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TUZ MADENINDEN iZOLE EDILEN ARKELERIN (HALOBACTERIALES:
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Bu ¢aligmada, Ankara, Konya ve Aksaray illerinin sinirlari arasinda bulunan Tuz Golii’niin
farkli noktalarindan alinan tuz numunelerinden izole edilen halofilik arke suslarin
karotenoidlerinin belirlenmesi ve karotenoidlerinin sahip oldugu antioksidan aktivitelerin
belirlenmesi amaclanmistir. MAM JCM 168 besiyerinde kiiltiire edilen halofilik arke
suslarinin  antibiyotik duyarlilik testleri, biyokimyasal ve filogenetik analizler ile tiir
teshisleri gergeklestirilmistir. Analiz sonuglarina gore 7 farkli halofilik arke susu % 98 ve
tizeri benzerlik oraniyla Halorubrum lipolyticum JCM 13559, Halorubrum sodomense JCM
8880, Halorubrum californiense FV-22B20, Haloarcula salaria HST01-2R, Halorubrum
chaoviator DSM 19316, Haloterrigena thermotolerans PR5, Haloarcula japonica JCM 7785
olarak tespit edilmistir. Tirlerin sahip oldugu major karotenoid all-trans bakterioruberin
olarak belirlenmis ve bakterioruberin izomerlerinin yanisira likopen, f-karoten ve IDR gibi
farkli karotenoid tiplerine de rastlanmistir. Tiirlerden ekstrakte edilen karotenoidlerin
antioksidan aktiviteleri DPPH radikal siipiirme metoduyla analiz edilmis ve tiirlere ait ICsg
degerleri H. lipolyticum JCM 13559, H. sodomense JCM 8880, H. californiense FV-22B20,
H. salaria HST01-2R, H. chaoviator DSM 19316, H. thermotolerans PR5, H. japonica JCM
7785 igin sirasiyla; 2,601 pg/mL; 0,904 ug/mL; 1,007 ug/mL; 1,927 pg/mL; 1,402 pg/mL;
1,284 ng/mL ve 1,474 pg/mL olarak tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Tuz Golii, Halofilik Arke, Karotenoid, Antioksidan, 16s
rRNA, SEM, AFM.
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Bilim Dali: 923



ABSTRACT

PH.D THESIS

PHYLOGENETIC IDENTIFICATION OF ARCHAEA
(HALOBACTERIALES: HALOBACTERIACEAE) ISOLATED FROM SALT
LAKE AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THEIR CAROTENOIDS

FEVZIYE ISIL KESBIC

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF GENETICS AND BIOENGINEERING
SUPERVISOR:ASSOC. PROF. DR. NEJDET GULTEPE

In this study, it was aimed to determine the carotenoids of the halophilic archaea strains
isolated from the salt samples, which are located between the borders of Ankara, Konya and
Aksaray, and to determine the antioxidant activities of carotenoids. Antibiotic susceptibility
tests, biochemical and phylogenetic analysis of halophilic archaea strains cultured on MAM
JCM 168 medium were carried out. According to the results of the analysis, 7 different
halophilic archaea strains has been identified as Halorubrum lipolyticum JCM 13559,
Halorubrum sodomense JCM 8880, Halorubrum californiense FV-22B20, Haloarcula
salaria HST01-2R, Halorubrum chaoviator DSM 19316, Haloterrigena thermotolerans PR5
and Haloarcula japonica JCM 7785 with 98 % and above similarity ratio. The major
carotenoid of the species has been identified as all-trans bacterioruberin and different
carotenoid types such as lycopene, B-carotene and IDR have been found in addition to the
bacterioruberin isomers. The antioxidant activities of carotenoids extracted from the species
were analyzed by the DPPH radical scavenging method and ICs, values of the species were
2,601 pg/mL; 0,904 pg/ mL; 1,007 pg/ mL; 1,927 pg/ mL; 1,402 pg / mL, 1,284 ng / mL
and 1,474 pg / mL for H. lipolyticum JCM 13559, H. sodomense JCM 8880, H. californiense
FV-22B20, H. salaria HST01-2R, H. chaoviator DSM 19316, H thermotolerans PR5 and H.
japonica JCM 7785, respectively.

KEYWORDS:Tuz Lake, Halophilic Archaea, Carotenoid, Antioxidant, 16S rRNA, SEM
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1. GIRIS

Arke alemine ait canlilar yapilan rRNA calismalarina kadar; prokaryotik olmalari,
halkasal genoma sahip olmalar1 ve operonlarindaki gen organizasyonlar1 sebebiyle
bakteri olarak kabul edilmekteyken, Woese ve Fox (1977)’un yaptiklar1 ¢alismayla
biyokimyasal olarak dkaryot alemine bakteri aleminden daha yakin oldugunun tespit
etmesiyle, arke, yasamin ii¢ aleminden biri olarak tanimlanmistir. Arkeler yliksek tuz
konsantrasyonu, yiiksek sicaklik, asidik ve metanojenik ortamlar gibi ekstrem

kosullarda yasamaya adapte olmus mikroorganizmalardir.

Halofilik mikroorganizmalar tuz golleri, tuz madenleri, tuzlalar ve tuzlu topraklar
gibi toplam tuz konsantrasyonunun yiliksek oldugu ortamlarda yasamaya uyum
saglamis mikroorganizmalardir. Arke alemi altindaki halofilik mikroorganizmalara
Halobacteriaceae, Methanospirillaceaec ve Methanosarcinaceae olmak {izere ii¢ farkli
ailede rastlansa da, halofilik arkeler denildiginde tiim iiyeleri halofilik olan

Halobacteriaceae ailesi anlagilmaktadir.

Halobacteriaceae ailesi iiyelerinin bilyilk ¢ogunlugu sahip olduklar1 karotenoidler
sebebiyle pembe, turuncu ya da kirmizi pigmentlere sahip olup; genis yayilim ve
tireme gosterdikleri ortamlarda da renk degisimlerine sebebiyet vermektedirler. Sahip
oldugu bu pigmentler, hiicreleri giines 1sinlari, radyasyon, sicaklik ve tuzlalardaki

buharlagmaya kars1 korur (Castillo vd., 2006).

Karotenoidler; bakteriler, arkeler, mantarlar, bitkiler ve algler gibi genis ¢esitlilikte
organizmalardan elde edilebilen, ¢ok cesitli yapisal farklilik ve fonksiyona sahip
olan, saridan turuncu ve kirmiziya kadar farkli renklere sahip olabilen en 6nemli
dogal pigment kaynaklaridir (Oliver ve Palou, 2000). Karotenoidlerin bilinen en
onemli biyolojik aktiviteleri; provitamin A aktivitesi, antioksidant etki, hiicresel
iletisim, bagisiklik sistemini arttirict etki, UV ye karsi cilt koruyucu ve goz sagligini
koruyucu etkileridir (Wilska-Jeszka, 2007; Yagcilar, 2012). Bu sebeple karotenoidler
endiistride yaygin olarak kullanilmakta olup 6zellikle kozmetik, yem, ilag ve gida
endiistrilerinde renklendirici ve antioksidant olarak kullanim alani bulmaktadir

(Calegari-Santos vd., 2016). Kemosentez yoluyla fiiretilen sentetik karotenoidlerin



alerji, asir1 duyarlilik, intolerans ve c¢ocukluk ¢agi hiperaktivitelerine sebep
vermesine karsi artan endiseler, biyolojik kaynakli karotenoidlerin iiretimininin
artirilmasina karsi olan ilgiyi beraberinde getirmistir (Yachai, 2009). Karotenoidler;
en ¢ok bitkiler olmak iizere, mikroorganizma ve mantarlar tarafindan da
sentezlenmektedir. Ancak tretim siiresi, iiretim kolayligi, tiretim i¢in gerekli alan
ihtiyac1 ve maliyet gibi parametreler goz Oniine alindiginda mikroorganizmalardan
elde edilen karotenoidlerin avantaji 6n plana c¢ikmaktadir. Ekstrem halofilik
mikroorganizmalarin aseptik olmayan kosullarda tireyebilmeleri ve karotenoidlerinin
mekanik bir par¢alamaya gerek olmadan hiicreden ekstrakte edilebilir olmasi
karotenoidlerin endiistriyel ¢apta iiretiminde halofilik mikroorganizmalarin bir

alternatif saglamasi agisindan 6nem teskil edebilecegi ongdriilmektedir.

Karotenoidlerin ¢ok sayida konjuge cift bag igermesi, radikal siipiiriicii olarak islev
gormelerini ve bu sayede reaktif oksijen ve azot gibi zararli molekiillerin sebep
oldugu oksidatif hasara karsi koruyucu gorev almalarini saglamaktadir (Miller vd.,
1996; Squillaci, 2017) Halofilik organizmalarin sahip oldugu karotenoidlerin
antioksidan aktivitelerinin tespit edilmesinin gida, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde

renk verici olarak kullanim alanlarini artiracagi diisiiniillmektedir.

Bu c¢alismada Ankara, Konya ve Aksaray illerinin sinirlar1 arasinda bulunan Tuz
Golu'niin farkli noktalarindan izole edilen halofilik mikroorganizmalarin kiiltiire
edilerek, halofilik arkelerin filogenetik olarak belirlenmesi, belirlenen bu suslarin
karotenoid igeriklerinin saptanmasiyla ¢ikarilan karotenoid profiline bagh olarak in

vitro antioksidan aktivitelerinin tespit edilmesi amaglanmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1 Halofilik Arkeler

2.1.1 Smiflandirmalar:

Canliligin siniflandirmasi, bakteriler ve dkaryotlar olarak yapilmakta iken Woese ve
Fox (1977)’un ribozomal RNA dizileme temelli karakterizasyonuyla birlikte canlilik
simiflandirmasi; bakteri, 6karyot ve arke olmak iizere ii¢ farkli alem olarak yapilmaya
baslanmigtir.  Arkeler; halkasal genomlari, prokaryotik morfolojileri ve
operonlarindaki gen organizasyonlar1 sebebiyle uzunca bir zaman bakterilerle birlikte
siiflandirilmig ancak bu ¢alismayla birlikte sahip oldugu rRNA filogenisi onlarin
ayr1 bir alem olarak siniflandirilmasinin gerekliligini ortaya c¢ikarmistir. Bakteri ve
arkelerin ayrimi giinlimiizde filogenetik bilgilerle birlikte fenotipik, kemotaksonomik

ve genotipik verilere de dayanmaktadir (Schleifer, 2008).

Archaea aleminin Euryarchaeota subesinde ve Halobacteriales takiminda
siniflandirilan ve hipersalin ¢evrelerde gelisim gosteren tiirler, halofilik arkeler
olarak  gruplandirilmaktadir. Halofilik arkeler, Halobacteriaceae ailesinde
smiflandirilmis olan aerobik ya da fakiiltatif aerobik, genellikle pembe-kirmizi
pigmentli, 47 cins ve 165 tiirden ve ayrica anaerobik kosullar altinda metillenmis
aminlerden enerji elde edebilen, 4 cins ve 7 tiirle temsil edilen metanojenlerden
olugmaktadir. Ayrica metagenomik c¢alismalar NaCl doygunluguna varan yiiksek
tuzlu ¢evrelerde Nanohaloarchaea olarak isimlendirilen ancak heniiz hig¢bir tiyesinin

kiiltiire edilemedigi bir grubun varlig1 ortaya konulmustur (Oren, 2014).

Taxonomy of Halobacteriaceae Committee (Halobacteriaceae Siniflandirma
Komitesi) tarafindan bir tiiriin Halobacteriaceae’ye dahil edilebilmesi i¢in gerekli
olan standart parametreleri belirlemis (Oren vd., 1997) ve zaman igerisinde bu
standartlarda giincellemeler yapmustir. Komite tarafindan belirlenen minimum
parametreler; koloni ve hiicre morfolojisi, hareketlilik, pigmentasyon, gram boyama,
biiylime i¢in gerekli optimum NaCl ve MgCl, konsantrasyonlari ile sicaklik ve pH

araliklari, nitrat varliginda anaerobik biiylime, nitrati nitrite indirgeme, nitrattan gaz



olusumu, arjinin varliginda anaerobik biiylime, karbonhidratlardan asit iiretme, tek
karbon kaynaginda biiyliyebilme, katalaz ve oksidaz aktiviteleri, indol olugumu,
nisasta, jelatin, kazein, Tween 80 hidrolizi, antibiyotik duyarliliklari, polar lipit
karakterizasyonu, DNA’nin G+C igerigi, 16S rRNA dizi analizi ve elektron
mikroskopisi gibi analizlerdir (Oren vd., 1997).

Polar lipit analizleri bazi gruplarin farkliliklarim1 ortaya koymada onemli bir
parametre olsa da Halobacteriaceae ailesinin ¢ogu iiyesi arasinda ¢ok az fenotipik
farklilik gozlenmesi, fenotipik farklilar temel alinarak tiir tanimi yapilmasini
zorlastirmakta ve bazi tiirler yalnizca 16S rRNA dizi analizi temelli yaklasimla

belirlenebilmektedir (Oren, 2014).

2.1.2 Filogeni, Morfoloji ve Fizyolojileri

Halofilik arkeler, yasamda ekstrem tuzluluk sartlarinda hayatta kalmaya 6zellesmis
arke grubudur. Yiiksek hiicre i¢i potasyum konsantrasyonunu biriktirebilirler ve
sahip olduklar1 proteinler kayda deger miktarda asidik aminoasitlerden olugur. Tiim
bu oOzelliklerin yaninda, halofilik arkeler essiz Cso karotenoid pigmentlerine
sahiptirler ve bu molekiiller dogal kosullarda organizmay1r koruyucu o&zellik
gostermekle birlikte kolonilere tipik kirmizi rengini de kazandiran pigmentlerdir.
Halofilik arkeler solar tuzlalar ve tuz golleri gibi tuz konsantrasyonunun oldukca
yiiksek seviyelere c¢iktig1 hipersalin ¢evrelerde yasarlar. Bu g¢evrelerde hem giines
isinlart hem de tuz konsantrasyonu 1smin 55 °C iizerindeki degerlere ulagsmasina
sebep olur. Bu bakis agisiyla haloarkelerin yalnizca ekstrem halofiller degil ayni
zamanda 1liml termofiller de oldugu belirtilebilmektedir. Yiiksek sicaklik ve yiiksek
tuzluluk oksijen miktarini azalttigindan yeterli havalandirma saglandiginda 45-50 °C

sicaklikta olduk¢a yogun biiylime performansi gostermektedirler (Juez, 2004).

Haloarkeler, ekstrem kosullara 6zellikle ekstrem tuzluluga dayaniklilik gosterebilen
mikroorganizmalar olup, bazi tiirleri hayatta kalabilmek i¢in ihtiya¢ duydugu
tuzlulugu tuz kristallerinin igerisinde uzun siire kalarak saglamaktadir. Haloarkeler

icerisinde 5 M’dan yiliksek tuz konsantrasyonlarinda yasayabilen ekstrem tiirler



oldugu gibi, Haloferax cinsine ait ftyeler diger gruplardan daha diisiik
konsantrasyonlarda yasayabilmektedir (Torreblanca vd., 1986).

Diisiik tuzluluk; hiicre duvan stabilitesi, protein stabilitesi ve fonksiyonlarini etkiler
ve hiicre lizizine sebep olabilir. Ozellikle glikoproteinden olusan hiicre duvarina
sahip basil ve pleomorfik tiirlerin hiicre biitliinliigii, polisakkarit hiicre duvarina sahip
olan kokkal tiirlere kiyasla daha fazla etkilenmektedir. Okaryot ve bakteri alemlerine
dahil olan tiirlerde ana uyumlu ¢oziinen olarak, organik maddelerin depolanmasina
ragmen haloarkeler ozmotik basinci dengeleyebilmek i¢in ana uyumlu ¢6ziinen
olarak yiiksek konsantrasyonda hiicre i¢i potasyum depolarlar. Hiicre i¢i potasyum
igerigi, hiicre dis1 sodyum konsantrasyonuna bagli olarak degisiklik gosterir. Hiicre
i¢i iyonik potasyum, uygun katyon konsantrasyonu eksikliginde proteinlerdeki asidik
aminoasitlerin stabilitesini kaybetmesini engellemede énemli role sahiptir. Potasyum
iyonu protein stabilizasyonunda ana katyon olarak gorev alirken magnezyum gibi
divalent katyonlar, spermidin gibi poliaminler ve gliserol gibi organik ¢oziiciilerin de

stabilizasyona katkida bulundugu in vitro ¢alismalarla tespit edilmistir (Lanyi, 1974)

Membran polar lipit kompoziyonlari, uzun bir siiredir haloarkeal cinslerin
tanimlanmasinda anahtar kemotaksonomik kriter olarak kullanilmaktadir.
Haloarkelerin eter bagl fosfogliseritler olan fosfotadil gliserol ve fosfatadil gliserol
fosfat metil estere sahip oldugu; bazi tiirlerin fosfatadil gliserol siilfat ve bir ya da
daha fazla glikolipit veya siilfatli glikolipitlere sahip oldugu, ¢ogu gliserol eter
lipitlerin CCy (difitanil) izoprenoidleri, haloalkalifillerden bazilarinin ise CyCos
(fitanil-sesterfanil) ya da CyCys (disesterfanil) izoprenoid zincirlerinin mevcut

oldugu ortaya konulmustur (Fendrihan vd., 2006).

2.2 Karotenoidler

2.2.1 Kimyasal Yapilar

Karotenoidler, kirmizidan sartya ¢ok genis skalada renk tonlarina ayrica yapisal ve
fonksiyonel farkliliklara sahip; mikroorganizmalar, algler, mantarlar ve bitkiler
tarafindan ¢evresel stres parametrelerine karsi bir yanit olarak sentezlenen ancak

hayvanlarin gidalar yoluyla elde etmesi gereken pigmentlerdir (Kldui, 1982).

5



Karotenoidler oksijene, 1siya ve 1s18a duyarl lipidik fraksiyonlarla iligkili yagda
¢Oziiniir molekiil siniflaridir (Ciapara vd., 2004) ve bu poliizoprenoid bilesikler iki
ana grup altinda toplanabilir. Bunlardan ilki karbon ve hidrojen atomlarindan olusan
karoten ya da hidrokarbon karotenoidler olup digeri ise hidroksil, keto, epoksi,
metoksi ve karboksilik asit gibi en az bir oksijen fonksiyonuna sahip oksijenlenmis

hidrokarbon tiirevleri olan ksantofillerdir (Kirti vd., 2014).

Karotenoid molekiiliiniin sekli izomerik formuyla (cis ya da trans) iliskilidir ve bu
formlara sahip olmasi karotenoidin ¢oziiniirliik ve absorbsiyon 6zelliklerini degistirir
(Kirti vd., 2014). Lipidofilik olan karotenoidler; hidrofobisite acisindan suda,
sicaklik artisiyla bile ya hi¢ ¢oziinememe ya da ¢ok az miktarda ¢oziinmeleriyle
ekstrem hidrofobik molekiiller sinifina girmektedirler (Wisniewska ve Subczynsk,
1998). Karotenoidlerin fonksiyonlari; molekiiler biiyiikliiklerine, ¢6ziinebilirliklerine,
konjuge c¢ift bag sayilarina ve fonksiyonel grup ya da halkasal sonlarinin olup
olmamasina baglidir (Naziri vd., 2014). Karotenoidlerin trans formu cis formuna
gore cok daha rijittir ve kristalize hale ge¢gme ya da ¢okelmeye karsi biiyiik bir
egilime sahiptir. Likopen gibi halkasal olmayan karotenoidler esnek son gruplariyla
olduk¢a uzun ve lineer molekiillerdir (Britton, 1995). Karotenoidlerin ¢ogu
likopenden sentezlenir. Vitamin A’nin Onciisii olan B-karoten biyosentezi her iki
ucun P siklizasyonuyla ve reaksiyonun likopen B siklaz ile katalizlenmesiyle direkt

olarak likopenden yapilir (Egorova ve Antranikian, 2008).

