Besiyeri 3: SG Medium Modifiye 3 (SGM-3)

NaCl 150 g
KCI 2 g
CaCl2.6H20 2 g
MgS0O4.7H20 10 g
FeS04.7H20 0.0023 g
CsHsNazO~ 3 g
Maya Oziitii 1 g
Pepton 1 g
Agar 20 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.5

Besiyeri hazirlandiktan sonra ilk pH's1 6.7'dir. pH 1N NaOH 7.5'e ayarlanmus ve otoklavda 121
°C'de 20 dakika steril edilmistir. Ekstrem halofil mikroorganizmalarin izolasyonunda
kullanilmistir.

Besiyeri 4: Seyreltmeli SGM-2 izolasyon Besiyeri
Besiyeri 2.’nin 2 tane 10-1 'lik seyreltme suyunun (% 15 deniz tuzu + 120 ml steril su seklinde)

hazirlanmig halidir.

NaCl % 9 deniz tuzu + 60 g ekstra deniz tuzu
Glukoz 3 g
Maya Oziitii 2 g
Pepton 2 g

Agar 20 g

Su (HV-5) 1000 ml

pH 7.5
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Besiyeri pH'sinin ilk 6l¢iimii 6,3'diir. Besiyeri 1IN NaOH 7,5'e ayarlanir ve seyreltme sulariyla
beraber otoklavda 121 °C' de 20 dakika steril edilmistir. Steril hazir petri kaplarina 20 ml
dagitilarak kullanima hazirlanmistir. Ekstrem halofil mikroorganizmalarin izolasyonunda
kullanilmustir.
Besiyeri 5: SG Medium Modifiye 2 Broth

Besiyeri 2.’nin agar igcermeyen seklidir. Broth zenginlestirme amach kullanilmigtir.
Calkalamali olarak 28 °C'de 7-28 giin inkiibe edilmistir.
Besiyeri 6: SG Medium Modifiye 3 Broth

Besiyeri 3.’niin agar igermeyen seklidir. Broth zenginlestirme amach kullanilmigtir.
Calkalamali olarak 28 °C'de 7-28 giin inkiibe edilmistir. zolatlarin siv1 kiiltiirlerinin ve stoklarinin
olusturulmasinda kullanilmstir.
Besiyeri 7: Enzim Aktivitesi Belirleme Ortami
Substrat  (Ksilan, CMC, Pektin,

Kazein, Coziiniir Nisasta; her birinden 0.8-1 g
ayri ayri)

Pepton 5 g
Yeast Ekstrakt 3 g
NaCl 50 g
Agar 17 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.5-8.0

Ayri ayr1 olmak iizere her bir substrattan 0.8-1.0 gr olacak sekilde besiyerine eklenerek,
igerikleri tamamen ¢6ziiniinceye kadar kaynatilmig, ortam pH's1 7.5'ye ayarlandiktan sonra 121
°C'de 15 dakika otoklavlanmistir. Besiyeri halofilik bakterilerin kati ortamda enzim hidroliz
zonlarinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Besiyeri 8: Tributirin Agar
Tributirin Agar Base (Sigma-Aldrich

91015) :
Tributirin 10 mL
NaCl 50 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.5-8.0
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Besiyeri 9: Sivi Ortamda Enzim Uretim Besiyeri
Substrat  (Ksilan, CMC, Pektin,

Coziinlir Nisasta; her birinden ayr 1 g
ayri)

Pepton 5 g
Yeast Ekstrakt 3 g
NaCl 100 g
Distile Su 1000 ml
pH 7.5-8.0

Biitiin besiyeri igerikleri tamamen ¢6ziiniinceye kadar kaynatilmig ve 121 °C” de 15 dakika
sterilize edilmistir. Ortam calismamizda sivi ortamda fermentasyon ile enzim {iretiminde
kullanilmustir.

Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar

Iyodiir Soliisyonu

Potasyum iyodiir 2 g
Iyot 1 g
Distile su 300 ml

Kullanilan iyodiir soliisyonu; potasyum iyodiir ve iyotun havan icerisinde iyice ezilerek
karistirilmas1 ve yavas yavas su eklenmesi ile hazirlanmistir. Isiktan korumak icin koyu renkli
siselerde saklanmistir. izole edilen Halofilik bakterilerin, ksilanaz, pektinaz, seliilaz ve amilaz

hidroliz zonlarinin kat1 ortamda belirlenmesi amaciyla kullanilmistir.

Kristal Violet

Kristal viole 0.125 g
Etil alkol (%95 lik) 10 mL
Amonyum oksalat 0.4 g
NaCl 5 g
Distile Su 40 mL

10 mL etanolde 0.125 gr Kristal Violet ve 40 mL tuzlu distile suda 0.4 gr amonyum okzalat
¢oziiliir bu ¢ozeltiye alkolde ¢6zlinmiis olan Kristal Violet ilave edilir [146]. Halofilik bakterilerin

gram reaksiyonlariin belirlenmesinde kullanilmistir.

NaOH
NaOH 2 g
Distile Su 500 ml
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500 mL 0.1 N i¢in 2 g NaOH hassas tartida tartilir ve bir miktar saf suyla ¢6ziindiikten sonra 500
mL'ye tamamlanir. Isiktan korumak i¢in koyu renkli siselerde saklanmistir. Besiyerlerinin pH'sini1

ayarlamak igin kullanilmistir.

Dinitrosalisilik Asit (DNS) Reaktifi

2 N NaOH (%38) 20 mL
3.5-Dinitrosalisilik Asit (DNS) 1 g
Sodyum Potasyum Tartarat (SPT) 30 g

20 mL 2 N NaOH igerisine 1 g DNS ilave edilip manyetik karistiricida ve hafif 1sida iyice
erimesi saglandiktan sonra hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlanmistir. Uzerine 30 g SPT ilave
edilerek 5-10 dk. karigtirildiktan sonra ¢ozelti hacmi 100 mL’ye tamamlanmistir. Cozelti
oksijenden etkilendigi i¢in agz1 hava almayacak sekilde sikica kapatilarak karanlikta saklanmistir.
Ksilanaz, amilaz, pektinaz ve seliilaz aktivitesinin sivi ortamda analitik Ol¢iimleri amaciyla
indikator olarak kullanilmustir.

DNS Substratlar

Substrat (Ksilan, Seliilloz, Coziiniir

Nisasta veya Pektin) J
Uygun Tampon 100 mL

DNS testi ile ksilanaz, seliilaz, pektinaz ve amilaz aktivitesi olgtimleri i¢in substrat olarak
sirastyla ksilan (Birchwood xylan; BW-xylan), Karboksimetil seluloz (CMC), Citrus pektin (CP)
ve ¢oziinlir nisasta kullanilmistir. Bu substratlar uygun tampon ¢d6zeltileri icine %1.0 g olacak
sekilde ilave edildikten sonra 1sitmali manyetik karistiricida isitilarak, dipte ¢cokelme olmayincaya
kadar iyice erimeleri saglanmigtir. Substrat tamamen eriyince, 6zellikle Glisin/NaOH tamponu
icin ve deneme sicakliginda, pH tekrar kontrol edilmistir.

Tamponlar
0.2 M Tris (hidroksimetil amino metan)/HCI Tamponu (pH: 8.5)

Tris [Hidroksimetil amino metan

) 24.228 g/L
(Sigma T-6068)]: MW: 121.14 g/mol
pH 8.5
dDH.0 1000 mL

Tris tamponu, istenilen molaritede hazirlandiktan sonra derisik HCI ile pH istenilen degere
getirilmistir. pH ol¢limleri ¢6zeltinin kullanilacag: sicaklikta, 1s1 problu ve kalibrasyonu yapilmis
Hanna pH 211 marka dijital pH metre ile gerceklestirilmistir.
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Fosfat tamponu: NaH2PO4/ NazHPO4 (pH: 6.0 ve 7.0 i¢in)
NaH,PO,4,: MW: 119.98 g/mol (0.2

M) (A soliisyonu)

Na,HPO,4, MW: 141.96 g/mol (0.2 M)

23.996 g/L

28.392 g/L
(B soliisyonu)

Toplam 100 mL 0.2 M fosfat tamponu hazirlamak i¢in A ve B soliisyonlarindan alinacak

miktarlar asagidadir:

A(mL) B(mL) pH
87.7 12.3 6.0
39.0 61 7.0
16.0 84.0 7.5
53 94.7 8.0

Glisin/NaOH Tamponu (pH: 9.0 ve 10.0 icin)
Glisin: Molekiiler agirlik: 75.07 g/mol
(0.2 M) (A soliisyonu)
NaOH: Molekiiler agirlik: 39.992
g/mol (0.2 M) (B soliisyonu)
25 mL glisin stok soliisyonu (A) ile X mL 0.2 M NaOH soliisyonu (B) karigtirilir ve distile su

15.014 g/L

g/L

ile 100 mL’ye tamamlanir. Oranlar asagida verilmistir:

0.2 M NaOH (mL) (B

0.2 M Glisin (mL) (A soliisyonu) pH
soliisyonu)

25 2.0 8.6
25 4.4 9.0
25 13.6 9.8
25 19.3 10.4
25 22.75 10.6

1M Tris, pH 8

Tris (Merck) 121.1 g

dDH20 1000 ml

600 mL dDH0 igerisine 121.1 g tris ilave edildi ve manyetik karistirici tizerinde 45 °C sicaklik
muamelesi ile berraklasincaya kadar ¢oziilerek oda sicakliginda sogumaya birakildi. pH 8’de 1 M

Tris elde etmek i¢in soliisyon igerisine 42 mL %37’lik HCI ilave edildi. Son hacim dDH>O ile

35



1000 mL’ye tamamland1. Boliinerek 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda

saklandi.

TBE Tamponu (Tris-Borik asit-EDTA; 10x, pH 8)

Tris 121.10 g
EDTA (susuz) 5.84 g
Borik asit (Merck) 61.83 g
dDH,0 1000 mL

Biitiin icerikler 1000 mL’lik beher icerisine kondu. Icerisine 500 mL dDH,O eklenerek
berraklasincaya kadar manyetik karistiricida bekletildi. Son hacim 1000 mL’ye tamamlanarak.
pH 8’e¢ ayarlandi ve +4 °C’de saklandi. PCR fdrilinlerinin agaroz jel elektroforezinde

yiirlitiilmesinde tampon olarak kullanilmstir.

TEA Tamponu (Tris, asetik asit, EDTA, 10x pH:8)

Tris base 48.4 g
Glacial acetic acid 11.42 mL
Na,EDTA-2H,0 7.44 g
dDH,0 1000 mL

Biitiin icerikler 1000 ml’lik beher igerisine kondu. Icerisine 500 mL dDH.O eklenerek
berraklasincaya kadar manyetik karistiricida bekletildi. Son hacim 1000 mL’ye tamamlanarak.
pH 8’e ayarland1 ve +4 °C’de saklandi. Izole edilen DNA’larin agaroz jel elektroforezinde
yiiriitilmesinde tampon olarak kullanilmistir.

0.5 MEDTA (pH:8)

Diaminoetan tetraasetik asit (FW 372.2

g/mol) 18.6 g

dDH,0 100 mL

Orta sicakliktaki hotplate ilizerinde karistirilarak, NaOH ile pH:8 e ayarlanmalidir. DNA
izolasyonunda ekstraksiyon agamalarinda kullanilmistir.

Lizozim (20 mg/mL)

1 M Tris-HCI (pH:8) 60 pnL
Lizozim 120 mg
dDH20 5.40 mL
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Verilen miktarlarda her seferinde taze olarak hazirlanan lizozim soliisyonu Aktinobakteri
oldugu distiniilen izolatlarin DNA ekstraksiyon asamasinda hiicre duvarmin kolayca

parcalanmasi amaciyla kullanilmistir.

%0.8 Agaroz Jel
Agaroz 0.8 g
TAE tamponu 100 mL

0.8 g agaroz tartilarak 100 mL TBE tamponuna alinmis, eriyinceye kadar mikrodalga firinda
bekletilmistir. 65 °C’ye kadar sogutulduktan sonra iizerine 10 pL DNA boyas1 ilave (Invitrogen,
SYBR, Safe DNA Gel Stain) edilerek manyetik karistiricida homojen karigimi saglanmis, uygun
sekilde dokiimii yapilarak donmas1 beklenmistir. Izolatlarin DNA’larinin agaroz jel elektroforezi
ile goriintiilenmesi ve safliklarinin kontrolii uygulamalarinda kullanilmaistir.

%1 Agaroz Jel
Agaroz 1 g
TAE tamponu 100 mL

1 g agaroz tartilarak 100 mL TAE tamponuna alinmis, eriyinceye kadar mikrodalga firinda
bekletilmistir. 65 °C’ye kadar sogutulduktan sonra iizerine 10 uL DNA boyas! ilave (Invitrogen,
SYBR, Safe DNA Gel Stain) edilerek manyetik karistiricida homojen karisimi saglanmis, uygun
sekilde dokiimii yapilarak donmasi beklenmistir. Izolatlarm PCR amplifikasyon iiriinlerinin
agaroz jel -elektroforezi ile goriintilenmesi ve safliklarinin kontrolii uygulamalarinda

kullanilmistir.
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3.2. YONTEM
3.2.1. Tuzladan Su Orneklemelerinin Alinmasi

Ayvalik Tuzlasi’nda belirlenen 10 farkli tuz havuzundan, Eylil 2017/Subat 2018
tarihlerinde, her bir havuzu temsil edecek sekilde kompozit 6rnekleme (havuzun 5 farkli
yerinden alinip karistirilarak) yontemine gore 6rneklemeler yapilarak, polipropilen conta
kapakli amber renkli cam siselere alinmis, soguk zincir ile en kisa siirede laboratuvara
getirilmistir. Halofilik bakteri izolasyonlarina 6rnekler laboratuvara ulastiktan sonra en kisa
stirede baslanmustir. Bazi tuzlu su ornekleri ileriki bakteri izolasyonlar1 ve metal, iyon

analizlerinde kullanilmak tizere +4 °C’de saklanmustir.

