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OZET

CESITLi TUZ KAYNAKLARINDAN AYRILMIS VE
TANIMLANMIS ASIRI HALOFIL SUSLARIN PROTEAZ
AKTIiVITELERININ BELIRLENMESi VE ELEKTRIiK AKIMI
ILE KONTROLU

Tuzda bulunan asir1 halofil arkebakteriler tarafindan iiretilen proteolitik
enzimler tuzlanmis derilerde ciddi hasarlara yol acip biiyilk ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Bu ¢alismada, Tuz Goli’'nden (7), Tuz Golii’niin tuzlalart olan
Kaldirim Tuzlasi’ndan (7), Kayacik Tuzlasi’ndan (4) ve Tuzkdy Tuz Madeni’nden
(6) izole edilmis olan 24 asir1 halofil arkebakteri susunun proteaz aktiviteleri
saptanmistir. Tuz Go6lii, Kaldirnm Tuzlasi, Kayacik Tuzlas1 ve Tuzkdy Tuz Madeni
suglarinin ~ proteaz  aktiviteleri  sirasiyla  80.0-83.3, 81.1-83.8, 83.3-83.4,
82.0-83.4 Unite olarak bulunmustur. Salamura sivilarinda tuzda bulanan proteolitik
arkebakterilerin derilere verecegi zarari1 onlemek icin 0.5 A dogru elektrik akiminin
asirt halofil arkebakteriler iizerine antibakteriyel etkisi bu ¢alismada 20 dakika siire
ile incelenmistir. Tuz Golii ve Tuzkdy Tuz Madeni’nin proteolitik suslart siv1 jelatin
besiyerinde 0.5 A dogru elektrik akim ile 15 dakikada oliirken Kaldirim ve Kayacik
Tuzlalari’min proteolitik suglarin1 6ldiirmek i¢in 10 dakika yeterli olmustur. Ayrica
test suslarinin proteaz aktiviteleri iizerine 0.5 A dogru elektrik akiminin etkisi 20
dakika siire ile incelenmistir. 0.5 A dogru elektrik akiminin test suslarinin proteaz
aktivitelerinde ¢ok az bir diisiise neden oldugu bulunmustur. Bundan dolayi, deri
endiistrisinde kullanilan tuzlu su c¢ozeltilerindeki proteaz iireten suslarin, tuzlu su
cozeltilerine proteaz enzimlerini salgilamadan oOnce dogru elektik akim ile

oldiiriilmeleri gereklidir.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF PROTEASE ACTIVITIES OF ISOLATED
AND IDENTIFIED EXTREMELY HALOPHILIC STRAINS
FROM VARIOUS SALT SOURCES AND THEIR CONTROL
WITH ELECTRIC CURRENT

Proteolytic enzymes which are produced by extremely halophilic archaea in salt
may cause serious damages on salted hides and may result in significant economic
losses in leather industry. Hence, protease activities of 24 proteases producing
extremely halophilic archaeal strains isolated from Tuz Lake (7), Kaldirim (7) and
Kayacik (4) salterns of Tuz Lake and Tuzkoy Salt Mine (6) were determined in this
study. The protease activities of Tuz Lake, Kaldirim Saltern, Kayacik Saltern and
Tuzkdy Salt Mine strains were found as 80.0-83.3, 81.1-83.8, 83.3-83.4,
82.0-83.4 Units, respectively. In this study, antibacterial effect of 0.5 A direct
electric current on extremely halophilic archaea was examined for 20 min to prevent
proteolytic halobacterial damage, originating from salt used in brine solution on
hides. Although proteolytic strains of Tuz Lake and Tuzkdy Salt Mine in the liquid
gelatin media were killed by 0.5 A direct electric current within 15 min, 10 min
direct electric current treatment were enough to kill all proteolytic strains of Kaldirim
and Kayacik Salterns. Also, the effect of 0.5A direct electric current on protease
activities of the test strains was examined during 20 min treatment. It was found that
0.5A direct electric current caused a slight decrease on protease activities of the test
strains. Therefore, it is necessary to kill protease producing strains in brine solution
which is used in hide industry with direct electric current before the excretion of their

accumulated proteases into the brine solution.
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YENILIK BEYANI

CESITLI TUZ KAYNAKLARINDAN AYRILMIS VE
TANIMLANMIS ASIRI HALOFIiL SUSLARIN PROTEAZ
AKTIiVITELERININ BELiRLENMESi VE ELEKTRIiK AKIMI
ILE KONTROLU

Bu ¢alisma, Tuz Golii, Kaldirnm ve Kaycik Tuzlasi, Tuzkdy Tuz Madeni gibi
farkli tuz kaynaklarindan izole edilen proteaz iireten asir1 halofil arkebakteri
suslarinin proteaz aktivitelerinin spektrofotometrik yontemlerle belirlendigi ilk
detayli orijinal c¢alismadir. Elektrik akimi uygulanmasi esnasinda bakterilerin
proteolitik aktivitelerinin degisip degismedigi ilk defa bu ¢alisma ile incelenmistir.
Farkli tuz kaynaklarindan izole edilen Haloarcula, Halorubrum, Natrinema ve
Halobacterium cinslerine ait asir1  halofil arkebakteri suslarmin proteolitik
aktivitelerinin elektrik akimindan c¢ok fazla etkilenmedikleri saptanmistir. Bu
sebepten deri salamurasinda kullanilacak olan tuzlu su ¢ozeltilerindeki asir1 halofil
arkebakteri suslari, proteaz enzimi iiretmeden Once dogru elektrik akimi ile

oldiirilmelidir.
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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

Hayvanlar kesilip derileri yiiziildiikten sonra bakterilerin deriye zarar vermesini
engellemek icin deriler tuzlanir. Bu islem deriler {izerinde mezofil bakterilerin
gelisimini engellerken tuzda bulunan halofil arkebakterilerin gelisimine neden
olmaktadir. Eger tuzlanmis deriler uygunsuz sartlarda ve yiiksek sicakliklarda uzun
stire saklanirlarsa halofil arkebakteriler kolaylikla gelisebilmekte ve derilere zarar
vermektedir (Kallenberger ve dig., 1986; Birbir ve Ilgaz, 1996). Halofil
arkebakteriler deriler {izerinde kizismaya ve kil gevsemesine neden olmaktadir.
Ozellikle halofil arkebakteri kil koklerinde gelisebilmekte ve tiim kil kokiiniin
bozunmasina neden olarak deri yiizeyinde delik acabilmektedir (Didato ve dig.,
1999). Ayrica bakteriyel gelisimden dolayr deri {iizerinde diizensiz boyanma
gozlenebilmektedir (Bitlisli ve dig., 2004). Proteolitik asir1 halofil arkebakteri iceren
tuz, tuzlama isleminde kullanilirsa, bu mikroorganizmalar derilerin yiizeylerinde
hasara neden olmaktadirlar (Bailey ve Birbir, 1996).

Genelde tuz golleri, tuzlalardan ve tuz madenleri gibi dogal tuz kaynaklarindan
elde edilen tuz islenmeden deri tuzlamada kullanilmaktadir. Tuz golleri ve tuzlalar
genellikle gram basina 10°-10° koloni olusturma birimi (kob) asir1 halofil arkebakteri
icermektedir (Grant ve dig., 2001; Oren, 2000). Daha 6nceki calismalarda saptandigi
gibi asirt halofil arkebakterilerin ¢ogunlugu proteolitik enzimler salgilar (Birbir,
2004; Bailey ve Birbir, 1993; Birbir, 1997; Norberg ve Hofstein, 1969). Halofil
arkebakterilerden pek ¢ok ekstraseliiler proteaz izole edilmis ve karakterize edilmistir
(Kamekura ve dig., 1996; Gimenez ve dig., 2000, Ryu ve dig., 1994). Yapilan bir
calismada, Tuz Golii’'nden toplanan tuz ve tuzlu su drneklerinden toplam olarak 50,

Kaldirim Tuzlas1 tuz ve tuzlu su 6rneklerinden 20, Kayacik Tuzlas1 tuz drneklerinden



9, Tuzkoy Tuz Madeni tuz oOrneklerinden 15 asir1 halofil arkebakteri ayrim
yapilmistir. Tuz Golii suslarinin %80’1, Kaldirim Tuzlasi’nin %70’1, Kayacik Tuzlasi
suslarinin %78’1 ve Tuzkdy Tuz Madeni’'nden ayrimi yapilan suslarin %67’si
proteolitik aktivite gostermistir (Birbir, 2004).

Bu calismadaki amacimiz Tuz Golii’'nden, Kaldirim Tuzlasi’ndan, Kayacik
Tuzlasi’'ndan ve Tuzkdy Tuz Madeni’nden ayrilmig ve tanimlanmis asir1 halofil
arkebakteri suslarinin proteaz aktvitelerini belirlemek, 0.5 A dogru elektrik akim ile
bu suslar inaktive etmek ve 0.5 A dogru elektrik akimin suglarin proteaz aktivitesi

tizerine etkisini incelemektir.



BOLUM II

GENEL BILGILER

I1.1. TUZ HAKKINDA BILGI

Tuz, kimya sanayisinin temel bir hammaddesidir; ya saf ya da saflastirilmis
olarak kati durumunda ya da tuzlu su halinde elde edildigi bolgelerde gerekli tesisler
kurularak salamura bi¢iminde kullanilir. Bilesiminde bulunan klordan dolay1 pek ¢ok
tiretimin temelini, sodyumdan dolayr da soda sanayisinin hammaddesini olusturur.
Tuz, yiiksek derisimde mikrop Oldiiriicti etki gosterdiginden bir¢ok besin
sanayilerinde et, balik, peynir ve konserve yiyecek koruyucusu olarak kuru tuz veya
salamura halinde kullanilir. Su aritma aygitlarinda, kar ve buzlarin eritilmesinde ve
deri sektoriinde derilerin tuzlanmasinda kullanilmaktadir (Biiyiik Larousse Sozliik ve
Ansiklopedisi, 1992).

Kimyasal formiilii NaCl olan tuz, kolayca ufalanabilen, kokusuz, suda
cOziinebilen bir maddedir. Tuz saf haldeyken %40 sodyum ve %60 klordan meydana
gelmektedir. Yogunlugu 2.10-2.55 g/cm3 arasinda olup sertligi 2.52°dir. Ergime
derecesi 800°C ve kaynama derecesi ise 1412°C’dir (Birbir ve Erdogan, 2002).

Saf halde renksiz olan tuz, yataklarda cok defa gri, sar1 hatta mavi renklidir.
Tuzda %1-10 oraninda yabanci madde bulunur. Bu yabanci maddeler esas itibariyle
magnezyum ve kalsiyum siilfat ve bunlarin kloriirleri ile diger bazi maddelerdir.
Denizlerden elde edilen tuzda %96-98 sodyum kloriir vardir. Baz1 tuz yataklarindaki
tuz ise diger tuzlarla ve ¢ogunlukla potasyum tuzlart ile bulunur (Biiyiik Larousse
Sozliik ve Ansiklopedisi, 1992).

