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ÖZET 

HALOFİLİK MİKROORGANİZMA İZOLATLARININ EKTOİN ÜRETİM 

YETENEKLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Ezgi TOSUN 

İleri Teknolojiler Anabilim Dalı 

Biyoteknoloji Bilim Dalı 

Eskişehir Teknik Üniversitesi, Lisansüstü Eğitim Enstitüsü, Ocak 2022 

Danışman: Prof. Dr. Mehmet Burçin MUTLU 

 

Bu çalışmada Tunceli’de 1750 m rakımda bulunan Pülümür kaynak tuzlalarından 

Haziran ayında alınan su numunelerinden halofilik mikroorganizmaların izolasyonu 

yapılmıştır. Elde edilen izolatların 16S rRNA gen analizine dayalı karakterizasyonları 

gerçekleştirilerek çalışılmak üzere 2 halofilik suş seçilmiştir. Seçilen Halomonas sp. P-

6-8-3 ve Chromohalobacter israelensis Ba1 suşları ektoin üretim yetenekleri açısından 

incelenmiştir. Farklı iki besiyeri kullanılarak yapılan bakteriyel sağım (hiperozmotik ve 

hipoozmotik şok uygulanarak) yöntemiyle elde edilen ektoinlerin analizi HPLC (Yüksek 

Performanslı Sıvı Kromatografisi) yöntemi ile yapılmıştır. HPLC analizleri sonucunda 

her iki suşunda ektoin ürettiği, üretilen ektoin konsantrasyonunun besiyerleri arasında ve 

farklı konsantrasyonlarda NaCl içeren çözeltilerle yapılan hipoozmotik şoklar arasında 

farklılık gösterdiği tespit edilmiştir. 

 

Anahtar Sözcükler: Bakteriyel sağım, Biyoteknoloji, Ektoin, Halofilik 

mikroorganizmalar, Uyumlu çözünen madde.   
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF ECTOINE PRODUCTION CAPABILITIES OF HALOPHILIC 

MIKROORGANISM ISOLATES 

 

Ezgi TOSUN 

Department of Advanced Technologies 

Programme in Biotechnology 

Eskişehir Technical University, Institute of Graduate Programs, January 2022 

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Burçin MUTLU 

 

In this study, halophilic microorganisms were isolated from water samples taken in 

June from the Pülümür spring salts at an altitude of 1750 m in Tunceli. Characterization 

of the obtained isolates based on 16S rRNA gene analysis was performed, and 2 halophilic 

strains were selected to be studied. Selected Halomonas sp. P-6-8-3 and 

Chromohalobacter israelensis Ba1 strains were examined for their ectoine production 

abilities. Ectoines obtained by bacterial milking (by applying hyperosmotic and 

hypoosmotic shock) method using two different media were analyzed by HPLC (High 

Performance Liquid Chromatography) method. As a result of HPLC analysis, it was 

determined that both strains produced ectoine, and the concentration of ectoine produced 

differed between the media and between hypoosmotic shocks with solutions containing 

different concentrations of NaCl. 

 

Keywords: Bacterial milking, Biotechnology, Ectoine, Halophilic microorganisms, 

Compatible salute.  
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1. GİRİŞ 

Diğer mikroorganizmaların hayatta kalamayacağı yüksek sıcaklık, tuz, basınç, 

asidik ve alkali pH gibi zorlu ortamlarda hayatta kalarak gelişme gösterebilen 

mikroorganizmalar ekstremofilik mikroorganizmalar olarak adlandırılır (Van den Burg, 

2008; Cowan vd., 2015). Ekstremofiller; termal sular (termofiller), deniz buzları 

(psikrofiller), aşırı tuzlu sular (halofiller), asidik sıcak su kaplıcaları (asidofiller), soda 

gölleri (alkalifiller), derin su sedimentleri (barofiller) gibi ekstrem çevrelerde gelişmeye 

adapte olmuşlardır. Şekil 1.1’de renk koduyla tanımlanmış, her cinsin en az bir türünde 

görülen ekstremofiller ve dirençli özelliklerini gösteren filogenetik ağaç yer almaktadır 

(Dalmaso vd., 2015). Ekstremofilik mikroorganizmalar zorlu çevre koşullarında hayatta 

kalabilmek için çeşitli enzimler ve koruyucu biyomoleküller üretirler (Raddadi vd., 

2015). Bu enzimlerin ve koruyucu biyomoleküllerin endüstriyel ve biyoteknolojik 

uygulamalarına son yıllarda sıklıkla rastlanmaktadır. 

 

 

Şekil 1.1. Renk koduyla tanımlanmış, her cinsin en az bir türünde görülen ekstremofilleri ve 

dirençli özellikleri gösteren filogenetik ağaç (Dalmaso vd., 2015) 
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Tablo 1.1. Halofilik mikroorganizmaların tarihçesi (Edbeib vd., 2016) 

Tarih Keşif Kaynak 

M.Ö. 2700 Bilinen en eski halofilik mikroorganizmanın keşfi Bass-Becking, 1931 

Antik Mısır 

Dönemi 

Halofilik mikroorganizmaların izolasyonu ile ilgili rapor 

edilen en eski bilgi (Pierce) 

Pierce, 1914 

1920 sonları 

1940 başları 

Birçok farklı kaynaktan (hayvan postları, balık vb.) 

halofilik mikroorganizmaların izolasyonu 

Baumgartner, 1937 

1932-1935 Tuzun doyma noktasına ulaştığı hipersalin ortamlarda 

yaşayan halofilik mikroorganizmaların keşfi (Peter ve 

Hof) 

Peter, 1932; Hof, 1935 

1936 Ölü Deniz’den bazı ekstrem halofillerin (Halobacterium 

trapanicum ve Micrococcus morrhuae) ve ılımlı 

halofillerin (Chromohalobacterium marismortui, 

Pseudomonas halestrogus,ve Flavobacterium 

halmephium) izole edilmesi (Benjamin Elazari) 

Volcani, 1940, 1944 

1980 Ölü Deniz’in mikrobiyal ekoloji araştırmaları (Antonio 

Ventosa ve arkadaşları) 

Ventosa vd., 1998, 

2015 

1980 ve 

sonrası 

Hipersalin ortamların ekolojisi, fizyolojisi, biyokimyası, 

mikrobiyolojisi çalışmaları (Oren ve arkadaşları) 

Oren, 1983, 2015; Oren 

ve Gurevich, 1995; 

Oren ve Litchfield, 

1998 

2000 Bildirilen ilk genom dizisi (halofilik arke olan 

Halobacterium sp. NRC-1 suşuna ait)  

Ng vd., 2000 

2013-2015 Yarısı Halomonas cinsinin üyeleri olan sekiz halofilik 

türün genomu dizilenmesi 

Oren, 2014; Edbeib, 

2016 

 

1.1. Halofilik ve Halotolerant Mikroorganizmalar 

Halofiller; gelişmeleri için yüksek miktarlarda tuz konsantrasyonlarına ihtiyaç 

duyan, tuzcul çevrelerde yaşayabilmek için farklı stratejiler geliştirmiş olan hem 

prokaryotik hem ökaryotik organizmaları içinde barındıran gruptur (Mutlu, 2006). 

Yüksek tuz konsantrasyonu varlığında veya yokluğunda gelişebilen organizmalar 

halotolerant mikroorganizmalar olarak adlandırılır (DasSarma ve DasSarma, 2017). 

Halofilik bakteriler; morfolojik olarak basil veya kok görünümünde olup kendi optimal 

tuz derişimlerinin dışındaki derişimlerde morfolojilerini değiştirebilirler. Örneğin; üreme 
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ortamlarında Na+ veya K+ iyonları yerine NH4
+ veya Li+ ya da iki değerlikli katyonları 

bulunduran basil şeklindeki halofilik bakterilerin küresel (sferik) bir morfoloji aldığı 

gözlenmiştir (Mohr ve Larsen, 1963; Aksöz, 1985). 

 

1.2. Halofilik Mikroorganizmaların Sınıflandırılması 

Halofiller; büyümeleri ve gelişmeleri için farklı tuz konsantrasyonlarına ihtiyaç 

duyarlar. Kushner’e göre; halofiller, büyümeleri için ihtiyaç duydukları NaCl 

miktarlarına göre 4 sınıfa ayrılabilirler. Bunlar; halofil olmayanlar, hafif halofiller, ılımlı 

halofiller, ekstrem halofillerdir. Halofil olmayanlar; ˂ 0,2M (˂%1.2) NaCl 

konsantrasyonunda (bazıları daha yüksek konsantrasyonları tolare edebilen 

halotolerantlar), hafif halofiller; 0.2 – 0.5 M (  ̴%1.2 – 2.9) NaCl konsantrasyonunda 

(deniz bakterileri), ılımlı halofiller; 0.5 – 2.5 M   (  ̴%2.9 – 13.6) NaCl konsantrasyonunda, 

ekstrem halofiller ise 2.5 – 5.2M (  ̴%13.6 – 30.4) (doygun) NaCl konsantrasyonlarında 

optimum gelişim gösterirler. (Kushner, 1985; Ventosa ve Nieto, 1995). 

Halofilik mikroorganizmalar bakteri, arke ve ökarya arasındaki yaşamın tüm 

alanlarında bulunabilirler. Şekil 1.2’de küçük altbirim rRNA gen dizilimleri kullanılarak 

yapılmış filogenetik ağaçta hayatın üç alanı içinde bulunabilen halofillerin dağılımı 

gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 1.2. Hayatın üç alanı içinde halofillerin dağılımı. Kırmızı ile açıklanmış gruplar en az bir halofil 
içerir. Ağaç, küçük alt birim rRNA gen dizileri kullanılarak inşa edildi. GNU Görüntü İşleme Programı 
(GIMP) ile ek bilgiler ve renkler eklendi. http://www.gimp.org (Ciccarelli vd., 2006; Edbeib vd., 2016) 

http://www.gimp.org/
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1.3. Halofilik Mikroorganizmaların Adaptif Özellikleri 
Halofilik mikroorganizmalar tuzcul çevrelerde yaşayabilmeleri için farklı stratejiler 

geliştirerek karşılaştıkları osmotik güçlere karşı koymak zorundadırlar. Bu stratejiler ‘’ 

Uyumlu Çözünmüş Madde’’ ve ‘’Salt-in’’ stratejileridir. NaCl’ce zengin habitatlar gibi 

yüksek çözünür madde içeren ortamlarda yaşayan organizmalar osmotik güce karşı 

koyabilmek için intraselüler çözünür maddeleri sentezlemek veya biriktirmek 

zorundadırlar. Bu maddeler uyumlu çözünür maddeler olarak adlandırılır. Bu bileşikler 

yüksek osmotik şartlar altında hücrenin su kaybetme eğilimini, hücrenin çevresine göre 

pozitif su dengesini sağlayarak engellerler. Bu uyumlu çözünür maddelere ektoin, glisin-

betain, gliserol vb. örnek verilebilir. Bazı halofilik mikroorganizmalar ise çözünür 

uyumlu madde olarak organik madde yerine çevreden sitoplazmaya pompaladıkları 

yüksek miktardaki K+ iyonlarını kullanırlar. Bu sayede hücre içindeki K+ 

konsantrasyonunun hücre dışındaki Na+ konsantrasyonuna göre daha yüksek olması 

sağlanır ve bu iyonik durum pozitif su dengesinin korunmasını sağlar (Madigan ve 

Martinko, 2005; Karan vd., 2012). 

