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OZET

ISLATMA SIVILARINDAN ENZIM URETEN HALOVERSATIL
BAKTERILERIN iZOLE EDILEREK TANIMLANMASI

Deri endiistrisinde tuzlama islemi mikroorganizma faaliyetlerini 6nlemek amaciyla ham
derilere uygulanmaktadir. Tuzlanmis derilerin kaybettigi suyu ve eski yumusakligini geri
kazanmas1 amaciyla bu deriler i¢in 1slatma iglemi gerceklestirilmektedir. Islatma
stvisinda fazlaca bulunan organik yiik, tuz ve diski nedeniyle 1slatma sivisi bakterilerin
gelismesi i¢in uygun bir ortam olusturmaktadir. Deri iizerinde gelisen bakteriler bu
derilerde 6nemli zarara neden olmaktadir. Bu ¢alismamizda, 1slatma s1vis1 numunelerinin
pH ve tuz degerleri tespit edilmistir. Islatma s1vist numunelerindeki toplam haloversatil
bakterilerin sayisi, proteolitik haloversatil bakterilerin ve lipolitik haloversatil
bakterilerin toplam sayilar1 belirlenmistir. Bu 1slatma sivist numunelerinden enzim
(amilaz, kazeinaz, lipaz, ksilanaz, seliilaz, proteaz, DNaz, pullulanaz, iireaz, oksidaz ve
katalaz) iireten haloversatil bakteriler izole edilmis ve 16S rRNA gen dizi analizi ile
tanimlanmistir. Farkli amino asit ve seker kaynaklarimin kullanimi gibi metabolik
aktiviteleri test edilmistir. Ayrica enzim iireten haloversatil bakterilerin deri yapisina
verdigi hasar taramali elektron mikroskobu kullanilarak incelenmistir. Orneklerin pH
degerler1 8.80-9.30, tuzluluk oranlar1 ise %3.5-5.5 olarak belirlenmistir. Toplam
haloversatil bakteri sayist 3.8x10*-1.6x10° kob/ml, toplam proteolitik ve lipolitik
haloversatil bakteri sayilar1 ise sirasiyla 1.2x10%-5.8x10° kob/ml ve 6.3x10*4.6x10°
kob/ml olarak saptanmistir. Orneklerden bes farkli tiire ait (Terribacillus halophilus,
Brevibacterium luteolum, Bacillus australimaris, Bacillus siamensis ve Bacillus
mojavensis) alt1 adet haloversatil bakteri izole edilmistir. Izolatlar tarafindan proteaz
(%83), lipaz (%83), kazeinaz (%67), amilaz (%50), seliilaz (%17) gibi ¢esitli enzimler
iretildigi belirlenirken; higbir izolatin ksilanaz, DNaz, pullulanaz ve iireaz enzimlerini
iiretmedigi tespit edilmistir. Izolatlar tarafindan farkli seker kaynaklari [laktoz (%100),
D-(+)-dekstroz (%2100), miyo-inositol (%100), D-(+)-selobiyoz (%2100), adonitol (%100),
D-(-)-salisin (%2100), dulsitol (%2100), D-mannoz (%2100), ksilitol (%83), L-(+)-arabinoz
(%83), D-(-)-fruktoz (%67), D-mannitol (%67), D-(+)-trehaloz (%67), D-(-)-riboz (%50),
D-(+)-melezitoz (%33) ve siikroz ( %17)] ve farkli amino asit kaynaklari [L-serin(%100),
L-glutamik asit (%67), DL-fenilalanin (%67), trans-4-hidroksi-L-prolin (%67), L -prolin
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(%67), glisin (%50), L-ornitin (%50), L-aspartik asit (%33), L-fenilalanin (%33),
L-arjinin (%17), L-histidin (%17), L-lizin (%17), L-treonin (%17)] kullanilmistir.
D-sorbitol, D-(+)-galaktoz, maltoz, D-(+)-ksiloz ve L-tirozin, D-(+)-melibiyoz, L-sistin,
16sin, L-izolosin, L-metiyonin, L-valin, L-alanin kaynaklarinin ise higbir izolat tarafindan

kullanilmadig: tespit edilmistir.

Ekim, 2022 Ozlem OZBAY



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF ENZYME PRODUCING HALOVERSATILE
BACTERIA FROM SOAK LIQUORS

In the leather industry, the salting process is applied to raw hides in order to prevent
microbial activity. Salted hides and skins are then soaked to re-absorb the water lost
during salting and also to clean the salted hides and skins. Due to the organic load, salt
and faeces present in the soak liquor, the soak liquor provides a suitable environment for
the growth of bacteria. Bacteria that develop on the hide/skin may cause significant
damage to these hides and skins. Therefore, the aims of the present study were to examine
the pH values and salt saturation of the soak liquor samples, to detect
the total counts of haloversatile bacteria, total counts of proteolytic haloversatile bacteria
and total counts of lipolytic haloversatile bacteria in the soak liquor samples.
Enzyme (amylase, caseinase, lipase, xylanase, cellulase, protease, DNase, pullulanase,
urease, oxidase, or catalase) producing haloversatile bacteria were also isolated from
these samples and they were identified with 16S rRNA gene sequence analysis. Their
metabolic activities such as utilisation of different amino acid and carbon sources were
tested. In addition, the damage caused to the skin structure by enzyme-producing
haloversatile bacteria were examined using scanning electron microscope. The pH values
and salt saturation of the samples were found as 8.80-9.30 and 3.5%-5.5%, respectively.
The total counts of haloversatile bacteria, proteolytic, and lipolytic haloversatile bacteria
were respectively detected as 3.8x10%-1.6x108 CFU/ml, 1.2x10%-5.8x10° CFU/ml, and
6.3x10%-4.6x10° CFU/mI. Six haloversatile bacteria were isolated from the samples
belonging to five different species such as Terribacillus halophilus, Brevibacterium
luteolum, Bacillus australimaris, Bacillus siamensis, and Bacillus mojavensis. Various
enzymes such as protease (83%), lipase (83%), caseinase (67%), amylase (50%),
cellulase (17%) were produced by the isolates, on the other hand, none were xylanase,
DNase, pullulanase and urease positive. Different sugar sources [lactose (100%), D-(+)-
dextrose (100%), myo-inositol (100%), D-(+)-cellobiose (100%), adonitol (100%), D-(-
)-salicin (100%), dulcitol (100%), D-mannose (100%), xylitol (83%), L-(+)-arabinose
(83%), D-mannitol (67%), D-(-)-fructose (67%), D-(+)-trehalose (67%), D-(-)-ribose
(50%), D-(+)-melezitose (33%) and sucrose (17%)] and different amino acid sources



[L-serine(100%), L-glutamic acid (67%), DL-phenylalanine (67%), trans-4-hydroxy-L-
proline (67%), L-proline(67%), glycine (50%), L-ornithine (50%), L-aspartic acid (33%),
L- phenylalanine (33%), L-arginine (17%), L-histidine (17%), L-lysine (17%),
L-threonine (17%)] were utilised by the isolates. D-sorbitol, D-(+)-galactose, maltose,
D-(+)-xylose and D-(+)-melibiose, L-isoleucine, L-cystine, L-alanine, leucine,

L-methionine, L-tyrosine and L-valine were not used.

October, 2022 Ozlem OZBAY
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SEMBOLLER

% > Yiizde

°C : Santigrat derece
g : Gram

kb : Kilobaz

kg : Kilogram

L - Litre

M : Molar

mA - Miliamper

mg : Miligram

ml : Mililitre

mm : Milimetre

mM : Milimolar

ul : Mikrolitre

pm : Mikrometre

pH : Bir maddenin asit veya alkali degerini anlamak i¢in kullanilan 6l¢ti
\/ > Volt
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KISALTMALAR

A
a/h

BaCl2

CaClz
dk
DNA
DNaz
dNTP

EDTA

H2SO4
H202
HCI
HgCl:
KCI
kob
M.O.
M.S.
MgSOg4
NazHPO4
NaBr

NaCl
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BOLUM 1. GIRIS

1.1. Deri Endiistrisinin Onemi ve Arastirmanin Amaci

Deri sektorii, 1970'li yillardan itibaren Tiirkiye ekonomisinde giderek daha 6nemli hale
gelmistir. Tiirkiye'de hizla gelismeye devam eden deri sektorii, 6nemli ithal hammadde
kaynaklarini ve yerli ham deri kaynaklarint biiyiik miktarlarda deri {iriinleri ihra¢ etmek
icin kullanarak, uluslararas1 pazarlar ile rekabetini 6nemli olgiide giiglendirmistir (T.C.
Ticaret Bakanligi, Deri ve Deri Mamulleri Sektdr Raporu, 2020). Ulkemizde
Tuzla/Istanbul, Génen/Balikesir, Gerede/Bolu, Menemen/izmir, Corlu/Tekirdag, Manisa,
Hatay, Usak, Isparta ve Bursa’da deri sanayi bulunmaktadir (Usak Ticaret ve Sanayi
Odasi, Dericilik Sektér Raporu, 2020).

Ham deri, kimyasal bir islemden gegcmemis dogal bir malzemedir. Mamul deri ise bir dizi
kimyasal islemden gecirilerek iiretime alinmaktadir. Tiirkiye’de islenmis derinin %70-
80'i kiigiikbas ham derilerinin kullanilmasiyla temin edilmektedir (Istanbul Sanayi Odast,
Deri ve Deri Uriinleri, 2004). Hayvan kesildigi zaman derideki kan, disk1 ve pislik deride
yer alan bakterilerin gelismesi i¢in ideal bir ortam yaratmaktadir. Deri endiistrisinde
tuzlama islemi mikroorganizma faaliyetlerini Onlemek amaciyla ham derilere
uygulanmaktadir. Ham derilere uygulanan ilk islem olan 1slatma islemiyle deriye tuzlama

asamasinda kaybettigi su ve yumusaklik geri kazandirilir.

Bu ¢aligmamizda 1slatma sivisindaki deriye zarar verebilecek enzim iireten, farkli seker
ve enerji kaynaklarmi kullanabilme yeteneginde olan bakterileri incelemek amaciyla
Tuzla Organize Deri Sanayi’nde bulunan deri fabrikalarindan i1slatma sivisi 6rnekleri
toplanmistir. Bu Orneklerde hem tuzsuz hem de tuzlu ortamda optimum gelisebilen
haloversatil bakterilerin toplam sayis1 arastirilmistir. Bakterilerin derideki proteinleri
par¢alamak igin proteaz enzimlerini ve lipidleri parcalamak igin lipaz enzimlerini
kullandiklar1 bilinmektedir (Rangarajan ve ark., 2003; Bailey, 2003). Bu calismada,
1slatma s1vist numunelerinde bulunan proteaz iireten haloversatil bakterilerin ve lipaz
tireten haloversatil bakterilerin toplam sayilariin tespit edilmesi sayesinde bu
bakterilerin gelisimlerinin engellenmesi i¢in deri sektoriinde gerekli onlemler alinabilir
ve iretilen derinin kalitesi arttirilabilir. Ayrica ¢alismamizda izole edilen bakteriler
geleneksel ve molekiiler yontemlerle tanimlanmis ve bu bakterilerin deriye verebilecegi

zarar elektron mikroskobu ile gdsterilmistir.



1.2. Deri Endiistrisinin Ekonomideki Yeri

Deri isleme, kiiclikbas ve biiyiikbas hayvanlardan elde edilen ham derilere birtakim
kimyasallar uygulanarak, insanlarin ve makinelerin giicii yardimiyla derinin gesitli
asamalardan ge¢cmesidir. Hayvandan ytiziildiikten sonra tabakhanede islenebilir durumda
olan bas, bacaklar ve kuyruk ile beraber bir biitiin meydana getiren deriye “ham deri”
denmekteyken, bir amag i¢in islenmesi sonucu kullanilabilir vaziyete getirilen ham deriye
ise “mamul deri” adi verilmektedir (Usak Ticaret ve Sanayi Odasi, Dericilik Sektor

Raporu, 2020).

Tiirkiye’deki deri sektoriiniin teknolojisi, piyasadaki temeli ve ihracata ait iiretim
kapasitesi incelendigi zaman rekabet ortaminda Onemli bir giice sahip oldugu
anlagilmaktadir. Fakat ham derilerin yurt iginde {iretimi yetersiz ve farkli standartlarda
oldugundan, ham ve yar1 islenmis deri talebinin karsilanmasi agirlikli olarak ithalatla
saglanmaktadir. Gerekli hammaddelerin bir¢ogunu ithal ederek kuzey iilkelerine ihracat
icin yiiksek katma degerli irtinlere doniistiiren deri sektori, bu ticaret zamanla azaldikca
kayitli ihracata verdigi onemi arttirmaya baslamistir (Usak Ticaret ve Sanayi Odasi,

Dericilik Sektor Raporu, 2020).

Deri {irlinleri endiistrisi 2019'da ihracatt %2.6 arttirarak 1.63 milyar dolar seviyesine
tasimistir. %56.9 pay ile sektordeki en 6nemli ihracat kalemi ayakkabilardir. Kiirklerin,
ham ve islenmis deri mamullerin ve deri esyalarin Tirkiye’deki ihracatindaki paylari
strastyla 9%9.8, %12.5 ve %20.7°dir (T.C. Ticaret Bakanligi, Deri ve Deri Mamulleri
Sektor Raporu, 2020). 2019 senesi Tiirkiye’nin deri mamulleri ihracatinda Rusya’nin
%9.3 ile en biiylik paya sahip oldugu bilinmektedir. Rusya’y1 sirali olarak takip eden
tilkeler: %7.5 ile Almanya, %7.3 ile Italya, %5.0 ile Irak ve %4.4 ile Ispanya’dir.

932.4 milyon dolar ve %56.9 pay ile Tiirkiye’nin deri ve deri mamulleri ihracatinda
ayakkabir sektorii en biiyiik alt sektordiir. Ayakkabi sektorii lilkemizde dis satim ve
istihdam imkanlari fazla olan sektorlerdendir. Deri ayakkabilar bu sektordeki ihracatin en
mithim kalemidir. 2019 yilinda deri ayakkabi ihracat degeri bir dnceki yila kiyasla %2.5
artis ile 415 milyon ABD dolarina ulagmistir. Rusya, %20.6'lik pay ile deri ayakkab:
sektdriinde en bilyiik ihracat pazaridir. Diger 6nemli pazarlar ise Ingiltere, Italya,

Romanya, Ispanya ve Almanya’dir (Deri ve Deri Mamulleri Sektdr Raporu, 2020).



Diger bir 6nemli alt sektor de deri giyim esyasidir. Bu sektorde 2019 yilinda ihracat y1illik
%1.3 disiisle 139.9 milyon dolar olmustur. Almanya, Tiirkiye'nin deri konfeksiyon
thracatinda %14.6 ile en biiyiik paya sahiptir. Almanya'y1 Fransa, ABD, Hollanda, Rusya
ve Italya takip etmektedir. Alt sektdrlerden bir digeri olan deri seyahat esyalarmin ihracat
orant, 2019 yilinda %7.8 artis ile 184 milyon dolar seviyesine ulasmistir. Almanya, Italya,
Ingiltere, Fransa, Isvigre ve Irak sektdrdeki en énemli ihrag pazarlaridir (T.C. Ticaret

Bakanligi, 2020).

Deri {irtinleri sektoriinde ithalat ise 2019°da yillik %19.2 oraninda bir diisiisle 951.6
milyon dolar seviyesinde gerceklestirilmistir. Ayakkabi sektorii tirlinleri toplam ithalatin
%51.8’ini kapsamis olup ithalatin en biiytik kismin1 bu {iriin ¢esidi olugturmaktadir. 2019
yilinda kiiresel ham ve islenmis deri ihracat: 19.6 milyar dolar olmustur. italya, Amerika
Birlesik Devletleri ve Brezilya diinyanin 6nde gelen ham ve islenmis deri ihracat¢ilaridir.
Diinya ham deri ve islenmis deri ihracatindaki paylar1 sirali olarak %19.4, %8.7 ve %5.9
oranlarindadir. 2019 yilinda kiiresel ham ve islenmis deri ithalati 20,1 milyar dolar
olmustur. Cin, Italya ve Vietnam, kiiresel ham ve islenmis deri ithalat¢ilar1 listesinin
basinda yer almaktadir. Bu iilkelerin diinya ham deri ve islenmis deri ihracatindaki paylari
sirastyla %18.1, %12 ve %7.6'dir. Tiirkiye, 2019 yilinda 213 milyon dolara ulasan ithalati
ile diinyanin en biiyiikk 22°nci ham deri ve islenmis deri ithalatgisidir (T.C. Ticaret

Bakanligi, Deri ve Deri Mamulleri Sektér Raporu, 2020).

Ocak 2020'de Tiirkiye'den en fazla deri ve deri mamulleri ihracati yapan ilk 10 {ilke
arasmdan Ispanya’ya %50.8, Ingiltere’ye %43.6, Amerika Birlesik Devletleri’ne %43.5,
Romanya’ya %13.9 Fransa’ya %35.2, Irak’a %3.2, ve Suudi Arabistan'a %3.4 oraninda
thracat artis1 gergeklesmistir (Usak Ticaret ve Sanayi Odasi, Dericilik Sektér Raporu,
2020).

Deri isleme, deri giyim ve kiirk esyaya ilaveten ayakkabi sektorii dahil olmak iizere
kapsaml1 alanlarda iiretim yapan deri sektoriinde kaliteli hammadde i¢in biiylik
cogunlukla keci, sigir ve koyun derileri kullanilmaktadir (Tiirkiye Tekstil, Hazir Giyim
ve Deri Uriinleri Sektorleri Strateji Belgesi ve Eylem Plani, 2015-2018).



1.3. Deri
1.3.1. Derinin é6nemi ve islevi

Canli hayvanlarda tiim viicudu kaplayan deri, gesitli islevleri yerine getirmektedir.
Altinda bulunan yag tabakasi ile canlinin viicudunu sicak tutarken, darbelere karsi
korumaktadir. Aym1 zamanda yapisinda bulunan ter bezleri ile canlinin bosaltimina
yardim etmektedir. Deri canliyr ultraviyole 1sinlarindan korumak, patojen
mikroorganizmalarin igeri gecisine ve konaklamasma engel olmak ve canlinin viicut

sicakligimi diizenlemek gibi 6nemli fonksiyonlara sahiptir.

1.3.2. Derinin histolojik yapisi

Hayvan derisi, farkli dokusal 6zelliklere sahip farkli katmanlardan olusur. Kesit alinarak
inceleme yapildiginda, Memeli hayvan derisi yapisinin fizyolojik islevleri ve kimyasal
bilesenleri agisindan ¢esitlilik igeren 3 tabakadan meydana geldigi goriilmektedir. Bu

tabakalar; epidermis tabakasi, dermis tabakasi ve hipodermis tabakasidir.

Boynuzsu tabaka 1l gdvdesi
Tanecikll tabak Ter delidl er kanah

Dikens! tabaka
Bazal tabak

Dermis - FEpidermis

paplilias:

Sekil 1.1. Derinin yapisi

(https://veterinerakademisi.blogspot.com/2017/02/0zel-patoloji-deri-hastalklar.html)

1.3.2.1. Epidermis tabakasi

Derinin iist kismini kaplayan bu tabaka disaridan gelen carpmalara ve bakterilere karsi
canltyr korumaktadir. Bu tabaka toplam deri kalinligimin %]1-2’sini kapsamaktadir

(Senses, 1987). Sadece kil folikiilleri degil, ter ve yag bezleri de bu tabakadaki epitel


https://veterinerakademisi.blogspot.com/2017/02/ozel-patoloji-deri-hastalklar.html

hiicrelerinden olugmaktadir (Kiligoglu, 1991). Deri, post veya kiirk seklinde
degerlendirilmeyecekse, deri islenirken kil giderme ve kireclik islemi sirasinda bu
kisimlar deriden c¢ikarilmaktadir (Kog, 2006). Epidermis bes tabakadan meydana
gelmektedir. Bunlar (igten disa): stratum basale, stratum spinozum, stratum graniilozum,

stratum lusidum, stratum korneum’dur.

L

stratum korneum

stratum lusidum

stratum graniilozum | S50

stratum spinozum

stratum bazal

p—

Sekil 1.3. Epidermisin tabakalari
(http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Gray941.png)

Stratum basale (bazal tabaka) en altta bulunur ve dermise en yakin tabakadir. Mitotik
olarak aktif olmalarinin yani sira kok hiicreler, melanositler ve Kkeratinositler
icermektedir. Cilde rengini veren bir madde olan melanin, melanositler tarafindan
iretilmektedir. Bu katmandaki keratinositler, kalan katmanlar1 olusturmak i¢in
disari/yukar: hareket ederken gelisir ve olgunlasir (Bediz-Olger ve Géniil, 2002; Agarwal
ve Krishnamurthy, 2019). Stratum spinozum (dikenli tabaka), lipidce zengindir. Bu
tabakada dezmozomlarla birbirine bagl hiicre tabakalari igermektedir. Bu dezmozomlar,
hiicrelerin birbirine sikica bagli kalmasina ve yapisal olarak dikenlere benzemesine neden
olmaktadir (Bediz-Olger ve Goniil, 2002; Agarwal ve Krishnamurthy, 2019). Stratum
grantilozum (graniillii tabaka), bolgesel kalinlik farkliliklarina sahiptir ve deriye rengini
vermektedir. (Bediz-Olger ve Goniil, 2002). Stratum lusidum, epidermisteki canli
olmayan hiicrelerin bulundugu tabakadir. Kil kékleri igermemektedir (Bediz-Olger ve

Gondil, 2002). Stratum korneum (boynuzsu tabaka), koruyucu bir palto gorevi géren bu
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keratinize tabaka epidermisin en dig tabakasidir. Cok ince bir tabakadir ve 6lii hiicrelerden
(korneosit) meydana gelmektedir. Bu hiicrelerde ¢ekirdek veya organel
bulunmamaktadir. Keratinizasyon ve lipid igerigi nedeniyle bu tabaka, igerideki sivinin
buharlasmasini 6nleyerek su kaybinin diizenlenmesini saglar. Stratum korneum'un énemi,
dokular1 kuruluktan, enfeksiyondan, kimyasal ve fiziksel uyaranlardan koruyan bir

bariyer olmasidir (Agarwal ve Krishnamurthy, 2019).