Dokuzdan daha uzun olan polien konjuge bag ¢ifti, karotenoidlerin pigmentasyon
ozelliklerinden sorumludur ve baglar arasi elektron gegisinin enerjisi 400-500 nm
arasinda absorbsiyona karsilik gelmekte olup bu da karotenoidlerin yogun sekilde
sar1, kirmizi ve turuncu rengini ortaya ¢ikarmaktadir. Konjugasyonun kapsami ve
fonksiyonel gruplarin varligi ya da yoklugu bu molekiillerin renginin derinligini

belirmektedir (Kirti vd., 2014).

Karotenoidlerin pek ¢ogu molekiillerinde 40 karbon atomu ve degisken sayilarda
hidrojen atomu igeren izoprenoidlerdir. Biyosentezleri iki Cy-geranilgeranil difosfat
molekiiliinlin ug¢ uca birlesmesiyle olur. Molekiiliin bir ya da her iki ucunda hidrojen

halkas1 goriilebilir. Karotenoidlerin bir alt grubu olan karotenler, hidrokarbonlar



oldugundan oksijen molekiilii icermezler. Likopen ve -karoten temel bir C4o karbon
iskelet yapis1 gosterir. Molekiiliin bir ya da her iki ucunda olan halkasal yap1 yedi
farkli bitis grubunun (¥, B, €, y, k, ®, ve y) goriilmesine yol agar. Ayrica
hidrojenlenme seviyesindeki degisimler ve oksijen iceren fonksiyonel gruplarin
eklenmesi de temel yapinin modifikasyonuyla beraber 750’den fazla molekiile sahip

bir grubu meydana getirmistir (Britton, 1995; Kirti vd., 2014).

2.2.2 Haloarkeal Karotenoidler

Halofilik arkelerden 40 karbona sahip karotenoidlerin yaninda temel karotenoidler
olarak; ozellikle bakterioruberin ve onun tiirevleri olan monoanhidrobakterioruberin
ve bisanhidrobakterioruberin gibi 50 karbon atomuna sahip karotenoidler (Kelly vd.,
1970), bunlarin yaninda diisiik miktarda 3,4-dehidro monoanhidrobakterioruberin,
haloksantin, 3,4-epoksi monoanhidrobakterioruberin, (Ronnekleiv vd., 1995; Bidle
vd., 2007) ile 45 karbon atomuna sahip 2-isopentenil-3,4-dehidrorodopin de
sentezlenmektedir (Fang vd., 2010).

Halofilik arkelerde membran stabilizasyonu, molekiillerinde polar uca sahip olan ve
membran stabilizasyonu igin uygun uzunlukta olan Cso karotenoidleri ile
saglanmaktadir. Csp karotenoidlerinin molekiil uzunluguyla ilgili olarak ozellikle
arkeal fitanil lipitlerle C4 karotenoidlerinden daha iyi baglanma orani gosterdigi

saptanmistir (Ourisson ve Nakatani, 1989; Kirti vd., 2014).

Bir Csp karotenoidi olan bakterioruberin 4 hidroksi grubuna sahip olmasiyla hiicre
membraninda tipki bir ‘per¢in’ gibi gérev yapmakta ve hiicre zarimin sertligini ve
mekanik dayanikliligini saglamaktadir (Lazrak vd., 1988). Ayrica bakterioruberinin
membran akigkanligi tizerine etkileri bilinmektedir. Suya kars1 bariyer gorevi gorerek
ve oksijen ile diger molekiillere kars1 gecirgenlik saglayarak organizmanin hipersalin
ya da diislik sicaklik kosullarinda hayatta kalmasini1 saglamaktadir (Strand vd., 1997,
Fong vd., 2001). Tiim bunlara ilave olarak bakterioruberin 13 ¢ift konjuge baga
sahiptir ve bu sayede hidroksil serbest radikal temizleyici olarak islev gorerek
haloarkeleri oksijen hasarina (Saito vd., 1997), yiiksek 1sik siddetine, UV 1sinlarina

ve H,0; maruziyetine (Shahmohammadi vd., 1998) kars1 korur.



Sekil 2.1 Baz1 bakterioruberin izomerlerinin kimyasal yapilari; A) Trans bakterioruberin. B)
5Z bakterioruberin. C) 9Z bakterioruberin. D) 13Z bakterioruberin (Yachai, 2009)

2.2.3 Karotenoidlerin Antioksidan Aktiviteleri

Konjuge cift bag sistemi, karotenoid molekiillerine saglam ve lineer iskelet yapisini
kazandirirken, bu molekiilleri potansiyel antioksidanlar haline getiren yliksek
indirgenme potansiyeli saglar. Karotenoidlerin antioksidan olarak etkisi, oksitleyici
maddeler ve peroksi radikalleriyle tepkimeye girmesiyle degerlendirilir. Bu 6zellikler
karotenoidlerin stabilizasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Gruszecki ve Strzalka,
2005).

Karotenoidlerin antioksidan olarak gérev yapabildigi ¢esitli mekanizmalar vardir. Bu
mekanizmalar karotenoid molekiillerinin 15181 ve oksijenin zararl etkilerine karsi
koruyucu ajan olarak ya da hiicrelerde {iiretilen kimyasal molekiillere kars1 reaktif
olan ve oksidatif hasara yol acabilen bilesiklere karsi siipiiriicli etki gdsterebilme
ozellikleri olarak 6zetlenebilir. Homojen bir ¢ozeltide reaksiyon mekanizmalarinin

hem reaksiyona giren serbest radikalin hem de karotenoidin yapisina bagli oldugu



bilinmektedir. Karotenoidler radikallerin aktivitelerini; elektron transfer ederek,

radikale baglanarak ve daha az goriilen bir mekanizma olan hidrojen vererek inhibe

ederler (Han vd., 2012).

Reaktif oksijen ¢esitli metabolik proseslerin sonucu olarak ya da toksik maddelere
maruz kalma neticesinde ksenobiyotik olusumuna bagl olarak hiicre i¢inde iiretilir.
Reaktif oksijenin DNA’y1 parcaladigy, lipitleri peroksidize ettigi, enzim aktivitesini
bozdugu, polisakkaritleri depolimerize ettigi ve hiicreyi oOldiirdiigli bilinmektedir.
Karotenoidler bu radikalleri siiplirmekte, ayrica niikleus hasar1 ve hiicresel hasari

engellemektedir.

Serbest radikaller; metabolik siireclerin, nitrojen dioksit ile ozon gibi g¢evresel
Kirleticilerin, agir metallerin, halojenlenmis hidrokarbonlarin, iyonlastirici
radyasyonun ve sigara dumaninin yan iirliniidiir. Bunlar hiicre membraninin, niikleik
asitlerin ve proteinlerin elektron yogun bolgelerinde hem yapisal hem de fonksiyonel
bozulmalara sebep olabilir. Peroksi radikallerinin reaksiyon se¢iciligi ve biyolojik
sistemlerde yayilabilme 6zelligine sahip olmasi onlart diger radikal tiplerinden daha
tehlikeli hale getirir. Peroksi radikallerin kalp hastaliklarina, kansere ve yaslanma
stirecine sebep oldugu bilinmektedir (Edge vd., 1997). Karotenoidler bu serbest

radikalleri de siiplirme 6zelligine sahiptir (Yachai, 2009).

DPPH radikal siipiirme aktivitesi, karotenoidlerin antioksidan aktivite tespitiyle ilgili
caligmalarda yaygin olarak kullanilan bir metotdur (Yachai, 2009; Squillaci vd.,
2017). Antioksidan madde, kararli serbest radikal olan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil ile
reaksiyona girer ve 1,1-difenil-2-pikrilhidrazine dondstiiriir. Koyu menekse rengine
sahip olan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil’in reaksiyon tamamlandiginda renk giderimi
gerceklesir. Renk gideriminin derecesi antioksidan maddenin hidrojen kaybetme

yetenegi dogrultusunda radikal siipiirme potansiyelini de belirlemis olur (Yachai,
2009).

Karotenoidlerin antioksidan 6zellikleri direkt olarak molekiiler yapilari ile iligkilidir.
Karotenoidlerin yapilarimin karsilagtirillmasiyla ilgili testler; konjuge c¢ift bag

sayilarinin uzunlugu ve yapisina kimyasal bir grubun ekli olup olmamasi gibi temel



iki yapisal 6zelligin siiplirme yeteneklerini etkiledigini ortaya koymustur. Bu nedenle
13 konjuge ¢ift baga sahip olan bakterioruberin, 11 konjuge ¢ift bagi olan astaksantin
ve 10 konjuge c¢ift bagi olan luteinden daha yiiksek antioksidan aktivite
gostermektedir. Aym1 zamanda, astaksantin ve luteinin yapisinda her iki terminal
halkada bir hidroksil grubu bulunurken, bakterioruberinde 4 hidroksil grubu
bulunmasi da bakterioruberinin yiiksek antioksidan aktivite gostermesinin bir diger
sebebi olarak degerlendirilmektedir (Yachai, 2009). Ksantofil; o6zellikle serbest
radikal temizleyici, reaktif oksijen ve nitrojen oksidatif tiplerinin potansiyel
stipiiriiciisiiyken astaksantin ve kantaksantin, [3-karotenden daha iyi bir antioksidan

ve serbest radikal stipiiriiciisiidiir (Vilchez vd., 2011; Rodrigo-Banos vd., 2015).

Son yillarda, reaktif oksijen kaynakli oksidatif stres mekanizmalarinin nasil ¢aligtig
ve oksidatif stresle miicadele i¢in uygun stratejilerin arastirilmasi, tibbi arastirmalarin
onemli hedeflerinden biri haline gelmistir. Ayrica karotenoidlerin antioksidan ajanlar
olarak islev gormeleri, ila¢ ve gida katkisi olarak kullanim alani bulmalarinda énemli

rol oynamstir (Squillaci vd., 2017).

2.2.4 Karotenoidlerin Biyolojik Kaynaklar:

Pattnaik vd. (1997)’nin ‘biocolors’ olarak isimlendirdigi gibi, doga; meyveler,
sebzeler, kokler, mineraller, bitkiler, mikroalgler ve daha pek cok biyolojik kaynakl
materyallerden elde edilen smirsiz bir renk cesitlilige sahiptir. Karotenoidler,
flavonoidler (antosiyaninler) ve bazi tetrapiroller (klorofiller ve fikobiliproteinler)
dogal tiirevli pigmentleri temsil edilmektedir. Bu pigmentler arasinda
mikroorganizmalar tarafindan {retilen en Onemlileri; karotenoidler, melaninler,

flavinler, fnazinler, kinonlar ve bakteriyoklorofillerdir.

Kimyasal sentez karotenoidlerin en 6nemli tiretim metotlarindan biridir. Ancak son
zamanlarda sentetik tiirevli pigmentlerin toksik, karsinojenik ve teratojenik
ozelikleriyle ilgili calismalardan alinan sonuglar ve ayrica yliksek maliyet, yan {iriin
olusumu ve zararli cevresel etkiler sentetik iiretimin yerini giivenli bir alternatif olan
dogal mikrobiyal kaynaklarin almasina sebep olmustur (Kirti vd., 2014; Naziri vd.
2014).
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Mikroorganizmalar, ilag tasarimi, gida ve yem katkilar1 gibi ¢ok c¢esitli endiistriyel
alanlarda kullanilabilen esi bulunmaz dogal kaynaklardir. Mikroorganizmalarin yani
sira pek cok bitki ve hayvanin; sari, turuncu, kirmizi ve mor renkte olmasina
sebebiyet veren dogal iirlinlerin en 6nemli gruplarindan biri 750’den fazla dogal

pigmentten olusan karotenoidlerdir.

Hayvanlar karotenoid {iiretemezler ve beslenme vasitasiyla almak zorundadirlar.
Likopen, a-karoten, [-karoten, lutein, zeaksantin ve [p-kriptoksantin insan

plazmasinda ¢ok rastlanan karotenoidlerdir (Naziri vd., 2014).

Gliniimiizde karotenoid iiretiminde kullanilan pek c¢ok mikroorganizma tiirii
bulunmaktadir; Dunaliella salina p-karoten (Venkatesh vd., 2005); Phaffia
rhodozyma (Jacobson vd., 2002) ve Haematococcus pluvialis, astaksantin (Boussiba,
2000); Chlorella zofingiensis, astaksantin ve kantaksantin (Pelah vd., 2003)

tiretiminde yaygin olarak kullanilan mikroorganizma tiirleridir (Yachai, 2009).

Ideal pigment {iretimi yapan mikroorganizma genis aralikta karbon ve azot
kaynaklarini kullanabilir olmali; pH, sicaklik ve minerallere kars toleransi yiiksek ve
renk verimi makul seviyede olmalidir. Hiicre biyokiitlesinden kolay ekstrakte edilme,
toksik ve patojenik olmama da tercih edilen 6zelliklerdendir. Mikrobiyal pigmentler
sentetik ve inorganik boyalara gore pek c¢ok avantaja sahiptir. Bunlardan en
onemlileri; diger kimyasal islemlerle karsilastirildiginda daha hizli ve daha verimli
bir proses olan fermentasyonla {iretilebilir olmalari, mikroorganizmalarin genlerinin
kolaylikla manipiile edilebilir olmasi, diisilk maliyetle biiylimeleri ve ¢ok genis

cesitlilikte renk tonlar tiretebilir olmalardir (Kirti vd., 2014).

2.2.5 Karotenoidlerin Endiistriyel Kullamim Alanlari

Karotenoidler renk kaynagi, yem katkisi, antioksidan, anti timor ajan olarak, kalp
hastaliklarini engelleyici, vitamin A onciil maddesi ve in vitro antibadi iiretiminde
artirict olarak genis kullanim alanima sahiptir. Ayrica gida, medikal, farmasotik ve
kozmetik endiistrilerinde boya ve fonksiyonel bilesen olarak rol oynamaktadir.

Bunlardan en 6nemlileri B-karoten, astaksantin, lutein, kantaksantin ve likopendir.
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Karotenoidler kiimes hayvanlarinda derinin ya da yumurta sarisinin, akvakiiltiir
kosullarinda yetistirilen baliklarin  etinin ve eklembacaklilarin  kabuklarinin

renklendirilmesinde kullanilmaktadir (Wilska-Jeszka, 1997).

Karotenoidler ayrica insan beslenmesinde, gidalarin renklendirilmesi ve ayrica
vitamin ile gida katki maddesi olarak da kullanim alanina sahiptir. Karotenoidlerin
vitamin ve gida katki maddesi olarak kullanimina karsi artmakta olan bir ilgi s6z
konusudur. Pek cok epidemiyolojik ve klinik ¢alisma karotenoidlerin kanser basta
olmak tizere birgok kronik hastaligi anlamli sekilde azalttigini ortaya koymustur (van

Poppel ve Goldbohm, 1995).

Sentetik gida renklendiricilerinin; alerji, hipersensitivite, intolerans ve ¢ocukluk ¢agi
hiper aktivitleri gibi istenmeyen yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi tiim diinyada artan bir
endiseye sebep olmus ve bunun sonucu olarak da biyolojik kaynakli karotenoidlerin

kullanimi artmistir (Pollock ve Warner, 1990).

Biiyiiyen karotenoid pazari, insanlarin gida icerikleri konusunda endise duyar hale
gelmesiyle sentetik ve dogal karotenoid arasinda kalma ile karsi karsiya gelmistir.
Avrupada gida takviyelerinin gilinliik diyetlerde yer almaya baslamasiyla dogal

karotenoidler sentetik karotenoidlerin yerini almistir (Yachai, 2009).

Son yillarda karotenoidler nutrasotik alanlarda 6nem kazanmistir. Kantaksantin gibi
bu pigmentlerin kanser ve kalp hastaliklarinin 6nlenmesi, in vitro antibadi iiretimini
artirma ve vitaminler i¢in oncii bilesen olma gibi fizyolojik fonksiyonlara sahip
oldugu gozlenmistir. Kantaksantinin ayrica 6énemli bir anti oksidan aktiviteye sahip
oldugu bu sebeple gida ve yem katkisi, kozmetik ve farmosétik alanlarinda 6nemli

etkileri oldugu rapor edilmistir (Egorova ve Antranikian, 2008).
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2.3 Haloarkeal Karotenoidlerin Biyoteknolojik ve Biyomedikal Onemi

Halofilik arkelerden karotenoid iiretiminin tespit edildigi ¢alismalar yarim yiizyil
oncesine dayanirken son zamanlarda dogal kaynakli karotenoid iiretimi endisesiyle
bu ¢alismalar artarak 6onem kazanmaktadir. Halofilik arkelerin karoteoid liretimine
onem verilmesinin en Onemli sebepleri pek c¢ok haloarkenin yiiksek karotenoid
liretme yetenegine sahip olmasi, haloarkelerden karotenoid iiretme proseslerinin
nispeten hizli, kolay ve ucuz olmasi, haloarkelerden karotenoid {iretiminin genetik
modifikasyonlarla hatta besin igerigi, pH, sicaklik gibi Kkiiltiir kosullarinin
degisimiyle artirilabilir olmasi, karotenoidlerin farmasotik, kozmetik ve gida
pazarlar1 tarafindan talep edilir olmasi olarak siralanabilir (Rodrigo-Bafios vd.,

2015).

Kirmizi ekstrem halofilik arkeler asiklik Csg bakterioruberin tiirevleri ve 3-hidroksi
ekinenon, trans-astaksantin ve kantaksantin gibi ketokarotenoid tiirevleri
tretmektedir (Calo vd., 1995; Asker ve Ohta, 1999). Ekstrem halofilik
mikroorganizmalarin aseptik olmayan kosullarda biiyiiyebilmesi ve karotenoidlerinin
hi¢gbir mekanik par¢alama olmaksizin direkt olarak hiicreden ekstrakte edilebilmesi
gibi 6nemli 6zellikleri, kontaminasyon riski yiliksek olan ve pigment ekstraksiyonu
zahmetli olan diger tiim tiirlere gére daha fazla tercih edilmesine sebep olmustur

(Asker vd., 2002).

Halofilik bir arke tiirii olan Haloferax alexandrius’un kantaksantin tiretimiyle ilgili
yapilan calismada % 25 tuzluluk oranina sahip besiyerinde liretilen susun yiliksek
pigment tretimi (2,19 pg/L) saptanmistir. Ayrica 3-hidroksi ekinenon ve trans-
astaksantin gibi karotenoidlerin de arkeler tarafindan sentezlendigi belirlenmistir

(Asker, 2002; Egorova ve Antranikian, 2008).

Halofilik bir arke tiirii olan Haloferax mediterranei ATCC 33500’in Cso karotenoid
tretim miktarinin besinsel faktorlere bagli degisimininin belirlenmesi esnasinda
bisanhidrobakterioruberin,  monoanhidrobakterioruberin ~ ve  bakterioruberinin
yanisira, Cy5 karotenoidi olan 2-isopentenyl-3,4-dehidrorhodopin karotenoidlerinin

de varlig1 saptanmistir (Fang vd., 2010).
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Halobacterium salinarum NRC-1 ve R1, Halorubrum sodomense, Haloarcula
vallismortis (Jehlicka vd., 2013) ve Haloarcula japonica ile yapilan ¢alismalarda o-
bakterioruberinin major karotenoid oldugu tespit edilmis, H. japonica’nin ayni
zamanda monoanhidrobakterioruberin, bisanhidrobakterioruberin ve

isopentenildehidrorhodopin sentezledigi de tespit edilmistir (Yatsunami vd., 2014) .

Halorubrum sp. TBZ126 tiiriiniin de temel karotenoidleri bakterioruberin, likopen ve
B-karoten olarak saptanirken, Halococcus morrhuae ve Halobacterium salinarum
tarafindan sentezlenen en yogun Kkarotenoidin all-trans-bakterioruberin oldugu

belirlenmistir (Naziri vd., 2014).