3.2.1.1. Tuzlu Su Orneklerinin Bazn Fiziko-Kimyasal Parametrelerinin

Belirlenmesi

Tuzlu su 6rneklerinin alindig1 tuz havuzlarinda pH, sicaklik, nisbi nem (%RH), mV-
ORP ve 151k siddeti gergek zamanl olarak arazi bolgesinde dlgiilmiistiir. Su 6rneklerinin
sicaklik ve pH degerlerinin belirlenmesi i¢cin Hanna marka HI 8314 (pH meter), nem
degerlerinin belirlenmesi i¢in Hanna marka HI 8564 (Thermo hygrometer), 151k siddeti
Olctimii i¢in Hanna marka HI 97500 (Lux meter), oksidasyon indirme potansiyeli 6l¢iimleri

icin Hanna marka HI 98201 (ORP-mV) analiz cihazlar1 kullanilmistir.
3.2.1.2. Tuzlu Su Orneklerinin Iyon ve Metal Analizlerinin Yapilmasi

10 Farkli tuz havuzundan alinan tuzlu su orneklerinin metal ve iyon analizleri
Universitemiz DEFAM Merkezi Arastirma Laboratuavarinda Hizmet alimi kapsaminda

yaptirilmistir.
3.2.2. Halofilik Bakteri izolasyonu ve Sayim

Halofilik bakterilerin izolasyonu i¢in dokme plaka ekim yontemi uygulanmustir.
Boliim 3.1.2.°de agiklanan besiyerlerine ekim yapildiktan sonra petriler 28-30 °C’de en az
21 giin inkiibasyona tabi tutularak, inkiibasyon sonrast her bir farkli besiyerinde gelisen

halofilik bakteri sayimlari elde edilmistir.

Halofilik bakteri izolasyonu igin literatiirde mevcut besiyerleri taranarak
degerlendirilmis, farkli bilesimlerde karbon, azot ve diger bilesenler denenerek izolasyon
icin en uygun besiyeri Formulalar1 ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica besiyeri hazirlamada Ayvalik

tuzlasindan alman su kullanilarak izolasyon sansi1 artirilmaya c¢alistlmustir. Ilk
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denemelerimizde su numuneleri 10 diliisyona kadar seyreltilerek ekimler gergeklestirilmis
sonrasinda diliisyon yapilmayan durumlarda bakteri izolasyonunun daha iyi olduguna karar
verilerek seyreltme yapmadan ekim calismalar ylriitiilmistiir. Besiyeri bilesimine eklenen
NaCI’de tuzladan alinmistir. Izolasyonlarda minimum tuz oram %15-20 olacak sekilde
ayarlanmigtir. Her bir tuz havuzundan alinan numunelerden en az {i¢ tekrarli olacak sekilde

halofilik bakteri izolasyonlar1 ger¢eklestirilmistir.
3.2.3. Halofil Bakterilerin Ekstraseliiler Enzim Potansiyellerinin Belirlenmesi

Izolasyonlar sonucu elde edilen toplamda 6369 izolat1 temsil ettigini diisiindiigiimiiz
farkl1 izolatlardan 55 tanesi secilerek kati1 ve sivi ortamda ekstraseliiler enzim aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla uygun sivi ortamlarda gelistirilmis ve stoklari olusturulmustur.

Ekstraseliiler enzim tarama calismalar1 sirasiyla asagida belirtilmistir.
3.2.3.1. Kati Ortamda Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Sivi ortamda (SG medium, Besiyeri 6) biiyiitiilen kiiltiirden 40 pL alinarak Bolim
3.1.2.°de bilesimi verilen kat1 besiyerinde (Besiyeri 7, %1 oraninda ayr1 ayr1 BW ksilan,
Pektin, CMC veya nisasta ilave edilmis) agilan 5 mm ¢apl kuyucuklara aktarilmistir. Bu
sekilde siv1 aktif kiiltlir aktarim1 yapilan kat1 ortamlar 28 °C” de 3 giin aerobik kosullarda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda gelisen bakterilerin gevresinde beliren berrak
ksilanaz, seliilaz, pektinaz ve amilaz hidroliz zonlarin belirlenebilmesi icin petrilere plak
ylizeyini kaplayacak miktarda gram iyodiir (lugol) soliisyonu ilave edilmis, 5 dk. reaksiyona
girmesi beklendikten sonra enzim aktivitesi gostergesi olan hidroliz zonlart agisindan
degerlendirilmistir. Hidroliz zonlar1 milimetrik olarak 6l¢iilmiis ve ortalama degerleri gz

oniinde bulundurulmustur.

Proteaz aktivitesi, 3.1.2.de bilesimi verilen Besiyeri 7.’ye uygun miktarda (%1)
kazein ilavesi yapilmis besiyerinde belirlenmistir. Ortama bakteri inokiilasyonu yukarida
aciklandig: sekliyle ayni kosullarda gerceklestirilmistir. Bu ortamda proteaz aktivitesi opak

alanda acik renkli kazein hidroliz zonu goriilmesi ile degerlendirilmistir.

Lipaz aktivitesi, %] tribiitirin igeren tribiitirin agar (Besiyeri 8) ortaminda

incelenmistir. A¢ik ve temiz zon goriinmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

Kat1 ortamda gergeklestirilen proteaz ve lipaz aktiviteleri diigiik ¢iktig1 i¢in s1v1 ortam

caligmalarinda bu iki enzim 6l¢iimleri yapilamamaistir.
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3.2.3.2. Sivi Ortamda Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Kati ortamda enzimatik aktivitesi belirlenen ve segilen halofilik bakteriler
fermentasyon caligmalarina alinarak sivi ortamda enzim tiretim kabiliyetleri belirlenmistir.

Yontem asagida agiklandigr gibi gergeklestirilmistir.
3.2.3.2.1. Fermentasyon Calhismalari ile Enzim Uretimi

Kat1 ortamda biiyiitiilen aktif kiiltiirlerden 1 6ze dolusu alinarak Boliim 3.1.2.°de
bilesimi verilen uygun substrat ilave edilmis, agarsiz SGM-3 ortamina (Besiyeri 3) (100
mL’lik erlenlerde 25 mL olacak sekilde) asilama yapilmis, 28 °C, 160 rpm ¢alkalamali
inkiibatorde 48 h gelistirilerek inokulumlar hazirlanmistir. Sonrasinda 600 nm’de
spektrofotometre (Varian Carry 50) ile hiicre konsantrasyonu 2x10° hiicre/mL’ye
ayarlanarak dogrulamasi kati ortamda yapilmistir. Ayni1 miktarda hiicre igeren asi
kiiltirtinden 250 mL’lik erlenlerdeki 50 mL Besiyeri 9 ortamina aktarilarak fermentasyonlar
yukarida aciklanan kosullarda 72-96 saat siireyle gerceklestirilmistir. Fermentasyon
esnasinda belli zamanlarda aseptik kosullarda alinan siv1 6rnekler +4 °C ve 8000 rpm’de 10
dakika santrifuj edilerek hiicreler uzaklastirilmis iist sivi faz (siipernatant) (ham kiiltiir
filtrat1), steril eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Sonrasinda enzim aktivite analizlerinde

kullanilmak amaciyla +4 °C’de saklanmustir.
3.2.3.3. Enzim Aktivitesi Analizleri (Analitik Olciimler)

Boliim 3.2.3.2.°de verilen yontemle ve her bir enzimin substratinin ayr1 ayr1 eklendigi
Besiyeri 9°da yapilan fermentasyon sivilart ham enzim kaynag: olarak kullanilmistir. Bu
fermentasyon sivilarinda enzim  aktivitesi Ol¢limleri asagida belirtildigi  gibi
gerceklestirilmistir: Ksilanaz, seliilaz, pektinaz ve amilaz aktivitesi olgtimleri, a¢iga ¢ikan
indirgen gruplarin belirlenmesi esasina gore modifiye edilen DNS yontemi ile belirlenmistir
[147]. Kisaca, 250 uL %]1 substrat (BW ksilan, CMC, pektin veya ¢Oziiniir nisasta) igeren
fosfat tamponu (pH:7 ve 7.5 i¢in) ve 100 uL ham enzim soliisyonu homojen karistirilmis ve
30 °C’ de 10 dk durgun kosullarda inkiibe edilerek reaksiyona birakilmistir. Siire sonunda
reaksiyon 750 pL DNS reaktifi eklenerek durdurulmus ve paralelinde 100 °C” de 5 dk. renk
olusumu i¢in inkiibe edilmis, sogutularak 8000 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek soliisyonda
¢oziinmeyen substratin ayrilmasi saglanmaistir. Kontrol amagh olarak, tiiplerden birine enzim
sollisyonu harig, substrat ve diger reaksiyon sivi karigimlari (tampon + %1 substrat), digerine
ise substrat hari¢ diger reaksiyon siv1 karisimlar1 (tampon + enzim soliisyonu), hazirlanarak

paralel olarak ayni reaksiyon kosullarinda islemlerden gegirilmistir. Bu sekilde hazirlanan
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biitiin 6rnekler Varian Carry50 marka UV-visible spektrofotometre de 540 nm dalga boyu
kullanilarak, kore (sirastyla, 100 pL inaktive enzim + 750 uL DNS + 250 pL substrat/tampon
karistmi1) karst okuma (Olgiimler &ncesinde, kor ¢ozeltileri ile spekrofotometrenin
transmisyon degeri %100’e, absorbans degeri 0.00’a ayarlanmistir) yapilmustir (Inaktive
enzim; ham enzim soliisyonunun 20 dk. 100 °C’de bekletilmesi ile elde edilmistir). Bir tinite
(U) enzim aktivitesi sirasiyla ksilanaz i¢in dakikada 1 pmol ksiloz, seliilaz ve amilaz i¢in
glukoz, pektinaz i¢in ise 1 umol galakturonik asit salinmasini saglayan enzim miktar1 olarak
standartla karsilastirilarak belirlenmistir (100 pL enzim yerine, 100 uL galakturonik asit
bulunan reaksiyon karisimi yukarida agiklanan ayni kosullarda islemden gecirilerek pozitif
kontrol amagh olarak Slgiimlerde kullanilmistir). Her test ii¢ kez tekrarlanarak sonuglar

ortalama degerler olarak verilmistir.
3.2.3.4. Sicaklik ve pH’nin Enzim Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin saptanmasi i¢in enzim farkli sicaklik
araligindaki (28-70 °C) su banyosunda 10 dk. bekletilmistir. Aktivite tayini i¢in 100 pL
enzim ve 250 pL substrat/tampon (optimum pH degerinde hazirlanmis) karistirilarak 5 dk.
siireyle inkiibasyon yapilmistir. inkiibasyon sonunda kalan (residiiel) enzim aktivitesi Boliim

3.2.3.3.”de agiklanan standart aktivite tayini ile belirlenmistir.

Enzimin aktivite gosterdigi en iyi pH profilinin belirlenmesi amaciyla substratinin da
icinde bulundugu ve farkli pH (4.5-10)’lara ayarlanmis uygun tamponlara (optimum
sicakliktaki) 100 pL enzim ilave edilerek 10 dk. siireyle inkiibasyon yapilmustir. Inkiibasyon
sonunda residiiel enzim aktivitesi Boliim 3.2.3.3.’de agiklanan standart aktivite tayini ile

belirlenmistir.
3.2.4. Secilen Halofilik Bakterilerin Tanimlanmasi

Enzimatik aktivitelerinin belirlenmesi i¢in segilen 55 farkli halofilik bakteriden 14
tanesinin hidrolitik enzim iiretme kapasitesi yiikksek bulunmus ve bu bakterilerin

tanilanmasinda asagida belirtilen testler uygulanmistir.
3.2.4.1. Morfolojik ve Kiiltiirel Testler

Halofilik bakteriler, SG Medium Modifiye 1 (SGM-1), SG Medium Modifiye 2
(SGM-2), SG Medium Modifiye 3 (SGM-3), Seyreltmeli SGM-2 izolasyon Besiyerinde, 21
giin boyunca gelismeye birakilmis ve inkiibasyon sonrasi koloniler; koloni morfolojisi,
formu, yiikseltisi, kenar tipi, biiyiikligi, yiizey goriiniimii, yogunlugu, rengi, kokusu ve 151k
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gecirgenligi gibi kriterleri belirlenmistir. Koloni morfolojileri ¢iplak gozle ve gerektiginde
mikrometrik okiilerli, 10X biiyiitmeli 151k mikroskobu kullanilarak, pigmentasyon ise gorsel

acidan degerlendirilmistir.

Ortalama 4 hafta gelisen siv1 kiiltiirlerden hazirlanan preparatlar gram reaksiyonunun
belirlenmesi amaciyla gram boyama islemine tabi tutulmustur. 1 6ze dolusu s1v1 kiiltiirlerden
alinanan 6rnekler lam iizerine 1 cm? biiyiikliigiinde yayilarak agik hava ortaminda kurutulup
tespit edildikten sonra kristal violet boyasiyla 1.5 dk. boyanip fazla boya akitilarak %10'luk
tuzlu suyla yikanmustir, {izeri lugol ile kaplanarak 1 dk. bekledikten sonra tekrar hafifce
yikama yapilmis, %95'lik etanolle 10 saniye muamele edilmistir. Kalan etanol hafifce
yikanarak uzaklastirilmis ve sonrasinda karsit boya safraninle boyama yapilip 1 dakika
reaksiyona girmesini takiben nazikg¢e tekrar yikanmis havada kurutularak immersiyon
objektifi ile 151k mikroskobunda incelenmistir. Mor siyah renkli boyanan hiicreler Gr(+),

karsit boya rengi (pembe) boyanan hiicreler Gr(-) olarak degerlendirilmistir.