1.3.2.2. Dermis tabakasi

Dermis 3-5 mm kalinhigindadir ve epidermisi destekleyen tabakadir. Bag dokudan bir
matriks iceren dermis tabakasi elastin, retikiiliin ve kollajen gibi fibréz proteinlerden
olugsmaktadir. Mukopolisakkaritler sekilsiz bigimde bu yapinin i¢ine gomiilii haldedir. Kil
folikiilii, kan damarlart, sinir hiicreleri ve lenfatik kanallar bu yapiy1 delerek gegmektedir.
Deri, artik maddelerin uzaklastirmasi, besin maddelerinin iletilmesi, 1simin ve kan
basincinin ayarlanmasi gibi fonksiyonlarin gergeklesmesi amaciyla yeterli kan akimina
gereksinim duyar. Deri i¢in gerekli olan damar aglari1 dermis tabakasinda bulunmaktadir

(Bediz-Olger ve Géniil, 2002).

Kan damarlan

Ter bezleri

Kil kokleri

Yag tabakasi

Sekil 1.4. Dermisin yapist

(https://www.nuketeroglu.com/estetik-uygulamalar/cildin-anatomik-yapisi/)

Dermis tabakasindan dikey kesit alindiginda ii¢ tabakadan olustugu goriilmektedir.
Bunlar; sir¢a, papiller ve retikiiler’dir. Bu katmanlar belirli sinirlar ile ayrilmamistir ve

aralarinda gecis yerleri vardir (Senses, 1987).



Swr¢a tabakasi, papiller tabakanin {izerinde yer almaktadir. Derinin goriiniir yiizeyini
olusturur ve kalinlig1 1-2 pm'dir. Sir¢a tabaka deriye bir goriiniim verir ve derinin kalitesi
i¢cin ¢ok dnemlidir. Bu tabaka kollajenden olusmaktadir. Yapisi oldukca saglamdir. Sirga
tabakada elastik lifler yer almamaktadir. Bu tabakada lif bulunmaz ve lifciklerin
olusturdugu kollajen doku ¢ok yogundur. Sir¢a tabakasi siki bir yapiya sahip oldugu i¢in
diisiik esneklige sahiptir (Tancous, 1964).

Papiller tabaka, sir¢a ve retikiiler tabakalarin ortasinda bulunmaktadir. Kireglik
asamasinda kollajen yapida olmayan dokular (yag bezleri, ter bezleri, kil vb.)
¢ikarilmaktadir. Bu igslem sonrasinda papiller tabaka gevser ve gozenekler olusur. Bu

nedenle, retikiiler tabakasina gore dayaniksizdir (Berber, 2009; Caglayan, 2015).

Retikiiler tabaka, bu katmanin doku yapisi neredeyse tamamen bag dokusu liflerinden
olusmaktadir. Deri iiretimi i¢in en 6nemli kisim olan retikiiler tabakanin liflerin ¢apraz
gecisleri ve dikey baglart sayesinde yapisi ii¢ boyutlu seklindedir. Bu yapi derinin
yirtilmaya kars1 direncini arttirarak hava ve su buharinin ge¢mesine izin vermektedir.
Kollajen lif doku karmasik bir yapiya sahiptir. Lif¢ikler dallanmis bir yapidadir. Yash
hayvanlar, gen¢ hayvanlardan daha kalin liflere sahiptir. Lifcikler birlikte bir demet
olusturur ve bu demetler birlikte lifleri meydana getirir. Papiller tabakada lifler daha
incedir. Bu bosluklar dolgu dokusu icermektedir ve bu doku asit veya alkali ile
sismemektedir. Bu yap1 sebebiyle kollajen lif dokusunun sigsmesi sadece liflerin kirilmasi
ile fark edilebilir. Bu nedenle ham derinin yiiziimiinden itibaren korunmasi ve dikkatli bir

sekilde islenmesini gerekmektedir (T.C. Milli Egitim Bakanligi, 2011).

1.3.2.3. Hipodermis tabakasi

Subkutis olarak da isimlendirilir. Subkutan yaglar vurma ve c¢arpmalara kars1 deriyi
korumanin yani sira termal bir bariyer gérevi gormektedir. (Bediz-Olger ve Géniil, 2002).
Kas tabakasi ile dermis tabakasi arasinda bulunan subkutis tabakasi kollajen liflerinin bir
yapisidir. Igerisinde kas, yag, sinir dokusu ve kan damarlar1 bulunmaktadir. Bu nedenle
gevsek bir yapida olan hipodermis kireglik islemi esnasinda deri tabakasindan

uzaklastirilir (Senses, 1987).



1.3.3. Derideki organik molekiiller

Ham derinin genel bilesenleri su, protein, yag, madensel tuzlar, mineraller ve diger
maddelerdir. Derideki proteinler ile deriye dayaniklilik ve esneklik saglanmaktadir. Irk,
cins, yas, iklim ve beslenmeye bagli olarak oranlarinda farkliliklar mevcut olabilmektedir

(Cimar ve Tozun, 2020).

1.3.3.1. Derideki yag tiirleri

Ham derideki yag tirleri trigliserid, fosfolipid veya kolesterol olarak bilinmektedir.
Koyun derilerinde bulunan yag miktar1 %30’u bulabilirken, s1g1r derisindeki yag miktari
olduke¢a diisiiktiir. Hayvanin yasina, irkina ve cinsine bagli olarak bu oran degiskenlik

gosterir (Senses, 1987).

1.3.3.2. Derideki protein tiirleri

Ham derideki temel yap1 tasi proteinlerdir ve kuru maddenin %80'i proteinden olusur.
Proteinler genellikle iki gruba ayrilir: fibroz (fibrilli) ve globiiler proteinler (Senses,

1987).

e Fibroz proteinler

Bu protein grubunda kollajen, keratin, elastin ve retikiilin bulunmaktadir. Bunlar derinin

yapisal proteinleridir ve derinin ana yapisini olugturmaktadirlar (Senses, 1987).
Kollajen

Hayvanlarin tamaminda en fazla bulunan protein olan kollajen, hiicre dis1 matriksin lif
meydana getiren yapisidir. Kollajen karmasik bir protein olup ¢ok ¢esitli aminoasitler
icermektedir. Diisiik 1sidaki suda veya organik c¢oziiciilerde, seyreltik asitlerde veya
alkalilerde ¢oziinmezler. pH 7 iken 60°C’ye kadar saf su igerisinde yapilarini muhafaza
etmektedirler. Fakat diisiikk ya da yiliksek pH’lara sahip tuzun ilavesinde veya suda
80°C’ye kadar 1s1t1ldiginda zamanla jelatinlesmeye baslar ve ¢oziinebilir duruma gelirler.
Bu sebeple tabaklama oncesinde gerceklesen asamalar nadiren 30-35°C’nin iizerinde
yapilmaktadir. Kurutulmus kollajen karbon (%50.2), azot (%17.8), hidrojen (%6.4),
oksijen ve kiikiirt (%25.4)’ten meydana gelmektedir. Kollajenin bol miktarda alanin,
glutamik asit, glisin, hidroksiprolin ve prolin i¢ermesi ayirt edici 6zelligidir. (Senses,

1987).



Keratin

Derinin agirliginin yaklasik olarak %2’sini olusturan keratin, ham derinin dis tabakasinda
bulunmaktadir (Senses, 1987). Keratin alkolde, eterde ve suda erimezken alkaliler ve
konsantre asitte erir. Sodyum siilfiir (zirnik) ve kalsiyum siilfiir gibi indirgeyici maddelere
kars1 fazla hassasiyet gosterirler (Senses, 1987). Sodyum siilfiir kolayca ayristirarak
dagitilmalarina neden olur. Alkaliler ve asitlerde hafifge siserler. Metiyonin, keratin ve
sistin gibi stlfiirlii aminoasitleri icermesiyle ayirt edilirler (Senses, 1987). Keratin, alfa
heliks ve beta katmanlarinin yogun paketlenmesi ve bunlarin yiiksek disiilfid, hidrojen ve
hidrofobik etkilesimler yoluyla sistin kopriileriyle baglanmasi nedeniyle mekanik hasara

ve mikrobiyolojik bozulmaya karsi oldukg¢a direnglidir (Cortezi ve ark., 2008).
Elastin

Derideki elastikiyet, elastin lifler sayesinde saglanir. Kuru elastin lifler esnek olmayan
yapidadir. Organik ¢oziiciilerde ve suda ¢oziinmezler. Kollajenden farkli olarak, kaynar
suyun, alkalilerin, asitlerin ve proteolitik enzimlerin tesirine kars1 dayaniklidir (Senses,
1987).

Retikiilin

Fibroz bir protein olan retikiilin, kollajen lif demetlerini sarar ve onlar1 bir arada tutar.
Kaynar suya, alkalilere ve asitlere kollajenlere gore daha fazla dayanirken, daha az sisme
olur. Pepsin enzimi ile sindirilebilir. Retikiilin proteini bakteri faaliyetlerinden fazlaca
etkilenmektedir. Daha az sisme gosteren retikiiler dokunun, kollajen lif demetlerinin
etrafin1 sarmasindan dolay1 kollajen lif demetlerinin sismesi sinirlanmaktadir (Senses,

1987).

e Globiiler proteinler

Bu gruptaki proteinler; mukoid, musin, globiilin ve albliminlerdir. Globiilin proteinleri su
icerisinde ¢oziinmezler. Mukoidler, alkali ¢ozeltilerde eridiklerinden dolay1 kirecleme

asamas1 esnasinda kullanilan kirecli soliisyon ile birlikte yapidan uzaklastiriimaktadir
(Berber, 2009).



1.4. Deri Cesitleri

Deri tiirleri benzer yapilara sahip olsa da her hayvan tiirliniin kendine 6zgii 6zellikleri
vardir. Bu nedenle, cesitli kalite ve Ozelliklere sahip ¢ok cesitli deriler mevcuttur.
Farkliliklar, derinin elde edildigi hayvanin tiirtine, ham deriyi bitmis deriye doniistiirmek
icin kullanilan isleme ve bitirme tekniklerine ilaveten bunu yapmak i¢in kullanilan
materyallere gore sekillenir. Bu faktorlerden dolay1 deri yapisal ve estetik olarak farklilik

gosterir (Cinar, 2021).

Deri tiirleri genellikle asagidaki gibi siniflandirilmaktadir.

Biiyiikbas derileri: Manda, okiiz, boga, dana, sigir, deve, inek, at hayvan tiirlerinden

elde edilmektedir. Bu deriler; taban astari, kayislik, glideri kdsele ve rugan liretiminde

kullanilmaktadir.

o Kiigiikbas derileri: Ke¢i, koyun, kuzu, oglak hayvan tiirlerinden elde edilmektedir.
Bu deriler; vidala, mesin, maroken, astarlik, siiet vb. tiretiminde kullanilmaktadir.

o Kiirkliik derileri: Tilki, tavsan, sansar, sincap, samur, porsuk, ¢ingilla, vizon vb.
hayvan postlar1 kiirk yapiminda kullanilabilmektedir.

e Siiriingen derileri: Timsah, kertenkele, yilan vb.

e Diger deriler: Ayi, fok balig1, kurt, su aygir1 vb.

Derinin elde edildigi hayvan tiiriine baglh olarak; goriiniim, doku, kalinlik ve dayaniklilik

ozellikleri farkliliklar gostermektedir. Kil koklerinin boyutu, yogunlugu ve dagilimidaki

farkliliklar nedeniyle karakteristik ylizey goriiniimii olugsmaktadir (Cinar, 2021).

1.5. Dericiligin Tarihi

Diinyanin en eski mesleklerinden biri olan deri iscili§i uzun bir ge¢mise sahiptir.
Insanlarin gdcebe olarak yasadiklari ve avcilik yaparak gecimlerini sagladiklari
bilinmektedir. Insanlar, yasami siirdiirebilmek i¢in 6nce besin maddelerine ihtiyag
duymustur, sonrasinda ise viicutlarini sicaktan, soguktan ve dis etkilerden korumak
zorunda kalmislardir. Bu gereksinimlerini avladiklari veya etini tiikettikleri hayvanlarin
post ve derilerini kullanarak karsilamislardir (Koizhaiganova ve ark., 2016). Insanlar
deriyi kullanmaya bagladig1 andan itibaren, derinin ¢cok ¢abuk bozulmasini énlemenin
yollari ile alakali arastirmalar yapmislardir. Bu aragtirmalar neticesinde ham deriye yaglar

ve bitkiler ile islem uygulayarak, istedikleri nitelikte deriye ulagmislardir (Gokgesu,
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2002). Oldukea eski bir sanat dali olan dericilik, insanlik tarihi ile beraber gelismeye
baslamistir. Ilk baslarda estetik anlayis amaci dogrultusunda hareket edilmese de
ilerleyen zamanlarda dericilik ve deri islemeciligi bir zanaat olarak kabul edilmistir (Usak
Ticaret ve Sanayi Odasi, Dericilik Sektdr Raporu, 2020). Dericiligin M.O. 3000 yilindan
once basladigr ve mamul deriye ayni yillarda Mezopotamya ve Misir’da rastlandigi
belgeler ile gosterilmektedir (Kanbay, 1993). M.O. 3000 yilindan itibaren Misir, Hitit,
Mezopotamya, Asur ve daha sonra da Roma gibi cesitli iilkelerde derinin islenmesi,
tabaklanmasi, boyanmasi ve kullanimi ile ilgili bilgilere yazil1 kaynaklar ile ulagilmistir

(Yildiz, 1988).

Tiirklerde ise Orta Asya’da yasadiklar1 donemde ham deriyi isleme ve deriden esya
yapma zanaati olugmustur. Ayrica benimsedikleri hayvanciliga bagli yasam tarzinin
olagan sonucu olarak deriyi c¢esitli amaclarla kullanmiglardir. Tiirklerin dericilikte
oldukga ileri olduklarini gésteren M.O. 400 ve M.O. 300 yillarina ait buluntular, Altay
Daglar1 ve Sibirya’da yapilan kazilarda ortaya ¢ikmistir (Kagmer, 2000). Dericilik sanati
ile 6n plana ¢ikan Orta Asya Uygarligi M.S. bat1 kesimlere ulasmistir. Hunlarla birlikte
Avrupa llkelerine seyahat etmesi sayesinde deri uygarligi Tiirklerle birlikte Roma'ya
yayilmistir (Yelmen, 2005). Orta Asya'dan Yakin Dogu'ya go¢ eden ve deri ile gesitli
deneyimlerini de Anadolu’ya tasiyan Tirkler, edindikleri bilgilerin sentezini yaparak
onemli olclide gelisme saglamislardir. Bu nedenle deri sanati, Anadolu’daki Tiirk

sanatlar1 igerisinde baslica yerini almaktadir (Koizhaiganova, 2016).

Dericiligin Selguklular ve daha sonra da Osmanli Devleti i¢in dnemli bir yere sahip
oldugu bilinmektedir. 2400 yillik seriivene sahip Tiirk dericiligi, Orta Asya Hunlari ile
ortaya ¢ikmis ve sapli, bitkisel, yagli debagat ile 19. yiizyila kadar siirmiistiir. Boylece
Tiirk dericiligi el giicii ve biiylik oranda ustaliga dayali ilkel teknikler kullanilarak
kesintisiz devam ettirilmistir (Yelmen, 2005). Ulkemizde 1970 yilindan sonra deri ve
dericiligin gelisimi ve 6nemi artmaya baslamistir. Bu tarihten sonra dericilik ilerlemeye
devam etmis, 2000’11 yillarda ekonomide yasanan krizlere ragmen, bu sektor lilkemiz
ekonomisinde her dénem igin 6nemli bir yere sahip olmustur (Yelmen, 2005). Deri ve
dericilik gegmisten giinlimiize kadar varligini ¢esitli durumlarda siirdiirebilmis, tarihin
her doneminde bir meslek ya da bir eser olarak devam etmis ve insanlarin
gereksinimlerini karsilamasinda 6nemli rol oynamistir. Tiim bu 6zellikleri sayesinde

giiniimiizde de 6nemini korumaktadir.
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1.6. Deriyi Koruma Islemleri

Olii hayvan viicudundan cikarilan post ve deriler, mikrobiyal biiyiime igin uygun ortam
saglar (Tancous, 1964). Derinin yapisinda bozulma ger¢eklesmeden uzun siire boyunca
bekletilebilmesi amaciyla korunmasi gerekmektedir. Derinin korunmasi islemine
konservasyon denir. Konservasyon, ham derilerin yiiziildiikten sonra yapisini bozmadan
korumak i¢in gerceklestirilen islemlerdir. Deri i¢in hangi koruma yonteminin tercih
edilecegi fark etmeksizin ilk yapilmasi gereken islem derinin igerdigi su oranini
bakterilerin ¢ogalmasini Onleyecek diizeye diisiirmektir. Fakat bu yontem tercihinde
kesinlikle iklim sartlari, imalatin sekli ve yontemin ekonomik boyutu gibi etmenler goz
oniinde bulundurulmalidir. Bunun i¢in kullanilan koruma metotlar1 iice ayrilir. Bunlar;

tuz ile koruma, kurutma ile koruma ve sogutma ile koruma yontemleridir.

1.6.1. Tuz ile koruma yontemi

En yaygin olarak kullanilan tuzlama teknigi kuru tuzlama yontemidir. Bu teknikte
tulumlar1 agik olan koyun veya keci derileri hafif egimli bir ylizeye yerlestirilir ve yikanip
temizlendikten sonra siiziiliir. Et yiizii yukar1 bakacak sekilde yerlestirilir ve kuru tuz
serpilerek islem gergeklestirilir. Kiiglikbag hayvan derisinin yaklasik %40-50si kadar tuz
uygulanmaktadir. Fazlaca tuz kullaniminin nedeni derilerin ¢ok yagli olmasidir.
Kii¢iikbas hayvan derileri en az 5-10 giin koruma altinda kaldiktan 10 giin sonra deriler
cirpilmakta ve tekrar yeni tuzla tuzlanarak islem devam ettirilmektedir (T.C. Milli Egitim
Bakanligi, 2011).

1.6.2. Kurutma ile koruma yontemi

Kurutma yontemi ile konservasyonda deriler dogruca hava akimiyla kurutulur. Bu islem
ne gec ne de cabuk olmal1 ve istenilen diizeyde gergeklestirilmelidir. Derinin kisa siirede
kurumas: ¢iiriimelere ve derilerde giines yaniklarinin meydana gelmesine neden olurken,
kurutmanin uzamasi ise bakteri olusumuna sebebiyet verir. Kurutma islemi yapilirken
derinin nem orani %10’un altinda olmamalidir. Nem miktar1 ¢ok diisiik olursa deride
elyaf yapida kirilmalara ve 1slatma asamasinda giicliiklere sebep olmaktadir. Kurutma
yontemleri arasinda hava kurusu yontemi en ¢ok tercih edilen yontemdir. Bu yontemde

kaynak olarak yalnizca havadan yararlanilir. Kurutma yontemiyle korumada derilerin
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depolanmas1 epey zordur. Depolarda deriye giive, kurt ve bocek saldirilarinin olugmasi

sik rastlanan durumlardandir (T.C. Milli Egitim Bakanligi, 2011).

1.6.3. Sogutma ile koruma yontemi

Bu yontem ile deriler, donen bir dolapta yer alan ¢ubuk iizerine atilir, 3-7 giinliik siireyle
soguk hava akimi uygulanarak derilerin sicakligi 10-12°C’ye diisiiriiliir. Yiiziimden sonra
budama ve etleme islemleri tamamlanmis deriler 7-10 giinliik bir siireyle 2-4°C’de
depolanir. Ayrica yliziimden sonra veya tuz ile korunan deriler dogruca 10-15 giinliikk

siireyle 0°C’deki soguk depolarda korunabilmektedir (Kiligoglu, 1991).

1.7. Derilerin Islenti Asamalari

Ham derilerin kimyasal ve mekanik islemlere tabi tutulmasi ile islenmis deri ortaya
cikmaktadir. Hammaddeden derinin elde edilmesine kadar olan siire¢ agsagida 6zetlenen

islem basamaklarindan olugmaktadir.

1.7.1. Islatma

Ham derinin mamul deriye doniistiiriilmesi bir takim mekanik ve kimyasal asamalar
gerektirir. Tabakhanelerde tabaklama agamasindan once deri su kullanilarak yikanir ve
boylece tuz ve diger partikiiller uzaklastirilir. Yikama isleminden sonra bol miktarda atik
su olarak bilinen su disar1 ¢ikar. Bu atik su %2-4 sodyum klortir, eser miktarda kalsiyum
kloriir ile birlikte kan, deri, et ve diger asili partikiiller icermektedir ve "islatma sivist"

olarak isimlendirilmektedir (Kumar ve Mani, 2007).

Derti tiretiminin ilk ve en onemli basamag: olan 1slatma isleminin amaci dehidrasyona
baglh muhafaza edilen deriye kaybettigi suyu ve sonraki islemler i¢in gerekli olan
esnekligi geri kazandirmaktir. Bu islemde deriler kir, kalinti, tuz, kan ve fazla hayvansal
yag gibi kalintilardan aridirilmaktadir (Berber, 2009; Berber ve Birbir, 2010; Ma ve ark.,
2014; Maina ve ark., 2019).