Haloarkelerin karotenoid tiretimindeki yiiksek basarisi ve haloarkeal pigmentlerin
umut vadeden Ozelliklerine ragmen biyomedikal, biyoteknoloji, eczacilik ve
kozmetik gibi alanlarda pigment olarak kullanim potansiyelleri hakkinda bilgiler ¢ok

fazla olmamakla beraber son zamanlarda bu konuyla ilgili ¢alismalar hiz kazanmistir.

En temel haloarkeal karotenoid olan bakterioruberinin B-karoten gibi ticari olarak
temin edilebilen karotenoidlere kiyasla daha yliksek antioksidant aktivite gosterdigi

yapilan ¢alismalarla saptanmistir (Yatsunami vd., 2014).

Haloplanus vescus ve Halogeometricum limi’den ekstrakte edilen karotenoidlerin;
insan hepatoma HepG2 hiicrelerinde azalmaya sebep oldugu ayrica Haloferax
volcanii, Halogranum rubrum, Halopelagius inordinatus ve Halogeometricum
rufum’dan elde edilen karotenoid ekstraktlarinin serbest radikal sondiiriicii
aktivitesinin yiliksek oldugu saptanmistir (Hou ve Cui, 2018). Bu caligmalar
haloarkeal karotenoidlerin altenatif bir antihemolitik, antikanser ve antioksidan

kaynak olarak kullanabileceklerini gostermektedir.

Halobacterium halobium’dan ekstrakte edilen karotenoidlerin yine insan hepatoma
HepG2 hiicrelerinde azalmaya sebep oldugu ve arkeal karotenoidlerin arasidonik asit
ve hidrojen peroksit oksidatif stresine karsi koruyucu oldugu belirlenmistir (Abbes
vd., 2013).
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Haloferax volcanii’den ekstrakte edilen bakterioruberin karotenoidinin sperm
hiicrelerinin canlilig1 iizerine olumlu etkileri oldugu tespit edilmis olup bu sonug
haloarkeal karotenoidlerin biyomedikal ve veterinerlik alanlarindaki kullanim

potansiyellerini gostermektedir (Zalazar vd., 2018).

Halobacterium salinarum HM3’den elde edilen bakterioruberin surimi jellere
uygulanmis, yiiksek 1s1 ve 1s18a ragmen stabilitesini korudugu gozlenmistir. Ayrica
bakterioruberinin antioksidan 6zelliginin surimi jellerin depolanmasi esnasinda

olusan lipit oksidasyonunu engelledigi tespit edilmistir (Yachai, 2009).

Halofilik arkeal karotenoidlerin son yillarda dnem kazanmasi biyoteknolojik dneme
sahip bu pigmentlerle ilgili pek ¢ok patenti beraberinde getirmis olup ilgili patentler
Tablo 2.1’de verilmistir.

Tablo 2.1 Halofilik mikroorganizmalardan elde edilen karotenoidlerle ilgili alinan patentler

Patent Numarasi Patentin Konusu Yayimlanma Referans
Tarihi

Tiimor kii¢iilmesinde
US20150202237A1 halobakteriyal 23.07.2015  Kuchina, 2015
ekstraktlarin radyasyonla
birlikte kullanim

EP2712919B1 Degerli maddelerin dretimi g 19 2017
icin halofilik Herwig vd., 2017
mikroorganizmalarin

kullanimi
50 Karbonlu
W02012169623 karotenoidletin iitetim 13.12.2012 Umeno vd., 2012
metodu
Radyasyon kaynakli cilt
US20180042971A1  dokusu hasarmi tedavi  1502.2018  Kuchina, 2018
etmede halofilik
bakterilerin kullanimi

CN110144315A Halorubrum sp. HRM-150  20,08.2019 Liying, 2019

karotenoid iiretim metodu
US7939220B2 Proton translokasyonlu  10.05.2011  Oesterhelt vd., 2011
retinal protein
Gastrointestinal sistemde
US20190209516A1 mikrobiyal bilesimi 05.09.2019  Possemiers vd., 2019
etkileyen mikrobiyal
karotenoidler
Antiviral etkiye sahip
JP2018528174A karotenoid 27.09.2018 Kalo vd., 2018

kompozisyonlarinin
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kullanimi

Kelly vd. (1970)’nin de belirttigi gibi bakterioruberin halofilik arkelerin karakteristik
karotenoididir. Britton vd. (2012) bakterioruberin ve tiirevlerinin gosterdigi spektral
piklerin 467, 493 ve 527 nm’de neredeyse 0zdes olarak maksimum absorpsiyon
ozelligi gosterdiklerini bildirmistir. Asker ve Ohta (1999) da kirmizi halobakteri
suslarinda maksimum absorpsiyon oranlarinin karakteristik sekilde 493 ve 527
nm’de goriildiiglinii ve bunlara genis bir omuzla 467 nm’deki pikin de eslik ettigini
belirtmislerdir. Bu karotenoidlere ait saf bir referans standart madde olmadigindan
karsilagtirmali bir calisma yapmak miimkiin olmamakla beraber yapilan ¢alismanin

sonugclariyla literatiirde rapor edilen sonuglar giiclii sekilde birbirini desteklemektedir
(Abbes vd., 2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1  Materyal

3.1.1 Tuz numuneleri

Halofilik arkelerin izole edildigi tuz numuneleri Tuz Goli’niin sinirlart olan Eskil
(Aksaray) (38°33'08.7"N 33°22'54.1"E), Sereflikochisar (Ankara) (38°55'15.6"N
33°16'12.5"E) ve Tuzyaka (Konya) (38°46'09.1"N 33°33'16.7"E) ilgelerinden olmak

tizere lig istasyondan alinmistir (Sekil 3.1).

Istanbul

Bursa
L4 4 el Ankara
Eskisehir SE0sg

1Zmir;
.

"Antalya’® &
2. s

Sekil 3.1 Tuz numunelerinin alindig1 istasyonlar

3.1.2 Besiyerleri

Calismada halofilik arkelerin izole edilmesinde Molten Agar Medium JCM 168
besiyeri kullamilmistir (Enache ve Kamekura, 2013). Besiyeri icerigi Tablo 3.1°de

verilmistir.
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Tablo 3.1 MAM JCM 168 besiyeri

Bilesen Miktar (g)

Kazaminosit 5
Sodyum glutamat 1
Maya 06ziitii 5
Trisodyum sitrat 3
MgS0,4.7H,0 29,5
KCI 2
NaCl 175,5
FeCl,.4H,0 0,036
MnCl,.4H,0 0,00036

Kat1 besiyeri hazirlamak icin besiyerine 20 g/L katilastirict ajan (Agar, Bacto)
(Besiyeri igerigi 1000 mL’ye tamamlanmis ve besiyeri pH’s1 7-7,2 olacak sekilde
ayarlanmigtir. Hazirlanan besiyerleri otoklavda 121°C’de 15 dk boyunca sterilize

edilmistir.

3.1.3 Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Antibiyotik duyarlilik testlerinde 6 mm ¢apinda antibiyotik diskler kullanilmuistir.

Disklerin isim ve konsantrasyonlar1 Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2 Antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilan antibiyotik tipleri ve konsantrasyonlar1

Sira No Kod Antibiyotik Konsantrasyon/ Disk
1 A 10 Amfisilin 10 pg
2 B 10 Basitrasin 10 pg
3 E 15 Eritromisin 15 ng
4 NV 30 Novobiyosin 30 ug
5 P10 Penisilin G 10U
6 S10 Streptomisin 10 pg
7 T30 Tetrasiklin 30 ug
8 C30 Kloramfenikol 30 ug
9 VAN 30 Vankomisin 30 ug
10 CTX 30 Cephotaxime 30 pug
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3.14 Gram Boyamada Kullanilan Cozeltiler

3.1.4.1 Kristal viyole boya ¢ozeltisi

Kfristal viyole boya ¢6zeltisinin hazirlanmasinda 0,25 g kristal viyole 20 mL % 95°1lik
etanol icerisinde ¢oziindiiriiliip; 0,8 g amonyum oksalat ve 10 g sodyum kloriir distile
su igerisinde coziilerek iki ¢ozelti karistirilmis ve ¢ozelti 100 mL’ye distile su ile

tamamlanmaistir.

3.1.4.2 Lugol cozeltisi

Lugol ¢dzeltisinin hazirlanmasinda 0,34 g iyot, 0,66 g potasyum iyodiir ve 10 g
sodyum Kkloriir distile su igerisinde ¢oziilerek ¢ozelti 100 mL’ye distile su ile

tamamlanmistir.

3.1.4.3 Safranin boya cozeltisi

Safranin boya ¢ozeltisinin hazirlanmasinda 0,25 g safranin 10 mL % 95 etanol
igerisinde, 10 g sodyum kloriir distile su igerisinde ¢oziilerek ¢ozeltiler karistirilmig

ve distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

3.1.4.4 Asetik asit ¢ozeltisi

Asetik asit ¢Ozeltisinin hazirlanmasinda 2 mL asetik asit tlizerine distile su ilave

edilerek ¢ozelti 100 mL’ye tamamlanarak % 2’lik asetik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir.

3.1.5 Tetra metil p-fenilen diamin dihidroklorid Cozeltisi

Oksidaz testinde kullanilmak {izere, 1 g tetra metil p-fenilen diamin dihidroklorid

100 mL distile su i¢erisinde ¢Oziilmiistiir.

3.1.6 Hidrojen Peroksit Cozeltisi

Katalaz testinde kullanilmak {izere 3 mL hidrojen peroksit 100 mL distile su

igerisinde ¢oziindiiriilerek % 3’°liik H,O, ¢ozeltisi hazirlanmastir.

19



3.1.7 1indol Testinde Kullanilan Kimyasal Cézeltiler ve Besiyerleri
3.1.7.1 Tripton iceren s1v1 besiyeri

Indol testi igin, kiiltiirlerin biiyiitiilmesinde kullanilan MAM JCM 168 besiyeri

icerigine % 1 oraninda tripton ilave edilmistir.
3.1.7.2 Kovaks ayraci

Kovaks ayracinin hazilanmasinda; 5 g p-dimetil aminobenzaldehit, 75 mL biitil alkol
icerisinde ¢oziiliip su banyosunda isitilmistir. Cozeltinin tlizerine 25 mL % 37°1lik

hidroklorik asit ilave edilerek kovaks ayiraci hazirlanmistir.

3.1.8 Nitrattan Gaz Olusumu ve Nitrattan Nitrit Olusumu Testinde Kullanilan
Besiyerleri

3.1.8.1 Potasyum nitrat i¢eren sivi besiyeri

Nitrattan nitrit olusumu ve nitrattan gaz olusumu testleri i¢in, kiiltiirlerin
biiyiitiilmesinde kullanilan MAM JCM 168 besiyeri icerigine % 1 oraninda potasyum

nitrat ilave edilmistir.
3.1.9 Nitrattan Nitrit Olusumu Testinde Kullanilan Cozeltiler
3.1.9.1 Tromsdorf ayraci

Tromsdorf ayracinin hazirlanmasinda; 20 mL c¢inko kloriir distile su ile 100 mL’ye
tamamlanmis ve kaynar haldeki 4 g nisasta iceren 150 mL distile su igerisine ilave
edilmistir. Cozelti saf su ile seyreltilip 2 g potasyum iyodiir ilave edilmis, ¢ozelti
hacmi distile su ile 1000 mL’ye tamamlanip filtre edilmis ve kullanim i¢in karanlik

ortamda muhafaza edilmistir.
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3.1.9.2 Alfa naftol cozeltisi

Alfa naftol ¢ozeltisinin hazirlanmasinda; 5 g alfa naftol, 100 mL % 95’lik etanol

igerisinde ¢oziindiiriilerek ¢ozelti hazirlanmstir.
3.1.10 Farkh Karbon Kaynaklari

Kiiltiirlerin farkli karbon kaynagi kullanimlarinin test edilmesinde besiyerine % 1
oraninda; D-galaktoz, laktoz, D-fruktoz, maltoz, mannitol, sukroz, trehaloz ve glikoz

ilave edilmistir.
3.1.11 Minimum Magnezyum Ihtiyaci

Izolatlarin gelisim gosterebilmek igin ihtiyag duydugu minimum magnezyum
miktarimin tespit edilmesinde % 0, % 0,05 ve % 0,1 MgS0O,4.7H,0 igeren besiyerleri

kullanilmuastir.
3.1.12 Kazein Hidrolizi

Kazein hidrolizi testinde besiyeri otoklavlandiktan sonra % 1 oraninda yagsiz siit
0,22 um siringa filtreden gecirilerek besiyerine ilave edilmistir. Besiyeri bilesimine

kazaminoasit dahil edilmemis ve maya 6ziitii miktar1 % 0,1’e diistiriilmiistiir.
3.1.121 Frazier ayraci

Kazein hidrolizi testinde zonlarin ayirt edilmesinde kullanilan Frazier ayracinin
hazirlanmasinda 15 g HgCl, 20 mL HCI igerisinde ¢6ziilmiis ve 100 mL distile su

ilave edilmistir.
3.1.13 Jelatin Hidrolizi

Jelatin hidrolizi testinde besiyeri bilesimine % 1 jelatin ilave edilmis, besiyeri
bilesimine kazaminoasit eklenmemis ve maya oziiti % 0,1 olacak sekilde ilave

edilmistir.
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3.1.14 Tween 80 Hidrolizi

Tween 80 hidrolizi testinde besiyerine % 1 oraninda Tween 80 ilave edilmistir.
Besiyeri bilesimine kazaminoasit dahil edilmemis ve maya oziiti % 0,1 olacak

sekilde ilave edilmistir.

3.1.15 Nisasta Hidrolizi

Nisasta hidrolizi testinde besiyeri icerigine % 1 oraninda nisasta ilave edilmis,
kazaminoasit kullanilmamis ve maya oOziitii miktar1 % 0,1 olacak sekilde ilave

edilmistir.

3.1.16 STE Tamponu

DNA izolasyonunda kullanilmak i{izere STE tamponunun hazirlanmasinda; 0,584 g
sodyum klortir, 0,121 g tris ve 0,029 g EDTA 90 mL steril ultra saf su icerisinde
¢oziilmiis, pH hidroklorik asit ile 8’e ayarlanip ¢6zelti hacmi steril ultra saf su ile 100

mL’ye tamamlanmistir.

3.1.17 TE Tamponu

DNA izolasyonunda kullanilmak iizere TE tamponunun hazirlanmasinda; 0,121 g tris
ve 0,029 g EDTA 90 mL steril ultra saf su igerisinde ¢oziilmiis, pH hidroklorik asit

ile 8’e ayarlanip ¢ozelti hacmi steril ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlanmuistir.

3.1.18 Tris Doyurulmus Fenol

DNA izolasyonunda kullanilmak iizere trisle doyurulmus fenol hazirlanmasinda,
kristal haldeki fenol 65 °C’lik su banyosunda c¢oziilmiistiir. Fenol iizerine esit
hacimde 0,5 M Tris-Cl pH 8 ilave edilerek 60 dk karigtirilmig ve 4 °C’de bir siire
bekletilerek ¢ozeltinin iki faza ayrilmas: saglanmustir. Ust faz uzaklastirildiktan sonra
ayni islem 0,1 M Tris-Cl ile pH degeri >7,8 olana kadar tekrarlanmis ve iist fazin %

90’1 uzaklastirilarak ¢ozelti 4 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.1.19 1X TBE Cozeltisi

10 mL 10X TBE c¢ozeltisi 100 mL’ye kadar distile su ile tamamlanarak hazirlanan

¢Ozelti agaroz jelin hazirlanmasinda kullanilmistir.

3.1.20 Agaroz Jel

Izole edilen DNA’larin saflik kontrolii i¢in % 1, PZR iiriinlerinin saflik kontrolii i¢in

% 1,8’lik agaroz jel ultra saf su icerisinde kaynatilarak ¢oziilmiistiir.

3.1.21 400X Syber Green Jel Boya Cozeltisi

40 pL 10 000 X Syber Green (Thermo Scientific) 1000 pL dimetil stilfoksit
igerisinde ¢oziilerek 400 X Syber Green jel boya ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan
boya 151k almayacak sekilde -20 °C’de saklanarak agaroz jel uygulamalarinda DNA

ve PZR {irlinlerinin UV lamba altinda goriiniir hale getirilmesinde kullanilmistir.

3.1.22 Glutardialdehid Cozeltisi

Izolatlarin elektron mikroskobu goriintiilemelerine hazir hale getirilmesinde
kullanilmak tizere % 25°lik glutardialdehid’den 8 mL alinarak 100 mL’ye distile su

ile tamamlanmis ve ¢ozelti % 2’lik hale getirilmistir.

3.1.23 PBS Cozeltisi

Izolatlarin yag asidi kompozisyonlarinin belirlenmesinde hiicre pelletlerinin
yikanmasinda kullanilan fosfat buffer salin ¢ozeltisinin hazirlanmasinda; 1,1 g
dipotasyum hidrojen fosfat, 0,32 g potasyum dihidrojen fosfat ve 8,5 g sodyum

kloriir 1 litre ultra saf su icerisinde ¢oziilerek pH 7,2 ye ayarlanmistir.

3.1.24 Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Calismada; otoklav (Jeiotech, ST- 50G), saf su cihazi (Human, Power2), elektroforez

giic kaynag1 (Biorad, Powerpack basic), jel goriintiileme cihazi (Biorad, Geldoc),
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thermalcycler (Biorad, T100), 1s1k mikroskobu (Leica), sogutmali santrifiij (Hermle,
Z326-K), 1siticili manyetik karistirict (Misung, MS-300HS), derin dondurucu
(Bosch), -86 °C derin dondurucu (WTW), inkiibator (Niive FN 120), sogutmali
inkiibator (Velp, FOCI120i), orbital ¢alkalayici (Biosan-PSU10i), hassas terazi
(Sartorius, CPA225D), mikropipetler (Isolab ve Brand), multiparametre Olcer
(WTW, Multi 9420), spektrofotometre (WTW, PhotoLab 7600), elektron
mikroskobu (FEI Quanta Feg 250), AFM (Bruker, Edge3), mikroplaka okuyucu
(Biotek, Epoch2), HPLC (Shimadzu, LC20 A-Prominence), LC-MS/MS (Shimadzu,
LC-MS- 8040), GC-MS (Shimadzu, QP-2010 Ultra) ve Au-Pd kaplama cihazi
(Cressington, Sputter Coater 108 Auto) kullanilmistir.

3.2  Yontem
3.2.1 Numunelerin Laboratuvara Tasinmasi

Numuneler aseptik kosullar altinda steril siseler igerisine alinmis ve kodlanarak

soguk zincirle laboratuvara ulagtirilmisgtir.
3.2.2 Numunelerin Zenginlestirilmesi ve Arkelerin izolasyonu

Tuz numuneleri 10 g olacak sekilde tartilarak steril % 10 NaCl ¢ozeltisinde birkag
saat 37 °C’de 150 rpm’de inkiibe edilmistir. Zenginlestirme saglanan numunelerden
diliisyonlar hazirlanmis ve her birinden 6nceden hazirlanmis MAM JCM 168 kati
besiyerlerine 100 uL ekim yapilmistir. Petriler nem kaybinin sebep oldugu tuz
kristallenmelerini Onlemek icin agzi kilitli posetlerde 37 °C’de inkiibasyona
birakilmigtir. 7-10 giin sonunda iireyen farkli renk ve morfolojik goriintiiye sahip
olan kolonilerden yine MAM JCM 168 kat1 besiyerine pasaj yapilmis ve inkiibasyon
sonunda kodlanan izolatlarin bulundugu petriler sonraki caligsmalarda kullanilmak

tizere +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.3 Biyokimyasal Testler

3.2.3.1 Gram boyama

660 nm’de yaklasik 1 absorbans degerine sahip kiiltiirlerden lam {izerine ince bir
tabaka halinde siiriilmiis ve havada kurutulan preparatlar % 2 asetik asitle 5 dk
muamele edilmistir. Siire sonunda yikamadan havada kurutulan preparatlar 3 dk
kristal viyole ¢ozeltisiyle boyanmis ve siire sonunda % 10 NaCl ile yikanmistir.
Yikanan preparatlar 1 dk boyunca lugol ¢o6zeltisinde muamele edilmis ve siire
sonunda % 10 NaCl ile yikanan preparatlar 6 saniye boyunca % 95’lik etanolde
tutulmustur. Son asama olarak safranin ¢ozeltisinde 30 saniye boyanan preparatlar
yikanmig, havada kurutulmus ve 151k mikroskobunda (Leica) incelenmeye hazir hale

getirilmistir (Dussault, 1955).