3.2.4.2. Molekiiler Sistematik Calismalari
3.2.4.2.1. DNA Izolasyonu Icin Halofilik Bakterilerden Hiicre Pelletinin Elde

Edilmesi

Kat1 ortamda aktif olan halofilik bakterilerden bir 6ze dolusu alinarak igerisinde 20
mL SGM-3 siv1 besiyerinin bulundugu 50 mL’lik erlenlere transfer edilmis, ¢alkalamali
inkiibatorde 28 °C’de 3 - 6 giin 160 devirde gelistirilmistir. Bu suretle bakterilerden DNA
izolasyonu i¢in uygun biomass saglanabilmistir. Her bir broth kiiltiirden aseptik olarak 1.5
mL alinarak steril 2 mL’lik eppendorflara transfer edilmis ve 15000 rpm’de 5 dk. +4 °C’de
santrifiij islemiyle hiicre pelleti ¢oktiiriilmiistiir. Hiicre pelletinin iistiinde kalan sivi faz

atilarak hiicre pelleti steril dDH20 su ile 3 kez yikanmig ve DNA izolasyonuna gegilmistir.
3.2.4.2.2. Halofilik Bakterilerin Genomik DNA’larinin izolasyonu

Elde edilen hiicre pelletlerinden Genomik DNA izolasyonu, Promega firmasimin
belirttigi kosullara uygun bir sekilde “Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega,
A1120)” izolasyon kiti kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Prosediir kisaca asagidaki gibidir:

1. Hicre pelleti 480 pL 50 mM EDTA’ da ¢oziilmiistiir,
2. Uzerine 120 pL litik enzim lizozim ilave edilmis ve 37 °C’ de 60 dakika inkiibe
edilmistir,

3. Siire sonunda 15.000 rpm’ de 2 dK. santrifiij yapilarak siipernatant uzaklastirilmistir,
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4. Hiicre lizisi i¢in iizerine 600 uL Nukleus Lisis Soliisyonu ilave edilerek nazikce
karistirilmistir, 5 dk. 80 °C’de su banyosunda inkiibe edilerek siire sonunda oda
sicakligina kadar sogutulmustur,

5. Uzerine 3 L RNaz Soliisyonu ilave edilerek karistirilmis ve 37 °C’de 60 dk. bekletilmis
sonrasinda oda sicakligina kadar sogumasi saglanmaistir,

6. Sonrasinda iizerine 200 pL Protein Coktiirme Soliisyonu ilave edilmis, 5 dk. soguk
buzda bekletilmistir, siire sonunda 14.000 rpm’ de 5 dk. santrifiij edilerek siipernatant;
igerisinde 600 pL isopropanol (2-propanol, oda sicakligindaki) bulunan eppendof
tiiplerine alinmistir,

7. Karisim 15.000 rpm’de 2 dk. santrifiijlenerek slipernatant uzaklastirilmistir,

8. Uzerine oda sicakliginda bulunan %70’lik etanolden 600 pL ilave edilmistir,

9. Etanol 15 dk. siireyle oda sicakliginda aspire edilmistir,

10. Elde edilen pellet iizerine DNA rehidrasyon soliisyonundan 70 uL eklenerek 1 saat 65
°C’ de inkiibe edilereck DNA eldesi tamamlanmuistir.

Elde edilen DNA’lar PCR reaksiyonlari gerceklestirilinceye kadar -20 °C” de

muhafaza edilmistir.
3.2.4.2.2.1. DNA Miktar Tayini ve Saflik Derecesinin Belirlenmesi

DNA orneklerinin miktar tayini ve saflik derecesi, nanodrop (Thermo 2000c¢) 260 ve
280 nm’lerdeki absorbanslar1 dikkate alinarak belirlenmistir. 260 nm’de dl¢iilen absorbsiyon
degerleri (A260) DNA ¢o6zeltisindeki DNA miktarin1 ve 280 nm’de 6l¢iilen absorbsiyon
degerleri (A280) ise protein miktarin1 gostermektedir. A260/A280 oran1 1.90 ve {izerinde
olan DNA o6rneklerine saf olarak kabul edilmistir [148].

Elde edilen DNA &rnekleri, izolasyon isleminin bir sonucu olarak geleneksel bir metot
olan agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. DNA saflik kontrolleri %1 (w/v)’lik 10
uL DNA boyasi (Invitrogen, SYBR, Safe DNA Gel Stain) eklenerek hazirlanmis agaroz jel
elektroforezi ile ilk kuyucuga DNA marker (1 kb DNA Ladder, Geneaid DL006) digerlerine
DNA 6rnegi aktarilarak [(1.2 pL DNA loading boyas1 (biotechrabbit 6x DNA loadind dye),
+ (6 pL DNA ornegi)] 100 V 45 dk. siireyle TAE tamponu kullanilarak yapilmigtir.
Sonrasinda DNA o6rnekleri UV transilliiminator’de (gLite gel scanner) incelenerek tek saf

olarak bank olusturan DNA 6rnekleri PCR reaksiyonuna alinmistir.
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3.2.4.2.3. 16S rRNA Geninin PCR Amplifikasyonu

Her bir izolattan saflastirilan genomik DNA’dan, 16S rRNA genini kodlayan DNA
bolgesinin amplifikasyonu i¢in, evrensel iki primer 27F (forward primer: 16S rRNA’nin
baslangi¢ bolgesine baglanan evrensel primer, 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") ve
1525R (reverse primer: 16S rRNA’nin son bdlgesine baglanan evrensel primer 5'-
AAGGAGGTGWTCCARCC-3) kullanilmistir [149-150]. PCR i¢in optimize edilen
reaksiyon karigimlar1 Tablo 3.1. ve optimize PCR kosullar1 Tablo 3.2.’de goriilmektedir. Bu
kosullarla PCR f{iriinii i¢in caligmalar Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler ile
gerceklestirilmis ve nihayetinde elde edilen PCR firtinleri i¢in elektroforez %0.8 agaroz
jelde, ilk kuyucuga DNA marker (100 bp DNA Ladder, Geneaid DL007) digerlerine PCR
tiriinii aktarilarak (1.2 pb DNA loading boyasi, 6x + 6 pL PCR 6rnegi) TBE tamponu ile
100 V 30 dk. siireyle yapilmistir. Sonrasinda PCR f{irtinleri UV transilliiminator’de (gLite
gel scanner) incelenerek tek saf olarak bank olusturanlar sekans analizleri i¢in ayrilarak -20

°C’de saklanmustir.

Tablo 3.1. PCR Reaksiyonu Bilesenleri ve Konsantrasyonlart.

Stok Reaksiyondaki Son
Bilesen Son Hacim (uL)
Konsantrasyonu Konsantrasyonu
DMSO 100 % 4% 2.0
Triton-X100 100 % 0.3% 0.15
PCR Bufer 10X 1X 5
Mg soliisyonu” 20 mM 2.0 5
dNTP 10 mM (her birinden) 0.2 mM (her birinden) 1
Forward primer 20 uM 0.5 uM 1.25
Reverse primer 20 uM 0.5 uM 1.25
Polimeraz” 5.0 U/uL 2.0 U/uL 0.40
Template DNA 50/70 ng/uL 50 0.7
PCR grade su - -- 38.24
Toplam reaksiyon
hacmi - - >0

“ThermoScientific, DreamTaq DNA polymerase, EP0702. Bu enzimle beraber gelen PCR buffer bilesiminde

20 mM MgCl; bulundugundan dolayi ayrica reaksiyon bilesimine MgCl; eklenmemistir.
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Tablo 3.2. PCR ile Uriin Eldesi i¢in Belirlenen Kosullar.

Adim Sicakhk Siire Cevrim
Baslangie 95°C 4 dk 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95°C 30s
Baglanma 49 °C 30s 36
Uzama 72°C 60 s
Son Uzama 72°C 10 dk 1

Elde edilen PCR firiinleri sekans analizi i¢cin GATC Biotech (Almanya) firmasina

gonderilmis ve firmadan 16S rRNA kromatogramlar1 alinmistir.

3.2.4.2.4. 16S rRNA Gen Dizi Verilerinin Analizi, Gen Bankasindaki Siralarla

Karsilastirilmasi ve Filogenetik Dendogramlarinin Olusturulmasi

16S rRNA ve sekans analizleri yurtdisinda hizmet alimlar1 kapsaminda yaptirilmigtir.
Elde edilen ham sekans verileri degenaratif bazlarin karsiligi i¢in BioEdit Sequence
Alignment Editor programi (V, 7.2.5.) ile diizenlenerek yine ayni program kullanilarak ileri
ve geri okuma sekanslari birlestirilmistir. Elde edilen sekanslarin diizenlenmesi ise MEGA
X (V, 10.0.4) programut ile gerceklestirilmistir. Sonrasinda islenmis ve diizenlenmis sekans
verileri muhtemel tiirlerin belirlenmesi amaciyla gen bankasindaki verilerle karsilagtirmak
icin blastlanmigtir. 16S rRNA gen analizi filogenetik dendogramlar1 igin, gen
databanklarindan elde edilen Halofilik bakteri tip 6rnegi 16S rRNA gen dizileri (referans
sekanslar) ile test bakterilerinin gen dizileri karsilastirilarak se¢ilen halofilik bakterilerin tiir
veya cins seviyesinde tanilamalari yapilmistir. Filogenetik dendogramlart Neighbour-
joining, Maximum Composite Likelihood algoritmalari kullanilarak olusturulmustur.

Filogenetik analizler icin MEGA X (V, 10.0.4) paket programindan yararlanilmigtir [151].
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4. BULGULAR
4.1. Tuzlu Su Orneklerinin Ahinmasi ve istasyonlar

Halofilik bakteri izolasyonu i¢in Ayvalik Tuzlasi’ndan 10 farkli tuz havuzu segilerek
orneklemeler yontem 3.2.1°de agiklandig1 gibi gergeklestirilmistir. Orneklemelerin yapildig
istasyonlar Sekil 4.1.°de, tuz havuzlarina ait bazi gorintiler ise Sekil 4.2.°de

gosterilmektedir.

Sekil 4.1. Su Orneklemelerinin Yapildigi Ayvalik Tuzlasmin Genel Goriiniimii.

Balikesir/Ayvalik Akdeniz ikliminin etkisi altindadir. Kis mevsimi Akdeniz iklim
tipinde oldugu gibi, en ¢ok yagisli gecen mevsimdir ve 1lik ge¢mektedir. Ancak tipik
Akdeniz ikliminin biitiin 6zellikleri burada goriilmemektedir. Yaz aylarina ait ortalama
sicaklarin daha diisiik olmasi ve yaz siiresinin kisaligi, onemli farklardan birisini meydana
getirir [152]. Balikesir/Ayvalik ilinin yillik ortalama sicakligi 14.6 °C'dir. Yillik ortalama
yagis miktari ise 48.1 kg/m? diir. Y1lin en sicak ay1 31.3 °C ile Agustos ayidir. Ocak aymnda
ortalama sicaklik 4.9 °C olup yilin en diisiik ortalamasina sahiptir. Minimum sicaklik degeri
ise -18.8 °C ile 2004 yil1 Subat ayidir. Yillik ortalama yagisin %52 ile kis ve en az yagisin
%2.8 ile yaz mevsimine diistiigii goriiliir. Toplam yags icinse Ilkbaharda diisen yagis %21.7,
Sonbahar'da diigsen yagis ise %23.5' lik bir paya sahiptir. Bu karakteri ile de Ayvalik Akdeniz
Yagis Rejimi tipine girmektedir.

Ulkemizdeki 6nemli tuz iiretim yerlerinden biri olan Balikesir/Ayvalik Tuzlasi, Izmir

iline 133 km, Manisa iline 163 km ve Balikesir iline 107 km uzakliktadir. Tiirkiye’ nin deniz

46



kaynakli tuzlalarindan birisidir. Ayvalik Tuzlasi genis alana yayilmis buharlagtirma

havuzlar1 ve kristalizasyon havuzlariyla 6nemli bir sulak alandir. Su depolama havuzlari,

buharlastirma havuzlar1 ve kristalizasyon havuzlar1 bulunmaktadir.

Sekil 4.2. Orneklemelerinin Yapildigi Tuz Havuzlarindan Bazi Gériintiiler.
4.1.1. Tuzlu Su Orneklerinin Baz1 Fiziko-Kimyasal Parametreleri

3.2.1.1.°de verilen yonteme gore 10 farkli tuz havuzu su 6rneklerinin bazi fiziko-
kimyasal parametreleri 3 tekrarli olarak gergek zamanli arazi bolgesinde belirlenerek Tablo

4.1.’de verilmistir.

Mikrorganizmalarin ¢esit ve sayisinda Oonemli etkileri sahip olan pH 6rnekleme
yapilan tuz havuzlarinda 6.88-7.88 araligindadir, ortalama olarak ¢ogu havuz i¢in nétr pH’ya
yakindir. Sicaklik ise yaz doneminde ortalama olarak 30 °C civari, kis doneminde ise 11 °C
civarindadir. Izolasyon calismalari sonucu en fazla sayiya yaz doneminde yapilan

orneklemelerde ulagilmistir.
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Tablo 4.1. Ayvalik Tuzlas1 Su Orneklerinin Baz1 Fiziko-kimyasal Parametreleri.

Ornek No* | pH Steaklik (°C). (Su- RH(%) mV-ORP Isik (lux) Koordinat
Hava) (Enlem-Boylam)
AT 01 6.87 31.4-27.0 50 0.016 - 0.040 19.40 | 39°26'06"N-26°72'13"E
AT_02 6.90 29.8-27.0 56 0.014 - 0.034 19.36 | 39°26'06"N-26°72'13"E
AT_03 6.96 30.8-31.7 45 0.009 - 0.120 19.33 | 39°26'06"N-26°72'13"E
AT_04 6.90 37.8-29.7 44 0.013-0.130 19.35 | 39°26'52"N-26°70'35"E
AT_05 7.65 335-30.2 47 0.036 - 0.060 19.34 | 39°26'52"N-26°70'84"E
AT_06 7.70 10.8-12.5 46 0.024 - 0.040 18.21 | 39°26'35"N-26°72'03"E
AT_07 7.88 11.2-13.0 44 0.032 - 0.065 10.20 | 39°26'35"N-26°71'59"E
AT_08 7.30 115-13.2 40 0.025 - 0.146 18.24 | 39°26'35"N-26°71'55"E
AT_09 7.81 11.3-135 42 0.017 - 0.143 18.23 | 39°26'33"N-26°71'59"E
AT_10 6.75 11.9-138 46 0.023 - 0.122 10.24 | 39°26'35"N-26°71'55"E

* AT: Ayvalik Tuzlasi

4.1.2. Tuzlu Su Orneklerinin Iyon ve Metal Analiz Sonuglar

10 Farkli tuz havuzundan alinan érneklerin metal ve iyon analizleri Universitemiz

DEFAM Merkezi Arastirma Laboratuavarinda hizmet alimi1 kapsaminda yaptirilmustir. fyon

analiz sonuglar1 Tablo 4.2°de metal analiz sonuglari ise Tablo 4.3.’de verilmistir.