Tuz genellikle toprak alt1 yataklarindan (kaya ve kaynak tuzu), tuzlalardan

(rafine tuz) elde edilir; kaya tuzu ise kati ya da ¢ozelti halinde iiretilir. Birinci



durumda tuz yataklar1 nadiren tas ocaklar1 ve daha ¢ok maden ocagi halinde isletilir.
Maden filizi patlayic1 maddelerle parcalanarak hammadde veya kirma, 0giitme ve
eleme islemlerinden sonra islenecekleri yere sevk edilir. Ikinci durumda ise tuz
katmanlari icine delikler agilir, icine tath su pompalanarak doymus bir salamura elde
edilir ve islenecegi fabrikaya sevk edilir (Biiyiik Larousse Sozliik ve Ansiklopedisi,
1992).

Tiirkiye’de kaynaklardan tuz ¢ikarilmasi Tekel tarafindan gerceklestirilmekte,
cikartilan yikanmis tuz ise gida ve sanayi alaninda kullanilmak amaciyla islenmek
tizere 6zel kuruluslara devredilmektedir. Tiirkiye’de kaya tuzu, kaynak tuzu, deniz ve
20l tuzlan iiretilmektedir. Toplam tuz iiretimi i¢cinde kaya tuzlar1 %6, kaynak tuzlar
%4 pay almakta, geri kalan iiretim ise deniz ve gollerden saglanmaktadir (Biiytik
Larousse Sozliik ve Ansiklopedisi, 1992).

Tuzlu ortamlar diinyanin her tarafinda yaygin oldugu halde cok fazla tuzlu
ortamlar ise genelde yaygin degildir. Bu ortamlarin ¢ogu sicak ve kuru ortamlardir.
Tuz gollerindeki iyonlar oldukca degisken olabilir. Asirt tuzlu gollerdeki iyonlar
cevrenin topografisine, jeolojisine ve genel iklim durumlarina gore degisebilir.
Utah’daki Biiyiik Tuz Golii’'nde genellikle konsantre olmus deniz suyu bulunur. Bu
sebepten cesitli iyonlarin nispi oranlari deniz suyundakine benzer, buna ragmen bu
iyonlarin konsantrasyonlart bu golde daha yiiksektir. Biiyiik Tuz Goli’ndeki en
yaygin katyon Na® en yaygm anyon ise Cl”dur. Ortamin pH’1 alkali oldugundan
onemli miktarda siilfat bulunur. Bunun aksine Olii Deniz gibi tuzlu ortamlarda
sodyum oraninin olduk¢a diisiik olmasina ragmen cevredeki kayalarin yiiksek
magnezyum mineraline sahip olmasi nedeniyle magnezyum miktar: yiiksektir. Soda
gollerinin kimyasal icerigi ile benzerdir fakat soda gollerini ¢evreleyen kayalardan
dolay1 soda gollerinde yiiksek seviyede karbonat minerali bulunur. Soda gollerinin
pH’1 oldukca yiiksek olup 10-12 arasindadir (Valera, 1988; Birbir ve Kalli, 2000).

Tiirkiye gerek Akdeniz gerekse Ege Denizi gibi tuzlu denizlerde sahilleri
bulunmas: ve zengin kara ve kaynak tuzu rezervlerine sahip olmasi nedeniyle tuz
potansiyeli yoniinden zengin iilkeler arasinda yer almaktadir (Ilter, 2000).

Tuz gollerinin bir kismi, eski deniz yataklar1 olabilecegi gibi bazilar1 da genis
yer cokiintiilerinde, civar bolgelerdeki kaya tuzlarindan gecerek, bu c¢ukurlarda
toplanan tuzlu sulardan meydana gelirler. Yaz aylarinda yiikksek bir yogunluk

kazanan sular buharlasarak sanki deniz sularinin toplama havuzlar1 gibi bir tuz tavasi



haline gelirler. I¢ Anadolu’da bulunan Tuz Golii diinyadaki en ©Onemli tuz
gollerinden biridir. Bu gollerden alinan tuz hemen hemen saf bir sekilde bulunur

(Inandik, 1955; Koday, 1999; Ilter, 2000).

I1.1.1 TUZ GOLU, KALDIRIM TUZLASI, KAYACIK TUZLASI,
TUZKOY TUZ MADENI

1660 km?* lik yiizolgiimii ile Tiirkiye nin ikinci bityiik golii olan Tuz Gélii I¢
Anadolu Bolgesi’nde Ankara, Konya ve Aksaray il sinirlan i¢inde yer almaktadir.
Yagis alan1 11.900 km” olan Tuz Gélii disariya akintis1 olmayan kapali bir havzadr.
Yaz ve kis aylar1 arasinda 1-1.5 metrelik seviye farki gosteren Tuz Goli’niin biiyiik
bir kismi sigdir. Bu s1g kisimlar yaz aylarinda siddetli buharlasmadan dolay:
tamamen kuruyarak 5-30 cm kalinlikta tuz tabakast olusturur Tuz Goli’ndeki
tuzluluk orani yazin %32.9 gibi en yiiksek orana ulagsmaktadir. Kimyasal bilesimi
bakiminda bu tuz saf yemeklik tuzdur. Bu goldeki sodyum kloriir oran1 magnezyum
kloriir ve siilfat oranlarinda ¢ok yiiksektir. Goldeki tuz birikiminin bir¢ok faktore
bagl oldugu arastirmacilar tarafindan belirtilmistir (Inandik, 1955; Koday 1999).

Tuz Golii’niin tuzlalarindan biri olan Kaldirim Tuzlasi’nin bulundugu alandaki
toplam tuz kalinlig1 her yi1l yaklasik 30 cm’ye ulagsmaktadir. Bu kalinlik, buharlagsma
miktarina bagli olarak bazi yillar birka¢ santimetre artmakta, gol suyunun
tathlagmasina bagl olarak da baz1 yillar azalabilmaktedir (Koday,1999).

Kayacik tuz isletmesinde ham tuz iiretimi bes havuzda yapilmaktadir. Bu
havuzlarin toplam alani 10.86 km”dir. Kayactk Tuzlasi'mmn yilhk tuz rezervi
1.650.720 tondur ve 2002 yilinda 628.300 ton ham tuz iiretimi gerceklesmistir
(Birbir ve Elevi, 2005).

Tuzkoy Tuz Madeni, Nevsehir’e 34 km, Tuzkdy’e de 2 km uzakliktadir. Kaya
tuzu; %35 Na, %56 C1,%1.6 SO4 ve %6 oraninda suda erimeyen madde icermektedir.
Yapilan ¢alismalar sonucu ortaya cikarilan goriiniir NaCl yaklasik 60 m derinde yer

almaktadir (Birbir ve Eryilmaz, 2006).



I1.2. DERi HAKKINDA BIiLGi

Deri iirtinleri sektoriiniin ana hammaddesi deri, diinyada her zaman en 6zellikli
tiriinlerden biridir. Deriyi farkli kilan, hammaddesinin yani hayvan derisinin 6zgiin
yapisi ve islenme siirecidir. S6z konusu derinin giysilik veya ayakkabilik deri esyada
kullanilabilecek bir malzeme hale getirilmesi siireci uzun, zahmetli ve 0Ozen
gosterilmesi gereken bir siirectir. Tiirkiye deri sanayi, ¢ok eski ve koklii bir yapiya
sahip olmasina karsin, Cumhuriyetin ilk yillarinda babadan ogla gecen ve lonca
karakterini koruyan bir is kolu olarak varligini siirdiirmiistiir. Ancak kalkinma
planlarinda sektorle ilgili belirlenen cesitli 6zendirici tedbirler sayesinde yavas yavas
kabuk degistirmistir (www.turkishleather.com).

Tiirkiye deri sektorii bugiin Tuzla, Menemen ve Corlu bolgelerinde aritma
tesisine sahip ii¢c deri organize sanayi bolgesi, Bursa, Usak, Gerede, Gaziantep’teki
deri iiretim tesisleri, konfeksiyon atolyeleri ve fabrikalariyla caglarin 6tesinden gelen
dev bir iiretim koludur. Tiirk deri ve kiirk giyim esyasi ihracatinin yoneldigi en
biiylik pazarlar %22,4 ile Rusya, %21.7 ile Almanya, %13,1 ile Fransa, %8.7 ile
ABD ve %5,1 ile Ispanya’dir ( www.turkishleather.com ).

Tiirkiye kiiciikbas deri isleme sanayinde {iriin kalitesi, kapasitesi, teknolojisi
acisindan diinyada on siralardadir. Ulkemiz; 2002 yili verilerine gore diinyada deri
ve dert Uriinleri ihracatin1 yapan iilkeler arasinda 21. sirada, ithalatim1 yapan iilkeler
arasinda ise 29. siradadir (Oz¢orekgi, 2004).

Ulkemizde her yil yaklasik 2 milyon biiyiikbas hayvan kesilmektedir ve bu
miktarda da deri elde edilmektedir. Bir derinin tamamindan yararlanmak icin, onun
kesiksiz, deliksiz olmasina dikkat etmek sarttir. Her kesik ve delik maddi kayip
demektir. Bir sigir derisinden bes cift ayakkabi1 yapiliyorsa, kesik ve yanlis ylizme
yiiziinden en az bir ¢ift ayakkabilik deri ziyan edilmis olur. Bu da iilkemizdeki
kesilen sigir sayistyla mukayese edilirse ¢ok biiyiik bir zarar demektir. Hayvan
viicudunu orten deri yiiziildiikten sonra dayanikliligim1 kaybeder (www.tarim.gov.tr).

Deriler agirliklarinin yarisindan fazla su icerir. 10 kiloluk bir derinin, 6.5 kilosu
sudur. Mikroplar ise boyle sulu, 1slak ortami ¢ok severler. Ayrica, deriler kanla ve
pisliklerle de bulasik oldugundan, mikroplarin da hiicumuna ugrayinca ¢ok fazla
zarar goriirler. Once kokusur, etrafa ciiriik yumurta ve pis koku yayarlar. Sonra da

derinin yapisinda bozulma baslar, deri dayanikliligin1 iyice kaybeder. Bu yiizden



hayvan kesilip deriler yiiziildiikten sonra derileri iyi korumak gerekir. Derileri hemen
tuzlamak dogru degildir. Bir ham deri tabaklanmis haliyle bozulmadan
saklanabilmeli, tabakhanelere gelinceye kadar da yolda harap olmamalidir. Bizim
tilkemizde en ¢ok uygulananlar, hava kurusu, tuzlu kuru ve tuzlu yas (tuzlu
salamura) muhafaza yontemleridir (Wwww.tarim.gov.tr).