Islatma islemi iki asamadan olusur. Ilk asamada deri, deriye tutunmus olan ¢ok miktarda
kir ve istenmeyen maddelerden arindirilir. Bu agsamada derinin su miktar1 yiikseltilerek
ikinci agamada daha etkili temizlenmesi saglanmaktadir (Berber, 2009; Berber ve Birbir,
2010; Maina ve ark., 2019). ikinci 1slatma asamasinda ise su ve az miktarda uygun ajanlar

deri proteinlerini suyla muamele etmek ve susuz kalmis derilerin biiziilen liflerini agmak
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icin kullanilmaktadir. Ek olarak, denatiire proteinlerin ¢oziindiiriilmesi ve tuzun
uzaklastirilmasi ile deriye yapisan kan ve diski kalintilari ikinci 1slatma isleminde
temizlenmektedir (Berber, 2009; Berber ve Birbir, 2010; Lofrano ve ark., 2013). Bir
arastirmada, kil giderme ve kire¢lemenin dnceki asamasi 1slatma isleminin iyi bir sekilde

gerceklestirilmesinin 6nemli oldugunu bildirilmistir (Leafe, 1999).

ABD’deki ana 1slatma isleminin siiresi 90-360 dakika araliginda degiskenlik
gostermektedir. Birtakim Avrupa ve Giiney Amerika ham deri isleme tesislerinde, 1slatma
islemi 18-24 saat siirmektedir (Rangarajan ve ark., 2003). Sepi islemini yapanlarin
¢ogunlugu, tuz korumali ham maddeye verilen zarar1 en aza indirmek amaciyla kisa siireli
1slatma islemini segmektedir. Fakat bu her zaman uygulanmaz. Bu siire derinin tiiriine,
islatilmadan 6nce kullanilan koruma metoduna ve 6n tabaklama islemine baghdir
(Anderson, 1992). Islatma siireleri havayla kurutulmus ham derilerde 36-72 saat iken,
tuzla kurutulmus ham derilerde 24-36 saat arasinda degisiklik gostermektedir (Toptas,
2004). Tirkiye'deki tabakhanelerde, derideki lifleri agmak ve tuzu uzaklastirmak igin 20-
30 dakikalik bir 6n 1slatma yeterlidir. Enzimlerin kullanimi ile tuzlu deriler 4 saat, kuru

deriler ise 12-48 saat suda bekletilebilir (Kiligoglu, 1984; Toptas, 1993).

Lifler arasi1 proteinlerin proteolitik enzimler kullanilarak parcalanabilecegi kabul
edilmistir (Sharphouse, 1971). Protein parcalanmasindan dolay: deriye zarar vermemek
icin, 1slatma sirasinda bozulmaya neden olan bakterilerin biiylimesini 6nlemek gerekir

(Anderson, 1992).

1.7.1.1. Islatma islemini etkileyen faktorler
Islatma asamasina etki eden etmenler asagida belirtilmistir:

Derinin durumu: Hayvanin biiyiikbas veya kiigiikbas olmasi 1slatmay etkiler. Kalin
olan biiylikbas derisinin 1slanmasi, ince olan kii¢iikbas derilerine kiyasla daha zordur.
Taze yiiziilmiis s1g1r derileri i¢in kisa siireli bir yumusatma yeterlidir, ancak tuzlu deriler
uzun slirede yumusar. Havada kurutulmus deri genellikle 1slatma islemi sorunlarina
neden olur. Bu tiir deriler i¢in genellikle yardimc1 maddeler kullanilir (T.C. Milli Egitim

Bakanligi, 2011).

Deride yiizey islemleri: Giibrenin deriden uzaklastirilmasi, 6n etleme ve acki (germe)

islemlerini kapsar. Acki, keskin olmayan bigaklara sahip bir etleme makinesinde
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meydana getirilir. Islatma siiresinin ilk iigcte birinde deriye zarar vermeyecek derecede
kuru deri 1slatildiktan sonra acki islemi uygulanir. Agki siireci deriyi gerer, gevsetir ve
1slak tutar. Yiiniin verimini ve ylizey alanini arttirmak i¢in koyun derilerine acki islemi

uygulanir (T.C. Milli Egitim Bakanligi, 2011).

Koruma, nakliye ve depolama faktorii: Koruma isleminden 6nce deri {izerinde ¢esitli
bakteriler bulunmaktadir. Islatma islemi siiresince, bu bakteriler tekrardan aktif hale gelir.
Bakteriyel aktivite, yetersiz hava ile kurutulmus veya tuz ile korunmus deriye kars1 daha
etkilidir. Bunun sonucunda derinin kollajen yapisi bozulur. Bunu 6nlemek amaciyla
derinin kurutulmasi ve korunmasi islemleri ¢ok iyi gerceklestirilmelidir. Deri bir yerden
baska bir yere tasinirken hava akiminin ya da giinesin etkisiyle kenarlarinda veya iistiinde
kurumalar olabilir. Derinin her boliimii ayn1 6zellikte olmadigi i¢in asir1 kuru alanlari
1slatilirken hatalara neden olacaktir. Bu sorunu onlemek icin tasinma sirasinda deriler
uygun sekilde ortiilmelidir. Ayrica depoda ham deri istiflenirken depo kuru akimli ya da
cok havadar ise derilerin eteklerinin kurumasi nedeniyle kivrimlar olusabilir. Bu
kisimlarin 1slanmasi diger kisimlara gore daha zordur ve derinin 1slanmasinda farkliliklar

olusacaktir (T.C. Milli Egitim Bakanligi, 2011).

Suyun etkisi: Islatma isleminde kullanilan su miktar1 6nemlidir. Kullanilan su miktari
derinin agirligina gore hesaplanmaktadir. Cogunlukla 1 kg deriye 5-8 kg su
kullanilmaktadir. Deri sektoriinde derinin suya oranina flote denmektedir. Islatma islemi
tamamlandiginda geng deriler i¢in su oran1 %65 iken olgun deriler i¢in %60 olmasi
gerekmektedir (Toptas, 2004).

Flote orami diisiik oldugunda; suda ¢ozlinen maddeler hizlica artar ve deriden suya
gecisini engeller. Deri liflerinin agilmasi sinirlanir. Islatmaya yardimer maddeler ve
bakterisitler homojen olmayan bir dagilim gdosterirler. Mekaniksel hareket icin agir bir
yiik meydana gelir.

Flote oram yiiksek oldugunda; Uiretim kisitlanir ve tuz seyreltik oldugu i¢in ¢oziinebilir
sekilsiz proteinler (globiiler) deriden ¢ikartilamaz. Islatmaya yardimci maddeler ve
bakterisitler seyreltik olduklarindan dolayi etkileri azalir. Deri agirlig1 daha fazla enerji

ve gii¢ gerektirir.

Is1 faktorii: Flotenin sicakligi islatma islemine etki eder. Islatma suyunun sicakligi

artirtlirsa islem kisa siirede tamamlanir. Bunun nedenti, artan sicaklik ile deri ylizeyindeki
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kir ve suda ¢ozlinen proteinlerin deriden daha kolay uzaklastirilabilmesidir. Ancak
sicaklik artisinin olumsuz etkileri de dikkate alinmalidir. Bu etkiler arasinda bakteri
aktivitesinin artmasi ve deri 6ziiniin kaybi (hidroliz) vardir. Biraz daha yiiksek bir sicaklik
derinin sigsmesini ve lifli yapinin korunmasini 6nlemektedir. Yapilan arastirmalara gore
25°C’den sonra artan bakteri sayisi ile birlikte deride hidroliz olustugu gézlemlenmistir.
Olas1 hatalarin 6nlenmesi agisindan 20°C’lik bir 1slatma suyu sicakligi uygundur (T.C.

Milli Egitim Bakanligi, 2011).

pH faktorii: Yiiksek pH, bakteri liremesini ve aktivitesini artirir. Bakteriyel aktivite,
nétral ve biraz bazik bir ortamda maksimuma ¢ikar. Ornegin, 20°C’de 36 saat siiren
1slatma isleminin sonunda pH 5 iken 40x108 kob/ml olan bakteri sayis1 pH 6 oldugunda
49x10° kob/ml’e ulasmaktadir. Bu durumun 6nlenmesi i¢in 1slatma suyuna bakterisit ve
fungusit eklemek gereklidir. pH’1 arttirmak ya da azaltmak derinin sisme oranini etkiler.
Derinin hafif sigmesi 1slatma siiresini azaltmakla kalmaz, ayn1 zamanda fibrilleri onceki
durumuna geri getirebilir. Hafif alkali sisme, 1slatma sonrasi kire¢leme siirecini olumlu
etkiler. Asit sismesi ise sonraki asamalarda olumsuzluklara neden olmaktadir (T.C. Milli

Egitim Bakanligi, 2011).

Asit, baz ve tuzlarin etkisi: Asit deriyi 1slatma etkisine sahiptir. Giiglii asitler sir¢ada
asit sismesine neden olur. Sodyum bisiilfit kuru deri iizerinde iyi bir 1slatma etkisine de
sahip olup bakterisidal etkisi vardir, Bununla birlikte, kireg¢ ile birlestirildiginde zayif
¢ozliniir kalsiyum siilfiir olusturur. En yaygin olarak kullanilan asit formik asittir. Islatma
isleminde kullanilan asitler deride sir¢a boslugu olusturmaktadir. Bu nedenle uygulamada

asidik 1slatma artik yapilmamaktadir (T.C. Milli Egitim Bakanligi, 2011).

Bazik maddeler ise deri yagi ile birlikte sabunu olusturur ve bu da derinin 1slanmasini
kolaylagtirir. Islatma i¢in tercih edilen en yaygin 1slatict madde sabundur. Sabun, derilerin
1slatilmasini kolaylastirir ve kiri ¢ikararak yagi emiilsiyon haline getirir (Senses, 1987).
Anyonik ve noniyonik islatict maddeler ile birlestiginde iyi bir kir ¢6zme etkisine sahiptir.
Sodyum hidroksit tuzlu derilerin agirlik¢a %0.2’sinden ve kuru derilerin ise agirlikca
%35’inden daha az kullanilmalidir. Bu miktarlarla 1slatma suyunun pH degeri 10.5°1
gecmemis olur. Keratin, sodyum siilfiirden giiclii bir sekilde etkilenir. Sodyum siilfiir
(NazS, zirnik) 3 g Na»S/1 tizerindeki konsantrasyonlarda kil1 eritme etkisine sahiptir. Bu

nedenle 1slatmada deri agirliginin %0.2'si miktarinda zirmik kullanilir. Zirnik, sodyum
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hidroksitten daha az kollajen sismesi olusturmaktadir. Soda, tuzlu salamura agirliginin
maksimum 9%0.5’1 kadar kullanilabilir. Bu miktardan daha fazlasi kiregle bir araya
gelerek kireg lekeleri olusmasina neden olur. Soda tampon gorevi goriir ve sir¢ada sisme
olusturmaz. Sodyum hidroksitten daha giivenlidir.

Tuz, taze ve kuru deriyi 1slatmak i¢in kullanilir. Kuru deri, ilk 1slatma sirasinda tipik
olarak %5-10 tuzlu su ile iglenir. Bu islem kuru deri i¢in 1slanmay1 hizlandirir. Diger bir
uygulamada ise tuzlu salamura ve kuru deri agirliklarinin %5 tuz ve %50-60 su ile birlikte
3-4 saat ¢evrildikten sonra islatilmasina baslanmasidir. Taze deri, tuzlu salamura
derilerinden daha serttir. Bu nedenle, taze deriyi 1slatmak icin tuz kullanilir ve bu isleme

"tuz olgunlagmas1" ad1 verilir.

Yiizey aktif maddelerin etkisi: Islatma asamasinda ylizey aktif madde kullanarak daha
1yi1slatma saglanirken, kir ¢6ziiliir ve yag emiilsifiye edilir. Boylece 1slatma siiresi kisalir.
Bu amag i¢in kullanilan yardimc1 maddelerin se¢iminde nemlendirme ve yag emiilsifiye
etme islevlerine bakilir. Bu yardimc1 maddeler deri kalitesine gore kullanilmaktadir.
Deriye zayif bir sekilde baglanmalidir, aksi takdirde sir¢ada bosluk meydana getirir.
Yiizey aktif maddeler 1slatic1 ajanlari, yag emiilgatorlerini ve deterjanlart igerir. Sudaki
reaksiyona gore anyonik, katyonik ve noniyonik olarak siniflandirilir.

Anyonik yiizey aktif madde: Yiizey aktif madde suda ¢oziindiigiinde negatif bir yiikii
vardr.

Katyonik yiizey aktif madde: Suda ¢oziindiiglinde pozitif yiikii vardir.

Noniyonik yiizey aktif madde: Cozeltide iyonik olmayan maddelerdir.

Islatma isleminde anyonik, noniyonik ya da bu yardimci maddelerin karisimindan
yararlanilir. Iyonik olmayanlar deriye yapismadigindan tercih edilir (T.C. Milli Egitim
Bakanligi, 2011).

Enzimatik 1slatma yardimc1 maddeleri: Derinin asir1 kuru bolgelerinin 1slatmaya
yardimc1 maddeler ile 1slatilmasi, derinin geri kalanin1 yumusatmakta olup deriyi daha
acik hale getirmektedir (Tancous, 1993). Enzimler biyokimyasal tepkimeleri
hizlandirirken, hiicre i¢inde ve disinda biiylik degisikliklere neden olmaz. Enzimler,
1slatma yardimc1 maddesi olarak kullanilir ve deri proteinlerinin biyokimyasal ayrigmasi
tizerinde katalitik bir etkiye sahiptir. Bilinen 10000'den fazla enzim, fermantasyondan

biyolojik su aritmaya kadar degisen alanlarda etkilidir. Her enzim, bir¢ok olasi
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reaksiyondan birini segerek, tepkimeyi katalize etmektedir (T.C. Milli Egitim Bakanligi,
2011).

Ozel mikroorganizmalar tarafindan iiretilen mikrobiyal enzimler endiistriyel alanda
kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalar sadece enzim iiretme yetenekleriyle degil, ayni
zamanda toksin iiretmemeleri ve patojenik olmamalar1 ile tanimlanmistir (Ozsahin,
2006). Mikrobiyal proteazlar az maliyetlidir ve siireci hizlandirir. Proteazlar, proteindeki
peptid baglarini hidrolize ederler. Mikrobiyal proteazlar, diinya ¢apinda toplam enzim
satiglarinin yaklasik %60'in1 olusturan en biiyiik ii¢ endiistriyel enzim grubundan biridir
(Doddapaneni ve ark., 2009). Proteaz iireten birgok mikroorganizma vardir ancak
ozellikle deride kullanilan giivenli ve patojen olmayan alkalin proteaz iireten bakteriler
Bacillus ve Aspergillus cinsine aittir. Proteazlar bu mikroorganizmalar tarafindan

tiretilmektedir ve deri endiistrisinde deriyi yumusatmak i¢in degerlendirilmektedir

(Berber, 2009).

Enzimler, genellikle notr ve hafif asidik bir ortamda, belirli bir pH araliginda calisir. Bazi
inorganik tuzlar (aktivatorler) enzim aktivitesini arttirirken, bazi maddeler enzim
aktivitesini azaltir veya ortadan kaldirir. Bu maddelere inhibitorler adi verilir. Bu
maddelere sepi maddeleri, agir metal tuzlar1 vb. ornek verilebilir. Enzim aktivitesi
sicakliga duyarhidir. Sicakligin 10°C kadar arttirilmast enzim aktivitesini 2-3 Kat

arttirmaktadir.

Deri endiistrisinde yararlanilan enzimler; yag pargalayici (lipaz), protein ayristirict
(proteaz, amidaz) gruplardir. Enzimler, ¢ozilinebilir proteinlerin  deriden
uzaklastirilmasini hizlandirirlar. Ayni zamanda deri liflerinde yeni hidrofil gruplar
meydana getirirken, epidermis tabakasinin ve kil koklerinin gevsetilmesinde rol oynarlar.
Islatma enzimleri kuru deriden ¢6ziinebilir sekilsiz proteinleri ayristirir ve deriden ayirir.
Bu sekilde yapismug deri lifleri arasina suyun girmesini kolaylastirir. Enzimlerin
olusturdugu yeni hidrofil gruplar 1slanmay1 hizlandirir. Zayif bazik ortamda calisan enzim
preparatlar ile 1slatma ve kireglik islemlerinde pH gegisleri kolaylastiriimaktadir. Bu
enzimler pH 9-11'de aktiftir. Enzimler kullanilarak tuzlanmis deriler 4 saatte, kuru deriler
ise 12-48 saatte 1slatilir. Ozel dikkat gerektiren derilerde enzimatik 1slatma 25-30°C'de,
hizli 1slatma islemi gerektiren derilerde ise 20-25°C'de gergeklestirilir. Uzun siire

saklanmis salamura derilerde ve bakteri ya da diger faktorlerden hasar gérmiis derilerde
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enzim 1slatmas1 yapilmamali ya da ¢ok dikkatli sekilde ger¢eklestirilmelidir (T.C. Milli
Egitim Bakanlig1, 2011).

Antibakteriyel maddeler: Uygun olmayan kosullarda salamura yapilmis, koti sekilde
depolanmis ve kuru derilerin 1slatilmasi sirasinda bakteri aktivitesini azaltmak veya
durdurmak icin antibakteriyel maddelerden faydalanilir. Bu amagla kullanilan maddeler
deriye yapismamalidir. Kuru deri i¢in %0.3'e kadar ve tuzlu salamura deri i¢in %0.1'e
kadar antibakteriyel ajanlar kullanilir. Daha fazla miktarlarda kullanilmasi yararh
olmadig1 gibi, ayn1 zamanda biyolojik su aritimi i¢in de sakincalidir (T.C. Milli Egitim

Bakanligi, 2011).

Mekanik islemlerin etkisi: Deri kimyasallarinin deriye niifuz etmesi ¢cok dnemlidir. Her
bir deri islenti basamaginin fiziksel durumuna bagl olarak kimyasal reaksiyonun belirli
bir mekanik etki ile gergeklesmesine dikkat edilmelidir. Dondiirme hareketi
gerceklestiren dolap ve pervaneler kullanilarak deri isleme alinir. Bu sekilde maddelerin
deriye niifuz etmesini tesvik eder ve siireci hizlandirir. Maddelerin deriye penetrasyonu
(difiizyonu), islem siiresinin %90'1n1 olustururken, reaksiyonlar %10'unu meydana getirir.
Ham derinin sir¢a yiizeyi epidermis tabakasi ve killarla kaplidir, bu nedenle tuz ve
¢Oziiniir proteinler derinin etinden ¢ikarilir. Bu yiizden derinin tek tarafindan difiizyon
meydana gelmesi nedeniyle duran bir sistem ile maddelerin deriden uzaklastirilmasi,
hareketli sisteme kiyasla 10 kat daha yavastir. Dolapta 1slatmak i¢in kullanilan su miktar
%70 ile %300 arasinda degigmektedir. Su miktar1 azaldiginda c¢alkalama etkisi yiiksek
oldugundan ve sudaki madde konsantrasyonu keskin bir sekilde yiikseldiginden suyu sik
sik degistirmek gereklidir. %100in lizerindeki su miktar1 1slatma i¢in uygundur (T.C.

Milli Egitim Bakanligi, 2011).

Islatma islemini hizlandirmak i¢in dolabin c¢evrilmesi ve pervane kanatlarinin
dondiiriilmesi ile derilerin dolapta hareket ettirilmesi gereklidir. Ancak, deri kuru oldugu
icin bu islemin 1slatma baslangicinda yapilmamasi gerekir. Bu durum g6z Oniine
alinmadiginda, kolajen lifinin kirilmasina ve parcalanmasina neden olabilir. Bu nedenle
deriyi 3-4 saat inaktif On 1slatma isleminden sonra "ana 1slatma" islemine sokmak daha
1yi bir yontemdir (Senses, 1987). Dolaplarin devir sayilar1 1slatma i¢in ¢ok etkili degildir.

Donme hizinin ¢ok yiiksek olmasi durumunda mekanik hasara neden olacagindan kuru

19



deri veya tuzlu kuru deri i¢in tercih edilmez. Islatma isleminde dolap devir hiz1 genel

olarak 5 devir/dakikay1 gecmemelidir.

Sekil 1.6. Deri dolab1

(http://www.geredederi.com/gerede-deri-organize-sanayi-bolgesinde-uretim-basladi/)

1.7.2. Kil giderme

Kil giderme asamasi, 1slatma asamasi tamamlandiktan sonra ayni dolap igerisinde
uygulanir. Bu iglemin amaci derideki mevcut alblimin ve yag gibi maddeleri deriden
uzaklastirmaktir (www.geredederi.com). Derinin kilsiz ya da yiinsiiz olarak kullanildigi
deri tiretiminde uygulanan bu asama, siiet ya da kiirk gibi yiin ortiisiiniin korunmasi
gereken deri ¢esitlerinin iiretiminde uygulanmamaktadir. Kil giderilmesi amaciyla deri

icin %8-10 oraninda kire¢ ve %3 oraninda sodyum siilfiir (zirnik) kullanilmaktadar.

1.7.3. Kireclik

Kirecleme igsleminde ise derinin lifli yapisinin agilmas1 amaciyla kostik soda, soda kiillii,
kireg vb. uygulanmaktadir. Islenme asamasindaki derinin pH1 12-12.5%
yiikseltilmektedir (T.C. Cevre ve Sehircilik Bakanligi, 2013).