Tablo 4.2. Tuzlu Su Numunelerinin Iyon Kromatografi Sonuglari.

Iyon (mg/L)

Ornek No Floriir Kloriir Nitrit Bromiir Nitrat Fosfat  Siilfat
AT 01 3 205027 <0.1 1280 439 62156 <0.1
AT 02 57 163595 <0.1 1152 290 52949 <0.1
AT 03 100 182298 <0.1 1068 280 50189 <0.1
AT 04 <0.1 200971 <0.1 1000 283 45138 <0.1
AT 05 <0.1 102518 <0.1 663 1205 29340 <0.1
AT 06 <0.1 25766 <0.1 415 304 9899 <0.1
AT 07 279 60850 <0.1 505 315 16901 <0.1
AT 08 49 42487 <0.1 450 322 13065 775
AT _09 86 32392 <0,1 418 340 9964 <0.1
AT 010 <0.1 49858 <0.1 479 479 14828 <0.1

10 farkli tuz havuzundan alinan 6rneklerin iyon ve metal degerleri acisindan 6nemli

farkliliklar bulunmaktadir. Halofilik mikroorganizmalarin gereksinim duydugu iyonlar

(6rnegin kloriir), Na, Ca, Mg, Mn gibi metaller 6zellikle ilk 3 havuzda olduk¢a yogun

miktarlarda tespit edilmistir. Havuzlardan yapilan izolasyonlarda Halofilik mikroorganizma

yiikii bu ilk 3 havuzda oldukga yiiksek olup tesadiifi degildir. Tuz havuzlarinda yasayan
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halofiller osmatik dengeyi korumak igin yiiksek ¢dziiniin miktarina ihtiya¢ duymaktadir. iyon
ve metal analizi sonuglar ile havuzlarda bulunan halofillerin say1 ve ¢esitliligi arasinda daha
fazla iliskilendirme yapabilmek igin bu bolgeyle ilgili daha fazla ornekleme yapilarak
izolasyonlara devam edilmeli ve daha fazla halofil mikroorganizmanin tanimlanmasi

gerekmektedir.

Tablo 4.3. ICP-OES Metal Analizi Sonuglart.

Ornek No  Na Ca Mg Cd Cu Fe Mn Ni Zn Pb
AT 01 12.990 10.453 23.922 0.879 <1.00 1.660 4.727 <1.00 1.892 43.360
AT 02 12391 0.305 24.756 0.910 0.093 1.563 4.714 <1.00 1.611 41.81
AT 03 11.987 0.411 20.998 0.898 0.189 1.526 4.717 <1.00 0.775 40.59
AT 04 11551 0.355 16.175 0.860 0.072 1.487 4.714 <1.00 0.159 41.34
AT 05 5.688 1534 6.326 0.800 <1.00 1572 4.347 <1.00 <1.00 21.23
AT 06 1.256 11.174 2.032 0.737 <1.00 1.719 4.367 <1.00 0.385 6.77
AT 07 3.476 1306 5.159 0.763 <1.00 3.316 4.558 <1.00 4.769 14.08
AT 08 2135 1216 3271 0.752 <1.00 1.635 4.400 <1.00 0.123 9.24
AT 09 1285 1.063 2291 0.733 <1.00 1.602 4.358 <1.00 <1.00 5.73
AT 010 2371 1176 3321 0.743 <1.00 1.588 4.362 <1.00 <1.00 8.33

“Na, Ca ve Mg: g/L, Cd, Cu, Fe, Mn, Ni, Zn ve Pb: mg/L olarak hesaplanmustir.

4.2. Halofilik Bakteri izolasyonu ve Sayim Sonuclari

Halofilik bakterilerin izolasyon g¢alismalari i¢in 6n denemelerde farkli bilesimlere
sahip ¢ok sayida besiyeri denenmis en iyi sonu¢ aldigimiz 4 farkli besiyeriyle ¢alismalar
stirdiiriilmistiir. Bu besiyerleri ile halofilik bakteri izolasyonlar1 Bélim 3.2.2.’de verilen
yonteme gore yapilmis ve sonuglarimiz Tablo 4.4.’de verilmistir. En iyi halofilik bakteri
izolasyonu Bolim 3.1.2.°de bilesimi ve hazirlanisi verilen SGM-3 ile saglanmistir.
Dolayisiyla enzim aktivitesi i¢in segilen bakterilerin ¢ogunun izolasyonu da bu besiyerinde
gerceklestirilmistir. izolasyon ortamlarinda sayrmi yapilan toplam halofilik mikroorganizma
sayist 6369 olup mililitrede ortalama olarak 1.2 x 10° cfu kiiltiire edilebilir halofilik
organizma bulundugu tespit edilmistir. Birbirinden farkli 55 adet halofilik bakteri segilerek
uygun ortamlarda biiyiitiilmiis ve stoklar1 hazirlanarak +4 °C ve -80 °C’de saklanmaktadir.
[zolasyon petrilerine ait baz1 goriintiiler Sekil 4.3., siv1 besiyerlerinde biiyiime ise Sekil

4.4.°de verilmistir.
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b)

Sekil 4.4. a) Baz1 Halofilik Bakterilerin Farkli Sivi Besiyerinde Gelisimi, b) SGM 3

Sivi Besiyerinde Gelisimi (28 °C ve 160 rpm calkalama hiziyla 14 giinliik inkiibasyon).
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Tablo 4.4. Farkli Besiyerine Ekim Sonucu Toplam Halofilik Bakteri Sayisi.

Secilen ve Numaralandirilan Izolatlar Gelistigi Besiyeri Ortalama Sayim Sonucu
AT-01-001 SGM-2 41
AT-01-002 SGM-2 201
AT-01-003 SGM-3 284
AT-01-004 SGM-3 244
AT-01-005 SGM-3 224
AT-01-006 SGM-3 108
AT-01-007 SGM-2 132
AT-01-008 SGM-1 340
AT-01-009 SGM-3 252
AT-01-010 SGM-2 44
AT-01-011 SGM-3 140
AT-01-012 SGM-3 244
AT-01-013 SGM-2a 6
AT-01-014 SGM-1 440
AT-02-001 SGM-3 308
AT-02-002 SGM-3 216
AT-02-003 SGM-3 224
AT-02-004 SGM-3 202
AT-02-005 SGM-3 148
AT-02-006 SGM-3 134
AT-02-007 SGM-3 140
AT-02-008 SGM-3 155
AT-02-009 SGM-3 75
AT-03-001 SGM-3 PURUVATLI 211
AT-03-002 SGM-3 PURUVATLI 178
AT-03-003 SGM-3 225
AT-04-001 SGM-3 254
AT-04-002 SGM-3 235
AT-05-001 SGM-3 12
AT-05-002 SGM-3 16
AT-05-003 SGM-3 32
AT-05-004 SGM-3 35
AT-06-001 SGM-3 7
AT-06-002 SGM-3 12
AT-06-003 SGM-3 19
AT-06-004 SGM-3 9
AT-07-001 SGM-3 41
AT-07-002 SGM-3 55
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AT-07-003 SGM-3 61
AT-07-004 SGM-3 27
AT-07-005 SGM-3 44
AT-07-006 SGM-3 68
AT-07-007 SGM-3 73
AT-07-008 SGM-3 62
AT-08-001 SGM-3 33
AT-08-002 SGM-3 25
AT-08-003 SGM-3 31
AT-09-001 SGM-3 11
AT-09-002 SGM-3

AT-09-003 SGM-3

AT-09-004 SGM-3

AT-10-001 SGM-3 28
AT-10-002 SGM-3 32
AT-10-003 SGM-3 44
AT-10-004 SGM-3 27

Ortalama (cfu/mL) -- 1.2 x 103

4.3. Halofil Bakterilerin Ekstraseliiler Enzim Potansiyelleri

4.3.1. Kat1 Ortamda Enzim Aktivitesi

Izole edilen halofilik bakterilerin uygun kosullarda aktivasyonu saglandiktan sonra
farkli substratlar ile olusturulmus kat1 ortamda uygun sartlarda inkiibasyonu (30 °C’de 3-5
giin, ¢alkalama hiz1 160 rpm) yapilarak ekstraseliiler enzim (agik zon olusturanlar) iiretenler
Bolim 3.2.3.1.°de anlatilan yontemle belirlenmis ve enzim aktivitesi gostergesi olan
ortalama hidroliz zon ¢aplar1 sonuclar1 Tablo 4.5.°de verilmistir. Bu amagla izolatlar
arasinda amilaz, lipaz, ksilanaz, pektinaz, seliilaz ve proteaz enzimini iiretenleri belirlemek
icin kat1 ortama sirastyla nisasta, tribiitirin, ksilan, pektin, karboksimetilseliiloz (CMC) ve
kazein substrat olarak eklenmis, inkiibasyon sonrasi petriler taranmistir. Ayrica halofilik
bakterilerin kat1 ortamda enzim aktivitelerine iliskin goriintiiler, Sekil 4.5., 4.6., 4.7. ve

4.8.’de gosterilmektedir.
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Tablo 4.5. izolatlarin Kat1 Ortamda Enzimatik Aktiviteleri (agik zon ¢ap1, mm).

Enzimatik Aktivite (zon capi, mm)

SiraNo  lizolatNo  Amilaz Ksilanaz Seliilaz  Pektinaz  Proteaz Lipaz

1. AT-01-001 - - - 8k" - -
2. AT-01-002 - - - 10 - -
3. AT-01-003 - - - - - -
4. AT-01-004 - - - - - -
5. AT-01-005 - - - 8k - -
6. AT-01-006 24 45 34k 10k 30k -
7. AT-01-007 - - 10k - - -
8. AT-01-008 - - 10k - - -
9. AT-01-009 - - 12k - - -
10. AT-01-010 - 13 10k 10k - -
11. AT-01-011 - - 12k 10k - -
12. AT-01-012 - - 10k 12k - -
13. AT-01-013 - - - - - -
14. AT-01-014 - 2 - 12k - -
15. AT-02-001 - 18 - - - -
16. AT-02-002 - 12 24 12k - -
17. AT-02-003 - - - 8k - -
18. AT-02-004 - 12 12 8k - -
19. AT-02-005 - - - - - -
20. AT-02-006 - - - - - -
21. AT-02-007 - - - - - -
22. AT-02-008 - - - - - -
23. AT-02-009 - - - - - -
24, AT-03-001 - - - - - -
25. AT-03-002 - - - 12k - -
26. AT-03-003 - - - 10k - -
27. AT-04-001 26 34 30 12 25k -
28. AT-04-002 - - - - - -
29. AT-05-001 - - - - - -
30. AT-05-002 - - - - - -
31. AT-05-003 - - - - - -
32. AT-05-004 - - - - - -

53



33. AT-06-001 - - - - - -

34. AT-06-002 22 26 26 - - -
35. AT-06-003 - - - - - -
36. AT-06-004 - - - - - -
37. AT-07-001 22 20 18 14k 16k -
38. AT-07-002 24 28 34 12k - 8k
39. AT-07-003 - - - 12k 7 -
40. AT-07-004 - - - - - -
41. AT-07-005 - - 8 - - -
42. AT-07-006 - - - - 24k )
43. AT-07-007 - - - 8k - -
44, AT-07-008 7 - - - ; -
45, AT-08-001 - - 22 14 - -
46. AT-08-002 8 - 20 8k - -
47. AT-08-003 z : ’ - - -
48. AT-09-001 ; ’ 12 ' - -
49. AT-09-002 - - - . - -
50. AT-09-003 - 20k 22 16 20k -
51. AT-09-004 - 20k 28 12k 12 -
52. AT-10-001 - . - - 11 -
53. AT-10-002 - - - - . -
54, AT-10-003 30 26 30 16 - -
55, AT-10-004 10 - 22 10k 34k -

“Kat1 ortamda hidroliz zon ¢aplarina kuyucuk ¢ap1 (5 mm) dahildir, k; kismi zon olusumu, -; negatif.

Sonuglarimiza gore 14 farkl izolat 6nemli sayilabilecek miktarlarda farkli enzimleri
tiretebilme kapasitesine sahiptir. En fazla enzim iiretim kapasitesine sahip izolat AT-01-006

nolu bakteri olarak goriilmektedir.

Amilaz degerlendirilmesi, %0.8 nisasta iceren kati besiyerine inokiile edilen izolatlarin
inkiibasyonu sonrast petrilerin gram iyodiir ile muamelesi sonras1 gerceklestirilmistir. Iyodiir
testi sonrasinda maviye boyanan besiyeri tizerinde izolatlarin nisastay1 parcaladigi bolgeler
renksiz olarak kalmis ve amilaz tiretimi pozitif kabul edilmistir. Yapilan tarama sonucunda
pH 7.5 ve %10 tuz konsantrasyonlu besiyerinde izolat AT-01-006 koloni etrafinda 24 mm
acik zon olusturmustur. AT-01-006 izolatinin amilaz enzimi ireticisi oldugu agikca

sOylenebilir. Diger izolatlar; AT-04-001, AT-06-002, AT-07-001, AT-07-002, AT-07-008,
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AT-08-002, AT-10-003 ve AT-10-004 tarafindan sirasiyla 26, 22, 22, 24, 7, 8, 30 ve1l0 mm
belirgin bir zon ¢ap1 goriilmistiir (Sekil 4.5.).

