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OZET

TERMOFILIK AKTINOMISETLERIN iZOLASYONU, MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU VE KOMPOST KARISIMLARINDA ETKIiLERININ
BELIiRLENMESI

“Termofilik Aktinomisetlerin Izolasyonu, Molekiiler Karakterizasyonu ve Kompost
Karigimlarinda Etkilerinin Belirlenmesi” konulu tez c¢alismasi kapsaminda kompost
karigimlarinda kullanilmak {izere Streptomyces sp. cinsi mikroorganizmalarin segimi enzim
temelli ve parametre temelli prosediirlerin uygulanmasiyla gergeklestirilmistir. Tez ¢alismasi
kapsaminda ilk asama Aktinobakterilerin kompost karisimlarindan izolasyonudur.
Mikroorganizma kaynagi olarak toprak ve aktif ¢amurun kullanildig1 kompostlardan farkli
sicaklikta alinan numuneler ile izolasyon dilisyon plaka yontemiyle gerceklestirilmistir.
Izolasyon, yogun ekim, tek koloni ve saflastirma asamalarindan sonra elde edilen 84 izolata ilk
olarak enzim testleri uygulanmis ve enzim sonuglar1 ile morfolojik 6zellikleri benzer olan
izolatlar ayirt edilerek, toplam incelenen mikroorganizma sayist 21°e diistiriilmiistiir. 21 izolat
ile ilk olarak detayli morfolojik analizler izolatlarin farkli besiyerlerinde tireme davraniglarinin
gozlenmesiyle gergeklestirilmistir. 21 adet izolattan 15 adeti 16S rRNA analizi ile
tamimlanmistir. Enzim temelli secim Kriteri uygulanan izolatlardan U¢ tanesi kompost
karigimlarinda kullanilmak iizere secilmistir. Parametre temelli se¢im kriterinde ilk olarak
izolatlarin farkl sicaklik ve pH degerlerinde iiremeleri incelenmis, farkl karbon kaynaklarinda
tiremeleri ile iire hidroliz yetenekleri kiyaslanmistir. Tez kapsaminda kompost karigimlarinda
kullanilacak mikroorganizmalarin se¢imi i¢in tercih edilen enzim testleri seliiloz, nisasta ve
ksilan degradasyonudur. Enzim temelli secim Kriteri sonunda mikroorganizma g¢aligsmalarinda
sirastyla N3C07, T4A05 ve N4A13, kompost denemelerinde A, B ve C kodlariyla verilen
mikroorganizmalar kompost karigimlarinda kullanilmislardir. Kompost denemeleri sonucunda
Ozellikle tekli mikroorganizma kullaniminda yiiksek organik madde kayiplari belirlenmistir.
Mikroorganizmlarin ikili kullanildiklar1 sistemlerde organik madde kaybi kontrolle hemen
hemen aynidir. Uglii sistemde ise organik madde kayb1 kontroliin olduk¢a gerisinde kalmistir.
Kompost olgunlugunun belirlenmesinde kullanilan Cimlenme Indeks (GI %) verileri
kompostlarin tekli sistemlerde salatalik bitkisi ile uyumsuz oldugunu gostermistir. Buna
karsilik denemelerde kullanilan ikinci bitki olan bugdaym perfomansi yiiksektir. Sonuglar
secilen mikroorganizmalarin kontrole kiyasla daha etkin olduklarini ve kompost verimini

arttirdiklarini géstermistir

Anahtar kelimeler: Kompost, Streptomyces sp., Organik Madde, Enzim Testi, Cimlenme
Indeksi



ABSTRACT

ISOLATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF THERMOPHILIC
ACTINOMYCTES AND INVESTIGATION OF THEIR EFFECTS iIN COMPOST
MIXTURES

Postgraduate thesis about “Isolation and Molecular Characterization of Thermophilic
Actinomyctes and Investigation of their Effects in Compost Mixtures” investigated enzyme and
parameter based Streptomyces sp. selection criteria for use in compost mixtures. Isolation of
Actinobacteria from compost mixtures was the first step in the present study. Soil and activated
sludge, were utilized as microorganism source and micoorganisms sampled at different
temperatures were isolated via dilution plate technique. 84 isolates were obtained after
consecutive isolation, incubation, single colony reducing, and purficiation steps and these were
initailly tested for their enymatic activity. Enzyme tests and morphological analyses were
interpreted in accordance to reduce total number of microorganisms to 21. Detailed
morphological analyses were utilized in comparing micoorganism production in the presence
of various medium. 15 isolates were further analyzed via 16S rRNA sequencing and three
isolates were selected following the results of enzyme tests. Parametre based selection tests
were composed of microorganism development in the presence of various temperature and pH
values, growth on different carbon sources and urea hydrolyses of microorganisms were also
determined in the course of studies. Cellulose, starch and ksilane degradation were preferred
for enzyme tests and micoroganisms coded as N3CO07 (A), T4A05 (B) and N4A13 (C) were
utilized in compost experiments. Highest organic matter degradation was obtained in the
presence of single microorganism utilization. Binary systems indicated organic matter
degradation close to control system. Organic matter degradation in the presence of triple system
was lower than control. Germination Index utilized for determination of compost maturity
revealed low Gl % values for cucumber while high performance was obtained with wheat.
Results indicated that micororganisms had been more effective than control. The increase in