1.7.4. Etleme

Etleme (kavaleto) asamasinda deriye mekanik islem uygulanir. Bu asamada derideki yag
igeren hipodermis tabakasi deriden uzaklastirilir ya da iireticinin se¢imi degerlendirilerek

deri biraz inceltilebilir (www.geredederi.com).
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1.7.5. Kire¢ giderilmesi ve sama

Kirec giderilmesi agsamasinda derinin sonraki agamalarda kullanilan kimyasallara kars1
diren¢ olusturmasini 6nlemek amaciyla pH degeri 12-12.5’ten 8-8.5’¢ diisiiriilmektedir.
Bu yontemde amonyum kloriir ve amonyum siilfat gibi zayif asit tuzlar1 kullanilmaktadir.
Elde edilmek istenen son iiriine bagl olarak kire¢ gidermenin derecesi belirlenir. Siki deri
tiretimi i¢in kismi iglem uygulanirken, daha yumusak bir deri elde etmek i¢in yogun kireg
giderme islemi tercih edilmektedir. Sama igleminde, spesifik enzimler kullanilir. Deri
iiretiminde istenmeyen proteinler ve kisa killar tiimiiyle uzaklastirilir (T.C. Cevre ve

Sehircilik Bakanligi, 2017).

1.7.6. Yag giderilmesi

Bu islem koyun derilerinin kuru agirliginin %10-20’sini olusturan dogal yagin
uzaklagtirilmasi i¢in gergeklestirilmektedir. Ham deride bulunan yaglar, sepi ve boya
materyallerinin deri yiizeyinde ve kesitinde diizgiin bir sekilde dagilmasini engelleyerek,
lekeler olusmasina neden olabilmektedir. Yagin giderilmesi i¢in genellikle {i¢ metot
kullanilmaktadir. Bunlar; fiziksel (basingla) yag giderme, solventler ile yag giderme ve
emiilgatorler ile yag gidermedir (T.C. Cevre ve Sehircilik Bakanligi, Deri Sektorii
Sektorel Atik Kilavuzlari, 2016).

1.7.7. Salamura

Salamura (piklaj) islemi deriyi tabaklamaya hazirlamak ya da korumak igin
yapilmaktadir. Tabaklama isleminden once derinin sismesini 6nlemek ve uygun pH
degerine getirilmesini saglamak amaciyla kiiciikbas veya biiylikbag deriler siilflirik asit,
formik asit ve tuz ile muamele edilmektedir. Soliisyon igerisindeki deri yaklagik 2.5-3
saat cevrilen dolapta isleme tabi tutulur. Derinin tabaklama ¢esidine gére pH seviyesi
ayarlanir. Piklaj islemi sonunda krom tabaklamada pH degeri 2.5-7.3, bitkisel
tabaklamada ise pH degeri 4-4.5 araliginda olmalidir. Derinin suyunu birakip sismesinin
Onlenmesi amaciyla %8-10 konsantrasyonda tuz uygulanmaktadir (T.C. Cevre ve

Sehircilik Bakanligi, 2017).

1.7.8. Sepileme (Tabaklama)

Tabaklama maddelerinin kullanimi deriye kararli ve dayanikli bir form kazandirir.

Tabaklama maddeleri bitkisel, mineral (krom) ve alternatifler (aldehit, sintan, yaglar vb.)
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seklinde sayilabilir. Bu islemde, kollajen lifler karsilikli birbirine baglanir ve bu sekilde
deri bozulma ve ¢iiriimeye karsi1 dayaniklilik kazanmaktadir. Tabaklama maddesi olarak
krom siilfat en ¢ok tercih edilendir. Bugiinkii tabaklama islemlerinin %80-90"inda krom
(IIT) tuzlarindan yararlanilmaktadir. Bitkisel malzemelerle tabaklanan derilerin esneklik
ve sicaklik direnci gibi 6zellikleri kromlu derilere kiyasla daha diisiik seviyededir (T.C.
Cevre ve Sehircilik Bakanligi, 2017).

1.7.9. Notralizasyon

Notralizasyon asamasinda, zayif alkali maddeler (format veya asetat, sodyum veya
amonyum bikarbonat) kullanilarak sepilenmis derinin pH’1 retenaj, yaglama ve boyama

islemleri i¢in uygun duruma getirilir.

1.7.10. Retenaj

Retenaj isleminde, bitkisel tabaklama maddeleri, aldehidler, sintanlar, mineral tabaklama
maddeleri veya regineler gibi ¢esitli kimyasallarin kullanimiyla derinin kalitesi

arttirtlmaktadir.

1.7.11. Boyama

Genellikle su bazl asit boyalar kullanilarak, derinin biitiin yiizeyinde tutarli bir renk
saglamak amaciyla boyama islemi uygulanmaktadir. Bazik ve reaktif boyalarin tercihi

daha az olmaktadir (Cinar, 2021).

1.7.12. Yaglama

Derinin yaglanmasi islemi, iirline has 6zelliklerin ve 6nceki islemlerde kaybedilen yagin
tekrar kazandirilmas1 amaciyla gergeklestirilmektedir. Bitkisel ya da hayvansal kokenli
yaglar kullanilabilir ya da mineral kokenli sentetik yag tiirlinleri de tercih edilebilir

(www.geredederi.com).

1.7.13. Finisaj

Finisaj islemleri iki grupta degerlendirilebilir. Bunlar; mekanik finisaj ve yiizey kaplama
uygulamalari olarak bilinmektedir. Sartlandirma, germe, kuru taglama, cilalama, kaplama

ve deri ylizeyinde desen kabartma gibi islemler bulunmaktadir. Kaplamada, bitmis
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derinin yiizeyi miisterinin talebine bagl olarak islem gormektedir (T.C. Cevre ve

Sehircilik Bakanligi, 2017).

1.8. Ham Derilerin Kalitesini Diisiiren Etkenler

Deri uzun siire islentiye alinmayacaksa kurallarina uygun olarak saklanmalidir. Aksi
halde hatalar ka¢inilmazdir. Derilerin korunmasi1 asamasi sonrasinda olusacak hatalar
kokusma, tuz yenigi, tuz lekesi ve kiif lekesi, glive hasarlari, kimyasal madde zararlar1 ve

sicak veya soguk sebebiyle olusan zararlardir (T.C. Milli Egitim Bakanligi, 2011).

Kokusma: Yiiziilme sonrasi deri ¢ok geg, yetersiz veya uygunsuz bir sekilde muhafaza
edilirse mikroorganizmalar harekete gecer. Bu durumun sonucunda olusan enzimler ile
birlikte deride olusan bozunmaya kokusma denmektedir. Bu hata ilerledik¢e donuk ve
puriizlii bir sir¢a yapisi, daha koyu deri tonlari ve bozunmadan kaynakli hos olmayan
kokular gibi olumsuz etkiler goriilebilir. Bu hatay1 dnlemek i¢in deri yliziim sonrasinda
iyice temizlenmeli ve On etleme yapilmalidir. Deriler yiiziildiikten sonra hemen
sogutulmali ve saklanmalidir.

Tuz yenigi: Kil giderme isleminden sonra sir¢a tarafinda bulunan toplu igne basi
ebatindaki yildiza benzer sekilde ¢ikintilar ya da lekelerdir.

Tuz lekeleri: Tuzlu su ¢ok miktarda kalsiyum ve magnezyum bilesikleri igerdiginde, bu
bilesikler derideki fosfatlar ile tepkime gergeklestirerek deride farkli renklerde lekeler
olusturmaktadirlar.

Kiif lekeleri: Ozellikle pikle derilerde kiif mantarlar tarafindan beyaz, yesil, gri sar1 veya
kahverengi lekeler olusturulur. Bunlar silinerek ortadan kaldirilabilir. Bunlardan
kaginmak i¢in piklajda ortam yeteri kadar asidik yapilarak islem sonlandirilmali veya
islentide mantar 6nleyici (fungusit) kullanilmalidir.

Giive hasarlari: Giiveler ve sinekler 6zellikle tuzlu ve hava ile kurutulmus deriler igin
zararhdir. Giiveler yumurta, larva ve pupa gelisim asamalarindan sonra olgunlasirlar ve
zamaninda saptanmazlarsa deriyi yiyerek deriye zarar verirler. Bunu 6nlemek i¢in deri
uzun siire beklemeden islentiye konulmalidir.

Sicak veya soguk sebebiyle olusan zararlar: Ham derilerin yiiksek sicaklik ile
kurutulmalar 1slatilmalarini zorlastirir ve daha sonraki asamalarda da sorun yaratir. Bu
tir derilerde deri liflerinde kirilma, sirca zedelenmesi, mukavemetin azalmasi ve

kendiliginden yarilma gibi olumsuz sonuclar olusmaktadir. Dondurulmus deriler
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depolama ve nakliye sirasinda biikiiliirse catlamalar meydana gelir. Bu durumun
olugmamasi i¢in derilerin ortam sicakligina gelene kadar biikiilmemesi gereklidir (T.C.

Milli Egitim Bakanligi, 2011).

1.9. Islatma Isleminde Yapilan Hatalar

Deri islemede hata 1slatma islemine yakinsa bu hatay1 diizeltmek zor olur. Finisaja
yaklagtik¢a hatalarin etkisi yliksek oranda azaltilabilir (Toptas, 2004). Islatma islemi
esnasinda kisa siireli 1slatma uygulanmasi, 1slatmada suyun sicakliginin diisiik olmasi ve
dolap hareketinin mekanik etkilerinin yeterli olmamasi gibi hatalar olabilmektedir. Bu
nedenle yetersiz 1slatma meydana gelmektedir. Yeteri kadar 1slatilmayan derinin tamami
ya da baz1 bolgeleri kirilgan ve sert olup iyi boyanmamaktadirlar. Diisiik derecede flote
veya banyo sicakliklari, 1slanma siirecini yavaslatir ve derinin su emilimini azaltir. Daha
iyi 1slatma etkinliginin saglanmasi amaciyla uzun siireli 1slatma i¢in bile 15°C'nin
altindaki sicakliklarda c¢alisilmamas1 gerekmektedir. Islatma suyunun sicakligi

yiikseldikge 1slatma islemi hizlanmaktadir.

28-30°C’ye kadar 1slatma islemleri miimkiindiir. Deri daha yiiksek sicakliklara maruz
kaldiginda ise derideki proteinler kaybolmaktadir. Baska bir faktér olan alkali 1slatma,
1slatma islemini hizlandirmaktadir (Toptas, 2004). Islatmada pH 10.5°1 asarsa, deride
alkali sismesi meydana gelir ve bu da 1slatma siirecini yavaslatir ya da durdurur. Ayrica
1slatma isleminde 1slatma yardimcilart da kullanilmaktadir. Islatma yardimcisi olarak
noniyonik ve anyonik 1slatict maddelerin bir karisim haline getirildikten sonra
uygulanmasi daha uygundur. Anyonik ylizey aktif maddeler ham derinin dis tarafina
baglanir. Sonraki agamalarda kullanilacak olan yardimc1 maddelerin bu alanlara yeterince

baglanmamasindan dolay1 sir¢a bosluklari olusur.

Yaglh deriler i¢in yag giderici malzemeler uygulanmalidir. Bu sekilde 1slatma ve kireglik
islemleri homojen olarak gerceklestirilebilir. Ham deri tuzlanma isleminden sonra
yeterince uzun silire saklanmaz ise bu deri son hallerinde digerlerine kiyasla sert
olmaktadir. Salamura asamasinda uygulanan tuz, ham derideki suyu uzaklastirarak
liflerin birbirine daha yakin olmasin1 ve ek aktif gruplar meydana gelmesini
saglamaktadir. Bu durum deriye yumusaklik verir. Uzun siire saklanan tuzlu salamura

deriyi, kuru ve tuzlu kuru deriyi islatirken, deri yeterince yumusak olmadan dolab1
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hareket ettirmemek gereklidir. Bu sayede sir¢a kirilmalar1 6nlenebilmektedir (Toptas,
2004).

Bir¢ok deri hatasi bakteriler sebebiyle olur veya bakterilerin deriye verdigi hasarin
sonucudur. Bakterilerin kil dokiilmesine, deri kaybma ve delik olusumuna neden
olduguna dair kanitlar vardir. Bakteriyel aktivite, kesim sirasinda hayvan derisinin
bakteriler tarafindan kontaminasyonundan kaynaklanir. Bakteriler deri proteinlerini
kullanarak ¢ogalir ve ham deride hasar olustururlar (Haines, 1984; Bailey ve Birbir, 1993;
Money, 1994; Bailey ve Birbir, 1996; Vreeland ve Bailey, 1999; Berber ve Birbir, 2010;
Aslan ve Birbir, 2011a). Bakterisit kullanim1 bu gesit zararlar1 6nlemektedir. Bu nedenle
1slatma islemi sirasinda bakterisit ya da antimikrobiyal kullanimi 6énemlidir (Toptas,

2004; Baird ve ark., 2006).

1.10. Deri Sektoriinde Islatma Sivilari ile Yapilan Mikrobiyolojik Caliymalar

Islatma ham derinin gegirdigi ilk ve en 6nemli siiregtir. Bu islemin amaci; su veya tuzlu
su igerisinde ¢Oziinen proteinleri eritip ortadan kaldirmak ve kuru halde bulunan kollajen
liflerine tekrardan su kazandirmaktir (Berber, 2009). Islatmaya yardimci maddeler ile
yapilan 1slatma isleminde kuru olmayan ve tuzlama islemi yapilmis ham deriler 4 saat
bekletilirken, kuru olan ham deriler i¢in 8-10 saat bekleme siiresi yeterlidir. Islatmaya
yardimc1 maddelerin 1slatma sivisinda olmadigi durumda kuru olmayan ve tuzlama islemi
yapilmis ham deriler 1 giin boyunca bekletilirken, kuru olan ham deriler i¢in yaklagik 2

giin bekleme siiresi uygulanmaktadir (Orlita, 2004).

Islatma asamasi derinin iiretiminde en ¢ok ihmalkarlik olan siiregtir. Nihai iirlinlerde
olusan sorunlarin ¢ogunun uygun olmayan islatma asamalarinin sonucu olduguna
inanilmaktadir. Ek olarak, 1slatma sivilarinda azotlu yikim iirtinleri, pihtilagma proteinleri
ve kan, mikroorganizmalarin kontaminasyonu i¢in ideal bir ortam olusturur (Dahl, 1956).
Yikama ve 1slatma asamalarinda koyun derilerinde mikroorganizmadan kaynakli zararlar

meydana gelebilmektedir (Richardson, 1958).

Yapilan bir arastirmada, 0.8 g/l antimikrobiyal madde kullanilmis olan 1slatma sivisi
orneklerinden Bacillus lentus, Enterobacter gergoviae, Enterobacter sakazakii, Bacillus
mycoides, Enterobacter cloacae, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas luteola,
Enterococcus avium, Enterobacter amnigenus biogroup I, Lactococcus lactis ssp. lactis,

Enterococcus faecium, Aerococcus viridans, Vibrio parahaemolyticus, Pseudomonas

25



putida, Bacillus amyloliquefaciens Staphylococcus hominis, Staphylococcus capitis,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus cohnii  ssp.
urealyticus, Kocuria varians, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus cohnii ssp. cohnii, Staphylococcus xylosus,

Staphylococcus warneri tiirleri izole edildigi bildirilmistir (Berber ve Birbir, 2010).

Ayn1 calismada arastirilan 40 adet tuz numunesinde asir1 halofil (10%-10° kob/g), lipolitik
olan asir1 halofil bakteriler (10%-10*kob/g) ve proteolitik olan asir1 halofil bakteriler (10?-
10* kob/g) saptanmustir (Berber ve Birbir, 2010). 34 adet 1slatma islemi uygulanmis deri
orneklerinde ise toplam mezofil bakteri sayis1 5 6rnek igin 10°-10° kob/g, 29 6rnek igin
107-108 kob/g olarak belirlenmistir. Proteolitik dzellikte mezofil bakteri sayis1 toplami
ise 6 ornekte 10%-10° kob/g, 28 drnekte 10°-108 kob/g olarak agiklanmistir (Berber ve
Birbir, 2010).

Islatilmig derilerden Citrobacter freundii, Providencia rettgeri, Enterobacter amnigenus,
Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Morganella morganii, Citrobacter koseri,
Providencia rettgeri, Citrobacter koseri, Cronobacter sakazakii, Serratia rubidaea,
Cronobacter sakazakii, Morganella morganii, Serratia marcescens, Serratia plymuthica
tiirleri izole edilmistir. Bu izolatlarin tobramisin (%8), meropenem (%8), imipenem (%38),
sulfametoksazol-trimetoprim (%15), sefoksitin (%15), ampisilin/sulbaktam (%15),
kanamisin (%15), tetrasiklin (%31), sefuroksim sodyum (%46), kloramfenikol (%46),
piperasilin/tazobaktam (%46), nalidiksik asit (%54), siprofloksasin (%54), seftazidim
(%61), streptomisin (%62), sefalotin (%62), amoksisilin/klavulanat (%62), ampisilin
(%69), seftriakson (%69), aztreonam (%92) antibiyotiklerine karsi direngli oldugu
aciklanmustir (Yazici, 2016; Birbir ve ark., 2019).

Bir arastirmada, 25 adet 1slatma uygulanmig deri orneklerinden Bacillus cereus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus liquefaciens, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus rubens, Kurthia virabilis, Bacillus
laterosporus ve Bacillus megaterium izolasyonu gergeklestirilmistir (Birbir ve Ilgaz,
1996). Diger arastirmalarda ise 1slatma sivilarindan Serratia, Sarcina, Staphylococcus,
Pseudomonas, Corynebacterium, Proteus, Bacillus, Clostridium, Chromobacterium,

Lactobacillus ve Micrococcus cinsine ait bakterilerin izole edildigi belirtilmistir. Islatma
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stvilarinda  Staphylococcus, Pseudomonas, Micrococcus ve Bacillus cinslerine ait

bakterileri tiirlerinin tespiti bagka arastirmalarda da gergeklestirilmistir (Berber, 2009).

Baska bir calismada, 1slatma sivisindan Proteus, Chromobacterium, Bacillus,
Staphylococcus, Pseudomonas, Escherichia coli, Clostridium, Serratia ve Lactobacillus
izole edilmistir. Bu g¢alismada, tuz ile salamura uygulanmis 4 giin bekletilmis deri
orneklerinden Bacillus tirleri, E. coli ve Proteus mirabilis; taze deri 6rneklerinden 3 saat
sonrasinda Staphylococcus, Bacillus, E. coli, Acinetobacter Imoffii ve Enterococcus
durans; tuzlu su ile muamele edilmis derilerden Bacillus tiirleri, Pseudomonas,
Aeromonas hydrophila, Proteus vulgaris, E. coli, Staphylococcus, Acinetobacter Imoffii,
Klebsiella pneumoniae ve Citrobacter freundii mikroorganizmalarinin izolasyonun
yapildig bildirilmistir (Boyd ve ark., 2003).

Yapilan bir arastirmada 1slatma sivisindan Serratia, Lactobacillus, Clostridium, Bacillus,
Chromobacterium ve Pseudomonas gibi birgok bakteri tiirlerinin izole edildigi
aciklanmistir (Rangarajan ve ark., 2003). Ayni zamanda, 1slatmanin ilk basamaginda
bakteri popiilasyonlariin hizla azaldigini ve popiilasyonlarin zamanla artma egiliminde

oldugu belirtilmistir (Rangarajan ve ark., 2003).

1.11. Haloversatil Bakteriler ile Yapilan Mikrobiyolojik Calismalar

Tuza ihtiya¢ duyan mikroorganizmalar i¢in ayn1 zamanda tuzu seven anlamina da gelen
halofil terimi kullanilir. Hem yiiksek tuz varliginda (0- >3.0) hem de tuzun bulunmadig1
ortamda (0 M) gelisebilen mikroorganizmalara ise haloversatil bakteriler denir (Kushner,
1985; Grant ve ark., 1998). 0.2-0.5 M tuz konsantrasyonunda optimum olarak gelisirler.
Halofil mikroorganizmalarin tuzla, Tuz GoOlii, tuzlanmis gida, tuzlanmis deri, 1slatma
stvist gibi tuzlu bolgelerde bulundugu gézlemlenmistir. Grant ve ark. (1998) tarafindan
yapilan halofil organizmalar i¢in smiflandirmaya bakarsak; halofil olmayan
organizmalarin gelisebildikleri tuz konsantrasyonu 0-1.0 M (optimum <0.2 M) olup,
halofil organizma g¢esitlerinin gelisebildikleri tuz konsantrasyonu ise sirasiyla; zayif
halofiller igin 0.2-2.0 M (optimum 0.2-0.5 M), iliml1 halofiller i¢in 0.4-3.5 M (optimum
0.5-2.0 M), agsir1 halofiller igin 2.0-5.2 M (optimum >3.0 M), halotolerant organizmalar
igin 0- >1.0 M (optimum <0.2 M) ve haloversatil organizmalar i¢in 0- >3.0 M (optimum
0.2-0.5 M)’dur.
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Arastirmacilar Tuzkdy Tuz Madeni’nden Halorubrum, Haloarcula, Halobacterium ve
Natrinema cinslerine ait asir1 halofil arkelerin izole edildigini belirtmislerdir (Birbir ve
ark., 2004). Haloarcula, Halorubrum ve Halobacterium cinslerinin Tuz G6liinde baskin
oldugu agiklanmistir (Birbir ve ark., 2004). Buralardan saglanan tuzlar ke¢i, koyun, inek
ve Dbalik gibi hayvanlarin tuzlanmasi isleminde kullanilmaktadir. Halofil
mikroorganizmalarin tuzlanmis hayvanlardan izole edildigi ag¢iklanmis ve deri
endiistrisiyle alakali yapilan c¢alismalarda arasgtirmacilar tuzda bulunan halofil

mikroorganizmalarin deriye bulastigini bildirmislerdir (Llyod, 2015).