Sekil 4.5. Halofilik Bakterilerin Nisasta i¢eren Kat1 Ortamda Amilaz Uretimi (Soldan
saga sirasiyla izolat a) AT-01-006, b) AT-04-001, c) AT-07-001, AT-07-002 ve d) AT-10-
003).

%10 tuz konsantrasyonunda hazirlanan %0.8 BWC igeren kat1 besiyerine ekilen
izolatlar, 30°C’de 3 giin inkiibe edilmis ve biiyiimeleri gergeklestirilmistir. BWC igeren kati
besiyerinde izolatlarin ksilani hidrolize etmeleri sonucunda temiz ve agik zon goriilmesi
pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.6.). AT-01-006 izolat1 %10 tuz konsantrasyonunda
ksilan enzimi ireticisi oldugu agikca sdylenebilir. Izolat AT-01-006, AT-01-010, AT-02-
001, AT-02-002, AT-02-004, AT-04-001, AT-06-002, AT-07-001, AT-07-002, AT-09-003,
AT-09-004 ve AT-10-003 sirastyla 45, 13, 18, 12, 12, 34, 26, 20, 28, 20, 20 ve 26 mm

capinda ksilan hidroliz zonu olusturmustur.
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Sekil 4.6. Halofilik Bakterilerin BW-Ksilan Iceren Kati Ortamda Ksilanaz Uretimi.

%10 konsantrasyonunda tuz ilaveli %1 CMC igeren kat1 besiyerine ekilen izolatlar, 30
°C’de 3 giin inkiibe edilerek gelistirilmislerdir. Seliiloz igeren kati besiyerinde izolatlarin

seliilozu hidrolize etmeleri sonucunda temiz ve acik zon goriilmesi pozitif olarak
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degerlendirilmistir. Zon olusumu seliilozun seliilaz enzimince hidrolizini ifade etmektedir
(Sekil 4.7.). AT-09-003, AT-09-004 ve AT-10-003 izolatlarinin %10 tuz konsantrasyonunda
seliillaz enzimi tireticisi oldugu agikca sOylenebilir. Izolat AT-01-006, AT-01-007, AT-01-
008, AT-01-009, AT-01-010, AT-01-011, AT-01-012, AT-02-002, AT-02-004, AT-04-001,
AT-06-002, AT-07-001, AT-07-002, AT-07-005, AT-08-001, AT-08-002, AT-09-001, AT-
09-003, AT-09-004, AT-10-003 ve AT-10-004’in sirastyla 34, 10, 10, 12, 10, 12, 10, 24, 12,
30, 26, 18, 34, 8, 22, 20, 12, 22, 28, 30 ve 22 mm ¢apinda seliiloz hidroliz zonu olusturdugu

belirlenmistir.

Citrus Pektin igeren kati besiyerlerine ekilen izolatlar, 30 °C’de 3 giin inkiibe edilerek
gelistirilmiglerdir. Biiyiimelerin gerceklestigi koloni etrafindaki bolgelerde acik pektin
hidrolizi zonlarinin goriilmesi pektinaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.8.).
Yapilan tarama sonucunda AT-09-004 izolatinin %10 tuz konsantrasyonunda pektinaz
enzimi iireticisi oldugu acikca sdylenebilir. izolatlarimiz 8-16 mm arasinda degisen

oranlarda pektinaz hidroliz zonu gdstermislerdir.

%0.8 kazein igeren kat1 besiyerlerine ekilen izolatlar, 30 °C’de 3 giin inkiibe edilerek
gelistirilmislerdir. Biiylimelerin gerceklestigi koloni etrafindaki bolgelerde acik kazein
hidrolizi zonlarinin goriilmesi kazeinaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Koloni etrafinda
kazeinin hidrolizi sonrasi izolatlarimiz 8-34 mm araliginda degisen oranlarda kismi zon ¢ap1

olusturmustur.

%1 tribiitirin iceren farkli tuz konsantrasyonlarinda hazirlanan besiyerinde izolatlarin
cevresinde transparan zonlarin olusmadigi gézlenmis ve izolatlarin lipaz enzimi tretmedigi
tespit edilmistir. Sadece AT-07-002 nolu izolatin koloni etrafinda kismi bir zon olusumu

gbzlenmistir (Tablo 4.5.).

57



Sekil 4.7. Halofilik Bakterilerin CMC Igceren Kat1 Ortamda Seliilaz.
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Sekil 4.8. Halofilik Bakterilerin Citrus Pektin Iceren Kat1 Ortamda Pektinaz Uretimi.

4.3.2. Sivi Ortamda Enzim Aktivitesi
4.3.2.1. Enzim Aktivitesi Analizleri (Analitik Ol¢ciimler) Sonuglar

3.2.3.2.1.°de anlatilan yontemle daha Onceki denemelerle belirlenen temel sivi
besiyerinde secgilen bakteriler fermentasyona alimmis ve farkli zamanlardaki enzim

tiretimleri Tablo 4.6.’da verilmistir.

[zolatlarin ksilanaz aktivitelerine bakildiginda en yiiksek aktiviteye sahip izolat AT-
01-006’dir ve standart besiyerinde 21.9 U/mL enzim aktivitesi saptanmigtir. Sivi ortam
denemelerinde izolatlarin en yiiksek enzim iiretimi 72 saatte en yiiksek olarak belirlenmistir.
Izolatlar arasinda AT-07-002 nolu izolatin seliilaz (22.2 U/mL), AT-10-003 nolu izolatin
amilaz (18.2 U/mL) ve pektinaz (9.8 U/mL) aktiviteleri en yiliksek olarak 6l¢iilmiistiir.
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Tablo 4.6. Secilen Halofilik Bakterilerin Zamana Bagli Enzim Uretimleri.

Enzim Aktivitesi (U/mL)

Ksilanaz Seliilaz Amilaz Pektinaz
Zaman (h) Zaman (h) Zaman (h) Zaman (h)
Izolat No? 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
AT-01-006 |8.3+0.30°| 14.3+£0.56 | 21.9£0.75 ND ND ND 32+£028 | 8.5+0.30 | 11.6+0.30 ND ND ND
AT-02-001 | 2.3+0.23 | 6.4+0.25 9.2+0.38 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
AT-02-002 | 2.0+0.28 | 5.2+0.46 8.6+030 | 64+0.36|103+0.74 | 18.4+£0.58 ND ND ND ND ND ND
AT-04-001 | 4.8+0.80 | 13.4+0.30 | 18.6+0.86 | 6.0+0.26 | 13.8+0.42 | 20.3+0.84 | 3.8+0.34 | 10.4+052 | 16.3+0.72 | 1.6£0.22 | 3.8+0.26 | 6.4 +0.52
AT-06-002 | 6.0+0.40 | 12.8+0.44 | 19.4+0.75 | 52+0.30 | 12.4+0.36 | 18.8+0.90 | 2.4+0.38 | 8.2+£0.66 | 14.9+0.64 ND ND ND
AT-07-001 | 3.6+0.24 | 10.2+0.58 | 144+0.34 | 22+0.80 | 6.6+0.32 | 10.1+0.75|2.8+0.24 | 52+0.53 | 10.6+0.82 ND ND ND
AT-07-002 | 6.3+0.28 | 14.1+0.64 | 17.84+0.66 | 6.0+0.30 | 13.4+0.34 | 22.2+0.78 | 29+0.30 | 8.8+0.40 | 15.3+0.88 ND ND ND
AT-08-001 ND ND ND 34+£022 | 10.6+0.48 | 12.6 £0.58 ND ND ND 1.2+0.33 | 44+0.32 | 6.8+0.66
AT-08-002 ND ND ND 3.0£034 | 6.6£0.52 | 10.3+£0.62 ND ND ND ND ND ND
AT-09-003 ND ND ND 28+0.28 | 92+046 | 11.6+0.74 ND ND ND 1.8+£0.25 | 4.8+0.34 | 8.6 +£0.82
AT-09-004 ND ND ND 48+0.62 | 12.7+0.34 | 20.1 £0.58 ND ND ND ND ND ND
AT-10-003 | 5.8+0.24 | 12.6+0.68 | 19.8+0.74 | 4.2+0.46 | 14.6+£0.38 | 20.4+0.86 | 3.3£0.52 | 11.8+£0.68 | 18.2+0.64 | 2.0+ 0.46 | 6.3+0.74 | 9.8 +0.44
AT-10-004 ND ND ND 24+0.20 | 83+0.36 | 10.8+0.90 ND ND ND ND ND ND

aKiiltiir sartlari: T=28 °C; baslangic pH=7.5; ¢alkalama hizi=160 rpm; temel besiyeri bilesimi: Materyal ve Yontem béliimiinde verildigi gibidir.? Ortalama degerler + standart

sapma, n = 3. ND; kat1 ortam ¢aligmalarinda enzim aktivitesi diigiik veya hi¢ olmayan izolatlarin sivi ortamda enzim analizleri belirlenmemistir.
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4.3.2.1.1. Sicakhik ve pH’nin Enzim Aktivitesine Etkisi

Denemeye alian halofilik bakterilerin tiretmis olduklart enzimlere pH ve sicakligin
etkisinin belirlenmesi Bolim 3.2.3.4°de ayrintili olarak agiklamistir. Sonuglar Sekil 4.9,

4.10, 4.11 ve 4.12°de verilmistir.

AT-01-006 nolu izolatin iiretmis oldugu ksilanaz en yiiksek aktivitesini 28 °C’de ve
pH, 8’de gostermistir. 45 °C sicaklikta yapilan inkiibasyonlar sonucu enzim aktivitesi

yaklasik olarak %35 azalmaktadir. Aym1 enzim farkli pH’larda daha stabil bir aktivite

gostermektedir.

25 25
- 3
£ 20 20 E
2 2
8 15 15 %
s S
= <
< 10 10 <
< N
S g
= 3
¢ 5 5 7

0 0

pH 4,5 55 6 7 8 9 10
T (°C) 28 35 40 45 50 60 70

Farkli pH'da Ksilanaz Aktivitesi Farkl1 Sicakliklarda Ksilanaz Aktivitesi

Sekil 4.9. AT-01-006 nolu Bakterinin Ksilanaz Aktivitesine Farkli pH ve Sicakliklarinin
Etkisi.

AT-07-002 nolu bakterinin seliilazinin optimum aktivite gosterdigi pH:8 olup, sicaklik
ise 35 °C olarak belirlenmistir. Alkali pH degerlerinde aktivitesi giderek azalmaktadir.
pH:9.0’ da ve 30 °C’de aktivitesinin %80’ ini korumaktadir.
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Farkl1 Sicakliklarda Seliilaz Aktivitesi
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Seliilaz Aktivitesi (U/mL)

Farkli pH'da Seliilaz Aktivitesi

Sekil 4.10. AT-07-002 nolu Bakterinin Seliilaz Aktivitesine Farkli pH ve

Sicakliklarmin Etkisi.

AT-10-003 nolu bakterinin amilaz aktivitesi farkli pH’da farkl siirelerde inkiibasyon
sonucunda degiskenlik gdstermekle beraber en iyi stabil oldugu pH 6-8 araligidir. Diger pH

degerlerinde aktivite dnemli derecede azalmaktadir. Optimum aktivite gdstermis oldugu

sicaklik ise 35 °C’dir.

20
18
16
14
12

Amilaz Aktivitesi (U/mL)

[y
O N DO OO

pH 4,5
T (°C) 28

55
35

6
40

7
45

Farkli Sicakliklarda Amilaz Aktivitesi

10
70

8 9
50 60

Farkli pH'da Amilaz Aktivitesi

20
18
16
14
12

onN B O

Amilaz Aktivitesi (U/mL)

Sekil 4.11. AT-10-003 nolu Bakterinin

Sicakliklarinin Etkisi.
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AT-10-003 nolu izolatin pektinaz aktivitesi genellikle hafif asidik pH’larda (4.5-6)
yiiksek olup, optimum aktivite sicakligi ise 35 °C’dir. 45 ve 50 °C’lerde 10 dk. inkiibasyon

ile aktivitesini sirastyla %90 ve %80 olarak korumaktadir.
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Farkli Sicakliklarda Pektinaz Aktivitesi Farkli pH'da Pektinaz Aktivitesi

Sekil 4.12. AT-10-003 nolu Bakterinin Pektinaz Aktivitesine Farkli pH ve
Sicakliklarinin Etkisi.

4.4. Secilen Halofilik Bakterilerin Tanimlanmasi
4.4.1. Morfolojik ve Kiiltiirel Testler

Segilen ve tanimlanan halofilik bakterilerin koloni goriinimleri Sekil 4.13.’de

verilmistir.
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Sekil 4.13. Secilen ve Tanimlanan Halofilik Bakterilerin Koloni Goriiniimleri.