 

1.4. Halofilik ve Halotolerant Mikroorganizmaların Biyoteknolojideki Kullanımları 
ve Uygulama Alanları 

Halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar ve bu mikroorganizmaların ürünleri 

ilgi çekici birçok biyoteknolojik uygulamalarda ve endüstriyel alanlarda yer bulmuştur. 

Halofilik mikroorganizmalardan özelleşmiş ürünler (bakteriyorodopsin, uyumlu çözünen 

maddeler vb.) sentezlenir. Sentezlenen ürünlerden biri olan bakteriyorodopsin adı verilen 

protein havalandırmanın yetersiz olduğu koşullarda Halobacterium salinarum ve bazı 

ekstrem halofiller tarafından üretilir ve retinal molekülü ile bağlanarak ışığı absorblayıp, 

protein motive gücün oluşmasını katalizler (Madigan ve Martinko, 2005). Ayrıca 

halografik real-time, foton değişimi, yapay retina ve halografik interferomteri gibi 

özellikleri ile pek çok uygulama alanına sahiptir (Shakuri vd., 2016). Sitoplazmada 

uyumlu çözünen madde birikimi, halofilik mikroorganizmaların adaptasyon 

mekanizmalarından biri olup, bu maddeler çeşitli biyolojik yapılar için dengeleyici görevi 

görür ve ısıya, soğuğa, kurumaya, donmaya, tuzlara vb. ortamlara adapte olmayı mümkün 

kılar (Delgado-Garcia vd., 2012). Bu maddelere nemlendirici ve biyomoleküllerin 
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stabilitesinde kullanılan ve aynı zamanda bu çalışmanında konusu olan ektoin ve 

türevleri, besin takviyesinde kullanılan glisin-betain ve yumuşatıcı, koruyucu ve önemli 

bir ticari besin kaynağı olan Dunaliella salina gliserolü örnek verilebilir (DasSharma vd., 

2010).  

Gıda endüstrisinde karşılaşılan halofilik mikroorganizmalara örnek halofilik laktik 

asit bakterileri verilebilir. Halofililik laktik asit bakterileri gelişmeleri ve canlılıklarını 

devam ettirebilmeleri için yüksek tuz (NaCl) konsantrasyonlarına ihtiyaç duyarlar. 

Fermente ürünlerden izole edilen halofilik laktik asit bakterileri arasında 

Tetragenococcus ve Pediococcus cinslerine ait türlere sıklıkla rastlandığı belirlenmiştir. 

Yüce ve arkadaşları (2017) yaptıkları çalışmalarda T. halophilus, T. muriaticus, 

Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus plantarum türlerinin fermantasyon 

aşamalarında sıkça bulunduğunu tespit etmişlerdir. Lactobacillus plantarum halofilik bir 

laktik asit bakterisi olup, bağırsak florasını düzenlemek amacıyla probiyotik olarak 

kullanılmaktadır (Uchida vd., 2014; Yüce vd., 2017). 

Halofilik mikroorganizmalara çeşitli çevresel uygulamalarda da sıklıkla 

rastlanmaktadır. Mikroorganizmalar çoğalma sırasında hidrofobik bileşiklerin 

parçalanmasını sağlama, ağır metalleri parçalama, yüzey gerilimi azaltma, emülsiyon ve 

biyofilm oluşturma, patojen mikroorganizmaların yüzeylere tutunmasını engelleme gibi 

farklı özelliklere sahip biyosürfektanlar sentezlemektedir (Kahyaoğlu, 2008). Halofilik 

ve halotolerant mikroorganizmaların sentezledikleri biyosürfektanlar ise tuzcul 

çevrelerde yağ kirliliğinin iyileştirilmesinde kullanılmaktadır. Ayrıca tekstil 

endüstrisinde %15-20 tuz konsantrasyonlarına sahip olan, fazla miktarda azo boyaları, 

fenol ve toksik anyonları içeren atık sulardan bazı ılımlı halofil türleri izole edilmiştir. 

İzole edilen bu türlerin fenolü birincil karbon kaynağı olarak kullandığı ve azo boyaların 

rengini giderdiği Guo ve arkadaşları (2008) tarafından bildirilmiştir. 

Dünya çapında, enzimler için çok büyük bir yıllık harcama vardır. 2011 yılında 

BCC Research, özellikle endüstriyel uygulamalar açısından enzim pazarının geçtiğimiz 

yıl 3.3 milyar ABD dolarına yükseldiğini ve bu pazarın 2015 yılına kadar 4.4 milyar ABD 

dolarına ulaşması beklendiğini belirtmiştir (Delgado Garcia vd., 2012). Mikrobiyal 

enzimler, bitkisel ve hayvansal kaynaklı enzimlere göre daha yüksek katalitik aktivite 

göstermeleri, istenmeyen yan ürün oluşturmamaları, stabilite özellikleri, ekonomik 

olmaları ve fazla miktarlarda elde edilebilme özellikleriyle üstünlük sağlamaktadır (Yüce 
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vd., 2017). Ancak çoğu enzimin yüksek sıcaklık, asit veya alkalin pH seviyeleri gibi aşırı 

koşullara maruz kaldıklarında denatüre olup yüksek performans gösterememesi 

nedeniyle son yıllarda halofilik enzimler ilgi çekmeye başlamış ve araştırmalar halofilik 

ve halotolerant mikroorganizmalar üzerine yoğunlaşmıştır (Delgado Garcia vd., 2012). 

Halofilik enzimler, zorlu endüstriyel koşullarda gösterdikleri yüksek aktivite, geniş 

substrat özgüllüğü ve kararlılıklarından dolayı deterjan katkılarında, biyoyakıt 

üretiminde, tekstil sanayisinde, atık arıtmada ve diğer birçok teknolojik uygulamada 

kullanılmaktadır. 

 

1.5. Ektoin ve Ektoin Sentezi Yapan Mikroorganizmalar 

Ektoin (kimyasal adı (4S)-2metil-1,4,5,6-tetrahidropirimidin-4-karboksilik asit ); 

birçok ektremofilik mikroorganizma tarafından üretilen, ekstremolitler olarak da 

adlandırılan uyumlu çözünen maddeler sınıfına ait, düşük moleküler ağırlıklı, siklik bir 

aminoasit türevi olup kimyasal yapısı Şekil 1.3’te gösterilmiştir. Ektoin, ilk olarak 

halofilik ve fototrofik bir tür olan Halorhodospira halochloris (eski adıyla 

Ectothiorhodospira halochloris)’ten izole edilmiştir (Galinski vd., 1985). Daha sonra 

tuzlu ortamlarda yaşayan birçok halofilik ve halotolerant bakterilerin de ektoin ürettiği 

tespit edilmiştir. 

 

 

Şekil 1.3. Ektoinin kimyasal yapısı (Chen vd.,2020) 

 

Ektoinin büyük ölçekli biyoteknolojik üretimi için seçilecek mikroorganizmaların 

bazı özelliklere sahip olması gerekmektedir. Bu özellikler şunlardır; 



 

7 

 

1. Geniş bir tuz toleransına sahip olmalı (Düşük ve yüksek tuzlu ortamlarda 

canlılığının devam etmesi ve iyi bir şekilde büyüyüp gelişmeleri) 

2. Birikmiş çözünenlerin hızlı salınımı yoluyla hipoozmotik şoka yanıt vermeli 

3. Ektoin üreticisi olan mikroorganizma, hiperozmotik bir ortama transfer 

edildikten sonra atılan uyumlu çözünenleri yeniden sentezleyebilmelidir (Sauer ve 

Galinski, 1998). 

Bunlara ek olarak halofilik mikroorganizmaların patojen olmaması ve kontamine 

olma riskinin az olması da halofilik mikroorganizmaların çalışılmasında önemli bir rol 

oynar. 

İlk olarak Galinski ve arkadaşları tarafından keşfedilen ektoin birçok orta derecede 

halofilik bakteri ve halotolerant bakteriler tarafından sentezlenir ve biriktirilir. Bu 

biriktirme süreçleri Şekil 1.4’te gösterilmiş olup, 3 aşamada gerçekleşmektedir; ilk olarak 

L-2,4-diaminobutirat transaminaz (Ect B) L-aspartat-β-semialdehitten L-2,4-

diaminobutirata (DAB) katalizler. Ardından L-2,4-diaminobutirat asetiltransferaz (Ect A) 

ile Nγ- asetil-L-2,4-diaminobutirata dönüştürülür. Son aşamada ise ektoin oluşturmak 

için ektoin sentaz (Ect C) tarafından katalize edilen döngüsel bir yoğunlaşma reaksiyonu 

gerçekleşir (Zhao ve ark., 2006; Richter ve ark., 2019). Ektoin üreticisi olan 

mikroorganizmaların önemli bir alt grubu, ektoin hidroksilazın (Ect D) aktivitesi ile 

ektoini 5-hidroksiektoine dönüştürerek ektoin ile birlikte hidroksiektoini de üreterek 

biriktirir (Becker vd., 2013). 
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Şekil 1.4. Ektoin ve hidroksiektoin için biyosentetik yol. EctB, ektoin biyosentezinin ilk adımını 

katalize eder; L-aspartat-β-semialdehit ve L-glutamatın PLP'ye bağlı geri dönüşümlü dönüşümüne 

aracılık eder (siyah ok). Kırmızı ok, aynı zamanda kofaktör PLP'ye (sarı) bağımlı olan ve bu çalışmada 

(Pl)EctB aminotransferazın biyokimyasal aktivitelerini değerlendirmek için kullanılan EctB enziminin 

(kırmızı) "ters reaksiyonunu" gösterir (Richter ve ark., 2019). 

 

Bakteriler için alanında en yaygın olan ozmotik maddelerden biri olan ektoin; 

birçok halofilik ve halotolerant bakteri tarafından sentezlenmektedir. Ektoin sentezi 

yapan halofilik mikroorganizmalara; Chromohalobacter israelensis, Chromohalobacter 

salexigens, Halorhodospira halochloris, Halomonas elongata verilebilirken, ektoin 

sentezi yapan halotolerant mikroorganizmalara Sporosarcina pasteurii, Brevibacterium 

epidermidis, Thioalkalimicrobium aerophilum, Vibrio cholerae örnek verilebilir 

(Roberts, 2005). Yang ve arkadaşları (2010) yapmış oldukları çalışmalarda buğday 

samanı siyah liköründen izole ettikleri Halomonas hydrothermalis Y2 suşunun ektoin 

sentezinden sorumlu olan EctABC gen kümelerine ve bu gen kümelerinden uzak 

hidroksiektoin biyosentezinden sorumlu EctD genine sahip olduğunu tespit etmişlerdir. 

Daha sonra Zhao ve arkadaşları 2019 yılında yaptıkları çalışmalarda Halomonas 

hydrothermalis Y2 suşunda ektoin katabolizmasından sorumlu olan ektoin hidroksilaz 

(EctD) ve ektoin hidrolaz (DoeA) genlerini çerçeve içi silmiştir. Bu genlerin silinmesiyle 
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ektoin kullanımına yönelik yolları bozarak, ektoin sentezindeki verimi artırmışlardır (Liu 

vd., 2021). 

Halomonas elongata’dan alınan ektoin sentezinde görev alan EctABC genleri, 

Escherichia coli’ye dahil edilerek rekombinant Escherichia coli oluşturulmuştur. 