Haloversatil bakteriler ile yapilan aragtirmalar ele alindiginda, bu 6zellikteki bakteriler
ile ilgili ¢ok fazla arastirma olmamasina karsin, bu bakterilerin tuzlu ortamlardan izole
edildigi ve tanimlandig1 aciklanmistir. Antarktika’da sogugu seven ozellikte ve fazla
rastlanmayan mikroorganizmalarin izole edildigi bildirilmistir (Ellis-Evans, 1985). Ellis-
Evans (1985) izole ettigi bu bakterilerin biiyiik boliimiiniin 20°C’nin altinda yasamini
stirdiirebildigi ve bu izolatlarin (Methanococcoides burtonii, Halobacterium
lacusprofundi, Flectobacillus glomeratus, Halomonas subglaciescola, Flavobacterium
gondwanense, Carnobacterium funditum, Flavobacterium salegens, Halomonas
meridiana, Vesiculatum antarcticum, Carnobacterium alterfunditum) haloversatil 6zellik
gosterdigini bildirmistir.

Haloversatil bakterilerin bildirildigi bagka bir ¢alisma Vreeland ve Huval tarafindan 1991
yilinda gerceklestirilmistir. Arastirmacilar tuzlarin depolandigi odalarda yerde birikmis
olan tuzlu sulardan %0-%17 tuz konsantrasyonunda geligsebilen haloversatil bakterileri
izole ettiklerini bildirmislerdir (Vreeland ve Huval, 1991). Baska bir arastirmada, bir tane
haloversatil bakterinin Sagafa kiyisindan (Misir, Kizildeniz) izole edildigi agiklanmigtir
(Ashour, 2011). Bu izolatin 30-50°C sicaklik araliginda (ideal sicaklik degeri 40°C), pH
5.0-8.5 araliginda (ideal pH degeri 6.0), %0-15 NaCl araliginda (ideal tuzluluk oran1 %3)

gelisebildigi sonucu arastirmacilar tarafindan agiklanmistir (Ashour, 2011).

Bir arastirmada ise Camalti Tuzlasindan (izmir) toplanan tuz numunelerinden farkli
enzimleri iireten ve haloversatil 6zellik gdsteren bakterilerin izole edildigi agiklanmigtir
(Caglayan, 2019). Tiirkiye’nin en genis deniz kaynakli tuzlasi olan bu tuzladan alinmig
tuz Orneklerinden 69 adet haloversatil 6zellige sahip olan izolat Acinetobacter (1 tiir),

Sanguibacter (1 tiir), Brevibacterium (1 tiir), Agrococcus (1 tiir), Pseudomonas (1 tiir),
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Virgibacillus (1 tiir), Gordonia (1 tiir), Paracoccus (2 tiir), Micrococcus (2 tiir), Kocuria
(3 tiir) Exiguobacterium (3 tiir), Microbacterium (3 tiir),Staphylococcus (9 tiir), Bacillus
(11 tiir) izole edilmis ve tantmlanmistir. Bu izolatlarin kazeinaz (%4), lireaz (%4), amilaz
(%7), pullulanaz (%10), deoksiriboniikleaz (%17) lipaz (%23), seliilaz (%33), lesitinaz
(%51), proteaz (%52), oksidaz (%80) ve katalaz (%100) gibi ¢esitli enzimleri iirettikleri
aciklanmistir (Caglayan, 2019). Camalti Tuzlasinda {iretilen tuzlarin deri endiistrisinde
deri tuzlama islemi agsamasinda kullanildig1 bilinmektedir. Haloversatil 6zellik gosteren

bu bakterilerin deriye zarar verme potansiyeli bulunmaktadir.

1.12. Cahsmamizda Islatma Sivilarindan izole Edilerek Tanimlanan Haloversatil

Bakteriler Hakkinda Genel Bilgi

Arastirmamizda 1slatma sivilarindan Terribacillus, Brevibacterium ve Bacillus cinslerine

ait bakteriler izole edilerek tanimlanmuistir.

1.12.1. Firmicutes Subesi

6 smiftan (Thermolithobacteria, Negativicutes, Mollicutes, Erysipelotrichia, Clostridia
ve Bacilli) olusan Firmicutes (Bacillota), ¢ogu gram pozitif hiicre duvari yapisina sahip
bakterilerden olusan bir subedir (Gosling, 2003). Birkagi, Mollicutes veya
mikoplazmalar, hiicre duvarlarindan tamamen yoksun olmasi nedeniyle Gram boyamaya
yanit vermezler, ancak yine de diger Gram-negatif bakterilerde bulunan zar yapisindan
yoksundurlar. Megasphaera, Pectinatus, Selenomonas ve Zymophilus gibi birkag
Firmicutes, gram negatif boyanmalarina neden olan gdzenekli bir yalanci dis zara
sahiptir. Firmicutes subesinin iiyeleri, diisik GC oranlar1 nedeniyle diisik GC Gram
pozitif bakteriler olarak da bilinmektedir. Bir¢ok Firmicutes endospor iiretmektedir
(https://bio.libretexts.org/).

1.12.1.1. Terribacillus Cinsi

Bacilli sinifi, Bacillales takimi, Bacillaceae familyasina ait olan Terribacillus cinsi,
Gram-pozitif ve aerobik bir bakteri cinsidir. Bu mikroorganizmalar katalaz pozitif
cubuklardir. Hareketsizdirler ve spor olustururlar. Kolonileri ise dairesel ve disbiikey

seklindedir. Ayrica %44-46 GC oranina sahiptir. (An ve ark., 2007) 4 tiirden
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olusmaktadir: Terribacillus saccharophilus, Terribacillus halophilus, Terribacillus
goriensis, Terribacillus aidingensis (https://Ipsn.dsmz.de/).

Terribacillus halophilus

Terribacillus halophilus, Japonya'da Tama'dan tarla topragindan izole edilmis
Terribacillus cinsinden Gram pozitif olan zorunlu aerobik ve hareketsiz bir bakteridir. Bu
bakteriler 0.6-0.8x2.8-4.8 um boyutundadir. Gelismeleri i¢in sicaklik araliklar1 5-45°C,
pH araliklar1 5-10 olarak bilinmektedir. Mikroorganizma gelisimi NaCl olmayan ortamda
ve %19 (a/h) NaCl varliginda gerceklesirken gelisim i¢in optimum NaCl konsantrasyonu
%1-5 (a/h)'dir (An ve ark., 2007).

1.12.1.2. Bacillus Cinsi

Bacilli sinifi, Bacillales takimi, Bacillaceae familyasina ait Bacillus cinsi ilk kez 1872’de
Ferdinand Cohn tarafindan tanimlanmistir. Bacillus subtilis tip susu olarak tanimlanmistir
(Soule, 1932). Bacillus cinsinin iiyeleri gubuk seklinde spor olusturan Gram-pozitif
bakterilerdir ve simdiye kadar adlandirilmig 268 tiirii vardir (Euzeby, 1997). Bacillus
tiirleri, zorunlu aeroblar veya fakiiltatif anaeroblar olabilir. Oksijen kullanilmig veya
mevcutsa, Bacillus tiirleri katalaz pozitiftir (Turnbull, 1996). Bir¢ok Bacillus tiirii, nisasta
hidrolizinde kullanilan alfa amilaz ve deterjanlarda kullanilan proteaz subtilisin iiretimi
gibi ¢esitli endiistrilerde kullanilan enzimleri bol miktarda iiretebilir. Baz1 Bacillus tiirleri,
ozellikle surfaktinler ve subtilinler olmak {izere lipopeptitleri sentezleyebilir (Nigris ve

ark., 2018).

Bacillus australimaris

Bu tiir Gram-pozitif ve zorunlu aerobik olup ¢ubuk seklindedir. 0.7-0.8 um ¢apinda ve 2-
2,2 um uzunlugundadir. Flagella sayesinde hareketlidir. Kolonileri agik sari, dairesel ve
yar1 saydamdir. Katalaz ve oksidaz pozitiftir. Gelisme 8-45°C'de (ideal sicaklik degeri
30-37°C), pH 5-11'de (ideal pH degeri 6-8) ve %0-12 (a/h) NaCl (ideal tuzluluk oran1 %1-
3) ile gerceklesmektedir (Liu ve ark., 2016).

Bacillus siamensis

Tayland’da tuzlanmis yengecten izole edilen Bacillus siamensis tiiriiniin Gram pozitif,

fakiiltatif anaerobik ve 0.3-0.6x1.5-3.5 um boyutlarinda ¢ubuk seklinde oldugu
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bilinmektedir. Peritrik flagella ile hareketlidirler. Endospor olusturan bu bakteri katalaz
iretir ama oksidaz liretmez. Gelisme 4°C ile 55°C araliginda gerceklesir; optimum
gelisme sicakligi ise 37°C'dir. pH 4.5-9 araligindadir ve optimal pH 6-7'dir. Geligsme, %0-
14 (a/h) NaCl varliginda ve optimal olarak NaCl olmadan ger¢eklesmektedir
(Sumpavapol ve ark., 2010).

Bacillus mojavensis

Bacillus mojavensis, 0.5 ile 1.0 um ¢apinda ve 2.0 ile 4.0 um uzunlugundadir. Hareketli
olan bu aerobik bakteriler katalaz ve oksidaz iiretmektedir. Optimum gelisme sicakligi 28
ile 30°C, gelisme icin gerekli olan maksimum sicaklik 50°C ile 55°C ve minimum
sicaklik ise 5 ile 10°C arasindadir. Tip susu i¢in termal denatiirasyon sicakligi 86.9°C’dir

ve bu degerde belirlenen GC igerigi %43 mol'diir (Roberts ve ark., 1994).

1.12.2. Actinobacteria Subesi

Aktinobakteriler yiiksek GC igerikli Gram pozitif mikroorganizmalardir ve her iki
organizmadan da Gzelliklere sahip olduklart igin bakteri ve mantarlarin gegis formlari
olarak kabul edilmektedirler. Cesitli ekosistemlerde genis bir sekilde dagilirlar ve esas
olarak toprakta ve suda bulunurlar. Arktik, kaplicalar ve tuzlu denizler dahil olmak {izere
ekstrem ortamlarda bulunurlar. Giincel taksonomiye gore, Actinobacteria subesi 16S
rRNA dizilemesine dayanmaktadir ve 6 sinifa ayrilmaktadir. Bunlar: Acidimicrobia,
Actinobacteria, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria, Thermoleophilia’dir
(Anandan ve ark., 2016). Actinobacteria genellikle mezofiliktir ve optimal gelisme
gostermeleri i¢in sicaklik 25°C ile 30°C arasinda olmalidir. Ayrica termofilik 6zellikteki
Aktinobakteriler, 50°C ile 60°C sicaklik araliginda gelisebilirler. Cogu Actinobacteria,
notr pH’l1 topraklarda gelisir. Notrallik ¢evresinde maksimum biiyiime ile 6 ile 9
arasindaki bir pH’da en iyi sekilde gelisirler. Bununla birlikte, pH degeri 3.5 olan asidik

topraktan birka¢ Streptomyces susunun izolasyonu yapilmistir (Barka ve ark., 2016).

1.12.2.1. Brevibacterium Cinsi

Actinobacteria subesi, Actinomycetales takimi, Micrococcineae alt takimu,
Brevibacteriaceae familyasina ait Brevibacterium cinsi, Gram pozitif ve aerobiktir. Spor

olusturmayan ve kok veya ¢ubuk seklinde mikroorganizmalardir. Toprak organizmalari
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olarak bilinen Brevibacterium cinsinin Brevibacteriaceae familyasina ait tek cins oldugu
bilinmektedir (https://Ipsn.dsmz.de/).

Brevibacterium luteolum

Gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, 2-3 um uzunlugunda gubuklardir. Koloniler
plriizsiiz, sarimsi ve 37°C'de 48 saat inkiibasyondan sonra yaklasik 1-2 mm capindadir.
Optimal gelisme 30°C ile 37°C arasinda gerceklesir, ayrica suslar 20°C'de 3 giin i¢inde
gelismektedir. Gelisme %10 NaCl'de gerceklesir. Tiiriin DNA GC igerigi oran1 %68.8’dir
(https://bacdive.dsmz.de/strain/1856).
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BOLUM 2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyaller
2.1.1. Calismamizda hazirlanan ve kullanilan besiyerleri

NaCl igermeyen halofil besiyeri (pH 7.0); %1.17 NaCl igeren halofil besiyeri (0.2 M, pH
7.0); %2 NaCl igeren halofil besiyeri (0.34 M, pH 7.0); %3 NaCl igeren halofil besiyeri
(0.51 M, pH 7.0); %5 NaCl iceren halofil besiyeri (0.85 M, pH 7.0); %8 NaCl igeren
halofil besiyeri (1.36 M, pH 7.0); %10 NaCl igeren halofil besiyeri (1.7 M, pH 7.0); %12
NaCl iceren halofil besiyeri (2 M, pH 7.0); %15 NaCl igeren halofil besiyeri (2.5 M, pH
7.0); %18 NaCl igeren halofil besiyeri (3 M, pH 7.0); %20 NaCl igeren halofil besiyeri
(3.4 M, pH 7.0); %25 NaCl igeren halofil besiyeri (4.2 M, pH 7.0); %30 NaCl igeren
halofil besiyeri (5.1 M, pH 7.0); Nisasta besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0); Seliiloz besiyeri
(%1.17 NacCl, pH 7.0); Pullulan besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0); Ksilan besiyeri (%1.17
NaCl, pH 7.0); Zeytinyagli agar besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0); Tween80 besiyeri (%1.17
NaCl, pH 7.0); Ure agar besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0); Jelatin agar besiyeri (%1.17
NaCl, pH 7.0); Kazein agar besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0); DNaz besiyeri (%2 NaCl, pH
7.0).

2.1.1.1. NaCl icermeyen halofil besiyeri (pH 7.0)

KCL ol 29
Kalsiyum Kloriir Dihidrat .....................c 0369
FeCl.......oooi . r 1z element
NaBr....ooo 0.23 g
MQOSO4.7TH20. ...t lg
NaHCO3. ..ol 0.06 g
Proteaz Pepton..............ccoiiiiiiiin2 5@
CeHi206...eoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 1 g
AT . i 20g
Maya 0ziitli........ccevveeiiiiiiiiiiieen 100 g
Steril su.......oooiiiiiii 1L

Otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).
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2.1.1.2. %1.17 NaCl iceren halofil besiyeri (0.2 M, pH 7.0)

NaCloooooi 11.7¢g
KCl 2g
Kalsiyum Kloriir Dihidrat .......................: 0.36 g
FeCl.....oo e 1z element
NaBr. oo 023 ¢
MQSO4.7TH20. ..ot lg
NaHCO3. ..o 0.06 g
Proteaz Pepton.............coooiiiiiiiiicinl 5 g
CeHi206....ovoiieiiiiiiiiiiiiiiiev 1 g

N . ) P 20g
Maya ekstraktt...................cciiei0 10 g
Steril su........cooiiiiiieiic e L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.3. %2 NaCl i¢ceren halofil besiyeri (0.34 M, pH 7.0)

NaClooooii 20¢g
KClLo 2g
Kalsiyum Kloriir Dihidrat ........................ 036¢g
FeCl......oooiiee s 1z element
Sodyum Bromiir........................cceeeet... 023 g
MQSO4.7H20...ccoiiiiiiiiiiii 1 g
NaHCOs.......covveviiiiiiiiiiiiiiiiieeee1 006 g
Proteaz Pepton.............coooiiiiiii S5¢g
CeHi206. ..ol lg
AT it 20g
Maya ekstrakti............coooeviiiiiiii 10g
Steril SU.....oiei 1L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.4. %3 NaCl i¢ceren halofil besiyeri (0.51 M, pH 7.0)
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Kalsiyum Kloriir Dihidrat ....................... 036¢g
FeCl...ooii i 1Z element
Sodyum Bromiir.......................cceeeveeeell 023 g
MQSO4.7TH20.....c.oiiiiiiiiiiie e 1 g
NaHCOz.......cooeviiiiiiiiiiiiiees e 006 g
Proteaz Pepton.............ccooevvviiiiiiiiii iS5 g
CoHi206. .. ooviiiiiii et 1 g

AT .t 20g
Maya ekstrakti ............ooooiiiii 10g
Steril SU..oeeeiii 1L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.5. %5 NaCl i¢ceren halofil besiyeri (0.85 M, pH 7.0)

NaClooooii 50g
KClLo 2¢g
Kalsiyum Kloriir Dihidrat .......................c 0.36¢g
FeCl.....ooooiiiciiii e 1Z element
Sodyum Bromiir.........................eett. 023 g
MQSO4.7TH20. ... 1 g
NaHCOs......cccvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee. 006 g
Proteaz Pepton................ooooi S5¢g
CeHi206. .o lg
N ) 20¢g
Maya ekstraktt ..............cocooiii0 10 g
Steril su........c.occeeiiiiiii e 1000 ml

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.6. %8 NaCl i¢ceren halofil besiyeri (1.36 M, pH 7.0)

NaCl..oooi el 80 g

KCl 2¢g
Kalsiyum Kloriir Dihidrat ....................... 036¢g
FeCl.....oo i 1Z element



Sodyum Bromiir.......................eeeeeeell...0 023 g

MQSO4.7H20...c.oiiiiiiiiiiiiiin 1 g
NaHCO3.......coiiiiiiiiiiiciiiieie2 006 g
Proteaz Pepton............cooviiiiiiiiiiiiiinit 5¢
C6H1206. ..o lg
AT i 20g
Maya ekstraktt ............c.ooiiiiii 10g
Steril SU...o.oii 1L

NaCloiii et 100 g
KClLo 2¢g
Kalsiyum Kloriir Dihidrat .......................c 0.36¢g
FeCl.....oii i 1Z element
Sodyum Bromiir.......................eceeee.ee...0 023 g
MQSO4.7H20. ... 1 g
NaHCOs......cccvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 006 g
Proteaz Pepton................ooooii S5¢g
CeHi206. .o lg
AT ot 20¢g
Maya ekstraktt...............coocoeviiiii 0 10 g
Steril su........cccoeveviiiiiiiiiiiiiiiiicet L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.8. %12 NaCl iceren halofil besiyeri (2 M, pH 7.0)

NaCluooo il 120 g
KClo 2¢g
Kalsiyum Kloriir Dihidrat ........................ 0.36¢g
FeCl. .o : 1z element
Sodyum Bromiir...........................eeeel.2 023 g
MQSO4.7H20. ...t b g
NaHCOs3.......cveviiiiiiiiiiciiiiiieee2 0.06 g
Proteaz Pepton..............ccoeiiiiiiiiil 5 g



N . ) 20g
Maya ekstraktl.............ccooiiiiiiiiiit 10g
SEEril SU...veiiiee et 1L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.9. %15 NaCl iceren halofil besiyeri (2.5 M, pH 7.0)

NaCloooiii el 150 g
KClLoe et 2¢g
Kalsiyum Kloriir Dihidrat ...................... .. 0.36¢g
FeCl....oooiiiiiiiiiiiiiiii e 1z element
Sodyum Bromiir...................c.ceeeiiiennnnl2 023 g
MQSO4.7TH2O. ..t b g
NaHCOs.......ccvveviiiiiiiiiiiiiiiiiieeee.1 006 g
Proteaz Pepton..............ccooeiiiiiit 5 g
CeHi206...ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee L g
AT . 20g
Maya ekstrakti.............cooiiiiiii 10 g
Steril SU.....eini 1L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.10. %18 NaCl igeren halofil besiyeri (3 M, pH 7.0)

NaClo.oi 180 g
KClLo 2¢g
Kalsiyum Klortir Dihidrat .........................0 036 ¢
FeCl......ooooo i 1z element
Sodyum Bromiir.....................oceeieeenn2 023 g
MQSO4.7TH20. ..ol b g
NAHCOz. ..ol 0.06 g
Proteaz Pepton...............oceviiiiiiiiin2 5 g
CeHi206...ooveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiel 1 g
AT i 20g
Maya ekstrakti.............coooiiiiiii 10g



Steril su.......oooeiiiiiiiiit 1L
Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.11. %20 NaCl iceren halofil besiyeri (3.4 M, pH 7.0)

NaCl..oooi el 200 g
KClLo 2¢g
Kalsiyum Kloriir Dihidrat ................cc...c. 036¢g
FeCl....ooooviiiiiiiiiiiiiiiiiciciie e 1z element
Sodyum Bromiir................cooeiiiiiiiiinll 023 ¢
MQSO4.TH20. ..o lg
NAHCOz. ..ol 0.06 g
Proteaz Pepton..............cccovviiiiiiil S g
CeHi1206. ..ot b g
AT . 20g
Maya ekstrakti................coceeiiiiiiii 10 g
Steril SU.......cocceviiiiiiiiiiiiiiiieet 1L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.12. %25 NaCl iceren halofil besiyeri (4.2 M, pH 7.0)

NaClu.oniii el 250 g
KCLo 2¢g
Kalsiyum Klortir Dihidrat .........................0 036 ¢
FeCl...oooii i 1z element
Sodyum Bromiir...........c.ooviiiiiiiinl 023 g
MQOSO4.TH20. ..o lg
NAHCOz. .. 0.06 g
Proteaz Pepton..............coeiiiiiiiil5 g
CeHi206...coviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiet L g
AT . 20g
Maya ekstrakti.............coooiiiiiiii 10g
Steril SU.....ovviiiii 1L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).
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2.1.1.13. %30 NaCl igeren halofil besiyeri (5.1 M, pH 7.0)