3.2.3.2 Oksidaz testi

7 glin boyunca MAM JCM 168 agar besiyerinde 37 °C’de inkiibe edilen taze
kiiltiirler % 1’lik Tetrametil p-fenilen diamin dihidroklorid emdirilen filtre kagidina
0ze ile siiriilmiig, 10-30 saniyelik reaksiyonda mavi renk olusturan 6rnekler oksidaz
pozitif, 30-60 saniyede mavi renk olusturan drnekler zayif oksidaz pozitif, 60 saniye
sonrasinda mavi renk olusturanlar ya da renk degisimi olmayan orneklerse oksidaz

negatif olarak belirlenmistir (Oren vd., 1997).

3.2.3.3 Katalaz testi

7 giin boyunca MAM JCM 168 agar besiyerinde 37 °C’de inkiibe edilen taze
kiiltiirlerden 06ze ile alinarak lam yiizeyine siirlilmiis ve iizerine % 3’likk
hidrojenperoksit ¢ozeltisi damlatilmistir. Gaz ¢ikist gozlenen orneklere ait izolatlar
katalaz pozitif, gaz ¢ikisi gézlenmeyen Orneklere ait izolatlar katalaz negatif olarak

belirlenmistir (Oren vd., 1997).
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3.2.3.4indol testi

Izolatlar % 1 tripton iceren MAM JCM 168 siv1 besiyerine ekilerek 7 giin boyunca
37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiiplerin iizerine 0,5
mL Kovaks ayraci ilave edilmis ve tiipiin iist kisminda kirmizi halka olusan tiiplere
ait izolatlar indol pozitif, renk degisimi olmayan tiiplere ait izolatlar ise indol negatif

olarak belirlenmistir (Oren vd., 1997).

3.2.3.5 Nitrattan gaz olusturma testi

Izolatlar % 1’lik KNOs iceren ve igine durham tiipleri atilan MAM JCM 168 sivi
besiyerinde 37 °C’de 7 giin boyunca inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda
durham tiiplerinde gaz kabarcigi olusumu gosteren tiiplere ait izolatlarin nitrattan gaz

olusturma 6zelliginin pozitif oldugu belirlenmistir (Oren vd., 1997).

3.2.3.6 Nitrattan nitrit olusturma testi

izolatlar % 1°’lik KNO;3 iceren MAM JCM 168 siv1 besiyerinde 37 °C’de 7 giin
boyunca inkiibe edilmis ve 7. giin tiiplerden 1 mL 6rnek alinarak {izerlerine 3 damla
Tromsdorf ayract ve 3 kisim siilfiirik asit ile 1 kisim su igceren 1 damla siilfiirik asit
¢ozeltisi eklenmistir. Koyu mavi- siyah renk olusturan 6rneklere ait izolatlar nitrit
pozitif olarak degerlendirilmis, nitrit negatif olan tiiplere 1 damla a-naftol ve 2 damla
konsantre siilfiirik asit damlatilmigtir. Reaksiyon sonucunda koyu mavi-siyah renk

olusturan Orneklere ait izolatlar nitrat pozitif olarak belirlenmistir (Oren vd., 1997).
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3.2.4 1lzolatlarin Optimum Biiyiime Kosullarinin Belirlenmesi
3.2.4.11zolatlarin pH toleranslarinin belirlenmesi

pH degerleri 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ve 11 olarak ayarlanan MAM JCM 168 agar
besiyerlerine inokiile edilen izolatlar 37 °C’de 7 giin inkiibe edilmis ve inkiibasyon
stiresi sonunda izolatlarin farkli pH’a sahip besiyerlerinde iireme durumlari

degerlendirilmistir.
3.2.4.2 izolatlarin NaCl toleranslariin belirlenmesi

% 0, % 1, % 3, % 5, % 10, % 15, % 20, % 25 NaCl iceren pH degeri 7,2’ye
ayarlanmis olan MAM JCM 168 agar besiyerine inokiile edilen izolatlar 10 giin 37
°C’de inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda izolatlarin farkli tuz

konsantrasyonlarina sahip petrilerdeki biiylime durumlar1 degerlendirilmistir.
3.2.4.3 Izolatlarin sicaklik toleranslariin belirlenmesi

MAM JCM 168 agar besiyerine inokiile edilen izolatlar 4, 10, 20, 25, 40, 50 ve 55 °C
inkiibasyon sicakliklarinda 10 giin siireyle inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresi
sonunda izolatlarin farkli sicaklik kosullar1 altindaki iireme durumlan

degerlendirilmistir.

3.2.4.41zolatlarin iireyebildigi en diisiik maya oziiti konsantrasyonunun

belirlenmesi

% 0, % 0,01 ve % 0,1 g maya oziitii iceren MAM JCM 168 agar besiyerinde 37
°C’de 7 giin boyunca inkiibe edilen izolatlarin inkiibasyon siiresi sonunda farkli maya

konsantrasyonlarindaki tireme durumlar1 degerlendirilmistir (Oren vd., 1997).
3.2.4.5 izolatlarin minimum magnezyum ihtiyacinin belirlenmesi

Izolatlarin ihtiyag duydugu minimum magnezyum miktarlarinin belirlenmesinde

izolatlar % 0; % 0,05 ve % 0,1 MgS0O,.7H,0 igeren besiyerlerine pasaj yapilmis ve
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37 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Siire sonunda izolatlarin gelisim gosterdikleri

petriler tespit edilerek tiirlere ait minimum magnezyum ihtiyaglar1 saptanmistir.

3.2.5 1lzolatlarin karbon kaynagi kullaniminin belirlenmesi

% 1 oraninda D-galaktoz, laktoz, D-fruktoz, maltoz, mannitol, sukroz, trehaloz ve
glikoz karbonhidratlar1 ilave edilmis MAM JCM 168 agarli besiyeri igeren petriler
37 °C’de 7 giinliik inkiibasyon sonunda izolatlarin iireme durumlarina gére karbon

kaynagi kullanimlar1 degerlendirilmistir (Oren vd., 1997).
3.2.6 lizolatlarin antibiyotik duyarlihklarmn belirlenmesi

MAM JCM 168 sivi besiyerinde 37 °C’de 160 rpm’de 7 giin inkiibe edilmis taze
kiiltirlerden agar besiyerine 100 pL diliisyon plak yontemiyle inokiile edilmis ve her
petriye 2 farkli antibiyotik disk belirli araliklarla yerlestirilmistir. 7 giin 37 °C’de
inkiibasyon sonunda antibiyotik diskler etrafinda zon olusumlar1 dikkate alinarak

izolatlarin antibiyotik duyarlilik ve direnglilik 6zellikleri tespit edilmistir (Oren vd.,
1997).

3.2.7 Kazein hidrolizi testi

Izolatlarin sahip oldugu kazeinaz enziminin test edilmesinde % 1 yagsiz siit igeren
besiyerlerine pasaj yapilmis ve 37 °C’de 7 giin inkiibasyona birakilmigtir. Siire
sonunda kolonilerin etrafinda gozlenen proteoliz zonu pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Oren vd., 1997).
3.2.8 Jelatin hidrolizi testi

[zolatlarin sahip oldugu jelatinaz enzimlerinin test edilmesinde % 1 jelatin iceren
besiyerlerine pasaj yapilmis ve 37 °C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda agar yiizeyini ortecek sekilde Frazier ayraci dokiilmiis ve

koloniler etrafinda zon olusumu pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir (Frazier,

1926).
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3.2.9 Nisasta hidrolizi testi

izolatlarin sahip oldugu amilaz enziminin test edilmesinde % 1 nisasta ilave edilen
besiyerlerine pasaj yapilmis ve 37 °C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda agar yiizeyini ortecek kadar lugol ¢dzeltisi dokiilmiis ve zon

olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Prescott vd., 2005) .
3.2.10 Tween 80 hidrolizi testi

Izolatlarin sahip oldugu esteraz enziminin test edilmesinde % 1 Tween 80 ilave
edilmis besiyerlerine pasaj yapilmis ve 37 °C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda koloni etrafinda gbzlenen zonlar pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Oren vd., 1997).

3.2.11 Yag Asidi Metil Esterlestirme (FAME) Analizleri

Izolatlarin sahip oldugu yag asidi kompozisyonlarinin belirlenmesi icin 50 mL sivi
besiyeri i¢eren 250 mL erlenlere inokiile edilen izolatlar 37 °C’de 7 giin inkiibasyona
tabi tutulduktan sonra 50 mL kiiltiir siv1 azotla sogutulmustur. 20 000 rpm’de 15 dk
santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirilmis, hiicre pelleti PBS ile yikanmigtir. 2
000 rpm’de santrifiij yapildiktan sonra PBS uzaklastirilmis ve hiicre pelletinin
tizerine pelletin 3 kati kadar metanol ilave edilerek ultrasonik banyoda hiicrelerin
parcalanmasi saglanmig ve lizerine metanol miktar1 kadar kloroform ilave edilmistir.
4 °C’de 45 dk boyunca yavas¢a karistirilan 6rnekler 2 000 rpm devirde santrifiij
edildikten sonra siipernatant amber siseye aktarilmistir. Hiicre pelleti tekrar metanol-
kloroform ile muamele edilmis ve Onceki ekstraksiyon islemi tekrarlanmistir.
Santrifiij sonrasinda elde edilen ikinci ekstrakt da ilkiyle birlestirilmis ve lizerlerine
soguk aseton ilave edilerek protein ¢okelmesi icin drnekler -86 °C derin dondurucuda
1 gece bekletilmistir. Cokelen proteinleri uzaklastirmak i¢in 6rnekler 2 000 rpm’de
santrifiij edilmis ve siipernatant alinarak azot altinda kurutulup sonraki islemlerde

kullanilana kadar -86 °C derin dondurucuda saklanmistir (Hamerly vd., 2015).

Izolatlara ait ekstraktlarin yag asidi kompozisyonlarinin belirlenebilmesi igin yag

asidi metil esterlestirme (FAME) metodu kullanilmistir. Bu metoda gore
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ekstraktlarin {izerine esterlestirmeyi kolaylastirmak igin 400 uL. BF3-metanol ilave
edilmis ve karisim 60 °C’de 15 dk bekletilmistir. Karisimin {izerine reaksiyonu
durdurmak i¢in sirasiyla 200 pL ultra saf su, 200 pL doymus NaCl ¢ozeltisi ve 500
uL hekzan ilave edilmistir. Karisim vortekslendikten sonra 15 dk dinlendirilmis ve
hekzanli iist faz bagka bir tiipe alinmistir. Alt faza 500 pL hekzan ilave edilmis tekrar
bir siire bekletilerek hekzanl iist faz daha oncekiyle birlestirilmis ve azot altinda
kurutulduktan sonra 100 pL hekzan ilave edilerek gaz kromatografisi kiitle

spektrometrisi cihazinda izolatlara ait yag asidi kompozisyonlar1 tespit edilmistir

(Hamerly vd., 2015).

Sekil 3.2 Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (Shimadzu, QP- 2010 Ultra)

Izolatlara ait yag asidi kompozisyonlarinin belirlenmesinde Shimadzu GCMS QP
2010 ULTRA cihaz1 kullanilmis olup cihazda tasiyici gaz olarak helyum gazi ve
kolon olarak RTX-2330 kapiler kolon (60 m; 0,25 mm; 0,20 um) kullanilmstir.
Kolon firin1 sicaklign 100 °C, enjeksiyon sicakligi 250 °C, arayiiz sicakligi 250 °C,
iyon kaynagi sicakligi 200 °C, basing 90 kPa, enjeksiyon hacmi ise 2 pL olarak
verilmistir. Firin sicaklik programi: 100 “C’de 5 dk, 100 °C’den 240 °C’ye 4 *C/dk
artisla, 240 °C’de 15 dk olarak kurulmustur. Analiz kantitatif olarak gerceklestirilmis
ve referans madde olarak USP FAME mix standardi kullanilmustir.
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3.2.12 DNA izolasyonu

MAM JCM 168 agar besiyerinde iiretilen suslardan 6ze ile 1 mL STE tamponu
igerisine alinarak vortekslenmis ve homojenize edilmistir. Hiicre siispansiyonu 8 000
rpm’de 2 dk santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastiritlmistir. Hiicre pelleti 400 pl
STE ile iki kez ayn1 yontemle yikanmis, son siipernatant da uzaklastirildiktan sonra
hiicre pelleti 200 pL. TE tamponu ile tekrar slispanse edilmis ve 100 pL tris ile
doyurulmus fenol ilave edilerek vortekslenmistir. 13 000 rpm devirde 5 dk 4 °C’de
santrifiij edilen siispansiyon iki faza ayrilmis ve list fazdan 160 pL yeni bir tiipe
aktarilmustir. Uzerine 40 pL TE tamponu ve 100 pL kloroform eklenerek 13 000 rpm
devirde 5 dk 4 °C’de santrifiij edilmis ve kloroformla ekstraksiyon iglemi lizatin
rengi acilana kadar devam etmistir. Ust fazdan 160 uL yeni bir tiipe alinmis {izerine
40 uL TE tamponu ve 5 pL RNaz enzimi (10 mg/mL) ilave edilmis ve 37 °C’de 10
dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplere 100 pL kloroform ilave edilmis ve
13 000 rpm’de 5 dk 4 °C’de santrifiij edilerek saf DNA igeren iist faz temiz bir tiipe
alinmistir ve sonraki c¢aligmalarda kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmistir
(Neumann vd., 1992). DNA safliklar1 % 1°lik agaroz jel elektroforezinde 80 V, 100
mA’de 60 dk yirtiilerek kontrol edilmistir.

3.2.13 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu kurulumunda izolatlarin bakteri ve arke ayriminin tespit
edilmesi i¢in tiim izolatlar iki farkli primer grubuyla reaksiyona sokulmustur. Arkeal
tiirlerin 16S gen bolgelerinin amplifikasyonunu saglamada ileri primer olarak Arc7f
5>-TTCYGGTTGATCCYGCC-3°, geri  primer olarak  Arcl1384r>  5°-
CGGTGTGTGCAAGGAGCA-3’; Bakteriyal tilirlerin 16S gen bdlgelerinin
amplifikasyonunu  saglamada  ileri  primer  olarak  Bac  8f 5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3°, geri primer olarak Bac 1493r° 5’-
ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3" kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyon
protokolii Tablo 3.3’de verilmistir. Reaksiyon DNAz ve RNAz i¢cermeyen steril 0,2
uL’lik tiiplere hazirlanmig ve reaksiyon son hacmi steril ultra saf su ile 50 uL’ye
tamamlanmistir. Reaksiyonda, Ampliqon marka Taq DNA Polymerase 2x Master

Mix RED karistimi kullanilmistir. BIORAD T100 PZR (Termal dongii) cihazina
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yerlestirilen tiipler i¢in uygulanan sicaklik degeri, dongii sayist ve siirelerini gosteren
gradient protokolii Tablo 3.3°de verilmistir. Reaksiyon sonrasinda 5 pL. PZR iiriinii
% 1,8’lik agaroz iceren jelde 80 V, 100 mA’de 60 dk yiiriitiilmiis ve bantlar
BIORAD Gel-Doc jel goriintiileme sisteminde kontrol edilmistir.

Sekil 3.3 Termal dongii cihazi (BIORAD, T100), elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi
(BIORAD, Powerpack basic)

Sekil 3.4 Jel goriintileme sistemi (BIORAD, Gel-Doc)
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Tablo 3.3 Polimeraz zincir reaksiyonu protokolii

Reaksiyon icerigi Ik Reaksiyondaki Son
Konsantrasyon Hacim Konsantrasyon

TanNA'polymerase 2X o 25 UL 1X

master mix

fleri primer 1 uM 2,5uL 0,05 uM

Geri primer 1 uM 2,5 uL 0,05 uM

DNA - 2,5ulL -

Steril ultra saf su - 17,5 uL -

Toplam reaksiyon hacmi - 50 uL -
Termal dongii protokolii

Sicakhik Siire Dongii Sayisi

98 °C 3dk 1

98 °C 10 sn 30

61 °C 30 sn 30

72 °C 30 sn 30

72 °C 5dk 1

4°C - 0

3.2.14 Tiirlerin Taramah Elektron Mikroskobu ve Atomik Kuvvet Mikroskobu

Goriintiilemelerine Hazirlanmasi

7 giin boyunca 37 °C’de inkiibe edilmis taze kiiltiirler agar yiizeyinden alinarak lamel
ylizeyine ince bir tabaka halinde siiriilmiis ve havada kurumasi beklendikten sonra %
2’lik glutardialdehit ¢ozeltisi icerisinde bir gece boyunca muamele edilmistir. Cozelti
igerisinden g¢ikartilip havada kurumaya birakilan preparatlar suyun tamamen
uzaklastirilmasi i¢in % 30, % 50, % 70 ve % 90’lik aseton serisinde sira ile 10 dk, %
100’liik aseton icerisinde 30 dk takip islemine tabi tutulmus ve sonra tekrar havada
kurumaya birakilmigtir (Braganca & Furtado, 2009). Preparatlar Cressington Sputter
Coater Au-Pd kaplama cihazina yerlestirilmis ve 40 mA 60 saniye kaplanarak iletken
hale getirildikten sonra beklemeden FEI Quanta FEG 250 SEM cihazina
yerlestirilerek goriintiilenmistir. Ayn1 preparatlar AFM goriintiilemeleri i¢in Bruker

Edge3 AFM cihazinda kullanilmistir.
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Sekil 3.5 Taramali elektron mikroskobu (FEI, Quanta FEG 250)

Sekil 3.6 Au-Pd kaplama cihazi (Cressington sputter coater, 108 Auto)
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3.2.15 Biiyiime Egrisinin Olusturulmasi

Izolatlara ait biiyiime grafiklerinin olusturulmasinda, 50 mL MAM JCM 168 sivi
besiyeri iceren 250 mL’lik erlenmayerlere inokiile edilen izolatlar 37 °C’de 150
rpm’de inkiibe edilmis ve giinliik olarak 1 mL alinarak 10 000 rpm devirde 10 dk 4
°C’de santrifiij edilerek siipernatantlar uzaklastirilmistir. Hiicre pelletleri {izerine 2
mL % 20 NaCl ilave edilmis ve vorteks cihazinda c¢alkalanarak UV-VIS

spektrofotometrede 660 nm’de absorbans okumasi yapilmuistir.
3.2.16 lzolatlara Ait Karotenoidlerin Ekstraksiyonu

Haloarke tiirlerinden karotenoid ekstraksiyonunda Squillaci vd. (2017)’nin metodu
modifiye edilerek kullanilmistir. En yiiksek biyokiitle miktarin elde edilmesi ve
potansiyel hiicre lizizi nedeniyle pigment kaybinin engellenmesi igin hiicreler
duragan fazin basinda toplanmistir. Kiiltiirler 9 000 rpm’de 60 dk 4 °C’de santrifiij
edilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicre pelletleri PBS ile yikanmig ve 2 g yas
numune iizerine 4 mL % 0,5 BHT igeren metanol ilave edilerek 9 000 rpm devirde
60 dk 4 °C’de santriflij edilmistir. Elde edilen pembe renkli ekstrakt amber tiipte
muhafaza edilmistir. Ekstraktlar plakalara yiiklenmis ve mikroplaka okuyucuda 490

nm’de absorbans okumasi1 yapilmistir.