Calisma sonucunda elde edilen izolatlarin koloni ¢ap1 yaklagik olarak 0.3-0.6 mm
arasinda olup, koloniler genellikle turuncw/kirmizi ve yakin renklerdedir. Koloniler

cogunlukla mukoit, nemli veya yapiskanims1 6zellik tasimaktadir (Tablo 4.7.).
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Tablo 4.7. izolatlarin Baz: Kiiltiirel ve Morfolojik Karakterleri.

izolat No Besiyeri Formu Yiikseltisi Ke_n & Buyuklugu Y urey | Yogunluk Renk I sik oo
Tipi (mm) Goriiniimii Gegirgenligi
AT 01 001 | SGM 2 Punktiform | Diiz Dalgali 0.4 Burusuk Mukaoit Kirmizi Opak
AT 01 002 | SGM 2 Diizensiz Konveks | Diiz 0.7 Parlak Mukaoit Krem Opak
AT 01 003 | SGM 3 Dairesel Konveks | Diiz 0.3 Parlak Mukaoit Krem kirmizi Opak
AT _01_004 | SGM 3 Punktiform Diiz Diiz Cok kiiclik | Piirlizsiiz Kuru Kirmiz1 Opak
AT 01 _005 | SGM 3 Punktiform Diiz Diiz Cok kiiglik | Piirlizsiiz Kuru Kirmizi Opak
AT 01 006 | SGM 3 Punktiform | Diiz Diiz Cok kiigiik | Piiriizsiiz Kuru Kirmizi Opak
AT 01 007 | SGM 2 Diizensiz Diiz Dalgali 7 Burusuk Mukaoit Kirmizi Opak
AT _01_008 | SGM 1 Punktiform Diiz Diiz Cok kiiclik | Piirlizsiiz Kuru Kirmiz1 Opak
AT 01009 | SGM 3 Punktiform Diiz Diiz Cok kiiclik | Piirlizsiiz Kuru Kirmizi Opak
AT 01 010 | SGM 2 Diizensiz Konveks | Diiz 0.8 Parlak Mukoit Krem Opak
AT 01 011 | SGM 3 Punktiform | Diiz Diiz Cok kiigiik | Piiriizsiiz Kuru Kirmizi Opak
AT 01 012 | SGM 3 Dairesel Diiz Diiz 0.4 Damarli Nemli Kirmizi Transparant
AT _01_013 | SGM 2a Diizensiz Konveks | Diiz Cok kiiclik | Piirlizsiiz Kuru Kirmiz1 Opak
AT 01 014 | SGM 1 Dairesel Konveks | Diiz 0.5 Piiriizsiiz Mukoit Turuncu Transparant
AT 02 001 | SGM 3 Diizensiz Piilvinat Diiz 0.4 Soniik Mukoit Pembemsi Opak
AT 02002 | SGM 3 (S,\BI':r‘ifk) Diiz Diiz 0.3 Soniik Kuru Krem Opak
AT 02 003 | SGM 3 Diizensiz Yiikselmis | Diiz 0.4 Burusuk Mukoit Koyu krem Opak
AT 02 004 | SGM 3 Dairesel Diiz Diiz 0.5 Parlak Mukaoit Turuncu Opak
AT 02 005 | SGM 3 Diizensiz Diiz Diiz 0.6 Piiriizsiiz Kuru Beyaz Transparant
AT 02 006 | SGM 3 Diizensiz Yiikselmis | Diiz 0.3 Piiriizsiiz Mukaoit Turuncu Opak
AT _ 03 001 ISDIGJII\{/IA:%V ATLI Punktiform Konveks | Diiz 0.2 Parlak Nemli Kirmizi Opak
AT _02_007 | SGM 3 Dairesel Diiz Diiz 0.3 Sontik Kuru Turuncu Transparant
AT_02_008 | SGM 3 Dairesel Diiz Diiz 0.3 Soniik Kuru Beyaz Transparant
AT_02_009 | SGM 3 Diizensiz Diiz Dalgal1 0.5 Soniik Kuru Beyaz Transparant
AT_03_002 IS)SII\{AA?;/ ATL[ | Dizensiz | Diiz ;esﬁere 0.2 Parlak Kuru Kirmizi Opak
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AT _03 003 | SGM 3 Punktiform Diiz Diiz Cok kiigiik | Parlak Nemli Kirmiz1 Opak
AT 04 001 | SGM 3 Diizensiz Yiikselmis | Dalgali 0.6 Purtikli Kuru Beyaz Opak
AT 04 002 | SGM 3 Dairesel Piilvinat Diiz 0.4 Parlak Nemli Kirmizi Opak
AT 05 001 | SGM 3 Dairesel Piilvinat Diiz 0.5 Parlak Nemli Krem Opak
AT _05 002 | SGM 3 Dairesel Konveks | Diiz 0.4 Parlak Nemli Krem Opak
AT_05_003 | SGM 3 Dairesel Yiikselmis | Diiz 0.6 Soniik Nemli Sarimsi Opak
AT_05_004 | SGM 3 Dairesel Yiikselmis | Diiz 0.4 Soniik Nemli Ea“m“ : Opak
ahverengi
AT _06 001 | SGM 3 Dairesel Konveks | Diiz 0.3 Parlak Nemli Krem Opak
AT 06 002 | SGM 3 Dairesel Konveks | Diiz 0.4 Parlak Nemli Koyu sari Opak
AT 06 003 | SGM 3 Punktiform | Diiz Dalgali 0.7 Soniik Kuru Beyaz Opak
AT 06 004 | SGM 3 Dairesel Yiikselmis | Diiz 0.4 Parlak Nemli Krem Opak
AT 07 001 | SGM 3 Dairesel Konveks | Diiz 0.3 Parlak Nemli Krem sar1 Opak
AT _07_002 | SGM 3 Diizensiz Yiikselmis | Dalgali 0.7 Parlak Nemli Beyaz Opak
AT 07 003 | SGM 3 Dairesel Konveks | Diiz 0.3 Parlak Nemli Turuncu Opak
AT 07 004 | SGM 3 Dairesel Yiikselmis | Diiz 0.5 Parlak Nemli Beyaz Opak
AT 07 005 | SGM 3 Dairesel Konveks | Diiz 0.3 Parlak Nemli Turuncu Opak
AT 07 006 | SGM 3 Dairesel Konveks | Diiz 0.4 Parlak Nemli Koyu sar1 Opak
AT 07 _007 | SGM 3 Dairesel Konveks | Diiz 0.4 Parlak Nemli Turuncu kirmizi | Opak
AT 07 _008 | SGM 3 Diizensiz Konveks | Diiz 0.3 Soniik Nemli Kahverengi Opak
AT 08 001 | SGM 3 Filamentoz Diiz Dalgali 0.5 Piirtikkli Kuru Beyaz Opak
AT 08 002 | SGM 3 Dairesel Piilvinat Diiz 0.4 Parlak Yapiskanimsi | Kahverengibeyaz | Opak
AT 08 003 | SGM 3 Dairesel Konveks | Diiz 0.3 Parlak Nemli Sar1 Opak
AT 09 001 | SGM 3 Dairesel Konveks | Diiz 0.8 Parlak Nemli Beyaz Opak
AT 09 002 | SGM 3 Diizensiz Diiz Dalgali 0.4 Damarli Kuru Beyaz Opak
AT 09 003 | SGM 3 Punktiform | Diiz Diiz 0.5 Piirtiiklii Kuru Beyaz Opak
AT 09 004 | SGM 3 Filamentoz Konveks | Filamentoz | 0.5 Damarli Kuru Beyaz Opak
AT_10 001 | SGM 3 Dairesel Piilvinat Diiz 0.2 Parlak Nemli Sar1 Opak
AT _10 002 | SGM 3 Dairesel Piilvinat Diiz 0.4 Parlak Nemli Turuncu Opak
AT_10 003 | SGM 3 Dairesel Diiz Diiz 0.8 Parlak Yapiskanims: | Beyaz Opak
AT _10 004 | SGM 3 Dairesel Yikselmis | Diiz 0.6 Parlak Yapigkanimsi | Krem Opak
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4.4.2. Molekiiler Sistematik Calismalar
4.4.2.1. DNA Izolasyonu, DNA Miktar Tayini ve Saflik Derecesinin Belirlenmesi

Enzimatik aktivitesi yiiksek ¢ikan ve segilen halofilik bakterilerden DNA izolasyonu
boliim 3.3.1. ve 3.3.2°de verilen yonteme gore yapilarak, izole edilen DNA o6rneklerinin
miktar tayini ve saflik derecesi, nanodrop (Thermo 2000c) 260 ve 280 nm’lerdeki
absorbanslar1 dikkate alinarak belirlenmistir (Tablo 4.2.). 260 nm’de Slgiilen absorbsiyon
degerleri (A260) DNA ¢o6zeltisindeki DNA miktarini ve 280 nm’de 6l¢iilen absorbsiyon
degerleri (A280) ise protein miktarini gostermektedir. A260/A280 orani 1.90 ve buna yakin
¢ikan (£0.2 birim) DNA o6rnekleri saf olarak kabul edilmistir ve agaroz jel elektroforezi ile

saflik dereceleri dogrulanmistir. Bununla ilgili sonuglar Tablo 4.8.’de goriilmektedir.

Tablo 4.8. DNA ve Protein Miktar ile Saflik Oranlar.

Izolat No Nukleik Asit Konsantrasyonu (ng/pL) A260 A280 260/280

AT-01-006 65.58 1.324 0.684 194
AT-02-001 232.00 4620 2.394 193
AT-02-002 71.60 1.450 0.763 1.90
AT-02-004 148.00 3.160 1.660 1.90
AT-04-001 76.82 1.691 0.893 1.89
AT-06-002 80.68 1.748 0.980 1.78
AT-07-001 51.60 1.042 0.552 1.89
AT-07-002 166.00 3.320 1.730 1.92
AT-08-001 81.90 1.647 0.863 1.90
AT-08-002 84.70 1.764 0912 1.93
AT-09-003 62.50 1.261 0.648 1.94
AT-09-004 47.12 1.072 0.559 1.92
AT-10-003 64.86 1.638 0.867 1.89
AT-10-004 92.35 1.770 0.934 1.89

PCR c¢aligmalarinda genellikle DNA miktar1 40-80 ng/uL konsantrasyonda olan
ornekler agaroz jel c¢aligmalarindan sonra kontrol edilerek direkt olarak, 80 ng/uL
konsantrasyonundan yiiksek olanlar uygun sekilde seyreltilerek PCR reaksiyonlarinda kalip

DNA olarak kullanilabilmistir.
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4.4.2.2. 16S rRNA Geninin PCR Amplifikasyonu

Her bir izolattan saflastirilan genomik DNA kalip olarak kullanilarak, 16S rRNA
genini kodlayan DNA bolgesinin amplifikasyonu i¢in, evrensel iki primer 27F ve 1525R
aracilifi ile Bolim 3.3.3.°de verilen yontem, PCR bilesenleri ve kosullari 1s18inda
reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Sonrasinda PCR {iriinleri UV transilliiminator’de (gLite gel
scanner) incelenerek tek saf olarak bank olusturanlar sekans analizleri i¢in ayrilarak -20
°C’de saklanmustir. Toplamda 14 Halofilik bakterinin PCR amplifikasyonu ile elde edilen
iriinleri sekans analizine gonderilmis ve sonuglar alinmistir. PCR {iriinlerine ait agaroz jel

goriintlilerinden bazilart Sekil 4.14.’de verilmektedir.

.-

Sekil 4.14. Baz1 Halofilik Bakterilerden Izolatlardan Elde PCR Uriinlerinin Agaroz Jel
Gortintiileri (1 ve 16, 100 bp DNA markir, 2-15 izolatlarin PCR iiriinii).

4.4.2.3. 16S rRNA Gen Dizi Verilerinin Analizi, Gen Bankasindaki Siralarla

Karsilastirilmasi ve Filogenetik Dendogramin Olusmasi

Boliim 3.3.4.°de verilen yonteme gore yapilmistir. 16S rRNA sekans verileri
alindiktan sonra ham diziler BioEdit Sequence Alignment Editor (V, 7.2.5.) ve MEGA X
(V, 10.0.4) programi kullanilarak diizenlenmis, muhtemel tiirlerin belirlenmesi amaciyla gen
bankasindaki verilerle karsilastirmak amaciyla blastlanmistir. Elde edilen ve diizenlenen
izolatlarin 16S rRNA sekans verilerinin gen bankasiyla karsilastirilmast sonucu en yiiksek

(%97 ve tizerinde) benzerlik gosteren halofilik bakterilerin verileri Tablo 4.9.”da verilmistir.
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Tablo 4.9. 16S rRNA Dizilerinin Gen Bankasi (NCBI: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) Verileri ile Karsilastirilmasi.

) Eslesen (En yiiksek benzerlik gosteren) | Edited sekans/nb Benzerlik Gen Bank Erisim "
Izolat No: . Atanan Cins/Tiir
Muhtemel Cins/Tiir sayisi (%) No
AT-01-006 | Halobacillus karajensis strain Marseille-P796 1510 99 LT558816.1 Halobacillus karajensis
AT-02-001 | Haloferax mediterranei ATCC 33500 1423 90 CP001868.2 Haloferax sp.
AT-02-002 | Haloferax volcanii DS2 617 88 CP001956.1 Haloferax sp.
AT-02-004 | Kromatogram sonuglarinin kalitesi diisiikk oldugundan dolay1 sekans verileri kullanilamamustir.
AT-04-001 | Saccharopolyspora cebuensis strain UMBR 0027 443 95 KY243966.1 Saccharopolyspora sp.
AT-06-002 | Halobacillus alkaliphilus strain CQB-14 1509 99 KR347221.1 Halobacillus alkaliphilus
AT-07-001 | Salegentibacter salarius strain ISL-6 1471 97 NR_044244.1 Salegentibacter salarius
AT-07-002 | Halomonas tabrizica strain TBZ21 1484 97 EU305728.1 Halomonas alimentaria
AT-08-001 | Kromatogram sonuglarinin kalitesi diisiik oldugundan dolay1 sekans verileri kullanilamamaigtir.
AT-08-002 | Halomonas denitrificans strain Al13 1481 98 EU541350.1 Halomonas denitrificans
) o Actinopolyspora erythraea
AT-09-003 | Actinopolyspora indiensis 1484 98 AY015427.1
AT-09-004 | Kromatogram sonuglarinin kalitesi diisiik oldugundan dolay1 sekans verileri kullanilamamustir.
Chromohalobacter  beijerinckii ~ strain  Delft Chromohalobacter
AT-10-003 1499 98 NR_036840.1 o
E.I11.9.23.1 beijerinckii
AT-10-004 | Marinobacter algicola strain DG893 1493 96 NR_042807.1 Marinobacter algicola

“Gen Bankast erisim numaralari en yiiksek benzerlik gosteren muhtemel tiirlere aittir. “Son belirlenen (Atanan) tiirlerin tespitinde kiiltiirel karakterlerden

yararlanilmstir.
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Sonuglarimiza gore Halofilik bakterilerden %97 ve iizerinde benzerlik gdsteren tiirler
tabloda listelenmistir. %97 ve altinda benzerlik gosterenler ise cins bazinda (3 adet)
belirtilmistir. Toplamda yliksek benzerlik gosteren ve tiir bazinda belirlenebilen bakteri
sayis1 8’dir. Cins bazinda tanimlanan bakterilerin benzerlik oran1 diisiik olup yeni tiir olma
ihtimali yiiksektir. Identifikasyonu yapilan bakterilerin (tiir bazinda olanlar) gen bankasina

sunulmasi ve erisim numaralarinin alinmasi i¢in ¢aligmalarimiz devam etmektedir.