NaClooii il 300 g
KCl e 2g
Kalsiyum Kloriir Dihidrat ......................... 0.36¢g
FeCl...ooii i 1z element
Sodyum Bromiir...........c.ovvviiiniiiiiien et 023 g
MQSO4.TH20. .. lg
NaHCO3. ..o 0.06 g
Proteaz Pepton............ccoooeiiiiiiiiiii25 g
CeHi206. . ooviiiiiiiiiiciiciiiiiiieeet L g
N ) 20¢g
Maya ekstraktt .................oceeiiii0 10 g
Steril su.......ooviiiiiiiiiiiieeeiee st L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.14. Nisasta besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

NISASTA. ..t et 25¢g
NaClo.oo 11.7 g
AGar.. o 20g
Steril SU...ooviii 1L

Otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.15. Seliiloz besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

Karboksimetil seliilloz..........................02 g
CaCl.6H20.......cceoiviiiiiiiiiiiiiiiei 0.2 g
KClLoe 29
MQgSO4.7TH20. ... 20 g
Kazaminoasit............cccovviviiiiiiinent 1 g
Maya ekstrakti.............coooiiiiiiiit b g
Sodyum kloriir..............coevvviiiiinienn 117 g
Steril su.....cooiiiiiii 1L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).
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2.1.1.16. Pullulan besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

AZCL-pullano..........ccooviiiiiiiiiiid 10g
NaCl.oo et 11.7 g
AAT. .ol 20g
Steril SU...ouei 1L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.17. Ksilan besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

AZCL-Xilano........coovvviiiiiiiiiiieneel 10g
NaClu. ool 11.7 g
AT .o 20g
Steril SU.....ooviiiiii 1L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.18. Zeytinyagh agar besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

Triptikaz Pepton................cociiiiii.2 8 g
Maya ekstraktt.................coocii 4 g
Zeytin yagl........ooveiiieiiiiiiiiiiiiieiiieeneneens 30 ml
RodaminB......................ol 2 mg
NaCl.oo 11.7 g
AQar. ..o 20g
Steril SU...o.eiii 1L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.1.19. Tween 80 agar besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

TS0 1L
Maya ekstrakti............coooiniiiiiiii S5¢g

AT il 20¢g
PH e 7.0

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapildiktan sonra besiyerine 10 g Tween

80 ilave edilmistir.
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2.1.1.20. Ure agar besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

A eriyigi

PEPON. ... 19
D-GIUKOZ....ooeeiiiii 1lg
Mono potasyum fosfat (KH2POy).................: 290
AGAr..o 209
Fenol kirmizist (%0.2).......ooiiiiiiiii il 6 ml
%1.17 NaCligeren tuzlu su........................c 866 ml

%1.17 NaCliceren tuzlu su........................: 134 ml

A eriyigi 121°C sicaklikta 15 dk siiresince otoklavda sterilizasyon islemi yapilmistir. B
eriyigi ise por ¢ap1 0.45 mm olan nitroseliilloz membran filtre kullanilarak siiziilmiistiir.
Sonrasinda steril A ve steril eriyiklerinin karistirilmasi yapilarak steril tiiplere 5 ml
dagitimi1 gergeklestirilmistir. Besiyerleri kat1 duruma gegene kadar tiipler yatik sekilde
bekletilmistir (Christensen, 1946).

2.1.1.21. Jelatin agar besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

Tripton......coovveviiiiiiiiiiiiiiieieeel 5 g
Maya ekstrakti................coceiiiiil S g
CaCl2.6H20.......oeviiiiiiiiiiiiiiiiiieee2 02 g
Jelatin..........cocooii 120 g
KCL 2¢g
Magnezyum kloriir...............................020 g
Sodyum kloriir.............ccovvvviiiiiiien s 1.7 g
N ) 20g
Steril SU.....oviiii 1L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).
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2.1.1.22. Kazein agar besiyeri (%1.17 NaCl, pH 7.0)

A eriyigi

N . ) 20g
TrIPtON. .ot el 209
%1.17 NaCl igeren tuzlu su........................: 500 ml

B eriyigi
Skimmilk..................oociiii. 200
%1.17 NaCl i¢eren tuzlu su........................ 500 ml

Iki erlenin de 10 dk boyunca 121°C sicaklikta sterilizasyonu yapilmistir. Otoklav

asamasindan sonra ikisi karistirmis ve petrilere aktarilmistir.

2.1.1.23. DNaz besiyeri (%2 NaCl, pH 7.0)

DNazagar........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiie 42 ¢
NaClo.ooo 209
Distile SU....coeiiiiiii 1L

Otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk sterilizasyonu yapilmistir (Ventosa ve ark., 1982).

2.1.2. Cahsmamizda kullanilan ¢o6zeltiler ve kimyasallar

1 N NaOH cozelti; 1 N HCI ¢ozelti; Gram’n iyot ¢ozelti; Kristal viyole ¢ozelti; %95’°1ik
Etil alkol ¢ozeltisi; Safranin ¢ozeltisi; Kongo kirmizisi; Frazier ayiraci; Oksidaz test ajani;
Katalaz test ajani; McDowell-Trump fiksatifi; %4’liik Gluteraldehit ¢ozeltisi; 0.2 M
Fosfat tamponu; 0.1 M Fosfat tamponu; %2’lik Osmiyum tetroksit; %35 Etanol; %50
Etanol; %75 Etanol; %95 Etanol; 1 nolu McFarland bulaniklik standardi; 2 nolu
McFarland bulaniklik standardi; 1X Tris-asetat ve EDTA ¢alisma tamponu.

2.1.2.1. 1 N NaOH c¢ozelti

39.99 g NaOH, 1 L steril suda karistirilmistir.

2.1.2.2. 1 N HCI ¢ozelti

39.99 g HCI, 1 L steril suda karistirilmistir.
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2.1.2.3. Gram’n iyot c¢ozelti

Bir havanin iginde 1 gram iyot ve 2 gram potasyum iyodiir iyice ezilmis, yavas yavas
steril su eklenerek erimesi saglanmistir. Hepsi ¢ozilindiikten sonra 300 m1’ye kadar steril
distile su eklenmistir. Cozelti kahverengi sisede korunmustur.

2.1.2.4. Kristal viyole ¢ozeltisi

2 g Kristal viyole (%85) ve 20 ml Etil alkol (%95) kullanilarak ¢6zelti olusturulmustur.
0.8 g Amonyum okzalat ve 80 ml steril distile su ile diger ¢ozelti hazirlanmistir ve iki

¢ozelti karistirilmastir.

2.1.2.5. %95’lik Etil alkol ¢ozeltisi

95 ml Etil alkol ve 100 ml steril su kullanilarak hazirlanmustir.

2.1.2.6. Safranin ¢ozeltisi

2.5 g Safranin, 100 ml Etil alkol (%95) ve 100 ml steril su kullanilmustir.

2.1.2.7. Kongo kirmzisi

0.1 g Kongo kirmizisi ile 1 L steril su kullanilmistir.

2.1.2.8. Frazier ayiraci

12.4 g Crva (IT) Kloriir, 16 ml Hidroklorik asit ve 80 ml steril su kullanilmigtir.

2.1.2.9. Oksidaz test ajam

1 g Dimetil-p-fenilendiamin hidroklorid ve 100 ml steril su ile hazirlanmistir.

2.1.2.10. Katalaz test ajam

3 ml H202 ve 100 ml steril su ile hazirlanmastir.

2.1.2.11. McDowell-Trump fiksatifi

50 ml Fosfat tamponu (0.2 M), 11 ml formaldehit (%37) ve 4 ml gluteraldehit (%25)
igermektedir.

2.1.2.12. %4’liik Gluteraldehit ¢ozeltisi

50 ml Fosfat tamponu (0.2 M) ve 16 ml gluteraldehit (%25) igermektedir.
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2.1.2.13. 0.2 M Fosfat tamponu

3.56 g NazHPO4.2H0, 3.12 g NaH2P04.2H20 ve 100 ml distile su icermektedir.

2.1.2.14. 0.1 M Fosfat tamponu

500 ml Fosfat tamponu (0.2 M) ve 500 ml distile sudan olugmaktadir.

2.1.2.15. %2’lik Osmiyum tetroksit

1 g Osmiyum tetroksit ampulii ve 50 ml distile sudan olusmaktadir.

2.1.2.16. %35 Etanol

35 ml Etanole 100 ml’ye kadar steril su eklenmistir.

2.1.2.17. %50 Etanol

50 ml Etanole 100 ml’ye kadar steril su eklenmistir.

2.1.2.18. %75 Etanol

75 ml Etanole 100 m1’ye kadar steril su eklenmistir.

2.1.2.19. %95 Etanol

95 ml Etanole 100 ml’ye kadar steril su eklenmistir.

2.1.2.20. 1 nolu McFarland bulanmiklik standarda

9.9 ml siilfirik asit (0.18 M) ve 0.1 ml baryum kloriir (0.048 M) icermektedir.

2.1.2.21. 2 nolu McFarland bulanmikhik standardi

9.8 ml siilfirik asit (0.18 M) ve 0.2 ml baryum kloriir (0.048 M) igcermektedir.

2.1.2.22. 1X Tris-asetat ve EDTA (TAE) ¢cahsma tamponu

10X TAE stok tamponundan 100 ml alinarak steril su ile 1000 ml’ye tamamlanmis ve 1X
TAE caligma tamponu elde edilmistir.

Jel-yiikleme boyasi

GelPilot 1 kb ladder jel yiikleme boyasi, ekstraksiyonu yapilmig DNA veya PCR iiriinii

ile karistirilmstir.
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Ladder DNA

10 ul DNA ladder (1 kb) ile 90 ul Jel-yiikkleme boyasi eppendorf tiipiinde +4°C’ye

konulmustur.

Agaroz jel

0.4 g Agaroz SeaKem LE ve 40 ml 1X TAE galisma tamponundan olusmaktadir.
Niikleotid Karisimi

125 ul ANTP karigimu ile 875 pl steril ddH2O eppendorf tiipiinde -20°C’ye konulmustur.
Primerler (1492R, 27F)

12 pl Primer ile 88 ul steril ddH2O eppendorf tiipiinde -20°C’ye konulmustur.

2.1.3. Kullanilan arag ve gerecler

pH Metre (WTW), Terazi (Sartorius Analytic), Su Saflagtirma Cihaz1 (GFL), Otoklav
(Web MLW), Etiiv (Niive EN500), Pasteur Firni1 (Kermanlar), Mikroskop (Olympus),
Calkalamali Etiiv (Edmund Biihler), Vortex (Niive), Santrifiij (Sigma), Buzdolab,
Santrifiij aleti, Elektroforez tanki, Goriintilleme sistemi, Gii¢ kaynagi, PCR aleti,

Biyogiivenlik Kabini ve Ceker Ocak’tan yararlanilmistir.

2.2. Yontem
Bu arastirma asagidaki basamaklardan olusmaktadir:

1. Islatma Sivisi Numunelerinin Toplanmasi

2. Islatma Sivist Numunelerinin Sicaklik, pH ve Tuzluluk Degerlerinin Belirlenmesi

3. Islatma S1visit Numunelerinde Toplam Haloversatil Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

4. Islatma S1vist Numunelerinde Proteolitik ve Lipolitik Haloversatil Bakterilerin Toplam
Sayilariin Belirlenmesi

5. Islatma Sivis1 Orneklerinden Haloversatil Bakterilerin Izolasyonu

6. Haloversatil Bakterilerin Enzimatik Aktivitelerinin Belirlenmesi

7. Haloversatil Bakteriler Tarafindan Farkli Amino Amino Asitlerin ve Farkli Seker
Kaynaklarinin Kullanilmasi

8. Haloversatil Izolatlara Ait DNA’nin 16S rRNA Dizilerinin Belirlenmesi

9. Izolatlarin GenBank Erisim Numaralarinin Alinmas1
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10. Tuz, pH ve Sicaklik Faktorlerinin Haloversatil Bakterilerin Gelismesi Uzerine
Etkilerinin incelenmesi

11. Haloversatil Bakterilerin Hiicre Morfolojisinin ve Pigmentasyonunun Arastirilmasi
12. Koyun Derisinin Kiirlenmesi ve Saklanmasi islemi

13. Koyun Derisi Orneklerinin Taramali Elektron Mikroskobunda Incelenmesi icin

Hazirlanmasi.

2.2.1. Islatma sivist numunelerinin toplanmasi

Bu c¢alismada, Kasim 2021°de Tuzla Deri Organize Sanayi Bolgesi’nde farkli deri
fabrikalarindan 1slatma sivis1 6rnekleri (n=10) toplanmistir. Bu numuneler steril siselere
alimmig ve steril numune torbalarmma konulmustur. Numunelerin soguk tutularak
laboratuvara taginmasi amaciyla siselerin buz akiileri ile minimum siirede laboratuvara

getirilmesi saglanmstir.
2.2.2. Islatma s1vist numunelerinin sicaklik, pH ve tuzluluk degerlerinin belirlenmesi

Tuzlu su numunelerinin sicakligi ve pH'" tasinabilir bir pH metre (PT 10, Sartorius
Professional Meter PP—50 AG, Goéttingen, Almanya) ile ol¢iilmiistiir (Birbir ve Ilgaz,
1996). Tuzlu su numunelerinin tuzlulugu bir el refraktometresi (Reef Octopus, China) ile

Olciilmiistiir.

Sekil 2.1. El refraktometresi (Reef Octopus, China)
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2.2.3. lIslatma sivisti numunelerinde toplam haloversatil bakteri sayisinin

belirlenmesi

Islatma sivis1 numunelerinde bulunan toplam haloversatil bakteri sayilari, 1slatma
sivilarinin - Halofilik Agar Besiyeri (HAB) ve Oligotrofik Agar Besiyeri (OAB)
ylizeylerine plak yayma teknigi kullanilarak ekilmesiyle belirlenmistir. Her numuneden
ayr1 ayrt 20 ml alinarak, 180 ml steril %1.17 NaCl soliisyonu igeren bir erlenmayere
konulmustur. Bu erlenmayerler 25°C ve 200 rpm'de 2 saat ¢alkalamali bir inkiibatore
yerlestirilmistir. Bakteri siispansiyonlarinn direkt ve seri diliisyonlar1 (101-10) HAB ve
OAB’in yiizeyine yayilmistir. Petriler 24 saat siiresince 35°C'de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon periyodundan sonra petrilerde gelisen haloversatil bakteri

kolonileri sayilmistir (Norton ve Grant, 1988; Caglayan, 2019).

2.2.4. Islatma sivis1 numunelerinde proteolitik ve lipolitik haloversatil bakterilerin

toplam sayilarinin belirlenmesi

Islatma sivisi numunelerindeki toplam proteolitik haloversatil bakteri sayisini tespit
etmek amaciyla Jelatin Agar Besiyeri (JAB) kullanilmistir. Bakteri siispansiyonunun
direkt ve seri diliisyonlar1 (102-10°) hazirlanarak, %1.17 NaCl ve %2 jelatin iceren
besiyerlerinin yiizeyine yayilmistir. Petriler 35°C'de 48 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibe edildikten sonra jelatin besiyerlerinde gelisen mikroorganizma
kolonilerinin {istiine Frazier Ayiract dokiilmiistiir. Cevresinde seffaf zon meydana gelen
kolonilerin proteaz pozitif oldugu belirlenmistir (Sanchez-Porro ve ark., 2003; Caglayan
ve ark., 2018; Caglayan, 2019). Proteaz pozitif koloniler sayilmigtir. Islatma sivisi
numunelerindeki toplam lipolitik haloversatil bakteri sayisi, 1ki farkli besiyeri
kullanilarak test edilmistir: Tween 80 Agar Besiyeri (TS0AB) ve Rodamin B-Zeytinyagi
Agar Besiyeri (RZAB) (Sanchez-Porro ve ark., 2003; Gutiérrez-Arnillas ve ark., 2016;
Caglayan ve ark., 2018; Caglayan, 2019). Bakteri siispansiyonlarinin direkt ve seri
diliisyonlart TSOAB ve RZAB'm yiizeyine plaga yayma yontemiyle ekilmistir. Petrilerin
35°C'de 48 saat siiresince inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Bu siirenin sonunda, Tween
80 besiyerinde kolonilerin ¢evresindeki opak bolgelerin varligi, lipaz aktivitesinin pozitif
oldugunun kanit1 olmustur (Sanchez-Porro ve ark., 2003). Inkiibasyon periyodu sonunda
RZAB petrileri ultraviyole 1sik altinda kontrol edildiginde, kolonilerin etrafindaki

floresan turuncu zonlarin goézlemlenmesi ile lipaz aktivitesinin pozitif oldugu kabul
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edilmistir (Gutiérrez-Arnillas ve ark., 2016). Lipaz pozitif koloniler sayilmistir (Sanchez-
Porro ve ark., 2003; Sanchez-Porro ve ark., 2003; Caglayan ve ark., 2018; Caglayan,
2019). Orneklerdeki canli bakteri sayilar1 koloni olusturan birim (kob) olarak
hesaplanmistir. Orneklerin besiyerlerine ekimi ii¢ kez tekrarlanmistir. Bu calismada

kullanilan tiim besiyeri ortamlarinin pH'1 7.5'e ayarlanmistir.

2.2.5. Islatma sivist numunelerinden haloversatil bakterilerin izolasyonu

Her bir 1slatma s1vist numunesinden 10 ml ayr1 ayr1 alinmig ve erlenmayerlerde bulunan
%1.17 NaCl iceren 90 ml steril fizyolojik tuzlu su ¢ozeltilerine eklenmistir. Bu karisimlar,
25°C'lik bir ¢alkalayici etiivde 2 saat boyunca 200 rpm'de siirekli olarak karistirilmastir.
Bu siispansiyonlarin direkt ve seri diliisyonlarmi (102-10°) igeren steril fizyolojik tuzlu
su ¢ozeltisi (%1.17 NaCl) kullanilarak hazirlanmigtir. Haloversatil bakterileri izole etmek
icin 100 pl bakteri diliisyonu alinarak Halofilik Agar Besiyeri ve Oligotrofik Agar
Besiyeri petrilerine plaga yayim yontemiyle inokiile edilmistir. Ekim yapilmis petri
kaplar1 35°C'lik bir inkiibatorde 24 saatlik inkiibasyon igin birakilmistir. Bu siirenin
sonunda {ireyen bakteri kolonilerinden tek diisenler steril 6zelerle alinmistir. Daha sonra
Halofilik Agar Besiyeri lizerine plaga cizgi teknigi kullanarak ekim yapilmistir. Bu
asama, saf haloversatil bakteri kiiltiirleri elde edilene kadar tekrar yapilmigtir (Gonzalez
ve ark., 1978; Montalvo-Rodriguez ve ark., 1998).

2.2.6. Haloversatil bakterilerin enzimatik aktivitelerinin belirlenmesi

Nisasta, kazein, Tween 80, ksilan, seliiloz, jelatin, DNaz, pullulan ve iire agar besiyeri
hazirlanmis ve hazirlandiktan sonra otoklavda 121°C'de 20 dakika sterilize edilmistir. Bu
besiyerleri, haloversatil izolatlar tarafindan amilaz, kazeinaz, lipaz, ksilanaz, seliilaz,
proteaz, DNaz, pullulanaz veya {ireaz enzimlerinin iiretimini arastirmak icin
kullanilmistir. Haloversatil izolatlar steril 6zelerle alinarak plaga ¢izgi teknigi ile bu
enzimatik besiyerlerine ekilmistir. Daha sonra ekimi tamamlanan petriler 35°C'de 24 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. inkiibe edildikten sonra nisasta besiyeri iizerinde
gelisen kolonilerin iizerine besiyerinin tamamini kaplayacak sekilde Gram’in iyot
cozeltisi eklenmistir. Kolonilerin ¢evresinde seffaf bolgelerin gdzlemlenmesi ile nigasta
hidrolizinin pozitif oldugu kabul edilmistir (Harley ve Prescott, 2002). Kazein
besiyerinde iireyen kolonilerin ¢evresinde seffaf bir zon meydana gelmesi, kazeinaz

aktivitesinin pozitif oldugunu gostermistir (Harley ve Prescott, 2002). Tween 80 Agar
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Besiyeri lizerinde gelisen kolonilerin ¢evresinde opak bolgelerin varligi, pozitif lipaz
aktivitesi olarak degerlendirilmistir (Sanchez-Porro ve ark., 2003). Ksilan ve pullulan
besiyerinde kolonilerin ¢evresinde gdzlenen seffaf zonlar, pozitif ksilanaz ve pullulanaz
aktiviteleri olarak saptanmustir (Sanchez-Porro Alvarez, 2005). Seliiloz ortaminda gelisen
bakteri kolonilerinin {izerine Kongo Kirmizisi (%0,1) dokiilmiis ve 30 dakika sonunda 1
M NaCl c¢ozeltisi kullanilarak yikanmistir. Cevresinde seffaf bir bolge bulunan
kolonilerin pozitif selillaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir (Limauro ve ark.,
2001). Jelatin Agar Besiyeri iizerinde gelisen kolonilerin {izerine Frazier reaktifi
dokiilmiistiir. Kolonilerin ¢evresinde gozlemlenen seffaf zonlar, proteolitik aktivitenin
pozitif oldugunu géstermistir (Harley ve Prescott, 2002; Sanchez-Porro Alvarez, 2005).
DNaz besiyerinde gelisen kolonilerin tizerine 1 N HCI dokiilmiis ve seffaf zon olusumu
pozitif DNaz sonucu olarak kabul edilmistir (Bilgehan, 1992; Harley ve Prescott, 2002).
Ure agar icin test tiipiinde ekim yapilmistir. Ure agar test tiiplerinde pembe rengin
olusumu, tireaz enziminin tretildigini gostermistir (Christensen, 1946; Bilgehan 1992).
Oksidaz enzimi ig¢in oksidaz test maddesi (tetra-dimetil-para-fenilendiamin
dihidrokloriir) filtre kagidina emdirilmistir. Sonrasinda besiyerinde gelisen bakteri
kolonileri steril 6ze ile alinmis ve filtre kagidina siiriilmiistiir. 20 saniye siliresince mavi-
mor renk olusumu pozitif oksidaz sonucu olarak kabul edilmistir. Katalaz aktivitesi i¢in
besiyerindeki kolonilerin {izerine bir veya iki damla H202 (%3) damlatilmistir.
Kolonilerin gaz kabarciklar1 olugturmasi katalaz pozitif olarak kabul edilmistir (Harley

ve Prescott, 2002).