composting effciency via microorganism utilization as the highlight of thesis study

Key Words: Compost, Streptomyces sp., Organic Matter, Enzyme Test, Germination index
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1. GIRIS

Aktinobakteriler morfolojik, fizyolojik ve metabolik yetenekleri bakimindan farkli
mikroorganizmalar1 barindiran ve bakteri {ist alemi i¢indeki tanimlanmis olan en biiyiik
taksonomik birimdir (Ludwig vd., 2012: 2). Actinobacteria subesinde Rubrobacteria,
Thermoleophilia, Coriobacteriia, Acidimicrobiia, Nitriliruptoria ve Actinobacteria’y1 i¢eren 6
smif, 5 altsimif, 6 takim ve 14 alttakim vardir (Barka vd., 2016: 3). Termofilik
Aktinobakterilerin tanimlanmasinda niimerik taksonomi, yag asidi kompozisyon analizi
(kemotaksonomi), ribozomal protein analizi ve 16S rRNA gibi c¢esitli yontemler
kullanilmaktadir (Song vd., 2001: 97). Bu yontemler arasinda, 16S rRNA dizi analizi,
mikroorganizmalarin filogenetik arastirmalarinda giicli bir teknik olarak belirlenmistir
(Woese, 1987: 257). Termofilik Aktinobakteriler i¢indeki ¢esitli cins Uyelerine drnek olarak
Saccharomonospora, Saccaharopolyspora, Streptomyces, Thermoactinomyces, Thermobifida

ve Thermomonospora verilebilir (Song vd., 2001: 97).

Streptomycetaceae familyasina ait olan Streptomyces cinsi ilk defa 1943’te Waksman
ve Henrici tarafindan tanimlanmistir (Williams vd., 1983: 1743). Streptomycetaceae familyasi,
Actionobacteria subesi, Actinomycetales takimi ve Actinobacteria sinift icindedir.
Streptomyces cinsi Streptomycetaceae familyasinin tek {yesidir ve tanimlanan tirlerin
cesitliligi bakimindan Aktinobakterilerin bilinen en genis taksonomik birimidir (Anderson ve
Wellington 2001: 797). Streptomyces’ler, tibbi ve endiistriyel éneme sahiptirler ve ayrica
giiniimiizde antibiyotik, anti kanser, immiinosiipresif ve antifungal ajanlar gibi diger birgok
dogal iirliniin iireticisidir. Dogal polimer {lizerinde biiyliyen saprofitik bakteriler olduklarindan
dolay1 endiistriyel enzim kaynagidir (Baltz, 2007: 127; Hopwood, 2007: 2183; Olano vd., 2009:
211).

Modern biyoteknolojik ¢alismalar endiistriyel enzim iiretiminde hizli ve ekonomik
¢ozlimler ortaya koymaktadir. Enzim teknolojilerindeki geligsmeler, kullanilan kimyasal isleme
tekniklerin yerini biyolojik ve ekonomik olmasindan dolay1 enzimatik islemlere birakmistir
(Waldron vd., 2010: 2). Uygun kosullar saglandiginda etkilerini dogal ortamlar1 diginda da
gosterebilme yeteneklerinden ve maliyet fiyatlarinda azalmay1 saglamasindan dolay1 bir ¢ok
alanda yararlanabilme imkan1 vardir (Beilen ve Li, 2002: 338). Mikrobiyal enzimlerin diinya
genelinde yillik kullanim oranlarina bakildiginda kullanilan tiim enzimler igerisinde alkali
proteazlarin %25, diger proteazlarin %21, amilazlarin %18, lipazin %3 ve diger karbonhidrat
pargalayan enzimlerin (seliilaz ve ksilanaz gibi) %10 oraninda kullanildig1 goriilmektedir (Rao

vd., 1998: 599; Kiran vd., 2005: 99; Fukara, 2007: 1).