Kurutma yontemiyle muhafaza, ¢ok eski zamanlardan beri uygulanan bir
muhafaza yontemidir. Bu yontemde amacg, derilerin dogrudan dogruya havayla
kurutulmasi, derideki rutubetin iyice ve ¢abuk bir sekilde uzaklastirilmasidir. Ancak
bu is basit goziikiirse de kolay degildir. Derileri kuruturken c¢ok titiz davranmak
sarttir. Bu yontemle daha ¢ok koyun, ke¢i, kuzu, oglak, tavsan, tilki ve benzeri kiirk
hayvanlarinin derileri korunur. Bunu sigir derilerinde uygulamak iyi degildir.
Rutubetli bolgelerde kurutma islemi zor ve zaman alan bir istir. Kurutmanin uzun
siirmesi ise derilerde kokugsmayi gelistirir. Agir derilerde bu tehlike daima mevcuttur
(Www.tarim.gov.tr).

Ozellikle tuz kullanarak derilerin korunmasm saglamak en iyi muhafaza
yontemidir. Derinin, yas deri agirliginin %30-50’si oraninda ve 2-4 mm. capinda
tanelere sahip tuzun, et yiiziine tuzlanmamigs alan kalmayacak sekilde uygulanmasi
gerekmektedir (www.kkgm.gv.tr).

Tuzun mikroplart oldiiriicii etkisi varsa da, derilerin muhafazasinda daha ¢ok
nem ¢ekici 6zelliginden yararlanilir. Deriye serpilen tuz derinin suyunu alarak 1slanir
ve derinin iistiinde tuzlu su olusur. Bu tuzlu su deri tarafindan emilir. Tuz derinin
suyunu emer, tekrar tuzlu su olarak deriye verir. Boylece deri tuzu almaya, kendi
suyunu da disar1 vermeye baglar. Burada daima deriye verilen tuzlu su az, deriden
alinan su cok olur. Boylece bu alis veris giinlerce devam eder ve deri tuzunu almus,
suyunu yani rutubetin biiyiik bir kismin1 vermis olur. Bu is 21 giinde tamamlanir.
Derinin su orani tuzun etkisiyle diisiiriilmiis ve mikroplarin istedigi sulu 1slak ortam
yok edilmis olur. Derinin icerdigi su azaltilmis, mikroplarin faaliyeti 6nlenmis olur.
Bu yontemle eger derilerin tekrar fazla rutubet almasi onlenirse 1-2 ay hatta ii¢ ay
muhafaza edilirler ( www.kkgm.gv.tr).

Tuzla muhafazada kullanilacak tuzun kalitesi onemlidir. Tuz ¢ok ince veya ¢ok
iri olmamalidir, biiyiikkbas hayvan derilerinin tuzlanmasinda kullanilacak tuzun 2-4
mm, kiiciikbag hayvan derilerinin tuzlanmasinda kullanilacak tuzlarin 1-2 mm

capinda tane biiyiikliigiine sahip olmas1 gerekir. Ince (sofra tuzu gibi) tuzlar, deriden



cok su alip bir anda eriyeceginden ya akip gider deriye giremez ya da 6zellikle sicak
tuzlanan derilerde bir tabaka teskil edip kabuk baglar; su alis verisi olmaz. Iri tuz ise
bunun aksine geregi gibi zamaninda eriyip 1slanamaz ve derinin su alip verme isi
gecikir; mikroplar zaman kazanmis olurlar. Ustelik iri tuz derinin et yiiziinde tuz
yanmigr meydana getirir. Kirli tuz mikroplarla bulasik olur, bu yiizden temiz tuz
kullanmak sarttir. Tercihen kaya tuzu kullanilmalidir. Koruma etkinliginin
arttirilabilmesi icin kullanilacak tuz antiseptik 6zelligi bulunan naftalin, borik asit ve
sodyum karbonat ile belirli oranlarda karistirilarak kullanilir ~ (www.ist-vho.org.tr;
www.kkgm.gov.tr ).

Arastirmacilar deriden izole edilen bakterilerin cogunlukla proteolitik,
lipolitik ve sakkarolitik aktivite gosterdiklerini belirtmislerdir (Didato ve dig.,
1999). Uygun olmayan tagima ve depolama kosullarinda bu mikroorganizmalar
geliserek deride bozulmaya sebep olmaktadir (Kallenberger ve Lollar, 1986; Birbir
ve dig., 1996). Derinin et yiizeyindeki halofil arkebakterilerin yogun olarak
gelismesinden dolayr kirmizi lekeler olusmaktadir. Deri endiistrisinde bu olay
“kizisma” olarak bilinmektedir. Bu duruma halofil arkebakterilerin enerji
metabolizmasina katilan ve ‘“bakteriyoruberin’® olarak adlandirilan kirmizi ile
portakal renkli karotenoidler sebep olmaktadir (Madigan ve Martingo, 2006). Buna
ek olarak yetersiz olarak tuzlanmis ve tuzlu suyla korunmus deriler iizerinde kil
dokiilmesi de goriilebilir. Tuzun igerisindeki proteolitik bakteriler derinin kil
folikiilleri icerisinde gelisebilirler ve derinin sir¢a yiizeyi iizerinde tiim folikiillere
zarar vererek deride deliklerin olusmasina neden olabilirler (Didato ve dig., 1999).
Ayrica deri lizerinde gelisen mikroorganizmalar deride zarar olusturarak derinin
homojen bir bicimde boyanmasini engelleyebilirler (Bitlisli ve dig., 2004).

Yapilan bir ¢alismada, asir1 halofil mikroorganizmalarla inokiile edilmis tuzlu
suda salamura olmus si8ir derisinin yaris1 4 hafta diger yarisi ise 7 hafta siireyle 3
farkli sicaklikta, 4 °C, 21 °C ve 41 °C’de depo edilmislerdir. Calismanin sonunda
sadece 41°C’de 7 hafta siireyle depo edilen derilerin tabaklandiktan sonraki
yiizeylerinde zarar tespit edilmistir. Yiiksek sicaklikta ve uzun siire tuzla muhafaza
edilen derilerde kizisma goriildiigii aciklanmistir (Bailey ve Birbir, 1996).

Tuz Goli’'nden, Kaldirirm Tuzlasi’ndan, Kayacik Tuzlasi’ndan ve Tuzkdy Tuz
Madeni’nden izole edilen 94 asir1 halofil bakterinin ¢ogunun kollajeni ve lipidleri

sindirdigi tespit edilmistir (Birbir, 2004). Arastirmaci bu kaynaklardan alinan islem



gormemis tuz hicbir muameleden gecirilmeden dogrudan derilerin korunmasinda
kullanildiginda bu mikroorganizmalarin derinin kollajenini sindirerek derinin
kalitesini diisiirecegini agiklamistir. Bu sebepten derilerin korunmasi isleminde deri
zararin1 Onlemek i¢in tuz dogrudan kullanilmadan 6nce halofil bakteri populasyonu
ve bunlarin proteolitik ve lipolitik aktiviteleri acisindan kontrol edilmesi gerektigini
vurgulamistir (Birbir, 2004).

Derilerde salamura islemi sirasinda arkebakterilerden dolayr olan hasari
onlemek icin pek cok calismada etkili bakterisitler (Vivian, 1969; Hendry ve dig.,
1971; Weiss ve Thornton, 1984; Mitchell, 1987; Kallenberger ve Lollar, 1986),
safra tuzlar (Vreeland ve Bailey, 1999) ve halosinler (Birbir ve dig., 2004) tavsiye

edilmistir.

I1.3. ARKEBAKTERILERIN GENEL OZELLIKLERI

Ribozomal RNA’daki riboniikleotid sirasina gore canlilar Bacteria, Archaea ve
Eukarya olmak {iizere iic ana aleme ayrilirlar. Bu alemlerin her birinin pek ¢ok
fenotipik 6zelligi bulunmaktadir. Filogenetik acidan 6nemli olan fenotipik 6zellikler;
hiicre duvar1 yapisi, lipidler, RNA polimeraz ve protein sentezindeki farkliliklardir
(Balows ve dig., 1981; Madigan ve Martingo, 2006).

Arkebakteride pseudopeptidoglikan, polisakkarit, protein ve glikoproteinden
yapilmis  olan  c¢esitli  tipte  hiicre  duvann  yapilar1  bulunmaktadir.
Pseudopeptidoglikanin yapisinda tekrarlanan iiniteler halinde N-asetilglikozamin ve
N-asetilosaminuronik asit vardir. Bu iiniteler arasinda B-1,3 glikozidik bag bulunur
(Madigan, 2006; Valera, 1988; Vreeland, 1993).

Membran lipidlerinin kimyasal yapisi, Bacteria’dan Archaea’yr ayirt etmede
kullanilir. Bacteria ve Eukarya’da hiicre zan lipidlerini meydana getiren yag asitleri
ve gliserol ester bagi ile birbirine baglanirken; Archaea’nin hiicre zan lipidleri eter
bagi ile birbirine baglanan uzun hidrokarbon zincirleri ve gliserolden olusur (Hedrick
ve dig., 1991; Kates ve dig., 1982; Kushner, 1985).

Arkebakteriler; Crenarchaeota, Euryarchaeota ve Korarchaeota olarak ii¢ ana
alt aleme aynlir. Euryarchaeota arkebakterilerin fizyolojik olarak farkli gruplarini

icerir ve bunlarin cogu da farkli asir1 ortamlarda yasarlar. Bu grubun icerisinde



metanojenik arkebakteriler (metan gazi iiretenler) ve asir1 halofiller (Halobacteria)
gibi bakteriler bulunur. Asir1 halofillerin biiyiik bir kismu zorunlu aeroplardir.
Arkebakterilerin bazilar1 kemoorganotrof bazilar1 kemolitotrof ve bazilar1 da
ototroftur (Madigan ve Martingo, 2006; Munson, 1997; Spring ve dig., 1996; Valera,
1981; Vreeland, 1993). Crenarchaeota, bilinen tiim canlilardan daha yiiksek
sicakliklarda yasayan tiirleri icerse de, topragin i¢cinde ve daha ilimli sicakliklarda
bircok tiirii kesfedilmistir. Korarchaeota grubunda ise bildigimiz anlamda herhangi
bir iiyesi daha heniiz canli olarak izole edilememistir. Sadece arkebakterilerin
habitatlarindan izole edilen niikleik asit dizilerine (PCR metoduyla amplifiye edilip
elektroforez yontemiyle jelde yiiriitiilerek) ve aminoasit dizilerine gore farkli bir grup
olusturulmus ve Korarchaeota adin1 almistir (www.ucmp.berkeley.edu/archaea).