2.2.7. Haloversatil bakteriler tarafindan farklh amino amino asitlerin ve farkh seker

kaynaklarimin kullanilmasi

Mikroorganizmalarin metabolik 06zellikleri hakkinda bilgi sahibi olmak endiistriyel
islemlerde onlarla miicadele etmek i¢in ¢ok dnemlidir. Bu ¢alismada, haloversatil bakteri
izolatlarinin metabolik aktivitelerini degerlendirmek i¢in 20 amino asit ve 21 seker
kullanilmigtir. Amino asit kaynaklarinin kullanim1 %1 (a/h) glisin, L-histidin, L-izol6sin,
L-sistin, L-glutamik asit, DL-fenilalanin, L-aspartik asit, L- alanin, trans-4-hidroksi-L-
prolin, 16sin, L-lisin, L-ornitin, L-metiyonin, L-prolin, L-arjinin, L-fenilalanin, L-tirozin,
L-treonin, L-valin, L-serin kullanilarak incelenmistir. Amino asitler i¢in ortam %]1.17

NaCl ¢ozeltisi icinde %0.05 dekstroz, %0.5 siir 6zii, %0.0005 piridoksal, %0.001
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bromokresol moru, %0.5 pepton, %0.0005 kresol kirmizisi i¢ermektedir. Bakteri
inokulasyonundan sonra test tiipleri 35°C'de 24 saat boyunca inkiibe edilmigtir. Test
tiiplerinde mor renk olugmasi pozitif test sonucu olarak kabul edilmistir (Caglayan ve
ark., 2018). Haloversatil izolatlarin farkli seker kaynaklarmin kullanimi %1 (a/h) D-
sorbitol, D-mannitol, laktoz, D-(+)-dekstroz, D-(-)-fruktoz, ksilitol, miyo-inositol, D-(+)-
galaktoz, D-(+)-melezitoz, D-(+)-selobiyoz, D-(-)-riboz, adonitol, D-(-)-salisin, maltoz,
sukroz, D- (+)-trehaloz, D-(+)-ksiloz, D-(+)-melibiyoz, dulsitol, L-(+)-arabinoz, D-
mannoz kullanilarak ayri ayri incelenmistir. Seker ortami ise %0.001 (a/h) fenol kirmizisi
ve %0.5 (a/h) maya oziitii icermektedir. Kirmizi renkten sar1 renge donmesi pozitif test

sonucu olarak kabul edilmistir (Harley ve Prescott, 2002; Caglayan ve ark., 2018).

2.2.8. Haloversatil izolatlara ait DNA'nin 16S rRNA dizilerinin belirlenmesi

Izolatlarin saf kiiltiirlerine genotipik ve fenotipik analizler uygulanmustir (Caglayan ve
ark., 2015; Sanchez-Porro ve ark., 2011). Kromozomal DNA'y1 izole etmek ve
saflastirmak amaciyla QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) ve QIAquick PCR Purification

Kit (Qiagen) talimatlarina gore prosediirler takip edilmistir.

2.2.8.1. Islatma sivilarindan izole edilen haloversatil bakterilerin genomik

DNA’larmn izolasyonu

Islatma sivilarindan izole edilmis olan haloversatil bakterilerin DNA izolasyonu asamast,

DNA izolasyonu igin kit olarak QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) kullaniimustir.
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)’e ait prosediir su agsamalardan olugsmaktadir:

e C(Calkalayici etiivde (100 rpm) 24 saat siiresince 5 ml halofil besiyerinde {ireyen
haloversatil izolatlardan 1.5 ml eppendorf tiipiine alinmis ve 7500 rpm’de 10 dakika
boyunca santrifiijlenmistir.

e Bu islem tamamlandiginda {ist kisimdaki siipernatant atilmis ve {stiine haloversatil
bakterilerden 1.5 ml ilave edilerek ii¢ defa santrifiijlenmistir.

e Mikrosantrifiij tiiplerinin dibinde bulunan pellete 180 ul enzim soliisyonu ilave
edildikten sonra mikropipet ile pipetaj yapilmistir.

e Homojen olan bakteri siispansiyonu 37°C’de 30 dk siiresince bekletilmistir.

e 200 pl ilave tampon ve 20 pl proteinaz K eklenip vortekslenmistir.
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e Bu bakteri siispansiyonu 56°C’de 30 dk bekletilmesinin ardindan sicak su banyosunda
95°C’de 15 dk bekletilmistir.

e Sonrasinda 2 dk 7500 rpm’de santrifiijlenmistir.

e Siispansiyona 200 ul %96’lik etanol eklenmis ve 10 saniye vortekslenmistir. Daha
sonrasinda 3 dk 7500 rpm’de santrifiij islemi uygulanmistir.

e Bu asama bittiginde, slispansiyondan 750 pl alinip spin kolon tiipiiniin igerisine
konulmus ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Islem sonlandiginda santrifiij
tiipiiniin tst kismindaki filtre igeren bolim alinmis ve steril toplama tiipiine
konulmustur.

e Filtreli mini spin kolon tiipiine 500 ul Yikama Tamponu (1) ilave edilmis ve 8000
rpm ile 1 dk santrifiij islemi gergeklestirilmistir.

e Filtreli spin kolon tiipii bagka bir steril toplama tiipiine yerlestirilerek 500 pl Yikama
Tamponu (2) ilave edilmis ve 14000 rpm ile 3 dk siiresince santrifiij yapilmistir.

e Filtreli spin kolon tiipii mikrosantrifiij tiipiiniin {ist kismina yerlestirilip DNA’nin
kolondan elde edilmesi ig¢in 200 ul Eliisyon Tamponu ilave edilerek 8000 rpm ile 1
dk santrifiij islemi uygulanmistir.

e lzole edilen DNA’larin jelde yiiriitilmesi tamamlandiktan sonra, -20°C’de

korunmustur.

2.2.8.2. Agaroz jelde yiiriitiilmesi

Erlenmayere 0.4 g agaroz ve 40 ml 1X TAE calisma tamponu eklenerek karistirilmistir.
Erlenmayer 560°C mikrodalgada 1 dk 1sitilip agaroz eritilmistir. Sonrasinda erlenmayere
2 dk sonra 2.5 pl jel boyasindan eklenmistir. Elektroforez tankinin igerisine jel tepsisi ve
tarak konulmustur. DNA ve RNA ““—”" den ““+”* yiike dogru yo6neldigi bilindiginden
dolayi tarak konulurken kuyucuklarin ‘=’ yiik tarafina yakin olarak yerlestirilmesine
Ozen gosterilmistir. Erimis agaroz tepsiye dokiildiikkten 10 dk sonrasinda tamamen
donduktan sonra tarak ¢ikarilmistir. Uzerinde kuyucuklar bulunan ve kat1 hale ge¢mis
olan agaroz jelin yiizeyini kaplayacak sekilde 1X TAE ¢alisma tamponundan eklenmistir.
Birinci kuyucuga 10 pl ladder DNA eklenmistir. Parafilm iizerine 6 adet 6rnek i¢in 5 pl
jel-yiikleme boyast ve ayri ayri her oOrnekten 5 pl PCR iiriinii mikropipet ile
karistirilmistir. Bu karisimlar ikinci kuyucuktan baslanarak sirasiyla bos kuyucuklara

yerlestirilmistir. Bu islemin sonunda tankin kapagi kapatilmistir. Tankin kablolar1
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takilmis ve yiiriitilmesi i¢in 30 dk, 80 V, 100 mA olarak ayarlamalar yapilmistir

(Sambrook ve Russell, 2001). Jel goriintiileme makinesi altinda goriintiilenmistir.

2.2.8.3. Haloversatil ozellikteki izolatlarin 16S rRNA gen bolgelerinin PCR ile

cogaltilmasi

Tiiplere 5 ul 10X PCR Tamponu (500 mM steril KC1; 100 mM Tris-HCI, pH 8.3), 0.5 pl
Tag DNA polimeraz, 2.5 pl MgCl2 (25 mM), 1 pl genomik DNA, 8 pl dNTPs, 28 pl
ddH.0, 2.5ul geri primeri ve 2.5 ul ileri primeri ilave edilmistir (Mullis ve Faloona,
1987). lleri primer 16F27°den (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') ve geri primer
16R1492°den  (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3")  yararlanilmustir. 11k
denatiirasyon 95°C’de 5 dk, 25 dongii 94°C sicaklikta 1 dk (denatiirasyon), 50°C
sicaklikta 1 dk (hibridizasyon) ve 72°C sicaklikta 2 dk (polimerizasyon) uygulanmistir
(Sambrook ve Russell, 2001).

2.2.8.4. Haloversatil ozellik gosteren izolatlarin tammlanmasi

16S rRNA iirtinleri QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) ile saflastirilip dizilemeye

gonderilmistir.
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) prosediirii asagidaki sekildedir:

e 45 ul PCR firiine 225 pl 1/5 oraninda Baglayici Tampon ilave edilmistir. Bu karigim
kolon tiiplerine mikropipet araciligryla konulmustur. Kolon tiipii 13000 rpm’de 1 dk
santrifiij uygulanmstir.

e Toplama tiiplinde bulunan atik sivi uzaklastirilarak tiipler tekrardan i¢ ice
konulmustur.

e PCR iiriiniinde bulunan kalintilarin uzaklastirilmast amactyla kolon tiipiiniin igerisine
750 pl Yikama Tamponu ilave edilerek 13000 rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir.

e Kolon tiipiiniin filtreli kism1 mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmistir.

e DNA’y1 altta bulunan mikrosantrifiij tiipiine almak i¢in 50 pl Eliisyon Tamponu ilave
edilmis ve 13000 rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir.

e Saflastirnlan PCR iiriinleri 16S rRNA geninin baz dizisi analizlerinin yapilmasi

amaciyla diziye gonderilmistir.
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e Her bir izolatin ileri primer ve geri primer dizilemesi sonuglarina ChromasPro
Programi araciligiyla bakilmistir.
e Elde edilen 16S rRNA dizileri ChromasPro, BLAST ve EZTAXON arama

programlariyla benzerlik oranlari tespit edilmistir.
2.2.9. izolatlarin GenBank Erisim Numaralarinin Ahnmasi

Izolatlarm 16S rRNA dizi verileri, ilgili erisim numaralar1 altinda NCBI ve GenBank

niikleotid dizi bilgisinde depolanmistir.

2.2.10. Tuz, pH ve sicaklik faktorlerinin haloversatil bakterilerin gelismesi iizerine

etkilerinin incelenmesi

Deneyin bu kismi, her bir izolatin optimal biliylime kosullarin1 belirlemek igin
gerceklestirilmistir. Haloversatil bakteri izolatlarinin tuz gereksinimini ve tuz toleransini
incelemek i¢in farkli tuz konsantrasyonlar1 (5.1 M, 4.2 M,3 M, 25 M, 2 M, 1.7 M, 1.36
M, 0.85 M, 0.51 M, 0.34 M, 3.4 M, 0.2 M ve 0.17 M) igeren Halofilik Agar Besiyeri ve
tuz igermeyen Halofilik Agar Besiyeri petrileri kullamlmistir. Izolatlarin pH gereksinimi
ve pH toleransini saptamak i¢in farkli pH degerlerinde (13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4) ve
0.2 M NaCl igeren Halofilik Agar Besiyeri petrileri kullanilmistir. Ayrica izolatlarin
farkli sicakliklarda (60°C, 55°C, 50°C, 45°C, 40°C, 37°C, 32°C, 28°C, 25°C, 20°C, 10°C,
4°C) gelisme yetenekleri test edilmistir (Caglayan, 2019).

2.2.11. Haloversatil bakterilerin hiicre morfolojisinin ve pigmentasyonunun

arastirillmasi

Saf bakteri kolonilerinin 24 saatlik kiiltiirlerinin hiicre morfolojisi ve pigmentasyonu,
izolatlarin optimum olarak gelistikleri kosullar altinda incelenmistir. Isik mikroskobu
kullanilarak her izolatin hiicre morfolojisi aragtirilmistir. Gram negatif ve Gram pozitif
izolatlar1 ayirt etmek i¢in standart islem prosediirleri dikkate alinarak Gram boyama

uygulanmistir (Sanchez-Porro ve ark., 2011).

Uygulanan Gram boyama isleminin asamalar1 su sekildedir (Harley ve Prescott, 2002):
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e Pipet aracilifiyla bir damla distile su alinip temiz bir lamin {izerine damlatilmistir. 24
saatlik saf bakteri kolonisinden alinmis ve lamin ylizeyinde ince bir tabaka olacak
sekilde siiriilerek havada kurumasi i¢in birakilmistir.

e Kuruma asamasi tamamlanan lam atesten birkac kez ge¢irilmis ve boylece bakteriler
lama fikse edilmistir.

e Lamin iizerine kristal viyole dokiildiikten sonra 1 dakika bekletilmis ve distile su ile
lamin biitiin yiizeyi yikanarak kristal viyole uzaklastirilmigtir.

e Laminiizerine Gram’1n iyot ¢0zeltisi dokiiliip 1 dakika bekletilerek distile su ile tekrar
yikanmuistir.

e Sonrasinda preparat lizerine %96’lik etil alkol damlatilmis ve 15-30 saniye
bekletmenin ardindan distile su ile yikanmustir.

e Preparatin iizerine safranin (karsit boya) dokiilerek 1 dakika bekletilmis ve tekrar
distile su ile yikanip havada kurumasi i¢in birakilmistir.

e Boyama islemi tamamlandiktan sonra preparat mikroskop ile incelenmistir. inceleme
sonrast kirmizi-pembe renkli bakteriler Gram-negatif olarak tanimlanirken, mor

renkli bakteriler ise Gram-pozitif olarak tanimlanmuistir.
2.2.12. Koyun derisinin kiirlenmesi ve saklanmasi islemi

Proteaz ve lipaz ireten haloversatil bakteri tiirlerinin (Terribacillus halophilus,
Brevibacterium luteolum, Bacillus australimaris, Bacillus siamensis ve Bacillus
mojavensis) karisik kiiltiiriiniin koyun derisi 6rnegine verdigi zarar, organoleptik yontem
ve Taramali Elektron Mikroskobu kullanilarak arastirilmistir. Ik olarak taze kesilmis
koyun derisi numunesi kesilerek iki parca elde edilmistir. 30 ml tuzlu su ¢ozeltisi (%20
NaCl) ve her biri 10 g agirliginda koyun derisi pargalart hazirlanmis ve iki erlanmayere
ayr1 ayri ilave edilmistir. Kontrol numunesi olarak sadece steril tuzlu su soliisyonu ile
muamele edilmis koyun derisi kullamilmistir. Steril fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi (%20
NaCl) i¢inde, proteaz ve lipaz enzimleri iireten her izolat siispanse edilmis ve bu bakteri
siispansiyonu 0.5 McFarland bulaniklik standardina (108 kob/ml) esdeger olacak sekilde
ayarlanmustir. Her bir test izolatindan 10 ml bakteri siispansiyonu, tuzlu su ¢ozeltileri ve
koyun derisi pargasi iceren ikinci siseye eklendikten sonra, siseler 20 saat boyunca
24°C'de 60 rpm'de galkalanmistir. Daha sonra kiirlenmis koyun derisi 6rnekleri siselerden

alinmis ve 30 giin oda sicakliginda saklanmistir. Bekleme siiresinden sonra numuneler
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taramal1 elektron mikroskobu altinda incelenmistir (Bailey ve Birbir, 1996). Ayrica, 30
giin boyunca koyun derisi drneklerinde koti koku, yapiskan goriiniim ve kil kaymasi gibi

organoleptik ozellikler gézlenmistir.

2.2.13. Koyun derisi 6rneklerinin taramal elektron mikroskobunda incelenmesi icin

hazirlanmasi

Fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.2) ile hazirlanan glutaraldehit soliisyonu (%#4) koyun derisi
numunelerini sabitlemek i¢in 30 dakika kullanilmistir. Fosfat tamponu (0.1 M)
kullanilarak koyun derisi numuneleri 10 dakika boyunca ii¢ kez yikanmistir. Koyun
derileri, bir saat boyunca 24°C'de fosfat tamponu (0.1 M) i¢inde hazirlanan osmiyum
tetroksit (%1) ile muamele edilmistir. Daha sonra numuneler distile suda ve %95, %75,
%50, %35 saf etanol olmak iizere 15 dakika iki kez yikanmistir. Havayla kurutma
isleminde, etanol-HMDS [1:2 (h/h)] (1x30 dk), etanol-heksametildisilazan (HMDS) [1:1
(h/h)] (1x30 dk) ve HMDS karisimi (2x30 dk) kullanilmistir. Daha sonra HMDS
uzaklastirilarak koyun postu 6rnekleri desikatdre konularak 14 saat bekletilmistir. Cift
tarafli yapiskan bant ile kaplanan kisimlar deri numunelerinin tabakalarin iizerlerine
yerlestirilmesinde kullanilmistir. Ardindan Taramali Elektron Mikroskobu (Fei Quanta
450 FEG ESEM SEM, Model FEG 450) ile 6rnekler gozlemlenmistir (Murtey ve
Ramasamy, 2016).
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BOLUM 3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Islatma Sivis1 Numunelerinin Toplanmasina Ait Bulgu ve Tartisma

Calismamizda arastirdigimiz 1slatma sivist numuneleri Tuzla-Istanbul Deri Organize

Sanayi Bolgesindeki cesitli tabakhanelerden toplanmistir. Calismamizda kullandigimiz

1slatma s1visi orneklerine ait tarih ve hava sicakligi bilgileri Tablo 3.1°de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Islatma s1vis1 drnekleri ile ilgili bilgiler

04.11.2021

04.11.2021

04.11.2021

04.11.2021

04.11.2021

08.11.2021

08.11.2021

08.11.2021

08.11.2021

08.11.2021

23°C

23°C

23°C

23°C

23°C

18°C

18°C

18°C

18°C

18°C

3.2. Islatma Sivisi Numunelerinin Sicaklik, pH ve Tuzluluk Degerlerine Ait Bulgu

ve Tartisma

Bu ¢alismada, 1slatma s1vist numunelerinin pH degerleri 8.80 ile 9.30 ve tuzluluk oranlari

%3.5 ile %5.5 arasinda degigsmektedir (Tablo 3.2). Islatma sivist numunelerinin pH ve tuz

konsantrasyonu, haloversatil bakterilerin gelismesi igin uygundur.
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Tablo 3.2. Islatma sivilarinin pH degerleri ve tuzluluk oranlar

Islatma Sivisi pH Tuzluluk Orani (%)
Numuneleri
ISN*1 9.18 %4
ISN2 9.15 %4
ISN3 9.17 %4
ISN4 9.17 %3.5
ISN5 9.15 %4
ISNG 8.80 %5
ISN7 8.82 %5.5
ISN8 9.27 %4.5
ISN9 9.30 %4.7
ISN10 9.29 %5

ISN: Islatma S1vis1 Numunesi

3.3. Islatma Sivisi Numunelerinde Toplam Haloversatil Bakteri, Lipolitik ve

Proteolitik Haloversatil Bakteri Sayillarina Ait Bulgu ve Tartisma

Islatma sivist numunelerindeki toplam haloversatil bakteri sayisi, Oligotrofik Agar
Besiyeri iizerinde 10%-10° kob/ml ve Halofilik Agar Besiyeri iizerinde 10*-10° kob/ml
olarak saptanmistir. Orneklerdeki toplam proteolitik haloversatil bakteri sayisi, Jelatin
Agar Besiyerinde 10*-10° kob/ml olarak bulunmustur. Ayrica toplam lipolitik haloversatil
bakteri say1s1 Tween 80 Agar Besiyerinde 10-10° kob/ml ve Rodamin B-Zeytinyag1 Agar
Besiyerinde 103-10° kob/ml olarak saptanmistir (Tablo 3.3).

Koyun ve keg¢i derisi numuneleriyle yapilmis bir ¢alismada 1limli halofil bakteri sayilar
(7.9x108-1.9x107 kob/g), proteolitik 1liml1 halofil bakteri say1lar1 (1.3x105-1.5x106 kob/g)
ve lipolitik 1liml halofilik bakteri sayilar1 (9.6x10%-1.9x10° kob/g) saptanmustir
(Caglayan ve ark., 2018). Tuzlanmis deri 6rneklerinde 1liml1 halofil bakterilerin (10°-108
kob/g) varlig1 daha once bildirilmistir (Akpolat ve ark., 2015).

Bir arastirmada, tuzlanmis deri numunelerinde bulunan 1liml1 halofil bakterilerin (10%-107
kob/g), proteolitik 1liml1 halofil bakterilerin (10%-10° kob/g) ve lipolitik 1liml1 halofil
bakterilerin (10°-10° kob/g) sayimlari da bildirilmistir (Caglayan ve ark., 2015). Derinin
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muhafazasi islemindeki yetersizligin tuzlanmis derilerde ve 1slatma sivilarinda bakteri

gelisimine neden oldugu agiktir.