Amilazlar bilinen en 6nemli ve eski endustriyel enzimlerdir. Amilazlar hidrolazlar
grubuna giren, nisasta ve glikojen molekiillerini hidrolize ederek glikoz, maltoz, maltotrioz ve
a-limit dekstrinlerin olusmasini saglayan ekstraseliiler enzimlerdir. Seliilazlar, seliilozik
biyopolimerleri enzimatik bir sekilde hidrolizleyip, monomerik fermente edilebilir sekerlerin
salinmasinda kilit rol oynayan enzim grubudur. Selllaz enzimleri seluloz kompleksini
parcalamak ve fermente edilebilir bir enerji kaynagi (glikoz) iretmek igin gorev
yapmaktadirlar. Ksilanazlar, hemiseliilozlarin ksilan omurgasinda mevcut olan -1,4 baglarinin
kopmasi ile ksiloz iinitelerine donilismesi reaksiyonunu katalize eden enzimlerdir. Ksilanaz
enzimi sanayi endistrisinde kullanilan bitkisel veya bitkisel kaynakli olmayan atiklarin

enzimatik olarak hidrolizini saglar (Sargin vd., 2003: 146).

Yukarida anlatilan amilaz, seliilaz ve ksilanaz enzimleri ayn1 zamanda tarimsal atiklarin
degrade edilmesinde de ©nemli rol oynamaktadir. Ulkemizde tarmmsal atiklarin
degerlendirilmesi ¢ok farkli sekillerde olabilmektedir. Kompostlama, biriktirme, yakma,
biyogaz vb. yontemlerle atiklar berteraf edilirken bunlar igerisinde kompostlama bir atik
giderim yontemi olmasina ragmen, sonug iiriinlin giibre olarak kullanim olanagi nedeniyle
avantajlidir (Kiilcii, 2002: 4). Kat1 atiklarda organik bilesenlerin degerlendirilmesinde en etkili
ve slrdiirilebilir nitelikteki ¢6ziim, kompostlama islemidir. Kompostlama, kati atiklardaki
organik maddelerin, mikroorganizmalar tarafindan biyokimyasal reaksiyonlar sonucu basit
maddelere ayrigtirilmast ve bitkiler icin gerekli besin maddelerine doniistiiriilmesidir.
Kompostlama isleminin kati atiklarin geri doniistiiriilmesindeki 6nemi, ¢evre dostu bir geri
doniisiim yontemi olmasinin yani sira tarimsal acidan faydali bir iirliniin kazanilmis olmasidir

(Diaz vd., 2003: 233).

Tez c¢aligmasi termofilik Aktinobakteriler varliginda kompostlama isleminin
incelenmesini igermektedir. Tezin arastirma hipotezi termofilik Aktinobakterilerin kompost
karigiminda kullanilmalar1 durumunda kompostlagsma hizini, islem sonucunda ayrisan organik
maddenin miktarini arttirip arttirmadiginin, en 6énemlisi de kompost olgunluguna etkilerinin
olup olmadiginin belirlenmesidir. Bu kapsamda ilk asamada Aktinobakteri grubuna ait {iyeler
ve spesifik tir olarak Streptomyces sp. izolasyonlari ve tanimlama analizleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen termofilik mikroorganizmalar kompostta kullanilmadan 6nce
bir dizi teste tabi tutularak kompost ayristirmasi icin gerekli 6zelliklere sahip olup olmadiklari

belirlenmistir.



Tez galismasini olusturan izolasyon, tanimlama, test ve kompostlama ¢alismalari farkl
donemlerde yiiriitilen TUBITAK ve Bilimsel Arastirma Projeleri ile finanse edilmistir.
Mikroorganizmalara uygulanan se¢im kriterleri ve kompost islemi sonucu elde edilen bulgular

tezin ilerleyen boliimlerinde detaylandirilmistir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Aktinobakterilerin Genel Ozellikleri