Halobacteriaceae tamilyasinda 18 farkli cins bulunur, bunlar: Halobacterium,
Haloarcula, Halobaculum, Halobiforma, Halococcus, Haloferax, Halogeometricum,
Halomicrobium, Halorhabdus, Halorubrum, Halosimplex, Haloterrigena, Natrialba,
Natrinema, Natranobacterium, Natronococcus, Natronomonas ve Natronorubrum
(www.the-icsp.org/taxa/halobacterlist.htm).

Bizim calismamizin konusu olan asir1 halofil arkebakteriler Halobacteriaceae
familyasindan olup tuz konsantrasyonunun 250-300g/I’yi astigi tuzlu ortamlarda
baskin olarak bulunan, kirmizi pigmentasyon olusturan heterotrofik organizmalardir.
Parlak kirmizi rengin gelisiminin tuzlu ortamlarla iligkili oldugu bilinmektedir. Asiri
halofil terimi mikroorganizmanin, hem tuzlu ortamlarda gelistigini hem de
mikroorganizmanin tuza ¢ok fazla gereksinim duydugunu belirtmek i¢in kullanilir.
Bazen bu tuz gereksinimi tuzun doygunluk noktasina kadar olabilir. Asir1 halofillerin
gelismesi icin en az 1.5 M NaCl (yaklasik %9) ve cogu tiirlerin optimal geligsmesi
icin ise 24 M NaCl (%12-23) gerekmektedir. Hemen hemen tiim asir1 halofiller
5.5 M NaCl’de gelisirler (NaCl doygunlugunun limiti %32’dir). Buna ragmen bazi
tirler bu tuzlulukta cok yavas gelisirler. Utah’taki Biiyiikk Tuz Golii’'nde, Olii
Deniz’de, Magadi Goli'nde ve Kenya’daki diger soda gollerinde bu
mikroorganizmalara rastlanmistir. Ayrica tuzlanmig balik ve hayvan derilerinde de
gozlenmistir (Valera, 1988; Bailey ve Birbir, 1993; Quesada ve dig., 1983; Bailey ve
Birbir, 1996; Forsyth ve Kushner, 1970; Oren, 1994; Stoeckenius, 1985; Tonosaki ve
dig., 1984; Birbir ve dig., 1996; Birbir ve llgaz, 1996; Birbir, 1997).

10



Halofil bakteri gruplari, gelismeleri icin ihtiya¢ duyduklar1 tuz miktarina gore
ayrilirlar. Arastirmacilar 0.2 M’dan daha az NaCl konsantrasyonunda gelisenleri
“halofil olmayanlar”, 0.2-0.5 M NaCl konsantrasyonunda gelisenleri “zayif
halofiller”, 0.5-2 M NaCl konsantrasyonunda gelisenleri “orta halofiller”, 2-5.2 M
NaCl konsantrasyonlarinda gelisenleri ise ‘“asir1 halofil” bakteriler olarak
gruplandirmislardir (Kushawa ve dig., 1974; Kushner, 1978; Kushner, 1985;
Lodwick, 1994).

Asir1  halofillerde su dengesinin saglanmast ¢ok Onemlidir. Bazi
mikroorganizmalar diisiik su aktiviteli ortamlarda hiicre icerisinde organik bilesikler
sentezleyerek veya depolayarak kendilerini asir1 hipertonik ortamlardaki basinca
dayamikli hale getirirler. Asir1 halofil arkebakterilerde bu bilesikler ektoin, K,
glycine ve betaindir. Bu bilesikler sayesinde hiicre yiiksek basin¢gli durumlarda bile
susuz kalmaz ve hiicrenin kendi i¢inde yogunlugu daha fazla oldugundan
cevresinden devamli olarak su alabilir. Yani hiicrenin i¢ yogunlugu sentezlenen bu
bilesikler ile arttirilir (Madigan ve Martingo, 2006; Valera, 1988; Vreeland, 1993).

Halobacterium hiicresinin hiicre duvar glikoproteinden olusur ve Na* iyonlar
ile stabilize edilir. Na* iyonlar1 Halobacterium’un hiicre duvarmmn dis yiizeyine
baglanarak hiicre yapisinin korunmasini saglar. Eger ortamda yeterli miktarda Na*
iyonu yok ise hiicre duvar1 parcalanir ve hiicre patlar. Halobacterium hiicre
duvarinda glikoproteinin yapisinda negatif yiiklii aspartat ve glutamat gibi asidik
aminoasitler bulunur. Bu aminoasitlerin karboksil gruplarinin sebep oldugu negatif
yiikler, Na* iyonu ile kaplanir. Na" iyonu sulandirilarak uzaklastirildiginda, bu
proteinlerin negatif yiiklii kisimlar1 birbirlerini iterek hiicrenin patlamasina sebep
olur. Halobacterium’un sitoplazmik proteinleri oldukca asidiktir ve bunlarin
aktivitesi icin K" iyonu gereklidir. Halobacterium’un ribozom yapisiin
bozulmamasi i¢in de yiiksek seviyelerde K' iyonuna ihtiya¢ vardir. Kisacasi
hiicresel yapinin bozulmamasi igin, dis ortamlarda fazla miktarda Na* iyonuna i¢
ortamlarda ise K" iyonuna ihtiya¢ vardir (Jones ve dig., 1987; Madigan ve Martingo,
2006).

Asir1 halofil arkebakterilere taksonomik ve fizyolojik acidan bakildiginda,
Gram negatif boyandiklar1 ve ikiye boliinme ile ¢ogaldiklar1 goriiliir. Dinlenme
safhalar1 yoktur ve spor olusturmazlar. Cogu halofil bakteriler hareketsizdir fakat bir

kac tiirii kirpik ile zayif olarak hareket eder (Grant ve dig., 2001).
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Asir1  halofil arkebakterilerin bazi tiirleri 151k vasitasiyla ATP sentezi
yapabilirler. Bu olay klorofil pigmenti ile gerceklesmediginden fotosentez degildir.
Halofil arkebakteriler klorofil icermeyen, 1s1k enerjisi doniisiim sistemine sahip tek
organizmadir (Greene ve Lanyi, 1979; Kushner, 1985; Madigan ve Martingo, 2006;
Valera, 1988; Tu ve Huttchinson, 1984; Stoeckenius, 1985).

Halofil arkebakterilerdeki pigmentasyon bakteriyoruberinler olarak adlandirilan
kirmiz1 ve portakal renkli olan Csg karotenoidlerinden dolayidir. Bu pigmentler enerji
metabolizmasina katilir. Oksijen konsantrasyonunun az oldugu ortamlarda
Halobacterium salinarum ve bazi diger asir1 halofiller, bakteriyorodopsin olarak
adlandirilan mor bir protein sentezleyerek, bu proteini kendi membrani icine
yerlestirirler. Bu retinal molekiil 15181 absorblayarak proton motiv kuvvetin
olusmasin1 kataliz eder ve boylece diisiik oksijen konsantrasyonlu durumlarda
bakteriyorodopsin sentezi baslar ve mikroorganizmanin rengi portakal ya da
kirmizimst renkten daha kirmizimsi: mor renge doniisiir (Jones ve dig., 1987; Kates
ve dig., 1982; Atlas, 1997; Madigan ve Martingo, 2006; Vreeland, 1993; Oren, 1994;
Stoeckenius, 1985; Tonosaki ve dig., 1984). Halobacterium halobium’un mor
membraninda protein pompasi olarak gorev alan bakteriyorodopsinin kesfi ile halofil
arkebakteriler pek c¢ok biyokimyasal calismanin merkezine yerlesmistir.
Bakteriyorodopsinin ve 151k varliginda klor pompast olarak gorev yapan
halorodopsinin avantajlari; organizmanin dogrudan 15181 kullanarak biyoenerjik
islemi yliriitmesini saglamaktadir (Oren, 1999; Schobert ve Lanyi, 1982).

Deniz tuzlalarinda asir1 halofil prokaryotlar bulunmaktadir. Deniz tuzlalari
deniz suyu ile doldurulan kiiciik kapali havzalardir. Bu ortamlardaki deniz suyu
buharlagtigindan ortamdaki NaCl ve diger tuzlarin yogunlugu artar. Tuzladaki
tuzluluk oranina yaklasinca, suyun rengi halofil arkebakterilerin yogun olarak
gelismesinden dolayr mor renge doner. Halofil bakterilerin kirmizi rengi
karotenoidlerden ve diger pigmentlerin varligindan dolayidir (Madigan ve Martingo,
2006; Valera, 1988).

Tuzlu ortamlarin kirmizi rengi, yalnizca bakteriyoruberin iceren halofil
arkebakterilerden degil, halofil yesil bir alg olan Dunaliella’nin kirmizimsi turuncu
renkli yiiksek igerikli B-karotene sahip olmasindan dolayidir. Her iki durumda da
karotenoid pigmentler, hiicrelerin fotooksidatif hasara kars1 korunmasinda rol oynar.

Haloferax mediterranei’de 15181n etkisi iizerine yapilan calismalarda, yliksek tuz
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konsantrasyonlarinda gelisen hiicrelerin az 1s18a maruz birakildiklarinda az
karotenoid igerdigini gostermistir. Halobacteria ve Dunaliella’daki karotenoid
pigmentlerin yerlesiminde farkliliklar bulunmaktadir. Kirmizi renkli arkebakterilerde
Cso karotenoidleri hiicre membranina yayilmis haldedir. Dunaliella’da ise -karoten
kloroplastin tilakoidler arasi bolgesinde bulunan globiillere yerlesik durumdadir.
Yerlesimdeki bu farklilik pigmentlerin gozle goriilebilir 6zelliklerini etkiler (Oren,
1994; Tonosaki ve dig., 1984; Stoeckenius, 1985).

Arkebakterilerin biyoteknolojik 6nemi her gecen giin artmaktadir. Ornegin bazi
asir1 arkebakterilerin tuzlu besinler, 6zellikle de salamura baliklarin, etlerin iizerinde
yasamasi besin endiistrisi agisindan énemlidir. Halobacterium ve Halococcus tiirleri
proteinleri parcalayan hiicre dist enzimler salarak besin maddesinde bozulmaya yol
acmaktadirlar (www.ucmp.berkeley.edu/archaea).

Cesitli halofil arkebakterilerin diger halofil arkebakterilerin biiytimesini inhibe
eden ve tuza ihtiyac duyan bakteriyosinleri (halosinler) iirettigi bulunmustur.
Halosinlerin iyonik dengesizlige ve hiicre dliimiine yol agtig1 bilinir. Bir¢ok halofil
arkebakteri halosin salgilar ve en az 15 halosin grubu tespit edilmistir. Haloferax
mediterranei tarafindan salgilanan ve Halobacterium halobium’u inhibe eden

Halosin H4 ayrintili olarak incelenmistir (Oren, 1994; Birbir ve dig., 2004).