Oluşturulan rekombinant Escherichia coli’nin tam hücre biyokatalizinin kullanılmasıyla, 

karbon kaynağı olarak aspartat ve gliserol kullanılarak büyük miktarlarda ektoin 

sentezlediğini tespit etmişlerdir. 1 litrelik hücreleri kullanarak, aynı hücre partisinden 3 

döngü olarak sentezlenen ektoinlerden toplam 63.4g ektoin verimi elde edilmiştir (He vd., 

2015). Yine patojen olmayan, gram pozitif bir toprak bakterisi olan Corynebacterium 

glutamicum’a ektoin ve hidroksiektoin sentezinden sorumlu EctABCD gen kümelerini 

Pseudomonas stutzeri A1501 suşundan alınıp dahil edilerek rekombinant 

Corynebacterium glutamicum suşu oluşturulmuştur. Ayrıca oluşturulan bu rekombinant 

suşlardan metabolik mühendislik yoluyla yan ürün oluşumu engellenmiştir. Rekombinant 

Corynebacterium glutamicum suşu, glikozu karbon kaynağı olarak kullanarak ektoin ve 

hidroksiektoin sentezlemiş ve sentezlenen bu ektoinlerin çoğunu ortama salgılamıştır 

(Becker vd., 2013). 

 

1.6. Ektoinin Görevleri ve Kullanım Alanları 
Ektoin artan dış ozmotik basınca karşı osmoprotektan olarak görev yapmakta, 

bunun yanı sıra hücreleri yüksek tuzluluk, termal denatürasyon, kuruma ve donmanın 

zararlı etkilerine karşı korumaktadır. Radyasyon, üre ve diğer denatüre edici ajanların 

biyomoleküllerin ve hücre bütünlüğünün üzerindeki zararlı etkilerini azaltmakta, aynı 

zamanda biyomoleküllerin stabilizasyonunu sağlamaktadır (Da Costa vd., 1998; Lentzen 

ve Schwarz, 2006; Pastör vd., 2010). Bu özellikleri sayesinde kozmetik, tıp ve endüstri 

gibi birçok alanda kendine yer bulmuştur ve bu alanlarda ektoinle ilgili çalışmalar devam 

etmektedir. 

Laktik dehidrojenaz (LDH) ve fosfofruktokinaz (PFK) enzimleri destabilize edici 

faktörlere (dondurma-çözme, ısıtma ve dondurarak kurutma gibi) karşı yüksek hassasiyet 

göstermektedir. Lippert ve Galinski (1992) yaptıkları çalışmalarda ektoinin stabilize edici 

özelliklerini LDH ve PFK enzimleri üzerinde incelemişlerdir. Dondurmanın ve 

çözünmenin (hızlı/yavaş) en inaktive edici olduğu kombinasyonlarını seçerek yaptıkları 
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çalışmalarda ektoinin hem LDH hem de PFK enzimleri üzerinde en iyi koruma (%100) 

ve stabilize etme özelliği gösterdiğini tespit etmişlerdir. 

Kanapathipillai ve arkadaşları (2005), ektoin ve hidroksiektoinin Abeta42 (beta-

Amiloidpeptit42) agregasyonunun inhibasyonu ve insan nöroblastom hücrelerine 

toksisitesi üzerindeki etkilerini göstermek amacıyla yapmış oldukları çalışmalarda; 

ektoinin amiloid oluşumunu önlediği ve Alzheimer hastalığının başlamasını ve 

ilerlemesini geciktirdiğini tespit etmişler ve nörodejeneratif hastalıklarla ilgili olarak 

potansiyel inhibitörler olarak ektoin ve hidroksiektoinin geliştirilmesi gerektiğini 

belirtmişlerdir (Bownik ve Stępniewska, 2016). Yine ektoin ve hidroksiektoinin birlikte 

uygulandığı in vitro çalışmalarda bir hayvan modelinde immünotoksitlerin yan etkilerini 

azalttığı tespit edilmiş ve kanser terapötikleri için bir eksipiyan olarak uygulamaya sahip 

olabileceği belirtilmiştir (Barth vd., 2000; Waditee-Sirisattha vd., 2016). 

Radyasyon, rüzgar, nem gibi dış etkenlerin sebep olduğu cildin yaşlanması, UV 

ışınlarının sebep olduğu hücre hasarlarının yanı sıra kimyasal içerikli kozmetik 

ürünlerden kaynaklı cilt kuruluğu başta olmak üzere hücrelerin yaşlanması ve ölümüyle 

beraber ciltte kırışıklık ve lekelenmelerin meydana gelmesi günümüzde çok karşılaşılan 

bir sorundur. Ektoin; cilt dehidrasyonuna yol açabilecek stres faktörlerine ve yüzey aktif 

maddelere karşı cilt direncini artırır ve cildi nemlendirir. Yapılan çalışmalar ektoinin; 

gliserol ve membran stabilizatörü olan fosfotidilkolinden daha uzun süreli ve daha etkili 

nemlendirme özelliğine sahip olduğunu göstermiştir (Graf vd., 2008; Pastor vd., 2010; 

Bownik ve Stępniewska, 2016). Ayrıca Marini ve arkadaşlarının (2014) yapmış olduğu 

çalışmalar ektoin içerikli kremlerin cilt iltihabını hafiflettiği, hafif ve orta dereceli atopik 

dermatit (egzama) tedavisinde etkili olduğu ve yeni bir seçenek olarak kullanılabileceğini 

gösterdi. Schröter ve arkadaşları (2017), jel elektroforezi ve atomik kuvvet mikroskobu 

uygulayarak, ilk kez ektoinin iyonlaştırıcı elektron radyasyonunun neden olduğu DNA 

zincir kopmalarını önlediğini yaptıkları çalışmalarla kanıtlamışlardır. 

Günümüzde ektoin; güneşten korunmak, cilt kırışıklıklarını azaltmak ve cildi 

nemlendirmek için cilt bakım ürünleri başta olmak üzere, alerji tedavisinde kullanılan 

nazal spreylerin, göz damlalarının; soğuk algınlığının neden olduğu semptomları 

azaltmak için boğaz pastilleri ve spreylerinin içeriğinde bulunmaktadır. Alzheimer ve 

nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde potansiyel ilaçlardır. Son yıllarda ektoin hayvan 
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sağlığının korunmasında kullanılan birçok ürünün içeriğine de girmeye başlamıştır 

(Buenger vd., 2001; Kunte vd., 2014; http-1).  

Ektoin; biyoteknoloji, kozmetik ve tıptaki geniş uygulamaları nedeniyle yüksek 

talep edilen bir ürün haline gelmiş olup yıllık yaklaşık 15.000 ton talep edilen ve yaklaşık 

1000 USD/kg parakende fiyatlarıyla milyarlarca dolarlık bir pazarı temsil etmektedir 

(Strong vd., 2016; Liu vd., 2021). Czech ve arkadaşlarının 2018 yılında yapmış oldukları 

araştırmalar laboratuvar kimyasalları satıcılarının listelenen katalog fiyatlarının 1 kg 

ektoin için 9.000 Euro – 17.000 Euro arasında değiştiğini göstermiştir. Günümüzde, 

biyoteknoloji sürecine dayanan ana ektoin üreticisi Alman şirketi Bitop olup, ektoin 

üretiminde kullanılan organizma, Hollanda da yer alan güneş tuzu tesisinden izole edilen 

halofilik bir mikroorganizma olan Halomonas elongata’dır (Kunte vd., 2014). 

 

1.7. Bakteriyel Sağım Yöntemi 
1998 yılında Sauer ve Galinski tarafından gram negatif bir bakteri olan Halomonas 

elongata kullanılarak uyumlu çözünen maddelerin üretimi için ‘’bakteriyel sağım’’ adı 

verilen biyoteknolojik bir yöntem kurulmuştur. Bu yönteme göre; uyumlu çözünen 

maddelerin üretimini yapan mikroorganizmalardan üretilen ektoin ve hidroksiektoini 

hasat etmek (toplamak) için çapraz akışlı filtrasyon tekniği ile birlikte ozmotik şok 

uygulanmıştır. Yüksek tuzlulukta bir ortama alınan Halomonas elongata ortamın 

tuzluluğuna yanıt olarak ektoin üretmiş olup hücrelere aşağı ozmotik şok (osmotic 

downshock) (düşük tuzlulukta bir ortama alınması) uygulandığında osmotik dengenin 

sağlanması için hücrelerin uyumlu çözünenleri hızla salgıladıklarını ve yüksek tuzlulukta 

bir ortamda yeniden inkübe edildiğinde bu çözünenleri tekrar sentezledikleri tespit 

edilmiştir. Daha fazla verim için bakteriyel sağım işlemi tekrarlanmıştır. Sauer ve 

Galinski’nin 1998 yılında kurmuş oldukları ‘’bakteriyel sağım prosesi’’ Şekil 1.5’te 

gösterilmektedir. Bakteriyel sağım sürecinde; ektoin biyosentezini uyarmak için 

kullanılan yüksek tuzlu ortam, çelik fermentasyon tankları için aşındırıcı olmakla birlikte, 

atık su arıtımının zorluğunu da artırır. Bu nedenle araştırmacılar ektoinin verimli 

sentezlenmesi için gerekli tuzluluğu azaltmaya yönelik çalışmalar yapmaktadır (Liu vd., 

2021). 
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Şekil 1.5. Bakteriyel sağım prosesi (Samuer ve Galinski, 1998) 

 

1.8. Ektoinin Saflaştırılması 
Biyoteknolojik üretim süreçlerinde ektoin ve hidroksiektoin karışımları elde 

edildiğinden dolayı ektoinin saflaştırılması gerekmektedir. Bu nedenle ektoinin 

saflaştırılması, iki bileşiğin çözünürlük farklarına veya kromatografik izolasyona dayalı 

ek bir ayırma sürecini gerektirir (Onraedt, vd., 2005). Sauer ve Galinski (1998), ektoinin 

saflaştırılmasında katyon değişim kromatografisi ve kristalizasyonu içeren iki aşamalı 

basit bir prosedür kullanmışlardır. Bu prosedüsere göre ilk aşama katyon değişim 

kromatografisi olup bu aşamada ektoinler katyon değişim reçinesine bağlanır ve 

kirlilikler yıkanarak uzaklaştırılır. Kirliliği uzaklaştırılan ektoinler elüe edilerek 

kristalizasyon aşamasına geçilir. Bu aşamada karışık ektoin çözeltisi (ektoin + 
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hidroksiektoin) liyofilize edilir ve daha sonra metanol içinde çözülür. Metanolün yavaşça 

buharlaştırılmasıyla çöken hidroksiektoin ayrılır ve kalan saf ektoini elde etmek için 

sudan kristalizasyon yapılır (Sauer ve Galinski, 1998; Onraedt vd., 2005). 

Ektoinin ekstraksiyonu ve saflaştırılmasında Lang ve arkadaşları (2011), içi boş 

fiber ile ultrafiltrasyon, etanol ile sedimantasyon ve iyon değişimi ile ayırma aşamalarını 

kullanmışlardır. Literatürde ektoinin saflaştırılmasının etanol kristalizasyonu ve çok 

aşamalı iyon değişim kromatografisi gibi kimyasal ekstraksiyon teknikleri kullanılarak 

gerçekleştirildiğini ve bunun genel üretim maliyeti ve istenmeyen ürün verimini 

arttırdığını belirten Ng ve arkadaşları (2020), çalışmalarında ektoin verimini artırmak ve 

ektoinin saflaştırılması için tek aşamalı iyonik sıvı bazlı sulu bifazik sistem (ILABS) 

kullanmışlardır. Ektoinin geri kazanılması için kullanılan ILAB sırasıyla sitrat ve sülfat 

tuzları ile (Bmim) BF4’ten oluşmaktadır. 