16S rRNA gen analizi filogenetik dendogramlari, i¢cin databanklardan elde edilen
halofilik bakteri tip 6rnegi 16S rRNA gen dizileri ile test bakterilerinin gen dizileri
karsilastirilarak tiir veya cins seviyesinde tanilamalar1 yapilmistir. Filogenetik analizler igin
ise MEGA X (V, 10.0.4) paket programindan yararlanilmis, Neighbour-joining ve
Maximum Composite Likelihood algoritmalar1 kullanilarak dendogramlar1 olusturulmustur

(Sekil 4.15.).

O
T Halomonas dendrificans stran M29 (NR 042491 1)

£2 Halomonas alimentana strain YKJ-16 (NR 025054 1)

& ——— AT-10.004
100 b——— Marinobacter aigicola strain DG893 (NR 042807 1)

—— AT-07-001
100 ——— Salegentibacter salarius strain ISL-6 (NR 044244 1)

100 AT-09-003
100 —: Actinopolyspora erythraea strain YIM 90600 (NR 117384.1)
Saccharopolyspora cebuensis strain SPE 10-1 (NR 044047 1)
- —95: AT-06-002
Halobacillus alkabphilus strain FP5 (NR 042545 1)
100 Halobacillus karajensis strain MA-2 (NR 025545.1)
—m: AT-01-006
Haloferax volcans strain DS2 (NR 028203.1)
P AT-04-001

— AT-02-002
—n{:AT-Oi?-OOl
00
Sekil 4.15. Secilen ve Tanimlanan Strainlerin Halofilik Bakteri Tip Tiirleri ile

Evrimsel liskileri. (Evrimsel analizler Neighbor-Joining methot ile 1000 replikattan elde edilen bootstrap
konsensiis agaci kullanilarak c¢ikarilmistir. %50'den daha az filogenetik dallanmalar gosterilmemektedir.
Evrimsel uzaklik Maksimum Kompozit Likelihood yontemi kullanilarak hesaplanmustir [153]. Bosluklar ve

eksik veriler i¢eren tiim pozisyonlar elenmistir).
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Strainlerin %G+C orani, nukleotit frekanslar1 ve toplam nukleotit sayilar1 Tablo

4.10.’da belirtilmistir.

Tablo 4.10. Strainlerin Nukleotit Frekanslar1 ve Toplam Nukleotit Sayilari.

Strain No Nukleotit Frekansi (%)

T(U) C A G G+ COramm  Toplam
AT-01-006 19.5 23.6 25.1 31.7 55.3 1510
AT-02-001 19.5 25.4 28.3 26.8 52.2 1423
AT-02-002 27.7 24.6 23.3 24.3 48.9 617
AT-04-001 19.6 335 22.6 24.2 57.7 433
AT-06-002 19.4 24.1 25.0 315 55.6 1509
AT-07-001 21.8 22.7 26.9 28.6 51.3 1471
AT-07-002 19.1 24.1 24.4 325 56.6 1484
AT-08-002 19.4 23.8 24.8 31.9 55.7 1481
AT-09-003 20.4 24.1 20.1 35.4 59.5 1484
AT-10-003 18.9 245 245 32.0 56.5 1499
AT-10-004 19.6 24.3 24.8 31.2 55.5 1493
Ortalama 20.4 24.6 24.1 30.8 55.4 1309.5
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5. TARTISMA

Balikesir/Ayvalik Tuzlasindan toplanan &rneklerden modifiye besiyerlerine, 10™*e
kadar seyreltme yapilip ekimleri yapilmistir ve gelismenin az oldugu goriilmistiir. Halofil
bakterileri yogun karisik kiiltiir populasyonlarindan saflastirmak i¢in ¢izgi ekim denemeleri
yapilmistir fakat yogun tuz konsantrasyonunun agarin katilagsma derecesini diisiirmesinden
dolayr tek koloniden saf kiiltiir elde etme teknigi uygulanamamigtir. Daha sonra bu
besiyerlerinden en iyi %15-20 tuz konsantrasyonu igeren SGM-3 besiyerinde gelisme
goriilmiistiir ve bu besiyerine seyreltme yapilmadan dokme plaka yapilarak tuzlu su
orneklerinden yapilan kiiltivasyonlarin sayim sonucu olarak (Sekil 4.2.), 10 farkli havuzdan
farkl1 besiyerlerine izolasyon ile halofilik bakteri toplam sayim sonuglari ortalama kob/mL
olarak Tablo 4.4. verilmistir. izolasyon ortamlarinda ortalama olarak toplam halofilik
mikroorganizma sayis1 1.2 X 10° olarak tespit edilmistir. 1988'de Rodriguez ve ark. [154]
yaptiklar1 aragtirmada sadece %25 tuz konsantrasyonu ve maya ekstrakti bulunan segici-
zenginlestirici olmayan besiyerinde kolonilerin varligini ispatlamislardir. Ayni ¢alismada,
izolasyona alinan ve biiyiime goriilen kolonilerin sivi kiiltlirleri hazirlanmistir ve her
uygulama sonrasinda kiiltiirler gram boyama yapilarak kontrol edilmistir. izolatlarin ¢cogu
gram negatif boyanmistir. Ventosa (2008) yaptigi ¢calismada [155], ¢ok genis habitatlardan
yiikksek tuz konsantrasyonlarinda halofil bakterileri izole etmis ve tuzlalarin hipersalin
organizmalar i¢in benzersiz bir ekosistem oldugunu, yiiksek tuzluluktaki sulak alanlarda
bakterilerin yasadigini ve Halobacteria olarak adlandirilan grubun bu tiir ortamlardaki
biyotanin biiyiik bir boliimiinii olusturdugunu belirtmistir. %10, %15, %20 ve %25 (w/v)
olmak {izere farkli tuz konsantrasyonlarinda izolasyon denemeleri yapilmistir. Tablo 4.7.'de
goriildiigi gibi toplam 55 izolat secilmistir. Bu izolatlar formu, yiikseltisi, kenar tipi,
biliylikliigli, yiizey gorliiniimii, yogunlugu, rengi ve 1sik gegirgenligi bakimindan
incelenmistir. 26 izolatin dairesel ve 14 izolatin halofilik pigmentlerinden dolay1 kirmizi
renkli oldugu tespit edilmistir. Danson ve Hough (1997) tarafindan yapilan ¢alismalarda
[156], izolatlarin kolonileri morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri bakimindan incelendiginde
cogu koloni tiplerinin yuvarlak oldugunu tespit etmislerdir. Gibbons (1969), yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda biiyiliyebilen ve bu kosullara gereksinim duyan ayni zamanda kirmiz
pigment iireten bu organizmalari, ekstrem halofilik bakteri olarak adlandirmis ve %15 (w/v)
NaCl‘den fazla tuz konsantrasyonlarinda yasayabildiklerini bildirmistir [157]. Johnson
2007'de yaptigi c¢alismada halofilik bakterilerin gram negatif, gram pozitif, aerobik,

fakiiltatif anaerobik veya zorunlu anaerobik metabolizma sergilediklerini belirtmistir [158].
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14 farkli izolatimiz 6nemli sayilabilecek miktarlarda farkli enzimleri tiretebilme
kapasitesine sahiptir. En fazla enzim {iretim kapasitesine sahip Halobacillus karajensis

olarak goriilmektedir.

Bajpai ve ark. [159] 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, nisastali agar petrilerinde 6 adet
haloarkeal susun amilaz aktivitelerini incelemislerdir. 16S rRNA sonuglarina goére cins
bazinda enzimatik aktiviteleri Haloferax sp. HAL1 (1.4 U/mL) , Haloferax sp. HA3 (3.1
U/mL), Haloferax sp. HA4 (5.6 U/mL), Haloferax sp. HA8 (2.8 U/mL), Haloferax sp. HA9
(24 U/mL), Haloferax sp. HA10 (4.2 U/mL) olarak belirlemislerdir. %12 tuz
konsantrasyonunda en iyi sonucun Haloferax sp. HA10’a ait oldugunu gdstermislerdir.
Bizim c¢alismamizda %15 tuz konsantrasyonlarinda 48 saat sonunda 16S rRNA’ya gore
tanimlamasi yapilan Halobacillus karajensis (11.6 U/mL), Saccharopolyspora sp. (16.3
U/mL), Halobacillus alkaliphilus (14.9 U/mL), Salegentibacter salarius (10.6 U/mL),
Halomonas alimenteria (15.3 U/mL), Chromohalobacter beijerinckii (18.2 U/mL) amilaz
enzimi {rettikleri tespit edilmistir. Bu degerlerimizin diger ¢alismalarla karsilastirildiginda

oldukea yiiksek oldugu goriilmektedir.

Fitriani ve ark. [160] 2018°de ¢alismalarinda, %1 yagsiz siit ile desteklenmis MGM
(Modified Growth Medium) agar petrilerinde gelisen ve tanimlamasi yapilan TANN4
(Halobacillus trueperi), TR 1 (Virgibacillus pantothenticus), TR 2 (Halobacillus trueperi),
ve TR 4’tin (Halobacillus trueperi) sirasiyla 11.85 U/mg, 5.28 U/mg, 4.59 U/mg, 0.55 U/mg
proteaz lrettiklerini bulmuslardir. Vijay ve ark. [161] halofilik bakterilerden elde edilen
proteaz enzimi ¢aligmalarinda, halotolerant bakterilerdeki proteaz varliginin yiiksek tuz
konsantrasyonunda inhibe oldugunu belirtmislerdir. Bacillus subtilis ve Aspergillus
flavus'da proteaz iiretimi sirasiyla pH 6, 26 °C'de ve pH 8, 37 °C'de optimum biiylime
gostermistir. 2011'de Benazir ve ark. [162] yaptig1 calismada da proteaz iiretimi igin
optimum pH'in 8 ve sicakligin 40 °C oldugunu bildirmislerdir. Dodia ve ark. [163] 2006'da
yaptig1 ¢alismada proteaz ortamini optimum pH 10, sicaklik 37 °C olarak raporlamustir.
Bizim c¢alismamizda %0.8 kazein iceren %10 ve %15 tuz konsantrasyonlarindaki kati
besiyerlerinda 48 saat sonunda, tanimladigimiz Halobacillus karajensis, Saccharopolyspora
sp., Salegentibacter salarius, Actinopolyspora eryhraea ve Marinobacter algicola’nin kismi
olarak proteaz irettikleri belirlenmistir. Proteaz tiretimindeki kismi iiretimin besiyerinden

kaynakl1 bir problem oldugunu diisiiniilmektedir.
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Selvarajan ve ark. [164] 2017°de yaptiklari ¢alismada, SP7 (Halobacillus alcaliphilus)
isimli izolatin seliilaz aktivitesini 0.23 U/mL, SP8 ve SP22 (Halobacillus alcaliphilus) lipaz
aktivitelerini sirasiyla 1.42 U/mL ve 1.72 U/mL olarak bulmuslardir. Calismamizda 30 °C,
pH 7.5'de %1 Karboksi Metil Seliiloz (CMC) igeren s1vi ortamda 72 saat sonraki 6l¢timlerde,
Haloferax sp., Saccharopolyspora sp., Halobacillus alcaliphilus, Salegentibacter salarius,
Halomonas alimentaria, Halomonas denitrificans, Actinopolyspora eryhraea,
Chromohalobacter beijerinckii ve Marinobacter algicola igin seliilaz tiretimi sirasiyla 18.4,
20.3, 18.8, 10.1, 22.2, 10.3, 11.6, 20.4, ve 10.8 U/mL olarak tespit edilmistir. Bolobova ve
ark. 1992'de [165] seliiloz kullanan ilk ekstremofilik halofil bakterileri raporlamiglardir ve
zorunlu anaerobik organizma olan Halocella cellulolytica'nin, seliilozu tek karbon kaynagi
olarak kullandigini belirtmislerdir. Dimitry ve ark. [166] ekstremofilik halofilik bakterilerin
seliiloz lizerinde biiylimesinin en iyi 4 M NaCl, pH 7 ve 37 °C'de meydana geldigini ve diger
enzimlerin iretimlerinde oldugu gibi seliilaz enzimi {iretiminin de ortamin tuzluluk
konsantrasyonlarindan etkilendigini ve en iyi tiretimin %5-%15 NaCl konsantrasyonunda
elde edildigini gostermislerdir. Yapilan bu ¢alismada segilen Halofilik bakterilerin en iyi
enzim tretimleri %10-15 NaCl konsantrasyonunda meydana gelmektedir. %0.8 tribiitrin
iceren farkli tuz konsantrasyonlarinda hazirlanan besiyerinde izolatlarin ¢evresinde
transparan zonlarin olusmadigi gézlenmis ve izolatlarin lipaz enzimi iretmedigi tespit
edilmistir. Sadece Halomonas alimenteria’da kismu lipaz tiretimi gozlenmistir. Kouker ve
Jaeger [167] lipaz aktivitesi igin, tribiitirin difiizyon agar yonteminin diinyadaki
arastirmacilar i¢in tercih edilen bir yontem oldugunu fakat tribiitirinin, tween 80 veya Nil
mavisi gibi diger esterolitik substlarla birlikte kullanilmast gerektigini savunmuslardir ve
calismalarinda Rodamin B agar kullanip iyi sonug almiglardir. Farkli arastirmacilar da diisiik
konsantrasyonlarda %0.001-0.0002 (w/v) Rodamin B kullanmislardir. Bunun nedeni, daha
diisiik Rodamin B konsantrasyonlariin net bir floresan olusturmamasidir. Bu protokoliin
baska bir dezavantajida yiiksek bir enzim titresi elde edildiginde UV 15181 altinda sadece acik
bolgenin goriilebilmesidir [168].