I1.4. PROTEAZ ENZiMi

Halofil arkebakterilerin derilerde bozunmaya yol acan en onemli ekstraseliiler
enzimlerinden biri olan proteazlar, proteinlerin hidrolizini katalizleyen parcalayici
enzimlerdir ve proteinlerdeki peptid baglarinin kirilmasin katalizler.

Proteazlar, hem fizyolojik hem de ticari alandaki uygulamalariyla ilgili olarak
onemli bir enzim sinifidir. Proteazlar; bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal olmak iizere
3 farkhi kaynaktan elde edilirler. En iyi bilinen bitkisel kokenli proteazlar; papain,
keratinaz, bromelain ve fisindir. Hayvansal kokenli proteazlar ise tripsin,
kimotripsin, pepsin ve renindir. Bitkisel ve hayvansal kaynakli proteazlarin giiniimiiz
diinyasinin taleplerini karsilamadaki yetersizligi, mikrobiyal proteazlarda her gecen

giin artan bir ilgiye sebep olmustur (Rao ve dig., 1998).
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Mikrobiyal proteazlar; genis biyokimyasal c¢esitlilife ve genetik
manipulasyonlara agik olan miikemmel enzim kaynaklaridir. Diinya capindaki
enzim satislarinin - %40’ olusturmaktadir. Biyoteknolojik uygulamalar icin
tasarlanan hemen hemen biitiin 6zelliklere sahip olmalari, hizli biiylimeleri ve
yetismeleri i¢in sinirl alan gereksinmeleri onlarin bitkisel ve hayvansal proteazlara
tercih edilmesine sebep olmaktadir. Mikrobiyal proteazlar; bakteri, mantar, viriis ve
son zamanlarda c¢alisilmakta olan, bizim de calisjmamizda yer alan arkebakteri
kaynaklidir (Rao ve dig., 1998).

Proteazlar, aktif bolgelerine bagh olarak ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar
diye ikiye ayrilirlar. Ekzopeptidazlar, substratin amino yada karboksil uglarinin
yakinindaki peptit baglarim1 kirar. Endopeptidazlar ise substrat u¢larinin uzagindaki
i¢c bolgedeki peptid baglarimi kirar. Aktif bolgelerindeki fonksiyonel gruplara gore de
serin proteaz, aspartik proteaz, sistein proteaz ve metaloproteaz olmak iizere doérde
ayrilmaktadir. Ayrica aktiviteleri icin ATP gerekli olan ATP’ye bagh proteazlar da
vardir (Rao ve dig., 1998).

Proteazlar; protein katabolizmasi, kan pihtilagsmasi, hiicre biiyiimesi ve gocii,
doku diizenlemesi, tiimor biiyiimesi ve ¢ogalmasi, zimojenlerin aktivasyonu, oncii
proteinlerden aktif peptidin ve hormonlarin salinimi, membrana salgi proteinlerinin
taginmasi, iltthaplanma gibi ¢ok cesitli kompleks fizyolojik fonksiyonlar1 yerine
getirmektedir. Hiicre i¢i proteazlar, metabolizmanin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynarken, hiicre dis1 proteazlar hiicrenin absorpsiyonu icin biiyiik proteinlerin kiigiik
molekiillere hidrolizini katalizler. Proteazlar, deterjanlarda, tibbi uygulamalarda,
deri, gida ve farmasotik endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Rao ve dig., 1998).

Halobakteriler proteinlerden, peptidlerden ve amino asitlerden yararlanmak i¢in
hizli ve verimli bir metabolizma gelistirmistir. Halofil gurubundan bircok hiicre dis1
proteaz izole edilmis ve smiflandirilmistir. Bu enzimler aktivite ve kararlilik i¢in
yiiksek tuz konsantrasyonuna ihtiyact olan serin proteazlardir (Izotova ve dig., 1983;
Stepanov ve dig., 1992).

Arastirmacilar, proteaz iireten asir1 halofil arkebakterinin islenmis  deri
yiizeylerinin siiet tarafinda acik renkli lekelere neden oldugunu gostermislerdir

(Bitlisli ve dig., 2004). Elektron mikroskop caligmalari, asir1 halofil arkebakterinin
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kollagen liflerini tahrip ettigini ve {i¢ hafta icerisinde siingerimsi keseciklerin

olusmasina neden oldugunu gostermistir (Vreeland ve dig., 1998).

I1.5. DOGRU ELEKTRIK AKIMI UYGULAMALARI

Pek cok aragtirmaci, gida sanayi gibi ¢esitli endiistrilerde, tipta ve endiistriyel
uygulamalarda mikroorganizmalarin dogru akimla oldiiriilmesi ile ilgili pek ¢ok
calisma yapmustir. Sividan gecen diisiikk seviyeli alternatif akim ile siitiin ve icme
suyunun sterilize edilebildigi gosterilmistir (Anderson ve Finkelstein, 1919; Beattle
ve Lewis, 1925; Prescott, 1927). Dogru ve alternatif elektrik akimlarinin sentetik
idrarda (Davis ve dig., 1991), suda (Patermarakis, 1990), tuz c¢ozeltilerinde
(Pareilleux ve Sicard, 1970) ve insan derisi lizerinde (Bolton ve dig., 1980; Davis ve
dig., 1994; Liu ve dig., 1997) bakterisit etkisi oldugu gosterilmistir. Bakterilerin
dogru elektrik akimla oldiiriilmesi tipta da goriilen bir uygulamadir, diisiik seviyeli
elektrik uygulamasi kataterlere yapisan mikroorganizmalarin oOldiiriilmesi i¢in de

kullanilmistir ( Liu ve dig., 1993).
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BOLUM III

TEZ CALISMALARI

Calismamiz su asamalardan olusmustur:

1. Proteolitik asir1 halofil arkebakteri kiiltiirlerinin hazirlanisi,

2. Farkli kaynaklardan elde edilen asir1 halofil arkebakteri suslarinin proteaz

aktivitelerinin saptanmasi,

3. Proteaz iireten agsir1 halofil arkebakterilerin 0.5 A’lik dogru elektrik akim ile

inaktivasyonu ve rf degerlerinin hesaplanmasi,

4. 0.5 A dogru elektrik akimi1 uygulamasi oncesi ve sonrasi proteaz aktivitelerinin

Olciilmesi.
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III.1. ARASTIRMA ARACLARI

II1.1.1. Kullanmilan Besiyerleri

IT1.1.1.1. Siv1 Jelatin Besiyeri

CaCl.6HpO....c.oviiieiiiiiive 02¢g
KCLoo 2¢g
Maya OZUtl......oveveeiieieiie e, 5¢g
Tripton.....c.oviiii i, 5¢g
Jelatin.........ooooiiiii 20¢g
MgCL.6HoO. ..o 20g
NaCl. oo, 250 g
Distile SU.......ovvviiiiiiiiiiiiie e, 1000 g
pH 7.0

121 °C’de otoklavda 15 dak. steril edilmistir.

I11.1.1.2 Kat1 Jelatin Besiyeri

CaCl.6HpO....eoviieiiii e, 02¢g
KCIL .o, 2¢g
Maya OZUtl......ooeveeiiieieie e, 5¢g
TrIPtON... et S5¢g
Jelatin.........ooooiiiii 20¢g
MgCl.6HyO. ..o, 20¢g
Agar.. oo, 20g
NaCl..oooi e, 250 g
Distile Su.......ooviiiiiiiii 1000 g
pH 7.0

121 °C’de otoklavda 15 dak. steril edilmistir.
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II1.1.2. Kullamilan Cozeltiler

II1.1.2.1. %25 NaCl iceren Steril Tuzlu Su Cozeltisi

II1.1.2.2. % 1’lik Kazein Cozeltisi

Kazein........oooiiiiiiece lg
0.01 NNaOH.......cooomiimiiniiiinicneecene 50 ml
Distile st......ccoeviieiiiiiiiiiieiieeneenn 40 ml
5 5 Sml
H3POyu..ooii S5ml
PH. 7.8

IT1.1.2.3. %10’luk Trikloroasetik Asit Cozeltisi

Trikloroasetik asit........covvieuinieeeeeennnnn. 10 ml

DIStle SU. ..t 100 ml

I11.1.3. Kullanmilan Cihazlar

Spektrofotometre : Shimadzu Uv- Visible, Double Beam
Spektrophotometer Uv-1601, Japonya

Spektrofotometre Kiivetleri : Helma, Japonya

Hassas Terazi : Sartorius Analitik Terazi, Dijital,
Almanya.

Su Banyosu : Clifton Digital Shaker Bath, 0-100°C
Ingiltere.
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Vorteks Karistirici : Fisons Whirli Mixer, Ingiltere.

Isitic1 ve Magnetik Karistiricr  : Isiticili Magnetik Karistiric1, Hs31

Ingiltere.

pH Metre : Sartorius Professional Meter PT-10 P,
Almanya; LCS LD 108 Dijital pH metre,
Almanya.

Etiv : Gen Lab Midi/2/Al, 0-100°C Ingiltere,
Nuve En500 etiiv.

Otomatik Pipetler : Volac Digital mikropipeter, Ingiltere

Hamilton Pipetler : Hamilton, ABD.

Otoklav : Web MLW otoklav, Almanya.

Buzdolabi : Arcelik, Tiirkiye.

Distile Su Cihazi : GFL

I11.1.4 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sodyum kloriir, magnezyum Kkloriir, potasyum kloriir, maya oOziitii, agar,
kalsiyum kloriir, tripton, jelatin, tris, sodyum hidroksit, hidrojen fosfat,

trikloroasetik asit, kazein.
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I1L.2. ARASTIRMA YONTEMLERI

II1.2.1. Proteolitik Asir1 Halofil Arkebakteri Kiiltiirlerinin

Hazirlanisi

Kat1 jelatin besiyeri kaynatilarak eritilmis ve pH 7.0’a ayarlanmustir. 121°C’de
15 dakika otoklavda steril edilerek aseptik kosullarda steril petrilere dokiilmiistiir.
Tuzkdy Tuz Madeni’nden, Tuz Golii’'nden, Tuz Goli’niin tuzlalar1 olan Kaldirim
Tuzlasr’'ndan ve Kayacik Tuzlasi’ndan ayrimi yapilan asirt halofil arkebakteri
izolatlar1 kati jelatin besiyerine azaltma yontemiyle ekilerek 40°C’de 21 giin siire
ile bekletilmistir (Birbir ve Sesal, 2003; Birbir ve dig., 2001; Birbir ve dig., 2004).

Tuz Goli'niin 3., 4., 6. ve 7. bolgelerinden izole edilen 7; Kaldirim
Tuzlasi’nin 1., 3., ve 4. bolgelerinden izole edilen 7; Kayacik Tuzlasi’nin 3. ve 4.
bolgelerinden izole edilen 4; Tuzkdy Tuz Madeni’nin 1., 2. ve 3. bolgelerinden

izole edilen 6 izolatla caligilmistir.