 

1.9. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC) 

Kromatografi, ilk olarak 1906 yılında Rus botanikçi Mikhail Tswett tarafından bitki 

pigmentlerinin ayrılmasında kullanılmasına karşın ilerleyen yıllarda biyokimyasal 

moleküllerin ölçümünde ve tanımlanmasında kullanılmıştır. Kromatografi; bir karışımın 

sabit bir faz üzerinde, hareketli (mobil) bir faz yardımıyla karışımı oluşturan maddelerin 

fiziksel ve kimyasal özelliklerine göre çözünerek ayrımlarının ve miktar tayinlerinin 

yapıldığı ayırma işlemlerine verilen isimdir (Yıldız vd., 1997; Eser ve Dinçel, 2018). Bir 

kromatografi sistemini oluşturan temelde sabit faz, hareketli (mobil) faz ve ayrıştırılmak 

istenen karışım olmak üzere üç bileşen vardır. Sabit faz; bir katı veya katı üzerine 

tutturulmuş bir sıvı fazdır. Katı sabit fazın yapısı kullanılan kromatografiye göre 

değişmekle beraber genellikle katı sabit fazlar silika ya da alümina gibi gözenekli 

maddelerdir. Hareketli faz; numune (ayrıştırılmak istenen karışım) ile birlikte sabit faz 

üzerinde hareket eden, sıvı veya gaz olan, çeşitli fiziksel veya kimyasal özelliklere sahip 

olan çözücü karışımlardır. Kromatografi kullanılan sabit ve hareketli fazların 

özelliklerine, tekniğin verimliliğine ve incelenen maddelere göre birçok farklı şekilde 

sınıflandırılmaktadır. Günümüzde en yaygın kullanılan HPLC ve LC-MS, sıvı 

kromatogrofisi temeline dayanmaktadır. HPLC analiz yöntemi, ilgilenilen bileşikleri 

tanımlamak, miktar tayinlerini yapmak veya saflaştırmak için geliştirilmiştir (Sing, 2013; 

http-2). HPLC; solvent rezervuarı, pompa, enjektör, kolon, dedektör, kaydedici ve atık 
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kısımlarından oluşmaktadır. Bu kısımlardan bazıları (kolon tipi ya da dedektör çeşidi 

gibi) çalışılacak bileşene göre değişiklik gösterebilmektedir. HPLC’nin çalışma prensibi 

temelde 4 adımdan oluşur. İlk adım numunenin uygun bir çözücüde çözünmesidir. İkinci 

adımda çözünen numune kolona enjekte edilir, üçüncü adımda ise kolonda bileşenlerin 

ayrımı gerçekleşerek kolon boyunca sıvının hareket etmesi için bir basınç uygulanır. Bu 

sıvı karışımına hareketli faz denir. Son adım ise ayrılan bileşenlerin ve miktarlarının 

tayinleri yapılarak dedektörden elde edilen kromatogramların çeşitli bilgisayar 

programları aracılığıyla yorumlanmasıdır (http-3). 

 

 

Şekil 1.6. HPLC (Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi) yöntemi (http-4) 

 

2006 yılında Doğanay; tuzlaları tuz çıkarılan kaynaklar olarak tanımlamış ve bu 

kaynakların deniz tuzlaları, göl tuzlaları, kaya tuzu tuzlaları ve kaynak tuzlaları olmak 

üzere dörde ayrıldığını belirtmiştir.  Kaynak tuzlaları; yer altı sularının kaya tuzu 

yataklarından geçmesi sırasında bir miktar tuzu eritip iyon halinde bünyesine tuzu alarak 

kendiliğinden veya dışarıdan bir müdahale ile yüzeye çıkartılmasıyla oluşur. Türkiye’de 

Çorum, Çankırı, Sivas, Erzincan, Tunceli, Erzurum, Muş, Siirt dahil dağınık halde çok 

sayıda kaynak tuzlası bulunmaktadır. Toplam sayı 65 civarında olup, yaklaşık 56 kaynak 

tuzlasından tuz üretimi yapılmaktadır (Yaşar ve Uygun, 1979; Ergin, 1988; Yazıcı ve 

Başıbüyük, 1998; Polat ve Güney, 2018). Bu çalışmada kaynak tuzlalarından alınan 

numunelerle çalışıldığından diğer tuz çıkarılan kaynaklar hakkında bilgi verilmeyecektir. 
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Çalışmamızda geleneksel yöntemlerle kaynak tuzu üretimi yapan, 1750 m rakımda 

bulunan Pülümür (Tunceli) kaynak tuzlalarından alınan su numunelerinden 

mikroorganizmalar izole edilmiştir. İzole edilen mikroorganizmaların türleri 16S rRNA 

geninin PCR ile çoğaltılması, agaroz jel elektroforezi yapılarak görüntülenmesi, 

dizilemeye gönderilmesi ve akabinde dizileme sonuçlarının BLAST analizi ile gen 

bankalarının veritabanlarında karşılıklarının bulunmasıyla tespit edilmiştir. Türleri tespit 

edilen mikroorganizmalar için laboratuvar imkanları göz önüne alınarak bir protokol 

oluşturulmuş, oluşturulan bu protokol doğrultusunda biyokütle ve ektoin üretimi 

yapılmıştır. Üretilen ektoinlerin miktarları HPLC (Yüksek Performanslı Sıvı 

Kromatografisi) analizi ile belirlenmiştir. 
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2. MATERYAL VE METOD 

2.1. Materyal 

2.1.1. Çalışmada kullanılan besiyerleri 

2.1.1.1. Halomonas medium 

NaCl (Sigma)............................................................. 80,00 g 

Cosamino acids(with vitamins) (Difco)..................... 7,50 g 

Proteose pepton No:3 (Himedia)............................. 5,00 g 

Yeast Extract (Acumedia) ........................................ 1,00 g 

Na3 – citrate (Sigma).......................................... 3,00 g 

MgSO4.7H2O (EmproveR).......................................... 20,00 g 

K2HPO4 (Fluka).......................................................... 0,50 g 

Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O (Riedel-de Haën)..................... 0,05 g 

Agar (Sigma-Aldrich)................................................ 15,00 g 

Distile su................................................................... 1000,00 ml 

Otoklavlanmadan önce pH NaOH ile 7,5’e ayarlanır. 121°C’de 15 dakika 

otoklavlanarak sterilize edilir (Atlas, 2004). 

 

2.1.1.2. MG1 medium (Monosodyum Glutamat medium 1) 

L-Monosodium Glutamat (Havancızade)......................... 150 mmol l- 

NaCl (Sigma).................................................................... 1 mol l- 

İnorganik Tuz Karışımı..................................................... 500 ml l- 

İnorganik Tuz Karışımı (%, w/v);  

KH2PO4 (Merck) ........................ 0,6 

K2HPO4 (Fluka)........................... 1,8 

MgSO4.7H2O (Merck)................. 0,08 
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MnSO4.4H2O (Fluka)................... 0,002 

+0,01 g L- Yeast Extract (Acumedia). 

Filtrasyon (0,2µm boyutlu filtre) ile steril edilir (Zhang vd., 2009; Lang vd., 2011). 

 

2.1.1.3. MG2 Medium (Monosodyum Glutamat medium 2) 

L-Monosodium Glutamat (Havancızade)......................... 320 mmol l- 

NaCl (Sigma).................................................................... 0,5 mol l- 

İnorganik Tuz Karışımı..................................................... 500 ml l- 

İnorganik Tuz Karışımı (%, w/v);  

KH2PO4 (Merck) ........................ 0,6 

K2HPO4 (Fluka)........................... 1,8 

MgSO4.7H2O (Merck)................. 0,08 

MnSO4.4H2O (Fluka)................... 0,002 

+0,01 g L- Yeast Extract (Acumedia). 

Filtrasyon (0,2µm boyutlu filtre) ile steril edilir (Zhang vd., 2009; Lang vd., 2011). 

 

2.1.1.4. %8,9’luk MM63 (Minimal Medium 63) (L) 

KH2PO4 (Merck) ............................................................. 13,61 g 

KOH (Merck)................................................................... 4,21 g 

(NH4)2SO4 (Sigma)......................................................... 3,7 g 

MgSO4.7H2O (Merck)....................................................... 0,15 g 

FeSO4.7H2O (Merck)....................................................... 0,0011 g 

Glukoz.H2O (Riedel-de Haën).......................................... 10.7 g 

NaCl (Tekkim) ................................................................. 89 g 
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pH (7,1) ayarlaması NaOH ile yapılır ve glikoz ayrı olarak 121°C’de 15 dakika 

otoklavlanarak sterilize edilir. Otoklav sonrası ılıdıktan sonra steril kabinde besiyerine 

ilave edilir (Parwata vd., 2018). 

 

2.1.1.5. %17,5’luk MM63 (Minimal Medium 63) (L) 

KH2PO4 (Merck) ............................................................. 13,61 g 

KOH (Merck)................................................................... 4,21 g 

(NH4)2SO4 (Sigma)......................................................... 3,7 g 

MgSO4.7H2O (Merck)....................................................... 0,15 g 

FeSO4.7H2O (Merck)....................................................... 0,0011 g 

Glukoz.H2O (Riedel-de Haën).......................................... 10.7 g 

NaCl (Tekkim) ................................................................. 175 g 

pH (7,1) ayarlaması NaOH ile yapılır ve glikoz ayrı olarak 121°C’de 15 dakika 

otoklavlanarak sterilize edilir. Otoklav sonrası ılıdıktan sonra steril kabinde besiyerine 

ilave edilir (Parwata vd., 2018). 

 

2.1.1.6. Luria Bertani medium (%8,9luk) (L) 

Peptone (Biomatik)............................................................... 10g 

Yeast Extract (Acumedia)..................................................... 5g 

NaCl (Tekkim)...................................................................... 89g 

Agar (Sigma-Aldrich)........................................................... 15g 

pH, NaOH ile 7,1’e ayarlanarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir.  

 

2.1.2. Çalışmada kullanılan solüsyonlar 

2.1.2.1. %0, %1,5 ve %3 NaCl içeren tuzlu su solüsyonlar 

%0 İçin; 
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500ml distile su 0,2 µm filtreden geçirilerek steril edilir. 

%1,5 İçin; 

7,5 g NaCl 500 ml distile su içerisinde çözdürülerek 0,2 µm filtreden geçirilerek 

steril edilir. 

%3 İçin; 

15 g NaCl 500 ml distile su içerisinde çözdürülerek 0,2 µm filtreden geçirilerek 

steril edilir. 

 

2.1.2.2. TAE 50X 

Tris base……………………242 g 

Asetik asit…………………..57.1 ml 

EDTA(0.5 M pH 8)………...100 ml 

Distile su ile 1 litreye tamamlanır, pH 8’e ayarlanarak oda sıcaklığında muhafaza 

edilir (Sambrook vd., 1989) 

 

2.1.3. Çalışmada kullanılan primerler 

Çalışmada kullanılan primerler Tablo 2.1’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 2.1. Kullanılan primerler ve baz dizilimi 

Primer Adı Baz Dizilimi Spesifitesi 

27F 5-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3 Bacteria (Lane vd., 1985) 

1492R 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3 Evrensel (Lane vd., 1985) 

 

2.2. Metod 

2.2.1. Çalışma alanı 
Doğu Anadolu Bölgesi 39°30'25.5"N 39°52'42.6"E koordinatlarında bulunan 

Tunceli Pülümür’ün kaynak tuzlalarından 1750 m rakımdan 2019 yılı Haziran ayında su 

örneği alınmıştır. 
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Şekil 2.1. Pülümür Kaynak Tuzlaları, rakım: 1750m, GPS konum: 39°30'25.5"N 39°52'42.6"E 

 

2.2.2. Su örneğinin tuzluluk oranının ölçümü 

Pülümür (Tunceli) kaynak tuzlalarından 2019 yılı Haziran ayında alınan su 

örneğinin tuzluluk oranı Refraktometre (Eclipse) ile belirlenmiştir. 