3.2.17 Total karotenoid miktarlarinin hesaplanmasi

Tiirlere ait total karotenoid miktarlari soniim katsayis1 (A2}, ; extinction coefficient)

metoduyla hesaplanmustir.

_ Axyx10°

AP x100

(3.1)

Denklemde x, mikrogram cinsinden total karotenoid miktarini; A, 490 nm’deki
absorbans degerini; y, mililitre cinsinden solusyon miktarii temsil etmektedir. A%L,
degeri, belli bir dalga boyunda belli bir solventin %1°lik konsantrasyonunun 1 cm’lik

kuartz kiivette spektrum Olglimiindeki soniimiinii ifade etmektedir. Toplam
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karotenoid miktarinin tespitinde A;/"Clm degeri olarak 2 500 kullanilmistir (Britton,

1985)

3.2.18 Karotenoid iceriklerinin ince tabaka kromatografisi ile belirlenmesi

Halofilik arkeal karotenoidlerin ince tabaka kromatografisiyle ayriminin
gerceklestirilmesi i¢in 0,5 mm 20x20 cm silika jel plakalar kullanilmistir. Plakalara
yiiklenen 6rnekler 93:7 (kloroform: metanol) mobil faz1 ile yiiriitiilmiis ve elde edilen

spotlar kazinarak % 0,25 BHT iceren metanolde ekstrakte edilerek geri kazanilmigtir.

3.2.19 Karotenoid iceriklerinin UV-VIS  spektrofotometrik  yontemle

belirlenmesi

Tiirlerden ekstrakte edilen karotenoidler ve ince tabaka kromatografisiyle ayrilan ve
geri kazanimi gergeklestirilen spotlarin mikroplaka okuyucuda 300-600 nm dalga
boyu araliginda spektrum taramasi yapilarak kontrolleri gerceklestirilmistir.
Karotenoidlerden elde edilen spektrumlarin analizinde spektral ince yapist (%lIII/ 11)
ve cis pik intensitileri (%Ag/A) oransal hesaplamalari kullanilmis ve elde edilen

degerler literatlirdeki verilerle karsilastiriimistir.

Spektral ince yap1 ve cis pik intensite hesaplamalart maksimum dalga boyu degerleri
baz alinarak yapilir. %III/ 1T degeri, en yiiksek dalga boyu absorbsiyon piki (111) ile
orta absorbsiyon pikinin (II), bu iki pik arasindaki minimum noktanin baslangi¢
noktasi olarak alinarak birbirine oranlanmasi ve 100 ile carpilmasi ile elde edilen

degerdir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 Spektral ince yapinin elemanlarini gosteren spektrum ornegi

%Ag/A degeri, en yiiksek cis pikinin sahip oldugu absorbsiyon degerinin (Ag) orta
absorbsiyon piki degerine (A))) oranlanmasi ve sonucun 100 ile ¢arpilmasi ile elde

edilen degerdir (Britton, 1995) (Sekil 3.9).

Afg Ay

&

Sekil 3.9 Cis pik intensite hesaplamasini gosteren spektrum 6rnegi

3.2.20 Karotenoid i¢eriklerinin HPLC ile belirlenmesi

Her bir spotun sivi kromatografisi yontemiyle analizi Shimadzu LC-20A Prominence
HPLC cihazinda gerceklestirilmistir. Analizde piklerin tespitinde PDA dedektor
kullanilmis olup, piklerin ayrilmast Agilent C18 (5 pum; 4,6 x 150 mm) kolon ile

gerceklestirilmistir. Bilesenlerin kolon boyunca ilerlemesinde 1:9 (su:metanol) (A)
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ve 1:9 (etil asetat:metanol) (B) mobil fazlar1 kullanilmis olup uygulanan gradient
metot Tablo 3.4’de verilmistir.

Sekil 3.10 Yiiksek basingli sivi kromatografisi (Shimadzu, LC 20A Prominence)

Tablo 3.4 HPLC analizinde kullanilan gradient metot

Dk Mobil Faz A (%100) Mobil Faz B (%0100)
0,01' 100 0

45' 0 100

55' 0 100

60’ 100 0

3.2.21 Karotenoid i¢eriklerinin LC-MS/MS ile belirlenmesi

Spotlara ait kiitle spektrumlarinin belirlenmesinde Shimadzu 8040 LC-MS/MS cihazi
kullanilmigtir. Analizde kiitle taramalar1 1:9 (su:metanol) (A) ve 1:9 (etil
asetat:metanol) (B) mobil fazlari kullanilmig olup analiz siliresi 1 dk olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.11 Sivi kromotografisi kiitle-kiitle spektrometresi (Shimadzu, LC-MS 8040)

3.2.22 Karotenoidlerin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

Karotenoidlerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde DPPH radikal siipilirme
aktivitesi metodu kullanilmistir. 50 mL sivi besiyerinde 7 giin boyunca 37 °C’de
inkiibe edilen kiiltiirler 9 000 rpm’de 60 dk 4 °C’de santrifiij edilip siipernatant
uzaklagtirnllmigtir. Peletler PBS ile yikanmis ve santriflij edildikten sonra Azot gazi
altinda kurutulmustur. Karotenoid ekstraktlarindan seyreltmeler olusturulmus ve 150
pnL ornek giinliik taze olarak hazirlanan 1 350 pL 60 uM DPPH c¢ozeltisi ile
karistirlmistir. Ornekler mikroplaka kuyucuklarina yiiklenmis ve 30 dk sonunda
metanol koriine karst 580 nm’de absorbans okumasi yapilmistir. Ayrica 150 pL
metanol ile 1 350 uL DPPH ¢ozeltisi de karistirilarak kuyulara yiiklenmis ve
asagidaki formiil kullanilarak orneklere ait DPPH radikal siiplirme aktivitesi yilizde

olarak hesaplanmistir (Jimenez-Escrig vd., 2000).

Ornek Absorbans (nm)

RSA (%) = (1- ) x 100 (3.2)

Negatif Kontrol Absorbans (nm)

Sekil 3.12 Mikro plaka okuyucu (BioTek, Epoch2)
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4. BULGULAR

4.1  Arkelerin Izolasyonu ve Identifikasyonu
4.1.1 Arkelerin izolasyonu

Halofilik arke izolatlarinin elde edilmesi i¢in Tuz Goli’niin ii¢ istasyonundan alinan
tuz ve tuzlu su Ornekleri kullanilmistir. Tuz Goli’niin  Eskil (Aksaray),
Sereflikochisar (Ankara) ve Tuzyaka (Konya)’ya olan sinirlarindan alinan tuz ve
tuzlu su Orneklerinden yapilan inokiilasyonlarda morfolojik 0&zellikleri farklh

koloniler dikkate alinarak se¢ilen izolatlarla ¢alisma siirdiiriilmiistiir.
4.1.2 Tizolatlarm Gram Boyama Sonuclar1

Yapilan Gram boyama sonuglarina gore izolatlarin tamaminin Gram negatif

boyandig1 tespit edilmistir.

4.1.3 1lzolatlarin Fenotipik, Biyokimyasal Karakteristikleri ve Biiyiime

Gereksinimleri

Yapilan biyokimyasal testlere gore izolatlarin sahip oldugu fenotipik karakteristikleri
ile biiylime gereksinim testlerinin sonuglarim1 gosteren bilgiler Tablo 4.1°de

verilmistir.
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Tablo 4.1 Biyokimyasal test sonuglari

ES1 EST1 EKT3 TG1 TG2 TG3 SS1
Koloni rengi Kirmizi Koyu Pembe Kirmizi Koyu Pembe Kirmizi Kirmizi Koyu Pembe
Hiicre boyutu (nm) 830 960 1067 1169 998 890 1249
Gram boyama - - - - - - -
NaCl toleransi (%) 10-30 10-30 15-30 15-30 15-30 10-30 15-30
pH toleransi 6-8 6-8 6-7 6-8 6-7 6-7 6-8
Sicaklik toleransi (°C) 30-50 30-50 30-50 25-50 30-50 30-50 25-50
Minimum Maya 1htiy301 0,01 0,1 0,1 0,01 0,1 0,1 0,1
Minimum Mg Ihtiyaci % 0,05 % 0,05 % 0,05 % 0,05 % 0,05 % 0,05 % 0,05
Oksidaz + - - - + - +
Katalaz - - - + + + -
Indol - - - - + +
Nitrattan Gaz + - - + - - -
Nitrattan Nitrit + - + + - - +
Nitrat + + + + + + +
Glikoz + + + + + + +
Laktoz + + Z Z Z Z Z
Maltoz + Z + + Z Z +
Fruktoz + Z + + Z Z +
Mannitol + + + + Z Z +
Trehaloz + + + + Z Z +
Galaktoz + 4 + + Z Z +
Sakkaroz + + + + + + +
Jelatin Hidrolizi - - + + + + +
Nisasta Hidrolizi - - - + - - -
Kazein Hidrolizi - + + - - + +
Tween 80 Hidrolizi - - + + - - +

ES1: Halorubrum lipolyticum JCM 13559, EST1: Halorubrum sodomense JCM 8880, EKT3: Halorubrum californiense FV_22B20, TG1: Haloarcula salaria HST01-2R, TG2: Halorubrum chaoviator DSM

19316, TG3: Haloterrigena thermotolerans PR5, SS1: Haloarcula japonica JCM 7785, Z: Zayif iireme
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Sekil 4.2 TG3 ve SS1 kodlu izolatlara ait indol testi goriintiisii
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Sekil 4.3 ES1 ve EST1 izolatlarina ait nitrattan nitrit olugturma test goriintiileri

4.1.3.1 izolatlarn antibiyotik duyarhiliklar:

Calismada kullanilan tiim izolatlarin novobiyosin ve basitrasin antibiyotiklerine
duyarli, kullanilan diger antibiyotiklere karsi direngli olduklari saptanmistir.
Izolatlarin antibiyotiklere kars1 olusturduklari zon caplar1 (mm) Tablo 4.2°de

verilmistir.

Tablo 4.2 izolatlarin antibiyotiklere karst olusturduklar1 zon gaplari (mm)
ES1 EST1 EKT3 TG1 TG2 TG3 SS1

A 10 D D D D D D D
B 10 34 35 20 50 25 50 33
E 15 D D D D D D D
NV 30 55 50 40 50 50 55 53
P10 D D D D D D D
S10 D D D D D D D
T30 D D D D D D D
C 30 D D D D D D D
VAN 30 D D D D D D D
CTX 30 D D D D D D D

Zon gap1 hesaplamalart zon ve diskler birlikte 6lgiilerek yapilmistir. D, antibiyotiklere kars1 direngliligi temsil etmektedir.
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Sekil 4.4 EKT3 izolatina ait B 10 ve NV 30 test sonuglari

4.1.4 1lzolatlarin Filogenetik Identifikasyonu

Izolatlarn DNA izolasyonu ve polimeraz zincir reaksiyonuyla 16S rDNA
bolgelerinin ¢ogaltilmasimnin ardindan 6zel bir firmadan hizmet alimiyla PZR
iirlinlerinin dizi analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen kromatogramlar Chromas
isimli programda kontrol edilmis ve Bioedit isimli programda ileri ve geri okumalar
hizalanarak gen dizisinin son hali elde edilmistir. NCBI (National Center for
Biotechnology Information) internet sitesinin “Nucleotide Blast” boliimiinde
rRNA/ITS-16S ribozomal RNA dizileri veritabani kullanilarak tiirlerin benzerlik
oranlar1 saptanmustir. {zolatlara ait 16S gen dizilerinin benzerlik gosterdikleri tiirler

ve benzerlik oranlar1 Tablo 4.3’de verilmistir.

44



Tablo 4.3 izolatlarin NCBI veribankasina gore tiirlere benzerlik oranlari

Tiir fsmi Benzerlik Erisim
Oram Numarasi
ES1 Halorubrum lipolyticum JCM 13559 %98 NR_113480.1
EST1 Halorubrum sodomense JCM 8880 %99 NR_113485.1
EKT3  Halorubrum californiense FV_22B20 %98 NR_113471.1
TG1 Haloarcula salaria HST01-2R %99 NR_116667.1
TG2 Halorubrum chaoviator DSM 19316 %99 NR_113472.1
TG3 Haloterrigena thermotolerans PR5 %99,5 NR_028173.1
SS1 Haloarcula japonica JCM 7785 %99 NR_116082.1

551
[i— NR 116082.1 Haloarcula japonica strain JCM7785
TG1

NR 116667.1 Halorcula salaria strain HST01-2R

NE. 1134311 Halococcus dombrowskii strain JCM 12289
NE. 112835.1 Natrinema pallidum strain JCM 8980

[ TG3

NE 028173.1 Haloterrigena thermotolerans strain PR3
——ES1
— WR 113485 1 Halarubrieon lipalyticum strain JCM 13559
NR 113485.1 Halorubrum sodomense strain JCM 8880
NR 113472.1 Halorubrum chaoviator strain DSM 19316
NE. 1134711 Halorubrum californiense strain JCM 14715
TG2
EKT3

0020

Sekil 4.5 izolatlar ve benzerlik gosterdikleri tiirlere ait filogenetik agag
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4.1.5 Tiirlere Ait Elektron Mikrograflar:

Suslarin taramali elektron mikroskobunda (SEM) ¢ekilen goriintiileri Sekil 4.6, 4.7,
4.8, 4.9, 410, 4.11, 4.12°de verilmistir. Elektron mikrograflar tiirlerin morfolojik
karakteristiklerini ayrintili olarak gostermektedir. Buna gére Halorubrum lipolyticum
JCM 13559, Halorubrum sodomense JCM 8880, Halorubrum californiense FV
22B20, Haloarcula salaria HSTO1 2R ve Halorubrum chaoviator DSM 19316
tirlerinin kok bigimli, Haloterrigena thermotolerans PR5’mn oval, Haloarcula

japonica JCM 7785’ nin ise trigon benzeri bigimli oldugu gézlemlenmistir.

Sekil 4.7 Halorubrum sodomense JCM 8880’¢ ait elektron mikrograflar
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Sekil 4.10 Halorubrum chaoviator DSM 19316’ya ait elektron mikrograflari
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Sekil 4.12 Haloarcula japonica JCM 7785’¢ ait elektron mikrograflari

4.1.6 Tiirlere Ait Atomik Kuvvet Mikrograflar:

Suslarin atomik kuvvet mikroskobunda (AFM) ¢ekilen goriintiileri Sekil 4.13, 4.14,
4.15, 4.16, 4.17, 4.18, 4.19°da verilmistir.

Sekil 4.13 Halorubrum lipolyticum JCM 13559’a ait AFM mikrografi
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17,1 nm
36,5 Am

Sekil 4.14 Halorubrum sodomense JCM 8880’ye ait AFM mikrografi

588,.6 nm
88,3 Am

10 um

Sekil 4.15 Halorubrum californiense FV-22B20’ye ait AFM mikrografi

19,7 nm
130,6 Tm

10 um

Sekil 4.16 Haloarcula salaria HSTO1-2R’ya ait AFM mikrografi
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Sekil 4.18 Haloterrigena thermotolerans PR5’a ait AFM mikrografi

225,2 rm
-1.9 Wm

Sekil 4.19 Haloarcula japonica JCM 7785’ya ait AFM mikrografi
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4.1.7 Tiirlere Ait FAME Analizleri

Tablo 4.4 izolatlara ait FAME analiz sonuglar1 (ppm)

Yag H_aloru_brum Halorubrum Ha_loruprum Haloar(_:ula Haloru_brum Haloterrigena H_aloarf:ula
Asidi lipolyticum sodomense  californiense salaria chaoviator ~ thermotolerans japonica
JCM 13559  JCM 8880 FV22B20 HST01-2R  DSM 19316 PR5 JCM 7785

Oktanoik asit C8:0 0,647 0,71 0,552 0,664 0,62 0,735 0,692
Dekanoik asit C10:0 1,49 1,331 1,156 1,483 1,31 1,595 1,482
Dodekanoik asit C12:0 1,997 1,786 1,485 1,923 1,662 2,053 1,847
Tridekonoik asit C13:0 1,551 1,356 1,331 1,35 1,45 1,362 1,371
Tetradekanoik asit C14:0 6,14 5,677 2,643 4,732 3,633 5,879 3,547
Palmitik asit C16:0 56,753 60,615 15,068 39,54 26,244 59,108 38,62
Heptadekanoik asit C17:.0 4,42 8,033 2,804 8,242 3,452 6,123 4,521
Oktadekanoik asit C18:.0 281,106 416,538 101,337 251,11 174,496 441,159 109,42
Eikosanoik asit C20:0 4,969 8,662 3,189 5,082 4,301 7,985 4,025
Heikosanaoik asit C21:0 1,647 1,687 1,623 1,641 1,642 1,683 1,632
Dokosanoik asit C22:0 2,117 3,639 1,823 2,142 2,064 2,936 2,214
Trikosanoik asit C23:0 1,56 1,626 1,539 1,561 1,555 1,623 1,448
Tetrakosanoik asit C24:0 1,58 2,078 1,486 1,662 1,588 1,995 1,674
Toplam Doymus Yag Asidi 365,977 513,738 136,036 321,132 224,017 534,236 172,493
(Eé'_‘rcl’zs)""t”e“o'k asit C20:3 1,453 2,494 1,412 1,65 1,514 3,534 1,352
Eikosapentaenoik asit ). TE TE TE 1,159 TE TE TE
(EPA)
Heneikosapentonoik asit ), . TE 0,8 0,793 TE TE 0,798 TE
(HPA)
Dokosaheksaenoik asit
(DHA) C22:6 T.E T.E 0,714 T.E 0,716 T.E T.E
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Tablo 4.4’in devami

Toplam ®-3 GrubuYag Asidi 1,453 3,294 2,919 2,809 2,23 4,332 1,352
Linoleik asit (LA) Cc18:2 1,993 1,972 1,872 1,939 1,894 1,964 1,881
a-linolenik asit (ALA) Cc18:3 1,49 1,436 T.E 1,51 1,435 1,433 1,427
Aragidonik asit C20:4 2,491 3,401 1,578 1,473 2,096 5,526 2,14

Toplam -6 Grubu Yag Asidi 5,974 6,809 3,45 4,922 5,425 8,923 5,448
Palmiteloik asit Cl6:1 2,583 1,512 1,171 1,214 1,403 1,587 1,524
Toplam ®-7 Grubu Yag Asidi 2,583 1,512 1,171 1,214 1,403 1,587 1,524
Oleik asit C18:1 1,795 2,003 1,415 1,742 1,459 1,803 1,672
Gondoik asit C20:1 1,892 2,057 1,453 2,365 1,438 2,389 2,457
Nernovik asit C24:1 1,322 1,002 0,881 1,284 0,968 0,97 0,745
Toplam -9 Grubu Yag Asidi 5,009 5,062 3,749 5,391 3,865 5,162 4,874
Toplam Doymams Yag Asidi 12,436 15,165 10,118 13,122 11,52 18,417 11,674
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4.2  Biiyiime egrileri

Tirlerin zamana baglh biliytimeleri Sekil 4.20, 4.21, 4.22, 4.23, 4.24, 4.25 ve 4.26’da

verilmistir.