I11.2.2. Farkh Kaynaklardan Elde Edilen Asir1 Halofil

Arkebakteri Suslarinin Proteaz Aktivitelerinin Saptanmasi

Kat1 jelatin besiyerinde iireyen pozitif proteaz aktivitesi gosteren farkl
kaynaklara (Tuz Golii, Kaldirnm ve Kayacik Tuzlalari, Tuzkdy Tuz Madeni) ait
asir1 halofil arkebakteri suslarindan steril 6ze ile koloniler alinarak ayri ayn steril
600 ml’lik s1v1 jelatin besiyerlerine ekilmistir. Bu besiyerleri 40°C’de etiivde 21 giin
boyunca bekletilmis ve asir1 halofil arkebakteri suslarin iremesi saglanmistir. Sonra
da bu suglarin proteaz aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Ayrica her tuz kaynagindan yiiksek
proteaz aktivitesi gosteren iki sus karistirilarak proteaz aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.

Suslarin proteaz aktiviteleri, Drapeau (1974) tarafindan belirtilen kazein
sindirme metoduna gore Sl¢iilmiistiir. Bir iinite proteaz aktivitesi; 37°C sicaklikta,
pH 7.8°de, Assp’de dakikada 0.001 absorbans degisikligi yapan asit coziinen

fregmanlarin ¢ikmasina neden olan enzim miktar1 olarak ifade edilmistir. Proteaz
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aktivitesi ~ asagidaki  formiille  gore  hesaplanmistir  (Www.wortington-

biochem.com/STAMP/default.html).

Unite = [Azgo ( ornek ) - Azg() ( kor ) ] /10

Her bir tiilbe 5 ml %1 kazein c¢ozeltisinden koyup 37°C’de su banyosunda 5
dakika bekletilmistir. Siire sonunda tiiplere 20 ul halofil arkebakteri kiiltiiriinden
eklenip vorteksle karistirilmistir. 10 dakika sonra da 5 ml TCA (Trikloroasetik asit)
konulup reaksiyona son verilmistir. Tiipler tekrar karistithip 10 dakika sonunda
stizilmiistiir. ~ Spektrofotometrede  siiziintillerin 280 nm’de absorbanslari

Olciilmiistiir. Kor olarak kazein disindaki tampon ¢ozeltisi kullanilmistir.

I11.2.3. Proteaz Ureten Asir1 Halofil Arkebakterilerin
0.5 A’lik Dogru Elektrik Ak ile inaktivasyonu ve Rf

Degerlerinin Hesaplanmasi

Bu calismada her kaynaktan iki izolat olmak iizere yiiksek proteaz aktivitesi
gbsteren 600 ml sivi jelatin besiyerinde iiremis olan izolatlar (10° kob/ml)
kullanilmistir. Yiiksek proteaz aktivitesi gosteren ayni tuz kaynagina ait iki farkl
izolattan 100’er ml alinarak steril bir beherde birlestirilip iyice karistirtlmistir. Bu
stv1 jelatin besiyerlerinin sicakligi 20°C’ye getirilmis ve bu besiyerlere 20 dakika
boyunca 0.5 A’lik dogru elektrik akimi uygulanmistir. Bu ¢alismada kullanilan
elektrokimyasal elektroliz diizenegi, iki platin tel elektrottan olusmustur. Her iki
elektrot da 1 mm c¢apinda ve 80 mm uzunlugunda olup aralarinda 40 mm bosluk
birakilmistir. Elektrotlar, 0-60 V arasinda otomatik degisebilir ¢ikis voltajina ve
0 ile 6 A kullanici-se¢imli akim degerine sahip dogru akim kaynagina (Kenwood,
PD56-10AD, Japan) baglanmistir. Elektrik uygulamasinin 6ncesinde 1, 3, 5, 10, 15,
20 dakikalarinda siv1 jelatin besiyerinden 0.1 ml alinarak 9.9 ml %25 steril tuzlu
suyla kanistirllmistir. Bu seyreltme islemi bir kez daha tekrarlanmistir (seyreltme

faktori 10'4). Dogrudan ve tiim seyreltme faktorlerinden 100 ul alinarak 1, 3, 5, 10,
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15, 20 dakika sonunda jelatin agar besiyerine steril cam baget yardimiyla aseptik
sartlar altinda plaga yayma yontemi ile ekim yapilmistir. Ayni siirelerde sivi jelatin
besiyerinin sicaklik ve voltaj degisimleri Olc¢iilmiistiir. Ekim yapilan petriler
40°C’de 2 ay boyunca bekletilmistir. Siire sonunda jelatin agar besiyerinde iireyen
koloniler sayilarak seyreltme katsayisi ile ¢arpilmis ve 1 ml’deki toplam bakteri
sayis1 hesaplanmistir. Her bir uygulama icin Log;o azaltma faktorii (rf) asagidaki

formiile gore hesaplanmistir (Park ve dig., 2003; Birbir ve Birbir, 2006).

rf = logjone — logong

n. = Deney oncesi s1v1 jelatin besiyerindeki asir1 halofil arkebakteri sayisi (kob/ml)

ng = Deney sonrasi s1vi1 jelatin besiyerindeki asir1 halofil arkebakteri sayis1 (kob/ml)

I11.2.4. 0.5 A Dogru Elektrik Akimi1 Uygulamas1 Oncesi ve

Sonrasi Proteaz Aktiviteleri

Bu calismada her kaynaktan iki izolat olmak iizere yiliksek proteaz aktivitesi
gosteren 600 ml jelatin s1vi besiyerinde liremis olan (10° kob/ml) izolatlarin hem ayri
olarak hem de karisimlarina (200ml) 20 dakika siire ile 0.5 A’lik dogru elektrik
akimi verilmigtir. Siv1 jelatin besiyerlerinden 1, 3, 5, 10, 15, 20 dakika sonunda
I’er ml alinarak proteaz aktiviteleri ol¢iilmiistiir (Drapeau, 1974).

Bu calismadaki tiim deneyler ¢ift ¢alisilarak yapilmistir.
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BOLUM IV

SONUCLAR

Asir1 halofil arkebakteri suslari, pH’1 7 olan %25 tuz iceren sivi jelatin
besiyerinde liretilerek kazein sindirme metodu ile spektrofotometrik olarak proteaz
aktiviteleri Olctilmiistir. Bu calismada, Tuz Go6li'nlin, Kaldirim Tuzlasi’nin,
Kayacik Tuzlas’'nin ve Tuzkéy Tuz Madeni’nin hem aymi hem de farkli
bolgelerinden izole edilen asir1 halofil arkebakteri izolatlar1 ile ¢alisilmistir. Tuz
Goli'niin 3., 4., 6. ve 7. bolgelerinden izole edilen 7 izolatin proteaz aktiviteleri
80.0-83.3 Unite, Kaldirirm Tuzlasi’nin 1., 3. ve 4. bolgelerinden izole edilen 7
izolatin proteaz aktiviteleri 81.1-83.8 Unite, Kayactk Tuzlas’'nin 1. ve 2.
bolgelerinden izole edilen 4 izolatin proteaz aktivitesi 83.3-84.4 Unite, Tuzkdy Tuz
Madeni’nin 1., 2. ve 3. bolgelerinden izole edilen 6 izolatin proteaz aktiviteleri ise
82.0-83.4 Unite olarak 6lciilmiistiir. Calistigimiz izolatlar arasinda en diisiik proteaz
aktivitesi 1TL7 izolatina ait olup 80.0 Unitedir, en yiiksek deger ise 2KS3 izolatina
aittir ve 83.8 Unitedir. Hem farkli hem de ayn1 bolgeden izole edilen asir1 halofil
arkebakteri izolatlarinin proteaz aktivitelerinin birbirine yakin degerler oldugu

gozlenmistir. Bu ¢alismaya ait sonuclar Tablo IV.1°de verilmistir.
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Tablo IV.1.: Tuz Goli, Kaldirnm Tuzlasi, Kayacik Tuzlasi ve Tuzkoy Tuz
Madeni’nden Izole Edilen Asir1 Halofil Arkebakteri Suslarinin Proteaz Aktiviteleri

Susun Izole Edildigi Sus Proteaz Aktivitesi
Tuz Kaynag Ad1 (Unite)

1TL3 82.1
1TL4 83.3
Tuz 2TLA 83.2
Golii 3TL4 83.3
2TL6 82.6
4TL6 83.0
1TL7 80.0
1KS1 82.0
2KS1 82.6
Kaldirnm 1KS3 83.7
Tuzlas1 2KS3 83.8
2KS4 82.1
3KS4 83.6
4KS4 81.1
1KYS1 83.4
Kayacik 2KYS1 83.4
Tuzlasi 3KYSI 83.3
1KYS2 83.3
2TK1 83.4
.. 3TK1 83.3
Tu’zul\z/ll::l);ni 4TK1 83.0
2TK2 83.2
2TK3 83.2
3TK3 82.0
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0.5 A dogru elektrik akiminin karisik asir1 halofil arkebakteri populasyonuna
olan etkisi Sekil IV.1°de gosterilmistir. Akim uygulamasinin baglamasi ile Tuz Golii
(6,602 log kob/ml) ve Tuzkdy Tuz Madeni (6.447 log kob/ml) proteolitik izolatlar
karigtmi bakteri sayis1 yavas yavas azalmig 15 dakika sonunda tamamen
sifirlanmigtir. Kaldirnm (6.672 log;y kob/ml) ve Kayacik (6.230 log;y kob/ml)
Tuzlalar1 proteolitik izolatlar1 karistmlarimin bakteri sayilarmi sifirlamak i¢in 10

dakika yeterli olmustur.

Sekil IV.1.: Sivi Jelatin Besiyerindeki Proteolitik Asir1 Halofil Arkebakteri
Karisimina 0.5 Amper Dogru Elektrik Akiminin Etkisi

—&— TL4 Karisimi
—l— KS3 Karigim

21\ s Koo
BANY

RN N

NN

RO\

| AN

Bakteri sayis1 (log kob/ml)

Elektrik uygulama zaman (dakika)
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Ayrica, karigik asirt halofil arkebakterilere 20 dakika 0.5 A dogru elektrik
akimi uygulamasi siiresince sicaklik, voltaj ve rf degerleri dlciilmiistiir. Dort farkl
karisima 0.5 A dogru elektrik akimi uygulanmasi sirasinda, deney dncesi 20°C olan
sicaklik, bakteri populasyonu tamamen oOldiigiinde Tuz Golii’niin ve Kayacik
Tuzlast’nin proteolitik izolatlarimin karisiminin sicakhigr 29°C’ye cikarken Kaldirim
Tuzlasr’'nin proteolitik izolatlart karisimininki 250C’ye, Tuzkdy Tuz Madeni’'nin
proteolitik izolatlar1 karigimininki 270C’ye cikmistir. Gerilim seviyeleri, bakteri
populasyonunun azalmasi ile dogru orantili olarak diisme gostermis bakteriler
oldiigiinde ise artmaya baslamistir. Rf degerleri ise bakterilerin 6liimii ile en yiiksek
degere ulasmistir. Bu degere, Tuz Golii ve Tuzkdy Tuz Madeni proteolitik suslar
karisimlart icin 15 dakika, Kaldirim ve Kayacik proteolitik suslar1 karigimi i¢in ise

10 dakikada ulasilmistir. Bu ¢alismaya ait sonuglar Tablo IV.2’de gosterilmistir.