Tablo 3.3. Islatma s1vist numunelerinde toplam haloversatil bakteri sayisi

RGBS g HAB JAB TSOAB | RZAB
Numuneleri
ISN1 5.4x10* 6.7x10* 1.2x10% 2.8x10* 7.0x10°
ISN2 3.8x10* 7.2x10* 2.5x10* 3.0x10* 9.0x103
ISN3 5.8x10% 7.3x10* 1.7x10* 3.9x10* 6.0x103
ISN4 7.0x10% 9.6x10* 2.2x10% 4.2x10% 7.0x10°
ISN5 6.0x10* 8.5x10% 3.7x10* 2.3x10* 1.1x10*
ISN6 1.1x108 1.1x108 3.4x10° 2.5x10° 4.2x10*
ISN7 1.0x10° 1.6x10° 5.8x10° 4.6x10° 6.1x10*
ISN8 4.6x10° 6.3x10° 3.9x10° 4.0x10° 9.6x10*
ISN9 6.3x10° 7.8x10° 3.3x10° 3.9x10° 1.1x10°
ISN10 7.1x10° 8.2x10° 3.1x10° 2.4x10° 1.5x10°

OAB: Oligotrofik Agar Besiyeri, HAB: Halofilik Agar Besiyeri, JAB: Jelatin Agar Besiyeri,
T80AB: Tween 80 Agar Besiyeri, RZAB: Rodamin B-Zeytinyag1 Agar Besiyeri.

3.4. Islatma Sivis1 Orneklerinden Haloversatil Bakterilerin Izolasyonuna Ait Bulgu

ve Tartisma

Bu ¢alismada, 1slatma sivist orneklerinden bes farkli haloversatil bakteri tiirii izole
edilmis ve tammlanmustir. Bunlar:  Terribacillus  halophilus (HBI-1 izolaty),
Brevibacterium luteolum (HBI-2 ve HBI-4 izolatlari), Bacillus australimaris (HBI-3

izolat), Bacillus siamensis (HBI-5 izolati), Bacillus mojavensis (HBI-6 izolati)’tir.

3.5. Haloversatil Bakterilerin Enzimatik Aktivitelerinin Belirlenmesine Ait Bulgu ve

Tartisma

Enzimatik sonuglar, tiim izolatlar tarafindan sirasiyla %83, %83, %67, %50, %17 lipaz,
proteaz, kazeinaz, amilaz, seliilaz iiretildigini gostermistir. Ancak izolatlar tarafindan

ksilanaz, DNaz, pullulanaz ve iireaz enzimleri iiretilmedigi tespit edilmistir (Tablo 3.4).
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Terribacillus halophilus, Bacillus siamensis ve Brevibacterium luteolum katalaz pozitif,
oksidaz negatif olarak belirlenirken; Bacillus australimaris ve Bacillus mojavensis ise

katalaz ve oksidaz pozitif olarak tespit edilmistir.

Tablo 3.4. Haloversatil bakteri izolatlarinin enzimatik ozellikleri

Pozitif Pozitif
izolatlar HBi*-1 HBI-2 HBI-3 HBI-4 HBI-5 HBI-6 izolat |izolatlarin
Sayis1 | Yiizdesi
Enzimler
Amilaz = + = + + - 3 50%
Kazeinaz - + - + + + 4 67%
Lipaz + + + + + 5 83%
Ksilinaz - - - - - 0 -
Seliilaz - - - - A - 1 17%
Proteaz + + + + - 5 83%
DNaz - - 0 -
Pullulanaz - - - - - - 0 -
Ureaz - - - - - - 0 -

HBI: Haloversatil Bakteri izolati

3.6. Haloversatil Bakteriler Tarafindan Farkli Amino Amino Asitlerin ve Farkh

Seker Kaynaklarinin Kullanilmasina Ait Bulgu ve Tartisma

Tim izolatlarin L-serin kullandig1 gozlemlenirken, izolatlarin higbirinin L-alanin,
L-izoldsin, L-sistin, Losin, L-metionin, L-tirozin ve L-valin amino asit kaynaklarini
kullanmadigi tespit edilmistir. L-arjinin, L-histidin, L-lizin ve L-treonin amino asitleri ise
sadece bir izolat tarafindan kullanilmis ve bu amino asitlerin izolatlar tarafindan kullanim
yiizdeleri %17 olarak saptanmustir. L-aspartik asit ve L-fenilalanin ise iki izolat tarafindan
kullanilmis olup kullanim yiizdeleri %33’tiir. Glisin ve L-ornitin {i¢ izolat tarafindan
kullanilmig olup kullanim yiizdeleri %50’dir. L-glutamik asit, DL-fenilalanin, trans-4-
hidroksi-L-prolin ve L-prolin aminoasitleri dort izolat tarafindan kullanildigi tespit

edilmis ve kullanim yiizdeleri %66 olarak belirlenmistir (Tablo 3.5).

Izolatlarin seker kaynaklarimi kullanim oranlar1 incelendiginde, tiim izolatlarm laktoz,
D-(+)-dekstroz, miyo-inositol, D-(+)-selobiyoz, adonitol, D-(-)-salisin, dulsitol ve
D-mannoz kullandig1 ve higbir izolatin D-sorbitol, D-(+)-galaktoz, maltoz, D-(+)-ksiloz,
D-(+)-melibiyoz kaynaklarini1 kullanmadigi tespit edilmistir. Sadece bir izolat siikroz
kullanmis ve bu kaynagin izolat tarafindan kullanim oran1 %17 olarak belirlenmistir. iki

izolat D-(+)-melezitoz kullanmis olup kullanim oranm1 %33 tiir. Ug izolat D-(-)-riboz

59



kullanmis ve kullanim orant %50 olarak saptanmigtir. D-(+)-trehaloz, D-(-)-fruktoz ve
D-mannitol ise dort izolat tarafindan kullanilmis olup kullanim oranlar1 %66°dir. Bes

izolat L-(+)-arabinoz ve ksilitol kullanmis olup kullanim oranlar1 %83’tiir (Tablo 3.5).

Bu karbon ve enerji kaynaklarinin, 1slatma sivis1 6rneklerinden izole edilen haloversatil
bakteriler tarafindan kullanilmasi, 1slatma iglemi sirasinda bu bakterilerin deri numuneleri

tizerindeki potansiyel zararli etkisini gdstermistir.
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Tablo 3.5. Islatma s1visi numunelerinden izole edilen haloversatil bakteri izolatlarinin
farkli amino asit ve seker kaynaklarini kullanimi
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3.7. Haloversatil izolatlara Ait DNA'nin 16S rRNA Dizilerinin Belirlenmesine Ait

Bulgu ve Tartisma

27F  primeri  (5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3) ve  1492R  primeri
(5'TACGGYTACCTTGTTACGACTT3") ile PCR kullanilarak haloversatil bakteri
izolatlarinin 16S rRNA genleri amplifiye edilmistir (Sanchez-Porro ve ark., 2011). Arti
Biyoteknoloji Laboratuvari'nda (Tirkiye), izole edilen bakterilerin taksonomik
karakterizasyonu amaciyla 16S rRNA gen dizileri tanimlanmistir. EzTaxon-e araci ve
ChromasPro yazilimi kullanilarak izolatlarin dizi uzunlugu (1410-1472 bp), en yakin
akraba tiirler ve 16S rRNA dizi benzerlikleri (%99-100) arasindaki iligki belirlenmistir
(Kim et al., 2012).

3.8. Erisim Numaralarmin Belirlenmesine Ait Bulgu ve Tartisma

HBI-1, HBi-2, HBI-3, HBi-4, HBI-5 ve HBI-6 izolatlarinin 16S rRNA dizi verileri NCBI
ve GenBank'ta depolanmustir. Ilgili erisim numaralar1 altinda niikleotid dizi bilgisi:

OP415442, OP415561, OP412770, OP415427, OP415545, OP435718 seklindedir.

3.9. Tuz, pH ve Sicakhik Faktorlerinin Haloversatil Bakterilerin Gelismesi Uzerine

Etkilerine Ait Bulgu ve Tartiyma

Tim izolatlar 0-3 M sodyum kloriir, pH 4-12 ve 10-50°C’e sahip ortamlarda
ureyebilmistir. Tim izolatlarin optimum olarak 0.2 M sodyum kloriirde biiylime
gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle bu izolatlar haloversatil olarak kabul edilmistir
(Kushner ve Kamekura, 1988; Arahal ve Ventosa, 2002; Oren, 2013). Bir ¢alismada,
haloversatil Bacillus haynesii, Staphylococcus petrasii subsp. jettensis, Kocuria
sediminis, Bacillus simplex, Bacillus subtilis subsp. stercoris, Marinobacter
hydrocarbonoclasticus, Vibrio olivae, Bacillus pumilus, Rhodococcus enclensis,
Marinomonas communis, Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus,
Pseudomonas psikrotolerans, Salinivibrio costicola subsp. vallismortis, Vibrio
neocaledonicus tiirleri Izmir Camalti Tuzlasinda iiretilen tuz o6rneklerinden izole
edilmistir (Caglayan, 2019). Bu izolatlarin 0-3 M sodyum kloriir, pH 5-12 ve 10-55°C'de
tireyebildikleri bildirilmistir (Caglayan, 2019).
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3.10. Haloversatil Bakterilerin Hiicre Morfolojisinin ve Pigmentasyonuna Ait Bulgu

ve Tartisma

Bu c¢alismada, 1slatma sivist Orneklerinden izole edilen ve tanimlanan tiim izolatlar
(Terribacillus halophilus, Brevibacterium luteolum, Bacillus australimaris, Bacillus
siamensis, Bacillus mojavensis) Gram pozitif olarak tespit edilmistir. izolatlarin hiicre

morfolojileri cubuk ve kavisli gubuk seklinde gdzlemlenmistir.

3.11. Koyun Derisinin Kiirlenmesi, Saklanmasi1 ve Taramah Elektron

Mikroskobunda Incelenmesi islemlerine Ait Bulgu ve Tartisma

Haloversatil bakteri tiirlerinin karigik kiltiirii ile muamele edilen deri 6rneklerindeki
morfolojik degisiklikleri incelemek i¢in bir taramal1 elektron mikroskobu kullanilmistir
(Sekil 3.1 ve 3.2). Haloversatil bakteri tiirlerinin karisik kiiltiirii ile muamele edilen deri
numunesinin bakteri tiirlerinin hidrolitik aktivitelerinden olumsuz sekilde etkilendigi

gbzlemlenmistir.

Sekil 3.1. Fizyolojik tuzlu su ile muamele edilmis koyun derisi 6rneginin
SEM mikrografi (Kontrol). bar =40 um
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Sekil 3.2. Haloversatil bakteri tlirlerinin karigik kiiltiirii ile muamele
edilmis koyun derisi 6rneginin SEM mikrografi. bar = 40 pm

Deri endiistrisinde, deri ve postlar1 kiirlemek i¢in tuz kullanilmasina ragmen diger
arastirmacilarin ¢alismalari; asir1 halofil arkeler ve i1limli halofil, mezofilik ve
halotolerant bakteriler gibi farkli mikroorganizmalarmn tuz, tuzlu postlar, tuzlu deriler ve
1slatma sivilarinda bulundugunu gostermistir (Rodriguez-Valera ve ark., 1985; Ventosa
ve ark., 1998; Elevi ve ark., 2004; Birbir ve ark., 2007; Caglayan ve ark., 2015; Akpolat
ve ark., 2015; Caglayan ark., 2017; Caglayan ark., 2018; Y1ilmaz ve Birbir, 2019).

Islatma s1vist numunelerinin yiiksek organik igerigi (yapisal proteinler, yapisal olmayan
proteinler, mineral tuzlar, yag, amino asitler) nedeniyle, yiiksek sayilarda hidrolitik
haloversatil bakteri tiirleri gelisebilmektedir. Bu mikroorganizmalarin metabolik

aktiviteleri post ve deri yapisinin bozulmasina neden olabilmektedir.
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BOLUM 4. SONUCLAR

Bu arastirma, deri endiistrisinden toplanan 1slatma sivis1t numunelerinde enzim {ireten
haloversatil bakterilerin taranmasi ve saptanmasina katkida bulunan ilk g¢alismadir.
Deneysel sonuglar, on adet i1slatma sivisi 6rneginde enzim tireten haloversatil bakteri
tirlerinin bulundugunu gdstermistir. Bu tiirler zorlu ortamlarda, c¢ok cesitli tuz
konsantrasyonlarinda, genis pH ve sicaklik aralifinda hayatta kalabilmektedir.
Haloversatil bakteri, lipolitik ve proteolitik haloversatil bakteri toplam sayilar1 koyun
derisinde bozunmaya neden olacak kadar yiiksek oldugu tespit edilmistir. Deride bulunan
cesitli amino asit ve seker kaynaklariin islatma sivisi izolatlarinin tamami tarafindan
kullanildig1 belirlenmistir. Bu sonug, haloversatil bakterilerin mikrobiyal etkileri ile
koyun derisindeki yapisal maddelerin pargalanmasinda rol oynadigini gostermistir.
Islatma sivilarindan enzim iireten haloversatil bakterilerin izolasyonu, 1slatma isleminde
alinan 6nlemlerin yetersizligini gostermektedir. Islatma isleminin etkili olabilmesi igin
uygun bakterisit yeterli miktarda kullanilmalidir. Ayrica 1slatma isleminde kullanilan
bakterisitlerin, 1slatma sivilarindan izole edilen haloversatil bakterilere kars1 etkinligi sik

sik kontrol edilmelidir.
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EKLER

Islatma Sivilarindan izole Edilen Enzim Uretebilen Haloversatil Bakteri

izolatlarimin 16S rRNA Geni Baz Dizileri

Ek 1. HBi-1 Izolatina ait 16S rRNA Geni Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1251

Tiir: Terribacillus halophilius

Erisim Numarasi: OP415442

TGGCCTGATAGACTGGATCGTGACTGAGGAAAAGCCTTGTGAGGGGGGG
GAAAAAAGTTACCTCTGTCATGTCTGGTGTTACCAACTCTAGTGGTGTGA
CGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGAT
CCGCGATTACCAACGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAA
TCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGGGATTTGCTTAGCCTCGCGGCTTCGCT
GCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGG
CATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTC
ACTCTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAGAATCAAGGGTTGCGCT
CGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCA
TGCACCACCTGTCACGCTGTCCCCGAAGGGAACGCCTTGTCTCCAAGGTT
GTCAGCGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAA
ACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCA
GCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGC
ACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTG
GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGC
GTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATA
TCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTC
AAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACAGTTAAGCTGTGGGCTTTCAC
ATCAGACTTAAGAAACCGCCTACGCGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGA
CAACGCTTGCCCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTGTTAGCCGG
GGCTTTCTGGTCAGGTACCGTCAAGGTACAAGCAGTTACTCTTGTACTTG
TTCTTCCCTGACAACAGAGCTTTACGACCCGAAGGCCTTCATCGCTCACG
CGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCT
GCCTCCCGTAGGAATCTGGGCCGGGTCTCATTCCCAGTGGGGCGATCACC
CTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTCGCCTTGGTGGGCCGTTCCCCGCCACA

Ek 2. HBi-2 izolatina ait 16S rRNA Geni Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1227
Tiir: Brevibacterium luteolum

Erisim Numarasi: OP415442

CCCTGTTGACTGGGAAACAGCCATGGAATCAAACTCCTTGTTCGTGGACT
GGGAAACAAACCCGGATCAAACTTCTTTCGGGGGTGGGAAAACAAAAAA
CTTGACAGGGGTGTGTACGAGGAACGGGAACATATTCACCGCAGCGTTG
CTGATCTGCAATTACTAGCGACTCCGACTTCACGTAGTCGAGTTGCAGAC
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TACGATCCGAACTGAGACCGGCTTTCTGGGATTCGCTCCACCTCACGGTA
TCGCCACCCTCTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATA
AAGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCG
GCGTCTTCCATGAGTTCCCACCATCACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGG
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGA
CAACCATGCACCACCTGTACACCAGTCCGAAGAGGCGACTATCTCTAGCC
GTTTCCAGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT
AATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
TAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGCTACG
GCACGGAATCCGTGGAATGGACCCCACACCTAGTTCCCAACGTTTACGGC
ATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTC
AGCGTCAGTTACAGCCCAGAGTCCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTG
ATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGACTCCCCTACTGC
ACTCTAGTCAGCCCGTACCCACTGCACGCGCAACGTTAAGCGTTGCGTTT
CCACAGCAGACGTGACCAACCACCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTC
CGGACAACGCTTGTACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTA
GCCGGTACTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAA
GCGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCGCACGCGGCGTCGCTGCATCA
GGGTTCCCCCCATTGTGCAATATTCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAATCT
GGGCCGTGTCTCAGTCCCAGGGTGGCCGGTCGCCCTTTAAGGCGGGTACC
CGTCGTCGTCTTGGTAGGCCCTC

Ek 3. HBi-3 Izolatina ait 16S rRNA Geni Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1239

Tiir: Bacillus australimaris

Erisim Numarasi: OP415442

I TTGGCGTTTCCAGGTCCCGAACAAGGTTTCATCCATTGGCCTGGTTTTTT
CCTGGGGGGTTCCCTCCTGGTGGTTTTTCCAGAAGGATAGAGTAACACGT
GGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAAT
ACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGG
CTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAT
GGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGGCAACGCCCCGTGAGTGAT
GAAGGTTTTCGGATCGTAAGCTCTGTTGTTAGGGAAAAACAAGTGCGAG
AGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCA
GAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT
GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC
TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCCACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGA
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CAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCACCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
CAATGCAACCCTTGATCTTAGTTCCCACCATTCATTTGGGCCCTCTAGGTA
ACTGCCGGTAACAACCGGAGAAAGGTGGGTATAATCCAATCAACTGCCC
CTTTGACCGGGCTCCCCCATGCTCAATGGAGAACAAAGGGTTCCGAACCC
C

Ek 4. HBi-4 izolatina ait 16S rRNA Geni Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1214

Tiir: Brevibacterium luteolum

Erisim Numarasi: OP415442

GTGCCGCTAGAACGGGAAAAGCAAGGATAAAACTTTGTGGGGACGGGGA
AAAAAACCAGGATCAAACTCTGTCGGGACGGGGAAAAAAAAAGGATTG
ACCTTTGTTGTGTAGGGGGAAAAAAAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGA
TCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCACGTAGTCGAGTTGCAGACTACG
ATCCGAACTGAGACCGGCTTTCTGGGATTCGCTCCACCTCACGGTATCGC
CACCCTCTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAAG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCA
GTCTTCCATGAGTTCCCACCATCACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGTT
GCGCTCGTTGCGGGACTTAAACCAACATCTCACGACACGAGCTGACGAC
AACCATGCACCACCTGTACACCAGTCCGAAGAAGCGACTATCTCTAGCCG
TTTCCAGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTA
ATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTT
AGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGCTACGG
CACGGAATCCGTGGAATGGACCCCACACCTAGTTCCCAACGTTTACGGCA
TGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCA
GCGTCAGTTACAGCCCAGAGTCCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGA
TATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGACTCCCCTACTGCA
CTCTAGTCAGCCCGTACCCACTGCACGCGCAACGTTAAGCGTTGCGTTTC
CACAGCAGACGTGACCAACCACCTACGAGCTCTTTCGCCCAATAATTCCG
GACAACGCTTGTACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGC
CGGTACTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGC
GGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCGCACGCGGCGTCGCTGCATCAGG
GTTCCCCCCATTGTGCAATATTCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGG
GCCGGGTTTCAGTCCCAGTGTGCCGGTCGCCCTCTCAGGCGGCTACCCGT
CGTCGTCTTGGTAGC

Ek 5. HBI-5 izolatina ait 16S rRNA Geni Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1254

Tiir: Bacillus siamensis

Erisim Numarasi: OP415442

GGCAAGCTGTTTCCACGTCGGACGGAGTGCCTAATACATCGCAAGTCTTT
CCAGGGGGATGGGGCTTGCTCCCTGATGTTGGCGGCGGACGGGTGAGTA
ACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGG
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GCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGG
CTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCAACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGTCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT
GCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGT
CCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATG
TGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGCTTGA
GTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGA
CGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTT
AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCGGGGGAGTACGGTCGCA
AGACTGAAACTCAAAGGAATTGCGGGGGCCCGCACAAGCCGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
CTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTGATCTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAA
GGTGACTGCCGGTGACAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAATCATC
AGCCCCTTAGACCGGGCTACCACGTGCTAAATGGACGAAAAAAGGGGGC
CAAACCGCGGGTTAGCCTTC

Ek 6. HBi-6 Izolatina ait 16S rRNA Geni Baz Dizisi
Baz Sayisi: 1388

Tiir: Bacillus mojavensis

Erisim Numarasi: OP415442

AAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACG
GGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCC
GCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATC
CGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTTGCTGC
CCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCA
TGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAC
CTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAATCAAGGGTTGCGCTCGT
TGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGC
ACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTC
AGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACC
ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTC
TTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACT
AAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGA
CTACACAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCG
TCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCT
CTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCA
AGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACA
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TCAGACTTAAGGAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGAC
AACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGT
GGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTT
GTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCAC
GCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGC
TGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCA
CCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACC
AACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCAC
CTTTTATGTTTGAACCATGCGGTTCAAACAAGCATCCGGTATTAGCCCCG
GTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTC
ACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATC
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