1.8 A
1.6 1
1.4 -
1.2

ABS 660 nm

0.8 -
0.6 -
0.4

Sekil 4.20 Halorubrum lipolyticum JCM 13559 tiirii giinlere bagl biiylime performansi

0.9 1
0.8 1
0.7 1
0.6 1
0.5 1
0.4 1
0.3 1
0.2 1
0.1 1

ABS 660 nm

Sekil 4.21 Halorubrum sodomense JCM 8880 tiirii giinlere bagli biiyiime performansi
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1.8
1.6
14
1.2

ABS 660 nm
[N

0.8
0.6
0.4
0.2

Sekil 4.22 Halorubrum californiense FV_22B20 tiirii giinlere bagh biiyiime performansi

1.8
1.6 1
1.4

ABS 660 nm
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Sekil 4.23 Haloarcula salaria HSTO1-2R tiirii giinlere bagh biiyiime performansi
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0.8 -
0.6 -
0.4
0.2

ABS 660 nm

Sekil 4.25 Haloterrigena thermotolerans PR5 tiirii giinlere bagl biiylime performansi
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Sekil 4.26 Haloarcula japonica JCM 7785 tiirti giinlere bagli biiylime performansi

4.3  Tlzolatlarin Karotenoid Uretme Kapasitelerinin Belirlenmesi
4.3.1 Iince Tabaka Kromatografisi Analizleri

Tiirlerden elde edilen metanolik ekstraktlar ince tabaka kromatografisinde
yirltilmistlr. Spotlar goriiniir 1s1kta incelenmis ve her bir spot kazinarak geri
kazanimi gergeklestirilmistir. Tir bazinda elde edilen spot sayilarmin farklilik

gosterdigi belirlenmistir.
4.3.2 Karotenoidlerin UV-VIS Spektrofotometrik Analizleri

Tiirlere ait karotenoid ekstraktlar1 ve ince tabaka kromatografisinden geri kazanilan
spotlar multiplaka okuyucuda 300-700 nm dalga boyu araliginda taratilmis ve tiim
spotlarda bakterioruberin karotenoidine ait olan 2 cis pik, 3 ana pik iceren
karakteristik bir spektrum elde edilmistir. Bu sekilde kontrolii gerceklestirilen her bir

ekstrakt ve spot kromatografik cihazlarda analiz edilmistir.

%l .o extinction

Tiirlerden elde edilen karotenoid ekstraktlari, soniim katsayist (A
coefficient) metoduyla hesaplanmistir. Buna gore, H. lipolyticum, H. sodomense, H.
californiense, H. salaria, H. chaoviator, H. thermotolerans ve H. japonica i¢in elde
edilen toplam karotenoid miktarlari; 43,09; 15,53; 22,60; 37,69; 17,65; 22,81 ve

22,24 ng/g kuru hiicrey 0larak bulunmustur.
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Absorbans

Sekil 4.27 Halorubrum lipolyticum JCM 13559’den elde edilen karotenoid ekstraktinin 300-
600 nm arasinda taratilmasiyla elde edilen spektrum

Absorbans

=] =]
= R Z
o —

1a0

0
510
L 20
530
144
150
560
70

S80
590

600

Sekil 4.28 Halorubrum sodomense JCM 8880’den elde edilen karotenoid ekstraktinin 300-
600 nm arasinda taratilmasiyla elde edilen spektrum
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Absorbans
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Sekil 4.29 Halorubrum californiense FV 22B20’den elde edilen karotenoid ekstraktinin 300-
600 nm arasinda taratilmasiyla elde edilen spektrum

491
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Absorbans
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Sekil 4.30 Haloarcula salaria HST01-2R’den elde edilen karotenoid ekstraktinin 300-600
nm arasinda taratilmasiyla elde edilen spektrum
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Absorbans

Sekil 4.31 Halorubrum chaoviator DSM 19316’den elde edilen karotenoid ekstraktinin 300-
600 nm arasinda taratilmasiyla elde edilen spektrum

Absorbans

Sekil 4.32 Haloterrigena thermotolerans PR5’den elde edilen karotenoid ekstraktinin 300-
600 nm arasinda taratilmasiyla elde edilen spektrum
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Absorbans

Sekil 4.33 Haloarcula japonica JCM 7785°den elde edilen karotenoid ekstraktinin 300-600
nm arasinda taratilmasiyla elde edilen spektrum

4.3.3 Karotenoidlerin Kromatografik Cihazlarla Saptanmasi

Tiirlere ait karotenoid ¢esitlerinin tespitinde HPLC ve LC-MS/MS cihazlar ile ince
tabaka kromatografisi birlikte kullanilmistir. ince tabaka kromatografisi ile ayrimi
gerceklestirilen spotlar tek tek kazinarak geri kazanilmis ve HPLC cihazinda her spot
ayr1 ayr1 okutularak spotlarin sivi kromatografide verdigi pikler PDA dedektor ile
tespit edilmistir. Buna gore her spotta birden fazla pik oldugu gézlenmis, baska bir
deyisle ince tabaka kromatografisinde bazi karotenoidlerin birlikte yliridigi
saptanmistir. Ayrica her bir ekstrakt HPLC cihazinda analiz edilmis ve her bir pikin
sahip oldugu dalga boyu spektrumu ¢ikartilarak maksimum noktalar tespit edilmis ve
bu degerlerle birlikte spektrumlara ait % III/ Il ve % Ag/ A oranlari karotenoid

tiirlerinin tespitinde kullanilmigtir.

Spotlara ait ekstraktlar LC-MS/MS cihazinda karotenoidlerin kiitle taramalari

yapilarak incelenmistir.
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Event: 2 03 ScarlE Rel. Time : [0.955] Scank: [22]

Inten Base Peak 739,25/114,693
90 mz 740,00 Abs. Infen. 0 Rel Infen. 0,00
741,20
80
704
60+
50
30+
204
10
7400 7401 740,2 7403 740,4 740,5 7406 740,7 740,8 7408 741,0 7411 7412 T3 Ta1 4 745 748 1 1,8 mi;
: . oy
Sekil 4.34 Bakterioruberin’e ait iyon spektrumu
Event: 203 ScanlE-] Rel Time: [0.457] Scanft [28]
Inten. Base Peak: 723 20148 650
1004 72330 miz 52200 Abs. Infen 0 Rel inen. 0,00
80+
80+
70
&0+
S0
30+
20+
10+
£00,0 5250 £50,0 5750 600,0 €250 850,0 €750 700,0 7250 750,0 7750 800,0 8250 880,0 8750 mz

Sekil 4.35 Monoanhidrobakterioruberin’e ait iyon spektrumu

Eventh: 1 03 ScanlEs) Ret Time: (0.778] Scand: (47]

Inten. Base Peak 708,40/921 857
Tz 653,00 Abs. hien T Relnten. 0,00
60
7082

=]
0]
a0]
20]
104 ‘ ‘

a920 694,0 5950 5550 5970 5950 599,0 700,0 7070 702,0 703,0 7040 7050 7050 7070 mz

Sekil 4.36 Bisanhidrobakterioruberin’e ait iyon spektumu

Ince tabaka kromatografisi, spektral karakteristikleri de sivi kromatografi analizleri
birlikte degerlendirildiginde elde edilen karotenoid ¢esitleri Tablo 4.5, Tablo 4.6,
Tablo 4.7, Tablo 4.8, Tablo 4.9, Tablo 4.10, Tablo 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.37 Halorubrum lipolyticum JCM 13559°dan elde edilen karotenoid ekstraktina ait
HPLC kromatogrami ve all-trans bakterioruberin pikine ait spektrum taramasi

Tablo 4.5 Halorubrum lipolyticum JCM 13559 karotenoid karakteristigi

Pik ABS Maksimum %I/ %AGIA Rt Karotenoid Referans
(nm)

1 369’92;9%?75;2‘;68’96; 5264 13,62 9,008  AIEBR Ma”gg'l'zi vd.,
2 NI BLE 3100 2820 9895 ozozBR TOMEEVVE:
3 367 383;1‘(1560; 483 2750 6089 10326  15ZBR Sq“iz'g"f; vd.,
4 368; 382;24365; 491; 50.79 187 10,912 57 BR Ronnilglgtefi)v vd.,
5 08O ILAE g6 s074 1234 ozer  SWIRAVE
6 o0 38%;2‘}162; 486, 3182 4944 13013 9ZBR RO””‘;';'%V vd.,
7 OBILOLAS 3618 7966 13726 13ZBR Sq”iz"g‘f; vd,
g 368 38‘;;2‘;64; 490, 9839 106 14,81 13ZBR RO””i'gg’;V vd.,
9 368,387, 4689 6008 2417 15482 AIEMABR COMMeSElVVe:
10 368; 3875;14‘161; 486; 19.76 35,60 16,575 3’?\;|[,gj|1;iF(eh0 Ronnilglézév vd.,
11  368;383;490;522 3425 2517 17,704 5ZMABR Ronnig'geg" vd,
12 387; 486; 509 2638 2045 18258 ZBABR eV
13 387 486; 519,8 3844 3815 19,183 9ZMABR Sq“iz"c‘;"f; vd,
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Tablo 4.5’in devami

14
15
16
17
18

19

20

21

22

23

24

25

26

368; 384; 486; 519,8
368; 387, 467, 486;

524

368; 387; 462; 486;

519
387, 485; 513

446; 472; 501

446; 472; 501

446; 472; 501

446; 472; 501

441; 464; 496

441; 464; 496

441 464:; 496

441 464:; 496

441; 464; 496

29,41
48,53
11,46
30,52

31,38

30,28

32,56

35,50

81,62
31,26
37,23

29,31

20,6
23,832
25,13
26,007

27,24

28,573

29,594

30,137

34,596

45,691

46,109

46,887

54,736

13 Z MABR

All E BABR

972,972’
BABR

Haloksanthin

Likopen

Likopen

Likopen

Likopen

v karoten
izomeri
vy karoten
izomeri

v karoten
izomeri

v karoten
izomeri

vy karoten
izomeri

Squillaci vd.,
2017
Ronnekleiv vd.,
1995
Ronnekleiv vd.,
1995
Ronnekleiv,
1994
Ronnekleiv vd.,
1995
Ronnekleiv vd.,
1995

Ronnekleiv vd.,
1995

Ronnekleiv vd.,
1995

Asker vd., 2002

Asker vd., 2002

Asker vd., 2002

Asker vd., 2002

Asker vd., 2002
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Sekil 4.38 Halorubrum sodomense JCM 8880°dan elde edilen karotenoid ekstraktina ait
HPLC kromatogrami ve all-trans bakterioruberin pikine ait spektrum taramasi

Tablo 4.6 Halorubrum sodomense JCM 8880 karotenoid karakteristigi

Pik ABS I\(/Iakiimum %I/ %AR/IA), Rt Karotenoid Referans
nm
1 369; 3875;24;67; 495; 50,97 1661 10900 A ERR manzdgilzl
5 368; 3875;14é60; 487; 40,78 3690 11733 4, g7 pR R\?dn_?ilégv
3 366; 3835;14é61; 487, 2325 7525 12119  4c-pp VSJ””'Z"S‘E
4 368; 38%;24365; 490; 53,69 20,64 12,768 57 BR R\;)dnlfwelﬂ;lgév
5 368; 38%;14;61; 487; 45,63 35,45 14,057 97 BR ﬁulzll(?f;
6 368; 384;;14;60; 487; 39,65 8363 15351  137pRR ﬁuggﬂg
7 371, 38%;2?8; 496, 50,86 2056 15701 A\ E MABR R\?dj?iléléz;v
8 387: 482: 512 20,36 42,98 16,903 3 AI‘\/I ?jé}f“’ R\?dnjwilggaév
9 365: 387: 490: 523 40.56 46,66 19,079 - pnagr  Ronnekleiv
vd., 1995
10  368:387;460;521 4678 3921 20440 g7 AR 53“'2"(‘;"%
11 368 3865;14;59; 488; 32,96 8560 21,797 137 MABR \fgunzll(?f;
12 373;439857;; Ef12678,96; 55,60 22,63 24831  A|EBABR R\?dﬁ?ilggefi’v
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Tablo 4.6’nin devami

13 366; 387; 464; 488; 23,96 37,96 26,117 97,972’ Ronnekleiv
519 BABR vd., 1995
368; 387; 467; 488,8;, 42,36 42,62 27,354 Squillaci
14 518,56 9ZBABR 4 2017
15 368;367;487;518 2055 8790 28563 y57ppgp  SAUlllac
vd., 2017
) ) Ronnekleiv
16 446; 472; 501 29,702 Likopen vd.. 1995
mAU
15¢490nm4nm (1.00)
124
104
mAU -
] 15¢10:03/ 1.00/smth
75
1 10§
i 50
59
350 4'00 4|50 5IOO 5|50 nm
(I ole) ) —
v N

e L e T LA T S mu e e
00 50 100 150 200 250 30.0 350 40.0 450 50.0 55.0 min

Sekil 4.39 Halorubrum californiense FV 22B20’dan elde edilen karotenoid ekstraktina ait
HPLC kromatogramui ve all-trans bakterioruberin pikine ait spektrum taramasi

65



Tablo 4.7 Halorubrum californiense FV 22B20 karotenoid karakteristigi

Pik ABS I\(/Iak;imum %I/ %AGIA), Rt Karotenoid Referans
nm
1 362;935?%2‘;68; 510 1390 10024 apgpr  Mengelive
2 BWUBT yeos 065 1094 gz 9zpr ROV
3 383, ‘317; 8L 1454 6598 131 157pR Sq“iz'!)af; vd.,
4 386; Aé% 487; 4789 2535 12,131 57 BR Ronnelzlslge;v vd.,
5 36%837?65;1‘;61; a5 3eas 1355 gzpr SRV,
6 362;837?‘;;1‘;61; 3365 ss78 4897 g3zgr SRV
7 3396’5;6213?;3@%6; 2703 9282 1932 137BR Ronnigg" vd.,
8 36%9%?%;2‘;69; 4540 2054 16491 AjEmABR Ronnig'ge;" vd.,
9 36%8?;?%&56; 39,63 36.45 18,677 3’?\;%?0 Ronnilglsgv vd.,
10 35&?%83%?35’3; ' 3508 2556 20072 57MABR Ronnigg" vd.,
11 36%8?;?%;1‘;61; 4056 3698 21448 9z7MABR Sq“iz'g"f; vd.,
12 3efé7f8fl;égl; 2634 8245 24941 137 MmABR Sq“iz”g‘f; vd,
;3 363 Béz;?é; 487, 05 7535 25863 )
14 322531;9%?95’27?; 5023 2012 21087 anppagr  ROMMeKEV V.
5 BEIE e s ma L e
16 363’7%1%?86 487 3565 3879 29440 97 pARR Sq“iz"c‘;"lc; vd.,
17 363’3;;35811;378; 2054 7845 39360 137pBABR Sq“iz'!;"‘f; vd,
18 446; 472;502 : : 36,667 'I-Z”g:’npeer:‘ Ronnig'geé" vd.,
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Sekil 4.40 Haloarcula salaria HST01-2R’ dan elde edilen karotenoid ekstraktina ait HPLC
kromatogrami ve all-trans bakterioruberin pikine ait spektrum taramasi

Tablo 4.8 Haloarcula salaria HST01-2R karotenoid karakteristigi

Pik  ABS Maksimum  %lIl/I1  %Ag/A; Rt Karotenoid Referans
(nm)

1 369’28%??2;467; 5262 1608 9029  AIEBR Ma”gg'l'zi vd.,
2 3673 %81‘;; 485 1811 3822 9943 97 9ZBR Ronnigg" vd.,
3 367, %?3; 488 1319 5727 10360  15ZBR Sq“iz'g"f; vd,
g OEBEOL g0 s 10950  5zBR COMMESEVVA:
5 368, :ﬁ% 488 4704 3495 12376 9ZBR Sq“iz'g"f; vd,
6 368; %81‘;; 488, 3585 8312 13,757  13ZBR Sq”iz"g‘f; vd,
7 SOBIA0 gs0 10763 14208 13zBR oMYV
8 369; %%77; 499 4725 1927 15509  AllE MABR Ronnigﬂgg" vd.,
9 367; 3;11; 482 loas 047 16456 3’4’12131;?01\4 Ronnelzlglgefi)v vd.,
10 367 %%; 490; 4161 2624 17747 5ZMABR Ronnigg’é" vd.,
11 3% ‘?1%; 486, 4321 5339 19222 9ZMABR Sq“iz"c‘;"f; vd,
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Tablo 4.8’in devamu

12
13
14
15
16
17
18
19

20

21

22
23

24

25

368; 384; 486;
518

366; 384; 486;
523

387; 493; 527

367; 384; 485;
513

387; 486; 519
387, 485; 513
387; 485; 518
387, 485; 513

444, 471, 501

444; 471, 501

(439; 467; 496)

439; 467, 496

392; 485; 514

448; 475; 506

446; 472: 504

33,87
15,91
51,53
20,42
18,20
20,17
33,95

5,26

41,07

87,44
99,19
23,85
42,75
32,50
47,49
39,64

75,96

24,96

20,623
21,115
23,844
24,288
25,150
25,952
26,387

27,637

28,294

29,743

30,722

34,631

35,339

35,919

13 Z MABR

All E BABR
Haloksantin
97,97° BABR
Haloksantin
9Z BABR
13 ZBABR

Likopen
izomeri

Likopen
izomeri

v karoten
izomeri

IDR

Likopen
izomeri

Likopen
izomeri

Squillaci vd.,
2017

Ronnekleiv vd.,
1995
Ronnekleiv,
1994
Ronnekleiv vd.,
1995
Ronnekleiv,
1994
Squillaci vd.,
2017
Squillaci vd.,
2017
Ronnekleiv vd.,
1995

Ronnekleiv vd.,
1995

Asker vd., 2002

Ronnekleiv vd.,
1995
Ronnekleiv vd.,
1995

Ronnekleiv vd.,
1995
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Sekil 4.41 Halorubrum chaoviator DSM 19316’dan elde edilen karotenoid ekstraktina ait
HPLC kromatogrami ve all-trans bakterioruberin pikine ait spektrum taramasi

Tablo 4.9 Halorubrum chaoviator DSM 19316 karotenoid karakteristigi

Pk ABS '\("na'n‘]‘;’im“m %I %Ag/A, Rt Karotenoid Referans

1 36%9%?%2‘;68; 5337 1421 9,083 All E BR Ma”gg'l'zi vd.,
2 383; ‘é%; 48T 1704 3330 9984 97, 9°ZBR RO””‘;’;';;" vd.,
3 383; ‘é6117; 81 431 6189 10,397 15Z BR Sq“iz'g"f; vd,
4 386; ‘E%; BT 4704 235 11,021 57 BR RO””‘;';'S%V vd.,
5 36%83;?%;1‘551; 43,85 3255 12,448 9ZBR Sq“iz'g"f; vd,
6 36528?;?‘;;1‘;61; 32,4 8272 13,839 13ZBR Sq”iz"g‘f; vd,
! 33%’5;621;?%32%6; 16,77 90,50 14,298 13ZBR Ronniglgeé" vd.,
8 36?1;9%?%2‘;69; 47,69 18,88 15589  All E MABR Ronnigﬂgg" vd.,
9 36&21;8?;?%1256; 033 38065 16567 3’4’Di§iF§1roMA Ronnelzlggefi)v vd.,
10 35635%83;?%;’3 3433 2753 17884 5zMABR  RomneKelvvd,
11 363;8?;?%1‘;61; 3814 3584 19374 97 MABR Sq“iz"c‘;"f; vd,
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Tablo 4.9’un devamu