Tablo IV.2.: 0.5 A Dogru Elektrik Akiminin 20 Dakikalik Siire ile Uygulandigi Sivi
Jelatin Besiyerlerindeki Sicaklik, Voltaj ve Asin1 Halofil Arkebakterilerin Rf

Degerleri
Uygulama Tuz Goli’niin Proteolitik ~ Kaldirim Tuzlast’nin Kayacik Tuzlasi’nin Tuzkdy Tuz Madeni’nin
Siiresi Sugslar1 Karigimi Proteolitik Suslar1 Karisimi  Proteolitik Sugslari Karigimi  Proteolitik Suslari Karigimi
(dak) (6.602)* (6.672) (6.230) (6.447)
Voltaj °C if Voltaj °C if Voltaj °C «f Voltaj °C  «f

Deney

Oncesi - 20 - - 20 - - 20 - - 20

1 45 20 2125 50 20 3502 50 20 1.929 45 20 1.146
3 44 24 2.699 48 22 4.128 48 21 3.385 44 21 2406
5 43 25 2.757 46 23 5195 4.7 22 4330 42 22 3.146
10 42 26 4.034 50 25 6.672 50 29  6.230 40 24 4493
15 45 29 6.602 50 27  6.672 50 31 6.230 45 27 6447
20 4.9 31 6.602 50 31 6.672 50 33 6230 49 30 6447

* = Arkebakteri sayilarinin deney 6ncesi Log;, degerleri
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Sectigimiz sekiz izolatin ayr1 ayr1 ve karisitmlarina 0.5 A’lik dogru elektrik

akimi uygulamasi sirasinda 1., 3., 5., 10., 15. ve 20. dakika sonunda proteaz

aktiviteleri Ol¢iilmiistiir. Deney sonunda proteaz aktivitelerinde cok az bir diisme

goriilmiistiir. Bu caligmaya ait sonuglar Tablo IV.3’te verilmistir.

Tablo IV.3.: 0.5 A Dogru Elektrik Akim1 Uygulamasi Oncesi ve Sonrasi Proteaz

Aktiviteleri
Uygulama TL4 KS3 KYS1 TK1
zamani 1TL4 | 3TL4 1KS3 | 2KS3 2KYS1 | 3KYS1 2TK1 | 3TK1
(dak) Karisim Karisim Karisim Karisim
Deney
oncesi R
83.3 | 833 83.0 83.7 | 83.8 83.5 834 83.3 83.0 834 | 83.3 83.1
1 82.9 | 82.2 82.7 83.6 | 83.0 82.0 83.0 83.0 82.3 83.1 | 81.1 82.0
3 82.8 | 82.2 824 83.0 | 829 81.7 82.5 82.7 81.9 83.0 | 80.8 81.1
5 82.7 | 81.5 82.0 82.6 | 82.5 81.6 82.1 824 81.9 82.5 | 80.5 81.0
10 824 | 81.5 81.3 81.6 | 80.1 81.0 81.5 82.0 81.5 824 | 804 80.8
15 82.3 | 81.3 81.2 80.3 | 80.0 80.5 81.0 81.3 81.0 82.2 | 80.0 80.0
20 82.1 | 81.0 81.1 80.2 | 80.0 80.4 81.0 81.2 81.0 82.1 | 80.0 80.0

* = Proteaz aktiviteleri Unite cinsinden verilmistir.
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BOLUM V

TARTISMA VE DEGERLENDIRME

Tuzun igerisindeki asir1 halofil arkebakteri sayilari ideal gelisme ortami
buldugu zaman artabilir. Kan, giibre ve organik madde iceren tuzlanmis deriler
halofil arkebakteriler icin ideal bir gelisme ortamidir. Bailey ve Birbir (1993), tuzlu
suyla korunmus derilerin 1 gramindaki halofil arkebakteri sayilarinin 10°-10° kob/g
oldugunu agiklamislardir. Arastirmacilar ABD’den toplanan 131 adet tuzlu suyla
korunmus derilerin %98’inin asir1 halofil bakteri icerdigini belirtmislerdir. Bu
derilerden 332 asir1 halofil bakteri susu izole edilmis ve bu suslarin %94 iiniin
proteaz pozitif oldugu agiklanmistir (Bailey ve Birbir, 1993). Diger bir ¢alismada
ise 35 adet Fransiz ve Rus derilerinin %91’inin asir1 halofil bakteri icerdigi
saptanmustir. Incelenen derilerden 85 asir1 halofil bakteri susu izole edilmis ve bu
suslarin %67 sinin de proteaz pozitif oldugu gosterilmistir (Birbir, 1997). Bitlisli ve
arkadaslar1 (2004), tuzlanmis koyun derilerinde 10°-107 kob/g halofil bakteri
bulduklarim1 aciklamislardir. Bu halofil bakterilerin %53-74’iiniin proteolitik
aktivite, %47-62’sinin ise lipolitik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Bitlisli ve dig.,
2004). Arastirmacilar derilerin asir1 halofil bakteri icermeyen tuzla muhafaza
edildiginde ve buzdolab1 1sisinda depolamip tasindifinda derilerde zarar
olusamayacagin1 ancak deriler islem gérmemis tuzla korunduklarinda ve oldukga
yiiksek depolanma 1silarinda oldugunda veya nemli atmosferde depolandiklarinda
deriler iizerinde asir1 halofil arkebakterilerin geliserek derilerde zararlar
olusturacaklarini bildirmislerdir (Bailey ve Birbir, 1996). Proteolitik asir1 halofil
bakterileri iceren tuz, deri korunmasinda kullanildigr zaman bu mikroorganizmalar
yiiksek 1silarda depolanan derilerin sir¢a yiizeyini sindirerek oldukca onemli dl¢giide

zarara yol agarlar (Bailey ve Birbir, 1996). Arastirmacilar 41°C’de 7 hafta
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depolanmis tuzlu suyla korunmus derilerde sirca hasar1 goriilebilecegini yaptiklari
caligmalar ile ispatlamiglardir ve asirt halofil bakterilerin sebep oldugu siiet
goriiniimiindeki sirca zararimin c¢iplak gozle ve elektron mikroskobuyla kolayca
goriilebildigini belirtmislerdir (Bailey ve Birbir, 1996). Ayrica diger arastirmacilar
tuzlanmis koyun derilerinde mikroorganizma faaliyetinden dolay1 islenmis cift
tarafli derilerin siiet yiizeyinde acik lekeli, kusurlu bdlgelerin olustugunu
bildirmislerdir ve deriler iizerinde bdyle bolgelerin %35 oraninda bulundugunu
saptamislardir (Bitlisli ve dig., 2004).

Vreeland ve arkadaglar1 (1998), 2 saat siire ile tuzla korunmus derilerde
kizigsmaya yol agan olaylar dizisini incelemislerdir. Elektron mikroskobu ile yapilan
arastirma sonuglart kizigsma olayinin gozle fark edilmeden Once halofil bakteri
hasarinin deri yiizeyinde olustugunu gostermistir. Ayrica halofil bakterilerin dermis
tabakasindaki kil folikiillerine yerleserek 3 hafta icinde =zarar olusturdugu
saptanmistir. Halofil bakterilerin kollagen liflerini tamamen harap ettigi ve deri
icinde siingere benzer vezikiiller iirettigi belirlenmistir. Arastirmacilar, derilerin
tuzlu suyla korunmalar1 esnasinda bakterisitler kullanmiglardir (Vivian ve dig.,
1969; Hendry ve dig., 1971; Birbir ve dig., 2001). Etkili bakterisitler (Birbir ve dig.,
2001; Weiss ve dig., 1984; Mitchell ve dig., 1987), safra tuzlar1 (Vreeland ve dig.,
1999), asir1 halofil bakteriler tarafindan iiretilen halosinler gibi dogal antimikrobiyal
maddeler (Birbir ve dig., 2004) derilerin tuzlu suyla korunmalar1 esnasinda olan
halobakteriyel zarar1 Onlemek icin Onerilmistir. Bununla birlikte, son yillarda
bakterisitlerin kullaniminda sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu sorunlar bakterisitlerin
toksik etkilerinden, devamli ve gelisigiizel kullanimlarina baglh olarak bakterilerin
direng gelistirmesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica bakterisitler yag emiilsiiyonu
olduklarindan dolay1 oldukc¢a yiiksek miktarda tuz iceren salamura sivilarinda
bakterisitlerin yapilar1 bozulmaktadir. Bu sebepten halofil bakteriler iizerine etkili
olamamaktadirlar (Kallenberger ve dig., 1985). Bu nedenle, deri korunmasinda
kullanilan tuzlu su c¢ozeltileri icerisinde gelisen asir1 halofil bakterileri inaktive
etmek icin oldukca ucuz, etkili ve kolay uygulanabilen bir sisteme ihtiyag
duyulmaktadir. Bircok arastirmaci, ¢esitli alanlarda farkli mikroorganizma tiirlerini
inaktive etmek icin dogru elektrik akiminit kullanmistir. Yapilan calismalarda E.
coli, P. aeruginosa IFO 2689 (Tokuda ve Nakanishi, 1995), E. coli IFO 3301
(Venkitanarayanan ve dig., 1999), kiikiirdii okside eden bakteriler, Thiobacillus
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ferrooxidans, asidofilik heterotrof Acidiphilium SJH (Jackman ve dig., 1999), L.
monocytogenes (Ye ve dig., 2001), Vibrio parahaemolyticus (Park ve dig., 2004)
gibi farkli mikroorganizmalar1 Oldiirmek i¢in ¢esitli seviyelerde dogru elektrik
akimi  kullanilmistir. Perkiitan paslanmaz celik implantlardaki enfeksiyonlari
onlemek ic¢in paslanmaz ameliyat aletlerine tutunan stafilokoklar1 ayirabilmek igin
elektrik akimin etkili oldugunu bildirmislerdir. 60 ile 100pA dogru akim ve 60 ile
100pnA’in blok akimlarit 200 dakika siire ile etiivde inkiibe edilen S.epidermidis
biyofilminin ayrilmas1 icin 360 dakika ayr1 ayr1 uygulanmistir. Ayn1 deney sartlar
altinda 100p A dogru akimin %78’lik bir ayrilmaya sebep olurken 100uA blok akim
sadece %31 ayrilmaya neden olmustur (Borden ve dig., 2004). Aktive edilmis
biyofilmlerdeki nitrifikasyon yapan bakteriler poliprilen paketleme sistemi iizerine
immobilize edilmislerdir ve bu bakteriler 2.5-5 A/m® dogru elektrik akimi ile
inaktive edilmistir (Li ve dig., 2001).