Calismamizda ksilanaz aktivitesi igin, %10-%15 tuz konsantrasyonlarinda 30 °C, pH
7.5'de %1 ksilan (BWC) igeren sivi besiyerindeki gelismeleri incelenmis ve tanimlanmis
Halobacillus karajensis (21.9 U/mL), Haloferax sp. (9.2 U/mL), Saccharopolyspora sp.
(18.6 U/mL), Halobacillus alkaliphilus (19.4 U/mL), Salegentibacter salarius (14.4 U/mL),
Halomonas alimentaria (17.8 U/mL), Actinopolyspora eryhraea (11.6 U/mL) ve

Chromohalobacter beijerinckii (19.8 U/mL)’nin ksilanaz iirettikleri tespit edilmistir. Wain@
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ve Ingvorsen [169] 2003'de yaptig1 ksilanaz iiretimiyle ilgili ¢aligmalarinda Halorhabdus
utahensis’ten izole edilen ksilanazin optimum aktivitesini pH 7.0’de gosterdigi
saptamislardir. Ekstrem halofilik Halorhabdus utahensis susundan izole edilen B-ksilanaz
enziminin %5-15 NaCl konsantrasyonunda optimum aktivite gosterdigini ve B-ksilanaz
enzimi aktivitesinin %20 NaCl’de 206 U/mL olarak belirlemislerdir. Sanchez ve ark. [170]
2003 yilindaki calismalarinda, Giiney Ispanyada hipersalin ¢evrelerden izole ettikleri 122
iliml1 halofilik bakteri izole etmislerdir ve enzim aktivitelerini incelemislerdir. Tanimlamasi
yapilan bakteriler, farkli tuz konsantrasyonunda amilaz, proteaz ve lipaz enzimleri iiretirken
ksilanaz ve pullulanaz tiretmemislerdir. Collins ve ark. [171] 2004'de fungal ve bakteriyel
kokenli ksilanaz ¢alismalarinda, ksilanazlarin 40 °C ve 60 °C sicaklik degerleri arasinda, pH
7'de (bakteri kokenli ksilanaz enzimleri) veya asitlik degeri az olan (fungal kokenli ksilanaz
enzimleri) pH degerlerinde optimum aktivite degerlerine ulastiklarini gozlemlemislerdir.
Wejse (2003) halofilik bakterilerden elde edilen iki ekstrem halotolerant ksilanaz enziminin
pH 4-11 araliginda stabil olduklarini belirlemislerdir [172].

%10-15 tuz konsantrasyonuna sahip, Citrus Pektin igeren s1vi besiyerinde 28 °C ve pH
7.5'de izolatlar incelenmis ve tanimlanmis olan Saccharopolyspora sp. (6.4 U/mL),
Actinopolyspora eryhraea (8.6 U/mL) ve Chromohalobacter beijerinckii’nin (9.8 U/mL)
pektinaz enzimi irettikleri tespit edilmistir. Diger tanimlanmis tiirlerin kati ortam
calismalarinda pektinaz aktivitesi disiiktiir. Mushtag ve ark. [173], 37 °C'de pH 7'de %1
pektin iceren besiyeri ortaminda izolatlarin pektinolitik aktivitelerinin  varligini
gostermiglerdir. Pektinaz iretiminin Halobacillus ve Bacillus tiirlerinde %55.8 oldugunu

bildirilmislerdir.

Genomik DNA ekstraksiyonu zor bir prosediirdiir, ¢iinkii lipitler, proteinler, RNA gibi
diger hiicresel bilesenlerin uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Bircok kez bakteriye 0zgii
primerler kullanilarak fragmentlerin ¢ogaltilmasi islemi yapilmaktadir. 16S rRNA gen
bolgesinin ¢ogaltilmasi ve bu bolgelerin DNA dizi analizi sonuglarina gore cins diizeyinde
filogenetik tanimlamalari yapilmistir. 16S rRNA geninin tamami filogenetik agaclar
tiretmek icin kullanilabilecek bilgiler saglamaktadir, fakat tiirleri ayirt etmek igin heterojen
bolgeler daha da 6nem tasimaktadir [174]. Su anki laboratuvar ve ¢alisma imkanlarimiz
dahilinde 16S rRNA analizleri sonucu tiir bazinda; bir adet %99 benzerlikle Halobacillus
karajensis (Bacteria, Firmicutes, Bacillales, Bacillaceae, izolat no: AT-01-006), iki adet;

%90 benzerlikle Haloferax sp. (Archaea, Euryarchaeota, Haloferacales, Haloferacaceae,
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izolat no: AT-02-001) ve %88 benzerlikle Haloferax sp. (Archaea, Euryarchaeota,
Haloferacales, Haloferacaceae, izolat no: AT-02-002) cinsi, bir adet %95 benzerlikle
Saccharopolyspora sp. (Bacteria, Actinobacteria, Pseudonocardiales, Pseudonocardiaceae,
izolat no: AT-04-001), bir adet %99 benzerlikle Halobacillus alcaliphilus (Bacteria,
Firmicutes, Bacillales, Bacillaceae, izolat no: AT-06-002), bir adet %97 benzerlikle
Salegentibacter salarius (Bacteria, Bacteroidetes, Flavobacteriales, Flavobacteriaceae,
izolat no: AT-07-001), bir adet %97 benzerlikle Halomonas alimentaria (Bacteria,
Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Halomonadaceae, izolat no: AT-07-002), bir adet
%98 benzerlikle Halomonas denitrificans  (Bacteria, = Gammaproteobacteria,
Oceanospirillales, Halomonadaceae, izolat no: AT-08-002), bir adet %98 benzerlikle
Actinopolyspora erythraea (Bacteria, Actinobacteria, Actinopolysporales,
Actinopolysporaceae, AT-09-003), bir adet %98 benzerlikte Chromohalobacter beijerinckii
(Bacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Halomonadaceae izolat no: AT-10-
003), bir adet %96 benzerlikle Marinobacter algicola (Bacteria, Gammaproteobacteria,
Alteromonadales, Alteromonadaceae, izolat no: AT-10-004) olmak tizere toplam 11 adet
izolat tanimlanmigtir. Ayrica bu ¢alisma kapsaminda kismi aktivite gosteren veya hig
enzimatik aktivite gostermeyen bazi halofilik izolatlar; Salicola salis (AT-01-010),
Halomonas sp. (AT-02-003), Halomonas sp. (AT-05-003), Roseivivax sp. (AT-05-001),
Marinobacter sp. (AT-05-002) ve Idiomarina loihiensis (AT-05-004) tanimlamis olup,
Ayvalik deniz tuzlasimin halofilik bakteri ¢esitliliginin olduk¢a yiiksek oldugunu
gostermektedir. Mata ve ark. [175] 2002'de yaptiklari ¢alismada, hipersalin habitatlardan
izole ettikleri mikroorganizmalarin ¢ogunun gram negatif ve Halomonas cinsi ile iliskili
olduklarini bulmuslardir. Vahed ve ark. [176] 2011'de yapilan ¢aligmada, 16S rRNA gen
analizlerine dayanan filogenetik analiz sonuglarina gore izolatlarinin ¢ogunun Idiomarina,
Salicola, Halomonas, Pseudomonas ve Marinobacter gibi Gammaproteobacteria i¢indeki
bes cinsin iiyesi olduklarini gostermistir. Ayni ¢alismada 16S rRNA gen dizi analiziyle
3050" olarak numaralandiran susun, Halovibrio denitrificans ve Halospina denitrificans ile
%98 dizilim benzerligi gosterdigini ancak yeni bir tiir olabilecegi ifade edilmistir.
Amoozegar ve ark. [177] Iran'da Karaj alaninda yaptiklari calismada 1liml1 halofil olan MA -
2" susu olan Halobacillus karajensis izole etmislerdir. 16S rRNA analizleri MA-2""nin
filogenetik bakimdan Halobacillus litoralis ve Halobacillus trueperi tiirleriyle yakin
olduklarmni bulmuslardir. Romano ve ark. [178] Giiney Ispanyada bir tuz géliinden izole

ettikleri FP5" susunun 16S rRNA analizlerine ve fenotipik karakteristliklerine gore yeni bir
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tiir olan Halobacillus alcaliphilus olarak belirlemislerdir. Kharroub ve ark. [179] 2006'da
Cezayir'in kuzey dogusunda Ezzemoul Sabkha'dan toplanan tuzlu su orneklerinden yeni
bakteri olan Salicola salis adli bakteriyi izole etmislerdir. 16S rRNA gen dizisi analizi,
Salicola salis'in Gammaproteobacteria'daki Salicola marasensis ile yakindan iliskili

oldugunu gostermistir.

Ulkemizde baz1 bdlgelerde tuz alanlarinda yapilan ¢alismalar da bulunmaktadir. Yasa
ve ark. [180] 2008 tarihinde, Camalti Tuzlasindan izole ettikleri halofilik archaealarin
biyokimyasal testleri, molekiiler karakterizasyonlarin1 ve ekstraseliiler enzimlerini de
incelemislerdir. Izolatlar, amilaz, seliilaz ve lipaz aktivitesi gdstermemis olup; esteraz,
proteaz ve DNaz aktiviteleri gostermistir. Birbir ve ark.[181], Tiirkiye’nin en biiyiik tuz golii
olan Sereflikochisar golinden bakterileri %25 tuz konsantrasyonu igeren modifiye
besiyerinde izole edip biyokimyasal analizlere ve enzim aktivitelerine bakmislardir.
Erdogmus ve ark.[182] 2013’te Camalti Tuzlasinda yaptiklari g¢alismada, aromatik
hidrokarbonlar1 (p-hidroksi benzoik asit, naftalin, fenantren ve piren) parcalayabilen
Arkeleri (Halorubrum sp. ve Halorubrum ezzemoulense) tespit etmislerdir. Elevi ve
ark.[183] Ayvalik Tuzlasindan 7 tane halofilik arkea izole etmisler ve bu izolatlarin
biyokimyasal ve polar lipit analizlerini incelemislerdir. Ozcan ve ark. [184] 2006’da
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde (Tuz Goli, Aci1 G6l, Salda Golii, Seyfe Golii, Tuzla Gold,
Bolluk Golii) 95 tane halofilik sus izole etmisler ve bu izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal
ozelliklerine bakmuglardir. Demirci ve ark. [185] Camalti Tuzlasindan izole ettikleri halofil
bakteriler yardimiyla tekstil endiistrisinde kullanilan bazi azo metal kompleks boyalarinin

renk giderimini arastirmiglardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gilinimiize kadar Balikesir Ayvalik Tuzlasi'nda halofilik bakterilerin arastirilmasina
yonelik calismalar yok denecek kadar azdir ve genellikle yapilan galigmalar izolasyon ve
fenotipik karakterlere dayali tanimlamaya dayalidir. Bu bdlgede biyoteknolojik 6neme sahip
enzimlerin halofilik bakterilerden taranmasina yonelik ise hicbir ¢alismaya rastlaniimamustir.
Dolayisiyla bu ¢alisma kapsaminda tanimlanan farkli enzimleri iretebilme potansiyeline sahip
cins ve tiirler Ulkemizde ilk kayitlar olmalari nedeniyle oldukca degerlidir ve Kkiiltiir

koleksiyonumuza kazandirilmistr.

Ekstremofilik mikroorganizmalarin en 6nemlilerinden birisi halofilik bakterilerdir,
ozellikle hipersalin ortamlarda ve tuzlada yaygin olarak bulunmaktadirlar. Balikesir ilinde yer
alan Ayvalik tuzlas1 halofilik organizmalarin sinirli yagsam alanlarindan birisidir. Ayvalik tuzlasi
ayrica Tiirkiye'nin deniz kaynakli tuz iiretim yerlerinden birisidir. Ulkemizin tuz ihtiyacini
karsilayan Balikesir Ayvalik Tuzlasi'nmin halofilik bakterilerinin ortaya konmasi ve enzim
profillerinin belirlenmesi amaciyla, ekstremofilik halofil bakteriler acisindan taranmustir.
Ekstrem ve 1limli halofil oldugu belirlenen 14 ekstremofilik izolatin amilaz, seliilaz ksilanaz,
pektinaz enzimlerini irettikleri belirlenmistir. Tanimlanan izolatlarin ileri asamalarda bazi

biyoteknoloji, saglik ve endiistriyel uygulamalar da da kullanilmalar1 hedeflenmektedir.

Endiistriyel alanda kullanilan enzimlerde aranilan Ozellikler arasinda, genis pH
araliklarinda aktivite gdstermesi, termostabil olmasi gibi kriterler oldugundan, bu ¢alismada
tamimlanan Halofilik bakteri enzimlerinin aktivitesini genellikle pH 8-10 araliginda %60-80
arasinda korudugu ancak 50 °C ve ilzerindeki sicakliklarda aktivitenin hizla distigi
belirlenmistir. Ancak her bir tanimlanan tiirden elde edilen enzimlerin pH ve sicaklik
kararliliklarinin belirlenmesi uzun zaman ve ugras aldigindan, bu konuda ¢alismalarimiz devam
etmektedir. Uretilen enzimlerin Endiistriyel anlamda kullanilabilirliginin ortaya cikarilmasi
enzim saflagtirllmasit ve ileri analizlerin tamamlanmasiyla miimkiin olabilecektir. Ancak
tanimlanan tiirlerin 6n enzim iiretimi kapasitelerine bakildiginda endiistriyel sus seklinde
kullanilabilecekleri ve elde edilen enzimlerin ekonomik olarak iiretilebilecegi kanisina
varilmistir.

Bu ¢alismada tanimlanan halofilik bakteri enzimlerinin ekonomik yiik olusturmadan,
karisik donanim ve teknikler gerektirmeden elde edilebilmesi i¢in, endiistriyel hammaddeler ya
da tarimsal atiklar kullanilarak, ucuz yoldan enzim {iiretiminin de denenmesi faydali olacaktir.
Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen sonuglar benzer alanlarda yapilacak olan diger arastirmalara
ozellikle metot ve verilerin degerlendirilmesi asamalarinda katkida bulunabilecegi ve 6n kaynak

teskil edebilecegi nedeniyle 6nemlidir.
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