12 368; 386; 461; Squillaci vd.,
487 519.8 25,35 80,18 20,804 13 Z MABR 2017
13 %A 760 7599 21163 .
14 396,96; 389,72; Ronnekleiv vd.,
466: 495: 527 49,21 22,78 24,067 All E BABR 1995
15 363,79; 389,72; , Ronnekleiv vd.,
487:519.8 34,29 32,30 25,392 97,97’ BABR 1995
16 363,79; 386; 487; Squillaci vd.,
510.8 30,35 38,01 26,621 9Z BABR 2017
17 369,9; 384,78; Squillaci vd.,
487: 518 16,50 77,05 27,9 13 Z BABR 2017
18 435 461: 487 : : 28521 P karoten Britton, 1985
izomeri
435; 461; 487 Britton,1985
19 ; ; ] ] 29,084 B_karote_n ritton,
izomeri
435: 461; 487 Britton,1985
20 ) y 34.928 B karote_n
izomeri
r_nAU
25490nm1nm (1.00) -
04
751
50
1 0
25 | ™ I
1 |
‘-"‘_L‘/J‘fﬂ%g \
’ MJvr\J_ﬁJ\ J
0*’“‘W
00 50 100 150 200 250 _ 300 350 __ 40.0nin

Sekil 4.42 Haloterrigena thermotolerans PR5’dan elde edilen karotenoid ekstraktina ait
HPLC kromatogrami ve all-trans bakterioruberin pikine ait spektrum taramasi
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Tablo 4.10 Haloterrigena thermotolerans PRS karotenoid karakteristigi

Pik ABS Maksimum

(nm) %I/ %ARIA Rt Karotenoid Referans
1 36%9%?75;2‘;67; 5655 1256 0% AIEBR  Mandelli v, 2012
2 36‘2;837?75;1‘(‘360; et 330 oz ozmr RO“”%‘;V vd.,
3 363;837?%1‘2361; 221 1626 2?1 157BR  Squillaci vd, 2017
4 36%%?%2‘;65; 5576 1453 2 57pR Ronnig'ge;" vd,
5 3631;837?65;1‘;61; 56 3412 M 97BR  squillacivd, 2017
6 362;8?;?‘;;1‘;60; 54 8025 % 137BR  squillaci vd, 2017
7 3731;9%?%2%68; 47,36 1875 % AllEMABR RO””‘;‘S';;V vd,
8 = %%Q 4900 g9g5  as03 M 57maeR Ronnig'ge;" vd.,
g  OBIBHAL 456 4073 2058 57 MABR  squillaci vd., 2017
10 363;8%?%;1‘;59; 3584 8790 9% 137MABR  Squillaci vd., 2017
1 373;439857;;542678,96; 50,20 25,68 24,942 All E BABR RonnilsléeSiv vd.,
13 i6888;’§’;857;1g,652 1260 4096 2% 9z7BABR  Squillaci vd., 2017
14 368 %81;; 81 9756 8263 “0%°  137BABR  Squillaci vd., 2017
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Sekil 4.43 Haloarcula japonica JCM 7785 dan elde edilen karotenoid ekstraktina ait HPLC
kromatogrami ve all-trans bakterioruberin pikine ait spektrum taramasi

Tablo 4.11 Haloarcula japonica JCM 7785 karotenoid karakteristigi

Pik ABS Maksimum  %lII1I/1l  %Ag/A), Rt Karotenoid Referans
(hm)

1 362;9%?75;2‘;67; 5168 1696 9,026  ANEBR  Mandellivd, 2012
2 362;83;?2;1%60; 26,87 3539 9,956 97, 9°ZBR RO””‘;‘S';;" vd,
3 363;8?;?35;1%61; 2001 5923 10359  15ZBR  Squillaci vd. 2017
4 36%%?%;24365; 4573 2335 10950  5ZBR Ronnigg" vd,
5 365573;8561;;21; 47,39 33,16 12,383 9ZBR Squillaci vd., 2017
6 365573;8541;$g°; 3571 8442 13767  13ZBR  Squillaci vd., 2017
7 362;9%?‘;;24364; 2569 108,76 14,220  13ZBR RO””‘;‘S';;" vd.,
8 371;9%??2268; 4555 2058 15519 AIlE MABR RO””%';;V vd.,
9 387:482;512 2567 3975 16494 7 lzjggirOM Ronnigg" vd.,
10 3% ?é%; 490, 4029 3868 17,771 5ZMABR Ronnig'geé" vd.,
11 OBBLA0 4362 3037 19237 9zZMABR  Squillaci v, 2017
12 3638%?%;1‘;59; 36,48 90,07 20632 13ZMABR  Squillaci vd., 2017
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Tablo 4.11’in devami

373; 387; 468,96; Ronnekleiv vd.,
13 495: 527 51,05 23,58 23,869 All EBABR 1995
366; 387; 464; s Ronnekleiv vd.,
14 488: 519 22,51 32,86 25,182 97,97’ BABR 1995
368; 387; 467; .
15 488.8: 518,56 40,54 41,96 26,412 97 BABR Squillaci vd., 2017
16 OB IAT 2590 86 27,683 13ZBABR  Squillaci vd., 2017
) ) Likopen Ronnekleiv vd.,
17 445: 471; 502 25,80 - 29,784 izomeri 1995
18 387:485:512 3105 4659 34,661 IDR Ronnigg" vd.
: Ronnekleiv vd.
. i Likopen ’
19 445; 472; 502 25,95 35,943 omeri 1995
. Ronnekleiv vd.
. . Likopen '
20 445; 467; 501 28,36 - 45,68 izomier] 1995
21 441: 464; 486 - - 46,875 -
22 437; 464; 485 - - 54,885 -

4.4 Tiirlere Ait Karotenoidlerin Antioksidan Aktiviteleri

H. lipolyticum JCM 13559, H. sodomense JCM 8880, H. californiense FV 22B20, H.
salaria HSTO1 2R, H. chaoviator DSM 19316, H. thermotolerans PR5 ve H.
japonica JCM 7785’dan ekstrakte edilen karotenoidlerin antioksidan aktivitesiyle
ilgili yapilan ¢aligmada elde edilen ICso degerleri sirasiyla; 2,601 pug/mL; 0,904
pug/mL; 1,007 ng/mL; 1,927 pg/mL; 1,402 pg/mL; 1,284 ng/mL ve 1,474 pg/mL
olarak tespit edilmistir. Karotenoid ekstraktlarinin % RSA’lar1 Sekil 4.44, 4.45, 4.46,
4.47,4.48, 4.49, 4.50’de verilmistir.
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Sekil 4.44 96 U plakalda DPPH reaksiyonu
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Sekil 4.45 Halorubrum lipolyticum JCM 13559°a ait % RSA grafigi
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Sekil 4.46 Halorubrum sodomense JCM 8880’¢ ait % RSA grafigi
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Sekil 4.47 Halorubrum californiense FV22B20 ’e ait % RSA grafigi
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Sekil 4.48 Haloarcula salaria HST01-2R’a ait % RSA grafigi
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Sekil 4.49 Halorubrum chaoviator DSM 19316’a ait % RSA grafigi
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5. TARTISMA

Bu c¢aligmada, Ankara, Konya ve Aksaray illerinin sinirlar1 arasinda bulunan Tuz
Goli’nlin 3 noktasindan alinan tuz numunelerinden 7 farkli halofilik arke tiiriiniin
izolasyonu gerceklestirilmis; izolatlarin biyokimyasal testleri, antibiyotik duyarlilik
testleri, nitel hidrolitik enzim testleri, iki boyutlu (SEM) ve ii¢ boyutlu (AFM)
goriintiilemeleri ve tiremeleri i¢in gerekli optimum ortam kosullarinin tespitinin yani
sira yag asidi metil ester analizleriyle kemotaksonomik, 16S rRNA dizi analiziyle

filogenetik olarak identifikasyonu gerceklestirilmistir.

Koloni renkleri pembeden kirmiziya degisiklik gosteren tiirler sivi besiyerinde
biiyiitiilerek karotenoidleri ekstrakte edilip, sahip olduklar1 total karotenoid miktarlar
ve bu karotenoidlerin g¢esitleri TLC, HPLC, LC-MS/MS ve UV-VIS spektral
analizleriyle tespit edilmistir. Ayrica, tiirlerden elde edilen karotenoid ekstraktlari
DPPH yontemiyle antioksidan analizlerine tabi tutulmus ve sahip olduklar1 radikal

stiptirme aktiviteleri belirlenmistir.

Calismada farkli besiyeri denemeleri yapildiktan sonra halofilik arkelerin gelisimine
en uygun besiyeri olarak MAM JCM 168 besiyeri se¢ilmis ve kiiltiirler ¢alisma
siiresince analizler i¢in sivi ve kati besiyerlerine inokulasyonlar yapilarak arkeler
tretilmistir. Uzun siireli saklama icin ise suslar gliserolle muamele edilerek derin

dondurucuya kaldirilmistir (Xin vd., 2000).

Tuz Go6li'niin degisik noktalarindan temin edilen tuz orneklerinden izole edilen
farkli pigmentasyona sahip koloniler, arkeal tiirlerin tespit edilmesi amaciyla

antibiyogram testine tabi tutulmustur.

Arkelerin tespitinde antibiyotik testleri siklikla kullanilan erisilebilirligi kolay
yontemler arasindadir. Arkelerin antibiyotiklere verdigi cevaplar iizerine bir¢cok
calisma bulunmaktadir. Ornegin Albuquerque vd. (2012), halofilik arke izolatlarmin
basitrasin antibiyotigine karsi duyarli oldugunu tespit etmis, Holmes ve Dyall-Smith
(1991) ise halofilik arkelerin biiyiik ¢ogunlugunun basitrasin ile birlikte novobiyosin

antibiyotiklerine kars1 da duyarli olduklarini bildirmiglerdir. Kaya tuzundan izole
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edilen ve halofilik bir arke tiirii olan Halococcus salsus ile ilgili yapilan bir
caligmada, novobiyosin ve basitrasin antibiyotiklerine karst duyarli;; amfisilin,
kanamisin, penisilin G, vankomisin, neomisin, siproflaksin, kloramfenikol
antibiyotiklerine kars1 direncli oldugu tespit edilmistir (Chen vd., 2018). Calismada
kullanillan arke izolatlarmin mevcut literatiir ¢alismalarma benzer olarak;
novobiyosin ve basitrasin antibiyotiklerine karsi duyarli, sefotaksim, penisilin G,
amfisilin, vankomisin, eritromisin, streptomisin, tetrasiklin ve kloramfenikol
antibiyotiklerine karsi diren¢li bulundugu goriilmiistiir. Bu nedenle izolatlarin Arke
domainine dahil olduklar1 Ongériilmiis ve halofilik arkelerin antibiyotik

duyarliliklaryla ilgili elde edilen veriler literatiirle uyumlu bulunmustur.

Arke izolatlarinin DNA izolasyonu gerceklestirilmis ve bakteri-arke ayrimi
polimeraz zincir reaksiyonuyla da desteklenmistir. Arke domainine ait olan tiirlerin
16S rRNA geni dizi analizi yapilmis ve tiirlerin filogenetik olarak benzer oldugu
tiirler ve benzerlik oranlari tespit edilmistir. Bu ¢alismada, Tuz Goli’niin Aksaray
sirinirlart igersinde bulunan kiyilarindan (Eskil bolgesi) alinan tuz 6rneklerinden
izole edilmis olan Halorubrum lipolyticum JCM 13559, Halorubrum sodomense
JCM 8880, Halorubrum californiense FV_22B20 tiirlerinin ilk kez izole edilip
kiiltiire alindig1 yerlerin sirastyla Xin-Yang Tuz Goli- Cin (Cui vd., 2006); Lut
Golii-Israil (Oren, 1983); solar tuz tesisi, Kaliforniya- Amerika (Pesenti vd., 2008)
oldugu goriilmektedir. Tiirlerin daha 6nce izole edildikleri habitatlara bakildiginda
her izolasyon bdlgesinin hipersalin bolgeler oldugu dikkat ¢ekmektedir. Dolayisiyla
bu tiirlerin tuz golii ekosistemi tiirleri arasinda oldugu, gé¢men kuslar ve benzeri
farkli  yollarla kaynaklar arasinda transfer yoluyla yayillm gdosterdigi
diistiniilmektedir. Tuzyaka’dan izole edilmis olan Haloarcula salaria HSTO1-2R,
Halorubrum chaoviator DSM 19316 ve Haloterrigena thermotolerans PRS tiirleri ilk
kez sirasiyla; Thai balik sosundan (Namwong vd., 2011); Baja-Kaliforniya, tuz
goleti-Avustralya, Naksos Adasi- Yunanistan (Mancinelli vd., 2009) ve Porto Riko
(Montalvo-Rodriguez vd., 2000)’dan izole edilmisken, ¢alismada Sereflikoghisar’dan
izole edilmis olan Haloarcula japonica JCM 7785, ilk kez Takashina vd. (1990)

tarafindan Japonya’da tuzlu topraklardan izole edilmistir.
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Onceki ¢alismalarda bildirildigi iizere, bu calismada izole edilen tiirlerin yurdisinda
cesitli bolgelerde yapilan ¢alismalarda da tuz goletleri, tuzlu topraklar, tuzlu soslar ve
tuz tesisleri gibi yiiksek konsantrasyonda tuz igeren ortamlardan izole edildikleri
goriilmiistiir. Ulkemizdeki tuz kaynaklarinda vyapilan c¢alismalarda ise H.
thermotolerans’in bu calismada tiirlerin izole edildigi Tuz Goli ile ayni1 bolgede
bulunan Seyfe Gélii’nden de izole edildigi bildirilmistir (Ozcan vd., 2007). Kemp vd.
(2018), one stirdiikleri hipotezde tuz gollerindeki mikrobiyotanin gé¢men kuslarin
hareketliligiyle kaynaklar arasinda tasiabilecegini rapor etmislerdir. Her iki golde
de H. thermotolerans’in tespit edilmesinin hipotezde 6ne siiriilen yolla gerceklestigi
distintilmektedir. Tuz Goli’nde yapilan diger bir ¢alismada ise H. thermotolerans
(benzerlik orani: %91), H. sodomense (benzerlik orani: %97) (Mutlu, 2006), H.
salaria (benzerlik orant: %94) (Ispirli vd., 2019) ve H. californiense (benzerlik oran:
%92) (Mutlu vd., 2008) tiirleri rapor edilmistir. Gaziantep kaynakli tuzlanmig ham
derilerde de H. thermotolerans’in tespit edildigi bildirilmistir (Bilgi, 2012). Bu
durumun deri isleme siirecinde kullanilan tuzlarin mikrobiyal yiikiinden
kaynaklandig1 bilinmektedir. Yapilan literatiir taramasi neticesinde bu ¢alismada elde
edilen H. lipolyticum, H. japonica ve H. chaoviator tiirlerinin iilkemizde daha once
izole ve identifiye edildigini bildirir bir ¢calismaya rastlanmamis olup, bu ¢alisma bu

bakimdan ilk kayittir.

Calismada tiim izolatlarin Gram boyamalari sonucunda Gram negatif ozellik
gosterdikleri tespit edilmistir. Dussault (1955) halofilik arkelerin ¢ogunlukla gram
negatif, nadiren gram degisken boyandigini belirtirken, halofilik arkelerle yapilan
caligmalarin pek ¢ogu bu veriyi destekler niteliktedir (Rodriguez-Valera vd., 1980;
Pesenti vd., 2008).

Halofilik arkelerin biiylime gosterdigi sicaklik araliklarmin tespit edildigi
caligmalarda, ¢ogu halofilik arkenin 35-50 °C arasi sicaklikta optimum gelisim
gosterdikleri belirtilmistir (Shand ve Perez, 1999). Halorubrum californiense’nin
identifikasyonuyla ilgili yapilan calismada ise tiirlin 25-42 °C arasinda iireme
gosterdigi rapor edilmistir (Pesenti vd., 2008). Montalvo-Rodriguez vd. (2000)
Haloterrigena thermotolerans tiiriiniin 50 °C’ de optimum iireme gosterdigini,

Takashina vd. (1990) Haloarcula japonica i¢in optimum tireme gosterdigi sicaklik
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araliginin 42-45 °C oldugunu bildirmistir. Bu ¢aligsmada izolatlarin 35-40 °C arasinda
optimum tireme gosterdikleri; Halorubrum lipolyticum JCM 13559, Halorubrum
sodomense JCM 8880, Halorubrum californiense FV_22B20, Halorubrum
chaoviator DSM 19316, Haloterrigena thermotolerans PR5’nin 30-50 °C arasinda;
Haloarcula salaria HST01-2R ve Haloarcula japonica JCM 7785’nin ise 25-50 °C
araliginda gelisim gosterdikleri belirlenmistir. Halofilik arkelerin ayni zamanda
termofilik 6zellik gosterdikleri de bilinmektedir. Bu sebeple calismada elde edilen
veriler literatlirle kiyaslandiginda benzer sonuglara ulasildig1 izole edilen halofilik

arke tiirlerinin termofilik/termotolerans 6zellik gosterdigi sonucuna varilmistir.

Tiirlerin NaCl toleransinin belirlendigi testte; Halorubrum lipolyticum JCM 13559,
Halorubrum sodomense JCM 8880, Haloterrigena thermotolerans PR5’in % 10-30
NaCl igeren besiyerinde; Halorubrum californiense FV 22B20, Halorubrum
chaoviator DSM 19316 ve Haloarcula salaria HST01-2R’nin ise % 15-30 NaCl
iceren  besiyerinde  gelisim  gosterdikleri  saptanmustir. Haloterrigena
thermotolerans’in  gelisme gosterdigi optimum tuz konsantrasyonunun farkli
caligmalarda % 11,7-23,37 araliginda oldugu belirtilmistir (Montalvo-Rodriguez vd.,
2000; Bilgi, 2012). Bu ¢alismada ise Haloterrigena thermotolerans’in daha genis bir
aralik olan % 10-30 NaCl igeren besiyerinde gelisim gosterdigi tespit edilmistir.
Haloarcula japonica ve Halorubrum californiense’nin % 14,61-29,22 araliginda;
Halorubrum lipolyticum’un % 9,93-28,05 araliginda NaCl i¢eren besiyerinde gelisim
gosterdigi farkli ¢aligmalarda tespit edilmistir (Takashina vd., 1990; Cui vd., 2006;
Pesenti vd., 2008). Literatiirde bildirilen degerlerin, ¢alismada elde edilen verilerle
biiyiikk Olgekte Ortiistiigii goriilmiistiir. Oren (1983) Halorubrum sodomense’nin;
Takashina vd. (1990) Haloarcula japonica’nin; Montalvo-Rodriguez vd. (2000) ise
Haloterrigena thermotolerans’in gelisim gosterebildikleri optimum pH degerinin 7-
7,5 oldugunu; Cui vd. (2006) Halorubrum lipolyticum’un 7,5; Namwong vd. (2011)
ise Haloarcula salaria’nin 7 pH degerinde optimum iireme gosterdiklerini
belirtmislerdir. Bahsi gecen tiirlerin bu caligmada da benzer pH degerlerinde

tiredikleri saptanmustir.

Halorubrum californiense ve Halorubrum chaoviator’un ise 7-8,5 pH degerlerinde

optimum gelisim gosterdikleri (Pesenti vd., 2008; Mancinelli vd., 2009)
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belirtilmesine ragmen, elde ettigimiz izolatlarin gelisim gosterdigi en yiiksek pH
degeri 7 olarak saptanmistir. Bu durumun calismalarda kullanilan pH metre
cihazlarimin kalibrasyon farkliligi ve/veya tiirlerin izole edildigi saha kosullarinin

cesitliliginden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Calismada Halorubrum chaoviator ve Haloterrigena thermotolerans’a ait oksidaz ve
katalaz testi; Halorubrum lipolyticum ve Haloarcula japonica’nin oksidaz testi ve
Haloarcula salaria’nin katalaz testi sonuglarimin literatiirde elde edilen test
sonuglariyla desteklendigi (Cui vd., 2006; Pesenti vd., 2008; Mancinelli vd., 2009),

diger sonuglarin ise farklilik gosterdigi saptanmistir.