Halobacterium halobium, Natronococcus occultus, Natrialba magadii,
Haloferax volcanii, Halobacterium salinarium, Haloferax mediterrianei ve
Haloarcula marismortui gibi pek cok halofil arkebakterinin hiicre dis1 ortama
proteolitik enzimleri salgiladig1 bilinmektedir (Norberg ve Hofstein, 1969; Izotova
ve dig., 1983; Kamekura ve dig., 1996; Kim ve Dordick, 1997; Studdert ve dig.,
1997; Marhuenda-Egea ve dig., 2001; Elsztein ve dig., 2001; Studdert ve dig., 2001;
Stepanov ve dig., 1992).

Arastirmacilar 172 P1 susu tarafindan iiretilen subtilisin benzeri olan bu
halofil proteazi (halolisin) saflastirip smiflandirmislardir ve halolisinin genini
klonlayip baska bir halofil bakteri olan Haloferax volcanii’de tanimlayarak
niikleotid dizisini tayin etmislerdir (Kamekura ve Seno, 1990; Kamekura ve dig.,
1992). Halofil arkebakteri olan Natrialba magadii’den salgilanan bir serin proteaz
logaritmik tireme fazin sonunda izole edilmistir. Bu proteazin jelatin ve kazein gibi
biiylik proteinleri hidrolize ettigi agiklanmistir (Gimenez ve dig., 2000). Ryu ve
arkadaslar1 (1994) asirt halofil Halobacterium halobium tarafindan salgilanan
hiicre dis1 proteazi izole edip kismen saflastirmiglardir. Franzetti ve arkadaslari
(2002) da tetrahedral yapida olan bir proteaz kompleksini asir1 halofil arkebakteri

olan Haloarcula marismortui’den izole etmislerdir.
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Birbir (2004), Tuz Goli’nden, Kaldirim Tuzlasi’ndan, Kayacik Tuzlasi’ndan
ve Tuzkdy Tuz Madeni’nden izole ettigi asirt halofil arkebakterilerin biiyiik bir
cogunlugunun proteaz aktivitesi gosterdigini bildirmistir.

Bu calismada kullanilan suglarin daha once yapilan ¢alismalarla Haloarcula
(3TLA4, 2KYS1, 3TK1), Halorubrum (1TLA, 1KS3), Natrinema (2KS3, 2TK1) ve
Halobacterium (3KYS1) cinslerine ait oldugu fenotipik karakteristiklerine, polar
lipid igeriklerine, antibiyotik hassasiyetlerine ve filogenetik analizlere gore
saptanmustir (Birbir ve dig., 2004; Birbir ve dig., 2007).

Dort farkli kaynaktan elde edilen test suglarinin yaptigimiz deneyler sonucunda
proteaz aktivitelerinin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir (Tablo IV.1). Tuz Goli,
Kaldirim Tuzlasi, Kayacik Tuzlasi ve Tuzkdy Tuz Madeni suslarinin proteaz
aktiviteleri sirasi ile; 80.0-83.3, 81.1-83.8, 83.3-84.4, 82.0-83.4 Unite bulunmustur.
Test suslarinin proteaz aktiviteleri sonucglarina gore bu suslarin izole edildikleri
kaynagin proteaz aktivitesi acisindan ¢ok Onemli olmadigi ve her bir susun
potansiyel proteolitik aktiviteye sahip oldugu sonucuna varilmistir (Tablo IV.1).
Daha once yapilmis olan c¢alismalardaki proteaz aktiviteleri de bizim buldugumuz
aktivitelerle paralellik gostermektedir (Dodia ve dig., 2006, Vidyasagar ve dig.,
2006, Karbalei-Heidari ve dig., 2007).

Birbir ve Birbir, (2006) 0.5 A seviyesindeki dogru elektrik akiminin Tuz
Golii’nden izole edilen farkl tiirde proteaz ve lipaz iireten asir1 halofil arkebakterileri
20 dakikada oldiirdiigiinii tespit etmislerdir.

Calismamizda s1v1 jelatin besiyerindeki asiri halofil arkebakterileri 6ldiirmek
icin 0.5A dogru elektrik akimi kullamilmistir. Arastirmacilar, Tuz Goli, Kaldirim
Tuzlasi, Kayacik Tuzlas1 ve Tuzkoy Tuz Madeni’nden alinan tuz orneklerinde asiri
halofil arkebakteri sayisinin 10°~10° kob /ml, 10° kob /ml, 10° kob /g, 10°~10° kob /g
oldugunu tespit etmislerdir (Bibir ve Sesal, 2003; Birbir ve dig., 2001; Birbir ve dig.,
2004). Bu nedenle s1v1 jelatin besiyerindeki asirt halofil arkebakteri sayis1 yiiksek bir
popiilasyon sayisina ayarlanmistir (10° kob/ml).

0.5 A dogru elektrik akimi ile 5 dakikalik bir uygulamadan sonra Tuz Go6lii’niin
karigik proteolitik suslari i¢in rf degerleri ¢ok diisiik (2.76 log;o), Kayacik Tuzlasi ve
Tuzkdy Tuz Madeni’nin karisik proteolitik suslari icin orta (4.33-3.15 logo),
Kaldirim Tuzlast’nin karisik proteolitik suslari icin oldukg¢a yiiksek (5.20 logjo)
olarak bulunmustur (Tablo IV.2). Karisik proteolitik suslarin 0.5 A dogru elektrik
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akimla muamelesi sonuglarina gore Kaldirim Tuzlasi’nin suglarinnin rf degerinin
daha yiiksek oldugu saptanmistir. Kaldirrm Tuzlasi’nin karigik proteolitik suslari
23°C’de 5 dakikallk dogru akim wuygulamasindan sonra rf degeri
5.2 logjp kob/ml olurken Kayacik Tuzlas’min suslarinin  rf  degerinin
4.33 log;o kob/ml oldugu belirlenmistir (Tablo IV.2). 10 dakika 0.5 A dogru elektrik
akimma maruz birakilan Tuz GoOli’niin karisik proteolitik suslarmin rf degerinin
4.03 log;o kob/ml, Tuzkdy Tuz Madeni’nin karisik proteolitik suglarinin rf degerinin
ise 4,49 log;p kob/ml oldugu goriilmiistiir (Tablo IV.2). Bu sonuglara gore, Kaldirim
ve Kayacik Tuzlasi’nin suslar1 0.5 A dogru elektrik akimin oldiiriicii etkisine karsi
daha duyarl bulunmustur.

Siv1 jelatin besiyerine 0.5 A dogru elektrik akimi uygulamasi sirasinda
gerilim seviyeleri ve sicaklik degisimleri de oOl¢iilmiistiir. Deney Oncesinde tiim
karisimlarin sicakhign 20°C iken 15 dakika sonunda Tuz Golii ve Tuzkoy Tuz
Madeni proteolitik suslar1 karisimlarinin sicakliklar sirasiyla 29°C ve 270C’ye; 10
dakika sonunda ise Kaldirim Tuzlasi’nin ve Kayacik Tuzlasi’nin proteolitik suslar
karisimlarmin sicakliklari ise sirasiyla 25°C ve 29°C’ye ¢ikmustir (Tablo IV.3).
Gerilim seviyeleri, karisitmlardaki bakteriler tamamen Olene kadar azalmis, daha
sonra da artmaya baglamistir (Tablo IV.3). Bu 6nemli bulgu deri endiistrisinde,
salamura s1vilarindaki bakterilerin 6ldiikleri zamanlar1 tayin etmede kullanilabilir.

Ayrica ¢alismamizda, Tuz Goli (1TL4, 3TL4 ve karisimi), Kaldirnm (1KS3,
2KS3 ve karistmi) ve Kayacik (2KYS1, 3KYS1 ve karisimi) Tuzlalart ve Tuzkoy
Tuz Madeni’nin (3TK1, 2TK1 ve karisimi) aynir bolgelerinden izole edilen
proteolitik asir1 halofil arkebakterilerin iirettikleri proteaz {iizerine 0.5 A dogru
elektrik akiminin etkisi 20 dakika siire ile incelenmistir. Uygulama sirasinda 0.5 A
dogru elektrik akiminin bu suglarin proteaz aktivitesini ¢ok az diisiirdigi
saptanmistir. Bu nedenle, bu mikroorganizmalarin proteazlarint deri salamura
stvilarina salgilamadan 6nce oldiiriilmeleri gerektigi gdzlenmistir (Tablo 1V.3).

Elektrik akimindan sonra bakterisit etkinin H,O,, oksitleyici radikaller ve klor
molekiillerinden 6tiirii oldugu bildirilmistir (Prescott, 1927; Pareilleux, 1970). Dogru
elektrik akimi NADH gibi koenzimlerin ve enzimlerin oksitlenmelerine neden
olmakta, membranin hasar gormesi ile c¢ok gerekli olan sitoplazmik bilesenler
disartya ¢ikmakta ve solunum zincirinin hizi azalmaktadir (Patermarakis ve

Fountoukidis, 1990).
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Bu calismamizda, sivi jelatin besiyerine elektrik akimi verilmesi ile klor gazi
aciga cikmustir. Proteolitik asir1 halofil arkebakteri suslarinin inaktivasyonuna da klor
molekiillerinin yardimci oldugu diisiiniilmektedir. Bu sonuclar daha once yapilan
arastirma sonuclarini dogrulamistir (Anderson ve Finkelstein, 1919).

Sonug olarak, bu metod test edilen sivi jelatin besiyerindeki asir1 halofil
arkebakterileri 10 ile 15 dakikada oldiirmiistiir. Sonuclar dogru elektrik akiminin
deri endiistrisinde salamura sivisinda proteolitik asir1 halofil arkebakteri suslarinin
inaktivasyonu i¢in alternatif bir yaklasim olabilecegini diisiindiirmektedir. Tiim
mikroorganizmalari tamamen Oldiirmesi, mutant veya direncli sus olusturmamast,
ucuz, kolay ve basit olmasi, antibakteriyel maddelere gore diger mikroorganizmalara
tutunmus veya kiimelenen mikroorganizmalara daha hizl difiize olmasi, asir1 halofil
arkebakteri suslar1 i¢in rf degerinin 7 logjo’dan fazlasina ulasabilmesi (Birbir ve
Birbir, 2006), geri doniisiimsiiz 6ldiirme etkisine sahip olmasi bu metodun salamura

stvisinin dezenfeksiyonu icin 6nemli olabilecegini gostermektedir.
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