 

2.2.3. Mikrobiyal çeşitliliğin belirlenmesi ile ilgili metodlar 

2.2.3.1. Kaynak tuzlası su örneklerinden izolasyon ve saflaştırma 

Pülümür (Tunceli) kaynak tuzlalarından alınan su örneklerinden 

mikroorganizmaların izolasyonu için Halomonas medium (agar) kullanılmıştır. Su 

örneklerinden 100 µl yayma plak yöntemi ile Halomonas mediuma (agar) inoküle 

edilmiştir. Halomonas mediuma inoküle edilen örnekler 37°C etüvde 48 saat inkübasyona 

bırakılmış ve gelişen karışık koloniler alınarak saf koloniler elde etmek amacıyla 

Halomonas mediuma çizgi ekim yöntemiyle ekilmiştir. Elde edilen saf kültürlerden 20 
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tanesi seçilerek çalışılmak üzere tekrar saflaştırılmıştır. Çalışılacak olan saf haldeki 20 

kültür %20’lik gliserol stokların içerisinde -86°C’de muhafaza edilmiştir. 

 

2.2.3.2. PCR ile 16S rRNA geninin amplifikasyonu (çoğaltılması) 

2 ml’lik eppendorflara 200 µl steril ultra saf su konularak, suyun içine kürdan ucu 

ile (pirinç tanesi kadar) saf koloni örneklerinden alınarak süspanse edilmiştir. 

Eppendorfların kapakları hafif gevşetilerek (su kaçmaması için tam açılmamalı) köpük 

içine yerleştirilmiş ve bu köpük beherde kaynamakta olan suyun içine konulmuştur. 

Eppendorflar 10 dk kaynayan suda bekletildikten sonra alınarak 12.000 rpm’de 5 dakika 

santrifüj edilmiştir. Süpernatant steril ayrı bir eppendorfa aktarılmıştır. Çalışmada seçilen 

20 örnek için Bacteria spesifik primerler kullanılarak koloni PCR kurulmuştur. PCR 

reaksiyonu için 27F ileri primer, 1492R geri primer, template (kalıp) DNA ve One Taq 

2X Master Mix (New England, Biolab - M0486S)  kullanılmıştır. PCR karışımının 

hazırlanması Tablo 2.2‘de gösterilmiştir. 

 

Tablo 2.2. PCR karışımının hazırlanması 

İçerik 25 µl 50 µl Final Konsantrasyon 

One Taq 2X Master Mix 12,5 µl 25 µl 1X 

10µM İleri Primer (27F) 0,5 µl 1 µl 0,2 µM 

10µM Geri Primer 

(1492R) 

0,5 µl 1 µl 0,2 µM 

Template (kalıp) DNA değişken değişken ˂1,000 ng 

Nükleaz İçermeyen Su 25 µl’ye kadar 50 µl’ye kadar  

 

Tüm çalışmada her reaksiyon seti ile birlikte hem pozitif hem negatif kontrol 

reaksiyonları kullanılmıştır. Pozitif kontrol reaksiyonu için Bacteria domainine ait 

halofilik bakterinin kalıp DNA’sı kullanılırken, negatif kontrol reaksiyonlarında DNA 

içermeyen reaksiyon karışımları kullanılmıştır. PCR reaksiyonu için Applied 

Biosystems® Thermal Cycler kullanılmıştır. PCR karışımı ve kontrol reaksiyon 
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karışımları hazırlandıktan sonra 16S rRNA amplifikasyonu için Bacter50 programı 

kullanılmış olup, programın reaksiyon koşulları aşağıda yer alan Tablo 2.3’te verilmiştir. 

 

Tablo 2.3. Bakteri 16S rRNA reaksiyonları için PCR şartları (Bacter50 programı) 

Döngü (X kez) Sıcaklık  Süre 

1. Döngü (X1) 94°C 3 dakika 

 

2. Döngü (X30) 

94°C 30 saniye 

50°C 1 dakika 

72°C 2 dakika 

3. Döngü (X1) 72°C 10 dakika 

4°C süresiz 

 

PCR sonucu oluşan ürünleri görüntülemek amacıyla agaroz jel elektroforezi 

yapılmıştır. 1X TAE buffer içine %1 olacak şekilde agaroz jel tartılarak mikrodalgada hiç 

agaroz kalmayacak şekilde eritilmiştir. Jel ılıdıktan sonra DNA’ların gözlenebilir 

olabilmesi için içerisine 0,05 µl/ml olacak şekilde RedSafe Nükleik asit boyama 

solüsyonu (iNtRON Biotechnology-Cat. No:21141) ilave edilmiştir. Tablaya dökülerek 

tarak yerleştirilen jel donmaya bırakılmıştır. Elde edilen PCR ürünlerinin boyutlarının 

saptanması için Thermo Scientific Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder kullanılmış olup 

jelin ilk kuyucuğuna yüklenmiştir. 1X TAE Buffer içinde donan %1’lik agoroz jelin 

kuyucuklarına 4 µl PCR ürünü, 1 µl yükleme boyası (Fermentas 6X Loading Dye 

Solution) toplam 5 µl PCR ürünü karıştırılarak yüklenmiştir. Kuyucuklara yükleme işlemi 

bittikten sonra PCR ürünleri 300 A, 90 V altında 20 dk yürütülmüştür. Yürütme işleminin 

sonunda jeller UV ışık altında görüntülenmiştir. 

  

2.2.3.3. Dizi analizi 

PCR ile DNA’larının 16S rRNA bölgeleri çoğaltılmış olup pozitif sonuç veren 

örneklerin amplifikasyon ürünleri  dizi analizine (BM Yazılım Danış. ve Lab. Sis. Ltd. 

Sti. (BMLabosis) ) gönderilmiştir. Dizi analizi için 1492R primeri kullanılmıştır. 
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Dizi analizi sonrası elde edilen kromatogramlar incelenerek BioEdit programı ile 

FASTA formatına dönüştürülmüş, gen analizleri için NCBI ‘National Center dor 

Biotechnology Information’ (www.ncbi.nlm.nih.gov) gen bankası veritabınında yer alan 

BLAST arayüzü kullanılmıştır. Dizi analizi sonuçlarına göre filogenetik benzerlikleri 

tespit edilmiş, çalışılacak türler belirlenmiştir. 

 

2.2.3.4. Mikroorganizmaların epifluoresan mikroskobunda incelenmesi 

Çalışmamızda kullanılacak olan türlerin morfolojilerinin belirlenmesi amacıyla 

DAPI boyama yapılarak epifluoresan mikroskobunda görüntülenmiştir. 

Fiksasyon 

Taze bakteri kültüründen alınan 450 µl örneğin üzerine 450 µl steril distile su ilave 

edilerek örnek seyreltilmiş daha sonra üzerine 100 µl formaldehit (Sigma) eklenerek bir 

gece +4°C’de fikse edilmiştir. Ertesi gün 500 µl fikse edilen örneği alarak üzerine 500 µl 

1X PBS (MULTICELL) solüsyonu eklenerek fiksasyon durdurulmuş ve inceleme için 

örnek tekrar seyreltilmiştir. 1 ml’lik karışım 0,2 µm por çaplı filtreden (İSOLAB) 

geçirilmiş ardından 10 ml 1X PBS alınarak filtre yıkanarak kurumaya bırakılmıştır. 

Filtreler kuruduktan sonra işaretlenmiş boyama işlemine kadar -20°C’de muhafaza 

edilmiştir. 

DAPI (4’,6’-diamidino-2-fenilindol-dihidroklorur) ile boyama 

Kurutulan filtrelere DAPI boyama yapılmıştır. İncelenmek üzere filtrelerden küçük 

parçalar kesilmiş, örneklerin ayırt edilmesi amacıyla filtrelere farklı şekillerde kesikler 

atılmıştır. Karanlık bir ortamda kesilen parçaların üzerine 25 µl DAPI eklenerek bir süre 

beklenilmiştir. Bekleme süresinin sonunda sırasıyla önce saf etanol daha sonra MQ (ultra 

saf su) su ile yıkanmıştır. Yıkama sonrası havada kurutulan filtreler lam üzerine alınarak 

üzerine citiflour/gliserol damlatılmış ve lamel ile kapatılarak preparasyonu 

tamamlanmıştır. Preparat epifluoresan mikroskopta 100X objektifte incelenmiş, 

mikroorganizmaların morfolojileri tespit edilmiştir. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.2.4. Mikroorganizmaların ektoin üretim yeteneklerinin belirlenmesi ile ilgili 

metodlar 

2.2.4.1. Biyokütle ve ektoin üretimi 

Çalışmada biyokütle üretimi için %8,9 NaCl (w/v) içeren MM63 (Minimal Medium 

63) ve MG1 (Monosodyum Glutamat Medium 1) besiyerleri kullanılırken ektoin üretimi 

için %17,5 NaCl (w/v) içeren MM63 (Minimal Medium 63) ve MG2 (Monosodyum 

Glutamat Medium 2) besiyerleri kullanılmıştır. MG besiyeri ile yapılmış olan biyokütle 

ve ektoin üretimi deneme amaçlı olup çalışmaya MM63 besiyeri ile devam edilmiştir. 

Seçilen saf bakteri kolonilerinin biyokütle üretimi %8,9 NaCl (w/v) içeren sıvı 

(broth) MM63 besiyerinde yapılmıştır. Çalışmamızda her biyokütle üretimi öncesi stok 

kültür ve 24 saatlik ara kültür hazırlanmıştır. Biyokütle üretimi için hazırlanan, taze 24 

saatlik ara kültürler kullanılmıştır. Stok kültür için 5 ml %8,9 NaCl (w/v) içeren broth 

MM63 besiyerine saf tek bir koloni ekimi yapılarak çalkalamalı etüvde 37°C, 150 rpm’de 

24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Ertesi gün 24 saatlik ara kültür için 20 ml %8,9 NaCl 

(w/v) içeren MM63 besiyerine %2 (400µl) stok kültürden aşılama yapılmış 37°C, 150 

rpm’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası 150 ml %8,9 NaCl (w/v) 

içeren MM63 besiyerine ara kültürden %2 (3 ml) aşılama yapılarak çalkalamalı etüvde 

37°C, 150 rpm’de 48 saat inkübasyona (OD:1,00 olacak şekilde) bırakılmıştır. 48 saatin 

sonunda bakteri hücreleri, 20 dakika boyunca 4°C, 7000 rpm’de santrifüj edilerek 

kültürden ayrılmıştır. Hücreler, %17,5 NaCl (w/v) içeren 150 ml MM63 besiyeri içinde 

aseptik olarak süspanse edilerek, ektoin üretimi için çalkalamalı etüve 33°C, 150 rpm’de 

24 saat inkübasyona bırakılmıştır (Parwata vd., 2018). 