Tiirlere uygulanan indol testi sonuglarina gére H. lipolyticum, H. sodomense, H.
salaria, H. chaoviator ve H. japonica’nin Pesenti vd. (2006) ve Takashina vd.
(1990) ile uyumlu oldugu fakat H. californiense ve H. thermotolerans’a ait
sonuclarin Montalvo-Rodriguez vd. (2000) ve Pesenti vd. (2008)’nin bildirmis
oldugu sonuglardan farkli oldugu bulunmustur.

H. sodomense ve H. japonica tiirleri nitrttan gaz iiretmekte, H. thermotolerans’a tiirii
ise nitrattan gaz tiretmemektedir (Montalvo-Rodriguez vd., 2000; Pesenti vd., 2008).
H. sodomense ve H. thermotolerans tiirlerinden elde edilen sonuglar mevcut literatiir
ile ayn1 olup bu ¢alisgmada H. japonica tiirliniin mevcut literatiirden farkli olarak
nitrattan gaz iretmedigi bulunmustur. Bu durum tiirlerin verdigi biyokimyasal
reaksiyonlardaki farkliliklarin; yasadiklar1 ¢cevre ve ¢evreye bagl abiyotik faktorler,
besin elementlerinin durumu ve bunlarin sonucunda ortaya ¢ikabilecek biyotik
faktorlere  bagli  cesitli  adaptasyon ve/veya  mutasyon  faktorlerinden
kaynaklanabilecegini gdstermektedir. S6z konusu ¢ tiir disinda kalan izole edilen

diger dort tiiriin nitrattan gaz liretimi ile ilgili mevcut ¢aligmaya rastlanilamamugtir.

Nitrat1 nitrite indirgeme testi sonuglara gore H. salaria ve H. thermotolerans’a ait
verilerin literatiirdeki verilerden farklilik gosterdigi tespit edilmis olup diger tiirlere
ait nitrat1 nitrite indirgeme sonuglari Onceki c¢alismalarla uyumlu bulunmustur
(Takashina vd., 1990; Montalvo-Rodriguez vd., 2000; Cui vd., 2006; Pesenti vd.,
2008).
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Tiirlerin tek karbon kaynaginda iireme potansiyellerinin tespitinde glikoz, laktoz,
maltoz, fruktoz, mannitol, trehaloz, galaktoz ve sakkaroz sekerleri kullanilmis olup,
tiirlere ait tek karbon kaynaginda iireme sonuglar literatiirdeki verilerle uyumlu
bulunmustur (Takashina vd., 1990; Montalvo-Rodriguez vd., 2000; Cui vd., 2006;
Pesenti vd., 2008; Mancinelli vd., 2009; Namwong vd., 2011).

Calismada H. californiense, H. salaria, H. chaoviator, H. thermotolerans ve H.
japonica tiirlerinin jelatinaz enzimleri araciligiyla besiyerine ilave edilmis jelatini
pargaladiklar1 tespit edilmistir. Nisasta hidrolizi yalmizca H. salaria tiiriinde
gozlemlenmis ve tiirlin amilaz enzimi {rettigi saptanmistir. H. sodomense, H.
californiense, H. thermotolerans ve H. japonica tiirlerinin kazeinaz aktivitesine sahip
olduklar1 belirlenmistir. Ayrica H. californiense, H. salaria, H. thermotolerans ve H.
japonica’nin esteraz enzimleri salgilayarak Tween 80’i pargaladiklari tespit
edilmistir. Endiistrinin pek c¢ok alaninda kullanilan enzimler giiniimiizde biyiik
oranda mikroorganizma kaynaklidir. Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin
diisiikk maliyetle tiretilebilmeleri, istenmeyen yan {iriin olusturmamalar1 ve bitkisel ve
hayvansal kaynakli enzimlere nazaran daha stabil olmalar1 tercih edilme
sebeplerindendir (Kiran vd., 2006). Ekstrem mikroorganizmalardan elde edilen ve
ekstremozimler olarak adlandirilan enzimler; tekstil, farmasotik, deterjan, gida ve
tarim kimyasallar1 gibi pek ¢ok endiistride kimyasal katalizorlerin yerine tercih
edilmektedir (Eichler, 2001; Mehta vd., 2006). Esterazlar deterjan, kagit, kozmetik
ve gida katkisi olarak (Meghji vd., 1990); proteazlar tekstil, gida ve icecek
endistrisi, ekmek ve pasta iirlinleri, farmasotik ve tibbi uygulamalar ile atiklarin
temizlenmesinde (Kumar ve Takagi, 1999); jelatinazlar yem ve gida katkisi
uygulamalarinda (Birbir ve Sesal, 2003); amilazlar ise deterjan, gida, kagit ve
farmasoétik endiistrilerinde (Sivaramakrishnan vd., 2006) kullanilmaktadir. Yapilan
calismada tiirlerin sahip oldugu esteraz, amilaz, kazeinaz ve jelatinaz enzim aktivite
sonuglart g6z oOniinde bulunduruldugunda daha sonra yapilacak olan caligmalarla
tirlere ait enzim kapasitelerinin nicel olarak incelenmesinin tiirlerin endiistriyel

potansiyellerinin gelistirilmesine katki saglayabilecegi diislintilmektedir.

Bu calismada modifiye edilerek kullanilan Squillaci vd., (2017) karatenoid

ekstraksiyon metodunda arastirmacilar ilk metanol ekstraksiyonu sonucunda UV-VIS
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spektrofotometre spektrum Ol¢limiinde karakteristik bakterioruberin spektrumu elde
edemediklerinden ikinci bir ekstraksiyon yaptiklarim bildirmislerdir. Ilk ekstraksiyon
sonucunda ekstraktin agik pembe, biyokiitlenin koyu pembe; ikinci ekstraksiyon
sonucunda ise ekstraktin koyu pembe, biyokiitlenin ise renksiz olmasi karotenoid

disindaki iceriklerin ikinci ekstraksiyonda giderildiginin gostergesidir.

Ancak bu calismada ekstraksiyon isleminden 6nce hiicre pelleti PBS ile yikanmis ve
ilk ekstraksiyon sonrasinda eckstrakt koyu pembe olarak elde edilirken, hiicre
pelletinde tam renk giderimi elde edilmis, ayrica karakteristik bakterioruberin
spektrumu elde edilmistir. Tk ekstraksiyonda sonu¢ alinabilmesinin nedeni olarak,
ekstraksiyon Oncesi PBS ile yikama sonucunda kontaminant protein kalintilarinin
giderilmis oldugu diisiiniilmektedir. Bu sayede ilk ekstraksiyon sonucunda ortaya

c¢ikan karotenoidlerin kayb1 da engellenmistir.

Karotenoid ekstraksiyonu gergeklestirilen 6nceki galismalarda ise, ekstrem halofilik
arkelerden olan Halobacterium salinarum, Haloarcula hispanica, Haloferax
mediterranei, Haloferax alexandrius ile Halorubrum sp. TBZ126 tiirlerinden 0,7 ila
11,28 pg/mL toplam karotenoid elde edilmis olup (Calo vd., 1995; Yachai, 2009;
Naziri vd., 2014), H. japonica tiriinden ise 335 pg/g toplam karotenoid elde
edilmistir (Yatsunami vd., 2014). Bu ¢alismada izolasyon ve identifikasyonu yapilan
bu 7 tiirden 2,05 ila 23,16 ng/mL karotenoid ekstrakte edilmistir. Bu sonuglar diger
diger c¢alismalardaki sonuclardan daha yiiksektir. Bu farkliliklarin calismada
kullanilan ekstraksiyon metodundaki modifikasyonlardan, tiir farkliliklarindan ve
ozellikle  karotenoid  ekstraksiyonun  tek  adimda  yiiksek  verimle

gerceklestirildiginden kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Elde edilen karotenoid tiirlerinin kromatografik yontemlerle kiyaslanabilecegi
referans standart maddelerin mevcut olmamas: ve kiitle spektrometrik analizlerin
izomerler aras1 farkliligi ortaya koymada yetersiz kalmasi sebebiyle tiirlerin
karotenoid igeriklerinin belirlenmesinde spektrum temelli analizler olan spektral ince
yapi, cis pik intensiti analizleri ve daha Once rapor edilmis veriler birlikte
degerlendirilmistir (Ronnekleiv ve Liaaen Jensen, 1992; Asker vd., 2002; Mandelli
vd., 2012; Squillaci vd., 2017).
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All-trans’1 temsil eden maksimum absorbans noktasindan 3-11 nm arasi kayma cis
izomerlerinin varliginin tespitinde kullanilmaktadir. Calisma sonuglarina gore; all-
trans bakterioruberin (BR), tiim tiirler i¢in major karotenoid olarak tespit edilmis
olup, monoanhidrobakterioruberin (MABR), bisanhidrobakterioruberin (BABR) ve
bunlarin izomerleri de kullanilan ydntemlerin limitleri dahilinde tespit edilmistir.
Tiirlerden ekstrakte edilen karotenoid kompleksleri igerisinde bakterioruberin
tiirevleri ve izomerleri haricinde diisiik miktarlarda likopen, B-karoten ve y karoten

izomerleri gibi farkli karotenoidlere de rastlanmistir.

Yapilan c¢alismada H. lipolyticum’dan ekstrakte edilen karotenoidlerde major
bakterioruberin izomerlerinin yanisira yine bir Cso karotenoidi olan haloksantin,
ayrica Cyo karotenoidleri olan likopen ve y karoten izomerleri de tespit edilmistir.
Tiire ait yogun kirmizi pigmentin bu ilave karotenoidlerden 6zellikle koyu kirmizi
renge sahip oldugu bilinen likopenden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. H.
sodomense ve H. californiense’de likopen; H. salaria’da haloksantin, 2-isopentenil-
3,4-dehidrorodopin (IDR), likopen ve y-karotene ve ayrica H. chaoviator’de B-

karoten; H. japonica’da likopen ve bir Cys karotenoidi olan IDR’ye rastlanmistir.

Halorubrum sp. TBZ126’nin karotenoid {iretiminin analiz edildigi bir ¢alismada
kromatografik ve kiitle spektrometrik analizlerle bakterioruberin, likopen ve [-
karoten karotenoidleri tespit edilmis ancak tespit edilen karotenoidlerin 6zellikle BR
izomerleriyle ilgili ayrintili veriye rastlanmamistir (Naziri vd., 2014). Izole edilen 4
tirtin Halorubrum cinsine ait oldugu goz 6niinde bulunduruldugunda benzer sonuglar
elde edildigi sOylenebilmekle beraber, bu calismada izomerlerin de tespit edilmis

olmasi cinse ait tlirlerin karotenoid iceriklerini 6nemli 6l¢iide aydinlatmaktadir.

Yatsunami vd., (2014) H. japonica’nin karotenoid identifikasyonunda; BR, MABR,
BABR, IDR, likopen ve fitoeni tespit etmis ve bunlarin HPLC kromatograminda 4
adet pik ile saptandigini bildirmislerdir. Benzer olarak bu ¢alismada da BR, MABR,
BABR ve bunlarin izomerlerinin yani sira likopen ve IDR saptanmistir. Elde edilen
bu karotenoidlerin HPLC kromatograminda 22 adet pik ile belirlenmis olmasi
calismada izole ve identifiye edilen tiirlerin karotenoid kapasitesinin iistiinliigiinii

gostermektedir.
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H. lipolyticum, H. sodomense, H. californiense, H. salaria, H. chaoviator, H.
thermotolerans ve H. japonica’dan ekstrakte edilen karotenoidlerin 60 mM DPPH
giderimi i¢in antioksidan aktivitesiyle ilgili yapilan calismada elde edilen ICsg
degerleri sirasiyla; 2,601 pg/mL; 0,904 pg/mL; 1,007 ug/mL; 1,927 ug/mL; 1,402
pg/mL; 1,284 ng/mL ve 1,474 pg/mL olarak tespit edilmistir. Tiirlerden ekstrakte
edilen karoteniodlerin antioksidan aktiviteleri arasindaki fark 6nemsiz bulunmakla
beraber, en yiiksek antioksidan aktivitenin en diisiik ICso degerine sahip olan H.
sodomense tiriinden ekstrakte edilen karotenoidlerde oldugu oOlgiimlerle

belirlenmistir.

Haloterrigena turkmenica’nin  karotenoid igeriklerinin tespit edilmesi ve
karotenoidlerinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesiyle ilgili yapilan ¢alismada
100 mM DPPH giderimi i¢in ICso degeri 4,49 png/mL olarak tespit edilmistir
(Squillaci vd., 2017). Bu caligmada tiirlerden ekstrakte edilen karotenoidlerin
antioksidan aktivitesinin tespitinde 60 mM DPPH radikali kullanilmistir. ICsp
degerinde  farkliligin  kullanilan  radikalin  molaritesinden  kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Yachai (2009), ekstrem halofilik bir arke tiirii olan Halobacterium salinarum’dan
ekstrakte edilen bakterioruberinin antioksidan aktivitesini belirledigi ¢alismasinda,
tirden izole ettigi karotenoidin artan konsantrasyonuyla birlikte DPPH radikal
sliplirme aktivitesinin de arttifin1 tespit etmistir. Ayrica bakterioruberine ait
antioksidan aktiviteyi; lutein, astaksantin, [-karoten ve likopenin antioksidan
aktiviteleriyle de kiyaslamistir. Calismanin sonucuna gore en diisiik ICsp degerine bir
diger deyisle en yiiksek antioksidan aktiviteye bakterioruberinin sahip oldugunu
belirlemis ve bu verinin sebebini bakterioruberinin 13 ¢ift konjuge cift baga sahip
olmasiyla iliskilendirmistir. Bu baglamda, c¢alismamizda izole edilen tiirlerden
ekstrakte edilen major karotenoidin bakterioruberin olmasi elde edilen yiiksek
antioksidan aktiviteyi agiklar niteliktedir. Ayrica artan karotenoid konsantrasyonuyla
birlikte antioksidan aktivitenin de artis gdstermesi calismaya ait verileri destekler

niteliktedir.
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Haloarcula japonica’nin karotenoidlerinin antioksidan aktivitesinin belirlendigi
calismada major karotenoid olarak bakterioruberin tespit edilmis ve
bakterioruberinin antioksidan aktivitesini B-karoten ile kiyaslanmistir. Elde edilen
sonuglarda hesaplamali verileri destekler sekilde bakterioruberinin B-karotenden ¢ok
daha fazla antioksidan aktiviteye sahip oldugunu tespit edilmistir (Yatsunami vd.,

2014).

Calismamizda tiim tiirlerde major karotenoid olarak bakterioruberin tespit edilmis
olmast  tlirlerin  antioksidan  aktivitelerinin  endiistriyel — Ol¢ekli  olarak

degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Arkelerde yag asitleri dkaryot ve prokaryotlarda alisilagelmisin aksine membranda
bulunmazlar, arke membranlarinda yag asitleri yerine terpenoidler bulunur (Koga
vd., 1998). Yag asilerinin arkelerdeki varligi ve islevine iligskin yapilan ¢alismalarin
siirli olmasi sebebi ile yag asitlerinin arkelerdeki kullanimi heniiz tam anlamiyla
bilinmemektedir. Ote yandan, palmitik asidin (C16:0) holofilik arkelerde bulunan ve
Cl iyonu regiilasyonundan sorumlu halorhodopsinin fonksiyonel biitiinligi i¢in
cok 6nemli oldugu ve calismadaki arkeler gibi halofilik arke tiirii olan Halobacterium
salinarum hiicreleri tarafindan, ilave yag asitleri olmayan bir kiiltiir ortaminda
biyiitiildiigiinde bile sentezlenebildigi gosterilmistir (Corcelli vd., 1996). Yapilan
calismalarda palmitik ve stearik asit gibi ¢ift sayili yag asitlerinin arkelerde membran
proteinlerinin bir pargast oldugu bildirilmistir (Pugh ve Kates 1994). Bununla birlikte
farkli arke tiirlerinin yag asitleri lizerine yapilan aragtirmalarda arkelerin uzun zincirli
(C14 sonras1) yag asitlerini yogunlukla barindirdiklart bildirilmistir (Falb vd., 2008;
Slobodkina vd., 2009). Benzer bulgular yapilan ¢alismada da tespit edilmis olup yag
asitleri sonuglarina gore, tlim izolatlarda tespit edilen yag asitlerinin biiylik kisminin
palmitik (C16:0) (%13,03+3,53) ve oktadekanoik (C18:0) (% 73,06+6,40) asitlerden

olustugu gorilmiistiir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tuz Goli’niin 3 farkli istasyonundan alinan 6rneklerin arkeal biyotalar1 ve bunlarin
karatenoidlerinin belirlenmesi iizerine gegeklestirilen analizleri kapsayan tez
calismasi sonucunda;

e Araziden alinan numuneler igerisinde Halorubrum lipolyticum JCM 13559,
Halorubrum sodomense JCM 8880, Halorubrum californiense FV_22B20,
Haloarcula salaria HSTO01-2R, Halorubrum chaoviator DSM 19316,
Haloterrigena thermotolerans PR5 ve Haloarcula japonica JCM 7785 olmak
tizere 7 halofilik arke tiirlinlin kiiltiire edilip, biyokimyasal analizler ve 16s
rRNA teknikleri kullanilarak tanimlanmus,

e Tanimlanan tirlerin taramali elektron mikroskobu ve atomik kuvvet
mikroskobu mikrograflarina gore farklt morfolojik yap1 ve boyutlara sahip
olduklar belirlenmis,

e Tez calismasinda tanimlanan tiirlerin yag asidi metil ester yontemi ile
tanimlanan yag asidi igeriklerinin tiirler arasinda anlamli farkliliklar
icermedigi ve yag asitlerinin biiyiik kisminin palmitik (C16:0) (%13,03+3,53)
ve oktadekanoik (C18:0) (% 73,06+6,40) asitlerden olustugu tespit edilmis,

e Karotenoid igeriklerinin kiimiilatif analizinde birim kuru hiicre basina en
yiiksek karotenoid igeriginin Halorubrum lipolyticum JCM 13559 (43,09
UE/Ekuru hiicre)), €N diisiik icerigin ise Halorubrum sodomense JCM 8880
(15,53 ng/gkuru hiere)) tiirlerinde oldugu dl¢iilmiis,

e Ekstraksiyon isleminden 6nce hiicre pelleti PBS ile yikanmis ve bu sayede
tek ekstraksiyon basamagiyla karakteristik bakterioruberin spektrumu elde

edilmis,
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Tirlere ait karotenoidlerin kalitatif degerlendirmeleri neticesinde major
karotenoid tiiriinii all-trans bakterioruberin ve diger bakterioruberin
izomerlerinin olusturdugu ayrica baz tiirlere ait karotenoidlerin likopen, -
karoten ve y-karoten izomerlerine sahip oldugu tespit edilmis,

H. lipolyticum JCM 13559, H. sodomense JCM 8880, H. californiense FV
22B20, H. salaria HSTO1 2R, H. chaoviator DSM 19316, H. thermotolerans
PR5 ve H. japonica JCM 7785’dan ekstrakte edilen karotenoidlerin
antioksidan aktivitesiyle ilgili yapilan calismada elde edilen ICsq degerleri
strastyla; 2,601 pg/mL; 0,904 pg/mL; 1,007 pg/mL; 1,927 pg/mL; 1,402
ug/mL; 1,284 pg/mL ve 1,474 pg/mL oldugu bu verilere dayanarak en
yiiksek antioksidan etkiyi H. sodomense JCM 8880’den ekstrakte edilen

karotenoidlerin gosterdigi hesaplanmaistir.

Calisma verilerinin  degerlendirilmesi neticesinde kurgulanabilecek sonraki

calismalarda,

Tanimlanan tiirlerden endiistriyel boyutta karotenoid iiretimi igin kiiltiir
kondiisyonunun belirlenmesi,

Ekstrakte edilen karotenoidlerin gida, kozmetik vb. endiistrilerde biyolojik
mengeili karotenoid ve antioksidan katki olarak kullanilabilirliklerinin

kapsamli arastirilmasi onerilmektedir.
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