MG besiyeri çalışmasında; biyokütle üretimi için %8,9 NaCl (w/v) içeren MM63 

besiyeri yerine MG1 besiyeri, ektoin üretimi için %17,5 NaCl (w/v) içeren MM63 

besiyeri yerine MG2 besiyeri kullanılarak yukarıda verilen biyokütle ve ektoin üretimi 

protokolü uygulanmıştır (Zhang vd., 2009; Lang vd., 2011). 

 

2.2.4.2. Bakteriyel sağım aşaması 

İnkübasyon sonunda bakteri kültürü eşit hacimlerde (50 ml) üç falkona 

aktarılmıştır. Falconlarda yer alan bakteri kültürleri 20 dk boyunca 4°C, 7000 rpm’de 

santrifüj edilerek bakteri hücreleri (pelet) toplanmış ve süpernatant uzaklaştırılmıştır. 
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Daha sonra peletler 15 ml farklı seviyelerde (%0, %1,5 ve %3) NaCl içeren steril distile 

su içerisinde süspanse edilerek (hipoozmotik şok) 27°C 200 rpm’de 30 dakika inkübe 

edilmiştir. Hücre içerisinde yer alan ektoinlerin salınımı için süspansiyonlar 4°C, 7000 

rpm’de 20 dakika santrifüj edilmiş ve süpernatant içeriğindeki ektoinin analizi için steril 

bir erlene aktarılmıştır. Peletler (bakteri hücreleri) tekrardan %17,5 NaCl (w/v) içeren 50 

ml MM63 besiyeri içinde süspanse edilmiş ve farklı steril erlenlere alınmıştır. Erlenlerde 

bulunan bakteri kültürlerinden alınan 50 µl numunelere seri seyretme yapılarak %8,9 

NaCl (w/v) içeren Luria Bertani (agar) besiyerine yayma plak yöntemiyle ekim yapılmış 

ve 37°C’de etüvde inkübasyona bırakılmıştır. Erlenlerde bulunan bakteri kültürleri ise 

150 rpm, 37°C çalkalamalı etüve 24 saatlik inkübasyona alınmıştır. Hiperozmotik şok ve 

hipoozmotik şoku içeren ektoin üretimi ve bakteriyel sağım üç döngü şeklinde 

tekrarlanmış olup her bakteriyel sağım sonrası süpernatantlar analiz için ayrılmıştır 

(Kunte vd., 2014; Parwata vd., 2018). Üçüncü döngü tamamlanıp süpernatant ayrıldıktan 

sonra hücre peletlerinin üzerine 10 ml %17,5 NaCl (w/v) içeren MM63 besiyeri eklenerek 

hücreler sonikasyon yöntemiyle, Sonics & Materials Inc. markasının VCX 400 model 

(400 Watts, 230 Volts) (Şekil 2.2’de gösterilmiştir) sonikatöründe (ultrasonik 

homojenizatörde) 4°C, 20 dk, %30 genlikte (Amplitude) patlatılmıştır. Patlatılan hücreler 

4°C, 7000rpm’de 25 dakika santrifüj edilerek süpernatant ektoin analizi için ayrılmıştır. 

MG1 besiyeri ile biyokütle üretimi yapılarak mikroorganizmalar toplandıktan ve 

MG2 besiyerinde ektoin üretimi gerçekleştirildikten sonra bakteriyel sağım aşaması 

gerçekleştirilmiştir. Yukarıda bahsedilen bakteriyel sağım aşamasından farklı olarak tek 

bir döngü gerçekleştirilmiştir. Ektoinin hücre dışına salınım miktarını arttırmak amacıyla 

bu tek döngüde bir hiperozmotik şok ve üç hipoozmotik şok olacak şekilde bakteriyel 

sağım yapılarak hücre içinde kalan ektoin miktarı en aza indirilmiştir. Üçüncü 

hipoozmotik şok gerçekleştikten sonra, kültürleri santrifüjlemeden önce 50 µl numune 

alınarak seri seyreltme yapılmış ve %8,9 NaCl (w/v) içeren Luria Bertani (agar) 

besiyerine yayma plak yöntemiyle ekim yapılarak 37°C etüvde inkübasyona bırakılmıştır. 

MG besiyerine uygulanan bir hiperozmotik şok üç hipoozmotik şok olacak şekilde 

bakteriyel sağım aşamasını içeren döngü karşılaştırma yapılabilmesi amacıyla MM63 

besiyeri için de uygulanmıştır. 
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Şekil 2.2. Çalışmada kullanılam sonikatör (ultrasonik homojenizatör) 

 

2.2.4.3. Ektoinin HPLC ile belirlenmesi 

Hücre dışı ve hücre içi ektoinleri içeren süpernatantlar  4°C, 7000 rpm’de 20 dakika 

santrifüj edildikten sonra 0,2 µm porlara sahip selüloz asetat filtrelerden geçirilerek 

analize hazırlanmıştır. Ektoinin tutulma süresini belirlemek amacıyla BLDpharm’dan 

ticari ektoin temin edilmiş ve ticari ektoin ile farklı derişimlerde (1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 

50 ppm ve 100 ppm) ektoin çözeltileri hazırlanmıştır. Analizler Agilent 1100 Series 

Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC), GL-Sciences Inc.-Inertsil ODS-3 

marka 3 µm, 4,6*150 mm özelliklere sahip C18 kolonu ile gradiyent elüsyon (şartlar 

Tablo 2.4’te gösterilmiştir) yapılarak analiz edilmiştir. Analiz süresi 12 dakika, akış hızı 

0,900 ml/dk olup UV/VIS dedektör kullanılarak 220 nm’de emilimi ölçülerek izlenmiştir 

(Onraedt vd., 2005; Guzman vd., 2009; Shivanand ve Mugeraya, 2011; Parwata vd., 

2018). Öncelikle farklı derişimlerde hazırlanan ektoin çözeltilerin tutulma süreleri ve 

alanları belirlenerek bir kalibrasyon grafiği çizilmiş ve bu kalibrasyon grafiğinin 

denklemi belirlenmiştir. Daha sonra filtreden geçirilen numunelerin analizi yapılmış, 
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analiz verilerinde yer alan piklerin alanları belirlenmiştir. Alanları bilinen numunelerin 

miktarları kalibrasyon grafiğinden elde edilen denklem yardımıyla hesaplanmıştır. 

 

Tablo 2.4. Ektoinin tespitinde kullanılan HPLC analizi gradiyent elüsyon şartları 

Zaman (dk) % A (distile su) %B ( metanol) Akış Hızı (ml/dk) 

0 100 0  

 

 

 

 

0,900 

2 100 0 

3 100 0 

4 90 10 

5 20 20 

6 100 0 

7 100 0 

8 100 0 

9 100 0 

12 100 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

28 

 

3. BULGULAR 

3.1. Su Örneğinin Tuzluluk Oranının Belirlenmesi 

Pülümür (Tunceli) kaynak tuzlalarından alınan su örneğinin tuzluluk oranı 

Refraktometre (Eclipse) ile %18 olarak ölçülmüştür. 

 

3.2. Mikrobiyal Çeşitlilik İle İlgili Bulgular 

3.2.1. Kaynak tuzlası su örneklerinin izolasyon ve saflaştırması 
Pülümür (Tunceli) kaynak tuzlalarından alınan su örneklerinden izolasyon ve 

saflaştırma yapılmıştır. İzolasyon ve saflaştırma için Halomonas medium (agar) 

kullanılmıştır. İlk olarak su örneğinden yapılan ekimlerden 74 tane koloni seçilerek 

Halomonas mediuma inoküle edilerek inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonucunda 

seçilen 20 tane izolata saflaştırma işlemi uygulanmıştır. Aşağıdaki Şekil 3.1’de izolasyon 

ve saflaştırması yapılan bazı izolatların Halomonas mediumundaki görüntüleri 

verilmiştir.  
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Şekil 3.1. İzolasyon ve saflaştırılması yapılan bazı izolatların Halomonas medium(agar) görüntüleri 

 

3.2.2. PCR ile 16S rRNA geninin amplifikasyonu(çoğaltılması) 

Çalışmada kullanılacak izolatların seçilmesi ve 16S rRNA geninin 

amplifikasyonu (çoğaltılması) için koloni PCR yapılmıştır. PCR sonrasında ürünler 

%1’lik agoroz jelde yürütülmüş ve UV sonuçlar kaydedilmiştir. Koloni PCR kurulan 20 

örneğin 15 tanesinden pozitif sonuç elde edilmiş olup, sonuçlar Şekil 3.2’de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 3.2. 16S rRNA geninin amplifikasyonunun agoroz jel elektroforezi sonucunda UV görüntüleri 

 

3.2.3. Dizi analizi sonuçları 
Koloni PCR ile 16S rRNA genleri çoğaltılarak pozitif sonuç alınan 15 izolatın DNA 

analizi için hizmet alımı yapılmıştır. Dizilemede 1492R primeri kullanılmış olup, 14 

izolatın dizilemesi yapılabilmiştir. Dizi analizi sonrası elde edilen veriler dizileme 

programları (BioEdit) yardımıyla gen bankalarının (NCBI) veri tabanlarında analiz 

edilmiştir. Dizi analizi sonucunda gelen kromatogramlara ait örnekler Şekil 3.3’te, NCBI 

veritabanında bulunan referans örneklerle benzerlikleri Tablo 3.1’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.3. Dizi analizi sonuçlarına ait kromatogramların BioEdit programı görüntüsü (14T isimli örneğe 

ait) 

 

Tablo 3.1. Dizi analizine gönderilen örneklerin analiz sonrası BLAST sonuçları 

Bant 

Adı 

Dizi 

Analizinde 

Kullanılan 
Primer 

Accession 

Numarası 

Gen Bankasındaki 

Karşılığı 

Yüzde 

Benzerlik 

Eşlenen 

Nükleotid 

Miktarı 

1T 1492R MN043885.1 

 

Halomonas sp. strain 

P149-L03a 16S ribosomal 

RNA gene, partial 

sequence 

99% 778/782 

3T 1492R MT126287.1 

 

Chromohalobacter 

salexigens strain SYA72 

16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

99% 842/847 

5T 1492R KF322103.1 

 

Halomonas sp. csb 4 16S 

ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

99% 868/877 

7T 1492R MN043885.1 

 

Halomonas sp. strain 

P149-L03a 16S ribosomal 

RNA gene, partial 

sequence 

99% 923/925 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN043885.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S69UYMMT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT126287.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6BVF3W7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF322103.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6JK7N4901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN043885.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6ME7JR0016
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Tablo 3.1. (devam) Dizi analizine gönderilen örneklerin analiz sonrası BLAST sonuçları 

9T 1492R MT126287.1 

 

Chromohalobacter 

salexigens strain SYA72 

16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

100% 843/843 

10T 1492R EU868853.1 

 

Halomonas sp. S96-2 16S 

ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

99% 847/850 

11T 1492R MT126287.1 

 

Chromohalobacter 

salexigens strain SYA72 

16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

99% 875/876 

14T 1492R NR_025431.1 

 

Chromohalobacter 

israelensis strain Ba1 16S 

ribosomal RNA, partial 

sequence 

99% 851/855 

15T 1492R MT126287.1 

 

Chromohalobacter 

salexigens strain SYA72 

16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

99% 831/832 

16T 1492R MT126287.1 

 

Chromohalobacter 

salexigens strain SYA72 

16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

99% 829/832 

17T 1492R KF934471.1 

 

Halomonas sp. P6-8-3 16S 

ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

100% 913/913 

18T 1492R KF934471.1 

 

Halomonas sp. P6-8-3 16S 

ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

99% 831/833 

19T 1492R MT126287.1 

 

Chromohalobacter 

salexigens strain SYA72 

16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

100% 954/954 

20T 1492R KF934471.1 

 

Halomonas sp. P6-8-3 16S 

ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

99% 845/851 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT126287.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6N0SZY9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU868853.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6NWY55M016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT126287.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6NXDWG1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025431.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6R7EAVG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT126287.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6S06BK7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT126287.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6TWY7ZV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF934471.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6V68DJE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF934471.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6V6RM15016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT126287.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6V77CEZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF934471.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6V7WXVJ014
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Tablo incelendiğinde dizilemeden gelen sonuçlara göre, 14 örnekten 6 izolatın 

Chromohalobacter salexigens SYA72 suşuna, 3 izolatın Halomonas sp. P-6-8-3 suşuna, 

2 izolatın Halomonas sp. P149-L03a suşuna, 1 izolatın Halomonas sp. csb 4 suşuna, 1 

izolatın Halomonas sp. S96-2 suşuna ve 1 izolatın Chromohalobacter israelensis Ba1 

suşuna ait olduğu gözlenmiştir. 

 

3.2.4. Mikroorganizmaların epifluoresan mikroskobunda incelenmesi 

Taze bakteri kültürlerinden yapılan fiksasyon sonrasında DAPI boyama yapılarak 

epifluoresan mikroskopta incelenmiştir. İncelemeler sonucunda 14T olarak isimlendirilen 

Chromohalobacter israelensis Ba1 suşunun ve 17T olarak isimlendirilen Halomonas sp. 

P-6-8-3 suşunun kısa basil şekilli halofilik bakteriler oldukları gözlenmiştir. 

Chromohalobacter israelensis Ba1 ve Halomonas sp. P-6-8-3 suşlarına ait epifluoresan 

mikroskobu görüntüleri Şekil 3.4 (a ve b)’te gösterilmiştir. 
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Şekil 3.4. Epifluoresan mikroskobu görüntüleri a) Chromohalobacter israelensis Ba1 suşu ve b) 

Halomonas sp. P-6-8-3 (DAPI boyama yapılmıştır) 

 

3.3. Mikroorganizmaların Ektoin Üretim Yeteneklerinin Belirlenmesi İle İlgili 
Bulgular 

3.3.1. Biyokütle ve ektoin üretimi 

Çalışmada biyokütle üretimi için %8,9 NaCl (w/v) içeren MM63 besiyeri 

kullanılırken, organizmaların yüksek tuz stresine girerek ektoin üretmelerini sağlamak 

amacıyla %17,5 NaCl (w/v) içeren MM63 besiyeri kullanılmıştır. Çalışmada kullanılan 

temel besiyeri MM63 olmakla beraber farklı bir besiyerinde ektoin üretimini 

gözlemlemek amacıyla biyokütle üretiminde MG1 besiyeri, ektoin üretiminde MG2 

besiyeri kullanılmıştır. 
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Şekil 3.5. Biyokütle ve ektoin üretimi aşamalarında MM63 besiyeri içerisinde yer alan bakteri kültürleri 

 

3.3.2. Bakteriyel sağım aşaması 
Bakteriyel sağım aşamasında hipoozmotik şok öncesi ve sonrasında %8,9 NaCl 

(w/v) içeren Luria Bertani besiyerine ekim yapılmıştır. Bu besiyerinde gelişen izolatlar 

incelenmiştir. Farklı tuzluluklarda yapılan hipoozmotik şok sonrasında bakteri 

hücrelerinin sırasıyla %3 NaCl, %1,5 NaCl ve %0 NaCl içeren steril distile sularda daha 

fazla hayatta kaldığı gözlenmiştir (Şekil 3.6). 
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Şekil 3.6. Farklı tuzluluklarda (yukarıdan aşağıya doğru %0, %1,5 ve %3 tuzluluk) hipoozmotik şoklarda 

bakteriyel sağım yapılan Chromohalobacter israelensis Ba1 ve Halomonas sp. P-6-8-3 suşlarına ait 

görüntüler 
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3.3.3. Ektoinin HPLC ile belirlenmesi 

Farklı derişimlerde ticari ektion ile hazırlanan ektoin çözeltilerinin HPLC ile 

tutulma süreleri ve alanları 220 nm dalga boyunda görüntülenerek belirlenmiştir. Yapılan 

analizlerde ektoinin tutulma süresi yaklaşık 2.5 dakika olarak gözlenmiş olup ektoine ait 

standart analize ait örnek kromatogram Şekil 3.7’de gösterilmiştir. Hazırlanan standart 

çözeltiler ile tekrarlı ölçümler yapılarak belirlenen kalibrasyon verileri Tablo 3.2’de 

verilirken, kalibrasyon grafiği ve denklemi Şekil 3.8’de verilmiştir.  

 

 

Şekil 3.7. Standart ektoin çözeltisine ait kromatogram 

 

Tablo 3.2. Ticari ektoin ile hazırlanan ektoin çözeltilerine ait kalibrasyon verileri 

Ektoin Çözeltisinin Derişimi (ppm) Alan (Ortalama) 

0 0 

1 36 

5 176 

10 335 

50 1735 

100 3584 
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Şekil 3.8. Ticari ektoin ile hazırlanan çözeltilere ait kalibrasyon grafiği ve denklemi 

 

Bakteriyel sağım sonrası 0,2 µm porlara sahip selüloz asetat filtrelerden geçirilen 

numunelerin hücre içi ve hücre dışı ektoin konsantrasyonları HPLC analiziyle tespit 

edilmiştir. Hücre içi ve hücre dışı ektoin konsantrasyonları ayrı ayrı tespit edilmiş olup, 

tüm analizler iki tekrarlı olarak yapılmıştır. Chromohalobacter israelensis Ba1 ve 

Halomonas sp. P-6-8-3 suşlarına ait hücre dışı ve hücre içi ektoinlere ait %3 tuzluluktaki 

kromatogram örnekleri Şekil 3.9’da verilmiştir. Analizleri yapılan numunelerin 

kromatogramlarında ektoin dışında yaklaşık 1.9’uncu dakikada hidroksiektoin olduğu 

düşünülen pik gözlenmiştir. 

 

a)  
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b)  

c)  

d)  

Şekil 3.9. Numunelere ait kromatogram örnekleri. a) Chromohalobacter israelensis Ba1 suşu hücre 

dışı ektoin numunesi kromatogramı. b) Chromohalobacter israelensis Ba1 suşu hücre içi ektoin numunesi 

kromatogramı c) Halomonas sp. P-6-8-3 suşu hücre dışı ektoin numunesi kromatogramı. d) Halomonas sp. 

P-6-8-3 suşu hücre içi ektoin numunesi kromatogramı 

 

Toplam ektoin konsantrasyonu, hücre içi ve hücre dışı ektoin konsantrasyonlarının 

toplamı olup elde edilen verilen Şekil 3.10, Şekil 3.11 ve Şekil 3.12’de gösterilmiştir. 
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Elde edilen verilere göre; MM63 besiyerinde yapılan üretim ve bakteriyel sağım işlemleri 

sonucunda en iyi salınımın ve toplam ektoin eldesindeki maksimum verimin her iki suş 

için %3 NaCl içeren steril distile suda olduğu gözlemlenirken, MG besiyerinde 

maksimum verimin Chromohalobacter israelensis Ba1 suşu için %1,5 NaCl içeren steril 

distile suda olduğu gözlenmiştir. 

 

 

Şekil 3.10. MM63 besiyerinde tek döngü (bir hiperozmotik şok, üç hipoozmotik şok) sonucu elde edilen 

toplam ektoin konsatrasyonları grafiği 

 

 

Şekil 3.11. MM63 besiyerinde 3 döngü (tek döngüsünde bir hiperozmotik şok, bir hipoozmotik şok) 

sonucu elde edilen toplam ektoin konsantrasyonları grafiği 
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Şekil 3.12. MG besiyerinde tek döngü (bir hiperozmotik şok, üç hipoozmotik şok) sonucu elde 

edilen toplam ektoin konsantrasyonları grafiği 
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4. TARTIŞMA, SONUÇ VE ÖNERİLER 

Tuz üretilen ve çıkarılan kaynaklar tuzla olarak tanımlanır. Türkiye İç Anadolu 

Bölgesi’nde Çankırı’dan başlayarak Yozgat, Sivas, Erzincan, Erzurum, Kağızman ve 

Tuzluca üzerinden İran’a kadar uzanan  tuz yataklarına sahip olmakla birlikte bu 

yataklarda çok sayıda (30’dan fazla) kaya ve kaynak tuzlası bulunmaktadır (Doğanay, 

2006; Güngörmez, 2015). Bu çalışmada Tunceli’nin Pülümür ilçesinde bulunan kaynak 

tuzlalarından alınan su örnekleri kullanılmıştır. 

Birçok ekstremofilik mikroorganizma çevrelerine adaptasyonlarının bir sonucu 

olarak biyoteknolojik ve ticari öneme sahip birçok madde üretmektedir. Halofilik 

Archaea’lar (arkeler) hipersalin ortamlarda yüksek miktarlarda tuz biriktirerek, 

sitoplazmalarının osmotik dengesini korurken ( ki bu osmoregülasyon mekanizması; tuz 

varlığında hücre içi enzimlerin özel uyarımlarını gerektirir); halofilik ve halotolerant 

Eubacteria (öbakteriler) hücre içinde çeşitli ozmotik çözünenleri yüksek 

konsantrasyonlarda biriktirerek dış ortam ile sitoplazmalarının ozmotik dengesini 

korurlar (burada hücre içi enzimlerin özel bir tuz toleransı yoktur). Bu ozmotik 

çözünenlerin başında ektoin ve hidroksiektoin gelmektedir (Margesin ve Schinner, 2001). 

Ektoin, betain tipi uyumlu çözünen maddelerin aksine güçlü bir UV emicidir ve cilt 

bakımından göz damlalarına, burun spreylerinden, inflamasyon üzerindeki hafifletici 

etkisi olan kremlere kadar birçok sağlık ve bakım ürünlerinde başarıyla tanımlanan tek 

uyumlu çözünen maddedir (Kunte vd., 2014). Bu çalışmada Pülümür (Tunceli) kaynak 

tuzlalarından yapılan izolasyon ve tür tayini sonucu seçilen Halomonas sp. P-6-8-3 ve 

Chromohalobacter israelensis Ba1 suşlarının ektoin üretim yetenekleri araştırılmıştır.  

2005 yılında Onraedt ve arkadaşlarının Brevibacterium epidermis DSM 20659 

suşunda yüksek hücre yoğunluğuna sahip kesikli beslemeli fermantasyon ile yapmış 

oldukları çalışmalarda; ektoin konsantrasyonundaki bir artışın hücre yoğunluğundaki bir 

artışa bağlı olduğunu bildirmişlerdir. 100 saatlik fermantasyon sonunda 1 mol/L NaCl 

içeren ortamda 49 g/L hücre yoğunluğu ve 8 g/L ektoin konsantrasyonu elde etmişlerdir. 

Ektoin üretkenliği ve verimini hesapladıklarında sırasıyla 1,92 g/L/gün ve 0,05 g/g 

bulmuşlardır.  

Zhang ve arkadaşları (2009), Halomonas salina DSM 5928 suşunda karbon kaynağı 

olarak monosodyum glutamat içeren ortam kullanarak ektoin üretimini araştırmışlardır. 

Yaptıkları çalışmalarda Halomonas salina DSM 5928 suşu tarafından ektoin üretildiğini, 
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ektoinin kısmen hücreler tarafından ortama atıldığını ve ortamda biriktirildiğini 

doğrulayarak, bu suştan en yüksek ektoin üretkenliği düzeyi olan 7.9 g/L/d ektoin elde 

etmişlerdir. 

Guzman ve arkadaşları (2009), iki beslemeli kesikli kültür içeren bir süreç 

kullanarak, ektoin ve PHB (3-hidroksibütirat)’ın birlikte üretimi için orta düzey halofilik 

bir tür olan Halomonas boliviensis ile çalışmışlardır. Yaptıkları çalışmalar Halomonas 

boliviensis’in ektoin üretimi için potansiyel aday olduğunu ayrıca ektoin üretimiyle 

beraber PHB ürünlerinin üretiminin birleştirilme olasılığının olduğunu göstermiştir. Elde 

edilen 11.7 g/L hücre kuru ağırlığının; ağırlıkça %8.9’u PHB, %8.4’ü ektoin olarak 

biriktirildiğini tespit etmişlerdir. 

Parwata ve arkadaşları (2018); çalışmalarında Halomonas elongata BK-AG25 

suşunun ektoin üretimi üzerindeki üretkenliğini hücre kuru ağırlığının her bir gramı için 

yaklaşık olarak 206.4 mg olarak belirlemiştir. Bakteriyel sağım tekniği; bakteriler 

tarafından üretilen ektoinin çıkarılmasının etkili bir yolu olup, ektoinin çoğu 

hiperozmotik ve hipoozmotik şokun çoklu döngülerinden sonra hücrelerden salınabilir. 

Üretilen toplam ektoin, iki günlük kültivasyondan sonra yaklaşık 1.11 g/L iken bakteriyel 

sağım işleminin dört döngüsünden sonra yaklaşık 2.26 g/L ektoin elde etmişlerdir. 

Yaptıkları çalışmalarda Halomonas elongata BK-AG25 suşunun ektoin üretkenliğinin 

Halomonas elongata DSM 142T suşundan oldukça yüksek olduğunu tespit etmişlerdir. 

Sauer ve Galinski (1998), Halomonas elongata DSM 142T suşunda ektoin üretkenliğinin 

hücre kuru ağırlığının her gramı için 155 mg olduğunu tespit etmişlerdir. 

MM63 ve MG besiyerleri kullanılarak 48. saat (OD:1,00) üslü büyüme fazında 

hücreler santrifüjlenerek toplanmış ve ektoin üretimi için yüksek konsantrasyonda tuz 

içeren MM63 ve MG besiyerlerine aktarılmıştır. Ektoin üretimi yapan hücreler 

hipoozmotik şok sonrası ektoinin büyük bir kısmını hücre dışına salgılarken 

(ekstrasellüler ektoin); bir kısım ektoin hücre içinde (intrasellüler ektoin) kalmıştır. 

Toplam ektoin konsantrasyonu; hücre içi ve hücre dışı ektoin konsantrasyonlarının 

toplamıdır. Ektoin tayini HPLC cihazı ile yapılmıştır. Ticari bir ektoinle; ektoinin 

alıkonma süresi tespit edilerek numuneler için kalibrasyon grafiği çizilip denklem 

belirlenmiştir. Süpernatantlar 0.2µm filtrelerden geçirilmiş, filtratların ektoin 

konsantrasyonu C18 kolonda, 0,900 ml/dk akış hızında, gradiyent elüsyon yapılarak ve 

220 nm’de görüntülenerek belirlenmiştir. 
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Halomonas sp. P-6-8-3 ve Chromohalobacter israelensis Ba1 suşuna ait hücre içi 

ve hücre dışı ektoin konsantrasyonları MM63 ve MG besiyerleri için ayrı ayrı 

belirlenmiştir. Her iki tür için MM63 besiyeri kullanılarak bir hiperozmotik şok ve üç 

hipoozmotik şok olarak bakteriyel sağımı içeren tek döngü ve tek döngüsü bir 

hiperozmotik şok ve bir hipoozmotik şok olacak şeklinde bakteriyel sağımı içeren üç 

döngü; MG besiyeri kullanılarak bir hiperozmotik şok ve üç hipoozmotik şok olarak 

bakteriyel sağımı içeren tek döngü, farklı tuzluluklarda hipoozmotik şoka maruz 

bırakılarak uygulanmıştır. Elde edilen hücre içi ve hücre dışı ektoin konsantrasyonları 

Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te verilmiştir. Her iki suşa ait en yüksek toplam ektoin 

konsantrasyonu MM63 besiyerinde %3 tuzlulukta uygulanan hipoozmotik şokta 

gözlemlenirken; MG besiyerinde Halomonas sp. P-6-8-3 suşunda %3 tuzlulukta ve 

Chromohalobacter israelensis Ba1 suşunda ise %1,5 tuzlulukta gözlenmiştir. Yapılan 

çalışmalarda hücre canlılığını kontrol etmek amacıyla LB besiyerine yapılan ekimlerde 

farklı tuzluluklarda yapılan hipoozmotik şok sonrasında hücre canlılığının sırasıyla %3 

NaCl, %1,5 NaCl ve %0 NaCl içeren steril distile sularda daha fazla olduğu tespit 

edilmiştir. 

 

Tablo 4.1. MM63 besiyeri tek döngü (bir hiperozmotik şok, üç hipoozmotik şok) ektoin konsantrasyonları 

Örnek Hücre Dışı (ppm) Hücre İçi (ppm) Toplam (ppm) 

MM63 - %0 NaCl - 14T 178,2338 1,0033 179,2371 

MM63 - %1.5 NaCl - 14T 182,5439 10,1501 192,6940 

MM63 - %3 NaCl - 14T 160,4092 35,8674 196,2766 

MM63 - %0 NaCl - 17T 165,2333 1,2001 166,4334 

MM63 - %1.5 NaCl - 17T 180,1741 9,0490 189,2231 

MM63 - %3 NaCl - 17T 156,4640 58,9257 215,3897 

 

Tablo 4.1 incelendiğinde tek döngü olarak MM63 besiyeri ile yapılan çalışmalarda 

Halomonas sp. P-6-8-3 ve Chromahalobacter israelensis Ba1 suşuna ait en yüksek hücre 

dışı ektoin konsantrasyonunun %1,5 tuzlulukta olduğu görülürken, Halomonas sp. P-6-

8-3 ve Chromahalobacter israelensis Ba1 suşuna ait en yüksek hücre içi ektoin 

konsantrasyonunun ise %3 tuzlulukta olduğu görülmüştür.  
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Tablo 4.2. MM63 besiyeri üç döngü (tek döngüsünde bir hiperozmotik şok, bir hipoozmotik şok) ektoin 

konsantrasyonları 

Örnek Hücre Dışı (ppm) Hücre İçi (ppm) Toplam (ppm) 

MM63 - %0 NaCl - 14T 200,4672 11,1235 211,5907 

MM63 - %1.5 NaCl - 14T 226,6526 20,1917 246,8444 

MM63 - %3 NaCl - 14T 369,6016 67,8996 437,5012 

MM63 - %0 NaCl - 17T 233,9497 10,1304 244,0801 

MM63 - %1.5 NaCl - 17T 279,2359 11,3330 290,5689 

MM63 - %3 NaCl - 17T 342,6662 49,8914 392,5576 

 

Tablo 4.2 incelendiğinde üç döngü olarak MM63 besiyeri ile yapılan çalışmalarda 

Halomonas sp. P-6-8-3 ve Chromahalobacter israelensis Ba1 suşuna ait en yüksek hücre 

dışı ektoin konsantrasyonunun %3 tuzlulukta olduğu gözlenirken, en yüksek hücre içi 

ektoin konsantrasyonun yine %3 tuzlulukta olduğu gözlenmiştir.  

 

Tablo 4.3. MG besiyeri tek döngü (bir hiperozmotik şok, üç hipoozmotik şok) ektoin konsantrasyonları 

Örnek Hücre Dışı (ppm) Hücre İçi (ppm) Toplam (ppm) 

MG2 - %0 NaCl - 14T 76,1027 7,5435 83,6462 

MG2 - %1.5 NaCl - 14T 72,0347 148,2970 220,3317 

MG2 - %3 NaCl - 14T 41,8422 168,9723 210,8145 

MG2 - %0 NaCl - 17T 70,1070 4,4285 74,5355 

MG2 - %1.5 NaCl - 17T 76,7951 40,2881 117,0832 

MG2 - %3 NaCl - 17T 44,8582 183,5142 228,3723 

 

Tablo 4.3 incelendiğinde tek döngü olarak MG besiyeri ile yapılan çalışmalarda ise 

MM63 besiyerinden farklı olarak hücre içindeki ektoin konsantrasyonlarının daha yüksek 

olduğu görülmekte ve bu farklılığın kullanılan besiyerinden kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Halomonas sp. P-6-8-3 ve Chromahalobacter israelensis Ba1 suşuna 

ait en yüksek hücre içi ektoin konsantrasyonunun %3 tuzlulukta olduğu tespit edilirken, 

en yüksek hücre dışı ektoin konsantrasyonu Halomonas sp. P-6-8-3 suşu için %1,5 

tuzlulukta iken Chromahalobacter israelensis Ba1 suşu için %0 tuzlulukta olduğu tespit 

edilmiştir.  

Sonuç olarak; 
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1. Pülümür (Tunceli) kaynak tuzlalarından kültür bağımlı yöntemlerle izolasyon ve 

saflaştırma yapılmış; mikroorganizmaların 16S rRNA geninin analizine dayalı 

filogenetik identifikasyonları gerçekleştirilmiştir. 

2. Epifluoresan Mikroskopi ile yapılan incelemeler sonucunda çalışılan 

mikroorganizmaların kısa basil morfolojiye sahip oldukları gözlenmiştir. 

3. Yüksek tuz stresine sokuldukları zaman Halomonas sp. P-6-8-3 ve 

Chromohalobacter israelensis Ba1 suşlarının ektoin sentezledikleri ve 

biriktirdikleri tespit edilmiştir. 

4. Halomonas sp. P-6-8-3 ve Chromohalobacter israelensis Ba1 suşlarının ektoin 

konsantrasyonları HPLC (Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi) yöntemiyle 

belirlenmiştir. 

5. Çalışılan suşların farklı besiyerlerinde, farklı tuzluluklarda hipoozmotik şoka 

maruz bırakıldıklarında ektoin konsantrasyonlarında farklılıklar meydana geldiği 

tespit edilmiştir. Ayrıca uygulanan bakteriyel sağım prosesindeki döngü sayısının 

toplam ektoin konsatrasyonu ve canlı hücre sayısı üzerine önemli ölçüde etki 

ettiği belirlenmiştir. 

Bu çalışmanın devamında; 

1. Halomonas sp. P-6-8-3 ve Chromohalobacter israelensis Ba1 suşlarının şişe 
kültüründe yapılan çalışmaları biyoreaktörlere aktarılarak, optimal koşullar 
biyoreaktörde tespit edilmeli ve bu koşullar sağlanarak ektoinin büyük ölçekli 
biyoteknolojik üretimi yapılmalıdır. 

2. Üretilen ektoinler saflaştırılarak NMR ( Nükleer Manyetik Rezonans 

Spektroskopisi) ve LC-MS (Sıvı Kromotografisi – Kütle Spektrometresi) 
analizleri yapılmalıdır. 
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