Aktinomiset kelimesi Yunanca ‘“aktis” (1s1mm) ve “mykes” (mantar) kelimelerinden
tiretilmistir (Das vd., 2008: 166). Aktinobakteriler ipliksi gram pozitif bakterilerdir; aerobik,
anaerobik ve fakultatif anaerobiktirler. DNA’larinda G+C igerigi %70’ten fazladir (Segaran
vd., 2017: 153). Aktinobakteriler serbest yasayan, filamentli bir yapiya sahip ve saprofitik
bakterilerdir. Saprofitik 6zellikte olmalar1 sebebiyle ¢esitli organik bilesikleri parcalayarak
ayristirmakta ve besin dongiisiine yardimci olmaktadirlar. Aktinobakterilerin genom boyutu,
dairesel veya dogrusal bir form olarak mevcut 0.93 Mb (Bentley vd., 2003: 142) ve 12.7 Mb
(Baranasic vd., 2013: 1) arasinda degismektedir. Aktinobakteriler Ureme ya miselin
parcalanmasi yoluyla vejetatif mod ya da aseksiiel mod ile gerceklesir. Hava veya substrat
miselyum (zerinde tek bir spor (monosporik), bir cift spor (bisporik) veya bir¢ok spor
(oligosporik) uretirler (Koch, 2003: 167; Battistuzzi ve Hedges, 2009: 335). Hava miselleri
cogunlukla substrat misellerinden kalin, pamuksu, kadife veya toz halinde olup olmamas1 gibi
farkli yapisal 6zellikleri Streptomyces cinsinin siniflandirilmasinda ¢ok 6nemli bir 6zelliktir
(Anandan vd., 2016: 7). Ayrica hava miselleri besin yetersizligi gibi stres kosullarinda spor
zincirleri olusturmaktadir (Flardh ve Buttner, 2009: 38).

Substrat miselleri beyaz, sar1, turuncu, kirmizi, kahverengi ve siyah gibi farkli renklerde
olabilmektedirler. Baz1 hifler suda ve yagda ¢oziinen pigmentleri iiretebilir. Suda ¢oziiniir
pigment kiiltiir ortamina karigabilir ve ortam rengine benzer bir renk olusturur. Suda
¢Oziinmeyen, yagda ¢dziinebilen pigmentler ise koloni rengi ile benzer renk olusturur. Substrat
miselinin rengi ve suda c¢oOziinen pigmentlerin bulunup bulunmamasi yeni tiirlerin

belirlenmesinde énemli bir kriterdir (Li vd., 2016: 67).

Aktinobakteriler, kire (Micrococcus), cubuk-kire (Arthrobacter), pargali hif
(Nocardia) ve farklilasmis dalli misel yapist (Streptomyces, Frankia) vb. farkli morfolojik
yapilar da gosterebilir. Bu morfolojik farkliliklar mikroorganizmalarin karakterizasyonu i¢in
onemlidir (Gao ve Gupta, 2005: 2401). Ayrica, kiiltiir durumuna bagli olarak hiicre morfolojisi
farklilasabilmektedirler.

Aktinobakterilerin kirmizi, sari, turuncu, pembe, kahverengi, yesil, mavi veya siyah
renkte pigmentler {iirettigi bilinmektedir. Pigment {iretimi susa, kullanilan besiyerine ve

kiiltiirtin yasina bagli olarak degisiklik gostermektedir (Lechevalier vd., 1965: 663).



Genellikle melaninler veya melanoid pigmentleri olarak adlandirilan bu kahverengi-
siyah metabolik polimerler taksonomi g¢alismalarinda faydali birer karakterdir. Pigmentler
organizmalarin biiylimesi ve gelismesi i¢in gerekli degildir, ancak hayatta kalma ve rekabet

giiclerini artirmada 6nemli bir rol oynamaktadirlar. (Dastager vd., 2006: 1131).

Toprak bakterileri gibi, Aktinobakteriler gogunlukla mezofiliktir ve 25-30 °C arasindaki
sicakliklarda optimal biiytime gostermektedir. Termofilik Aktinobakteriler ise 40-80 °C
arasindaki sicakliklarda gelismektedirler. Aktinobakteri grubu, yeryiiziinde farkli ve genis
habitatlara yayilan kalabalik mikroorganizma gruplarindan biridir. Kara ve su ekosistemlerinde
dagilis gostermektedirler. Aktinobakteriler bitki, hayvan ve fungal materyallerindeki polimer
karigimlarint parcalayarak 1siya dayanikli biyomalzemelerin geri doniistiiriilmesinde ve kitin,
keratin ve lignoseliiloz gibi dogal polimerlerle iliskili besin maddelerini geri doniistiirdiikleri
i¢in topragin biyolojik bozunumunda ve humus olusumunda da dnemlidir (Sharma, 2014: 802).
Aktinobakteriler karmasik polimerik maddeleri hidroliz ederek ve organik maddeyi stabilize
ederek, toprak nemi alimimi arttirir ve mikrobiyal biiylimeyi tesvik eder (Wallenstein ve
Weintraub, 2008: 2100; Placella vd., 2012: 10931).

Cesitli yasam alanlarina sahip olsalar da toprak yogun olarak bulunduklar1 birincil
yasam alanidir ve bu nedenle Aktinobakterilerin izolasyonu igin toprak énemli bir kaynaktir.
Aktinobakterileri yogunlugu, yasam alanlarina ve iklim kosullarina bagl olarak degismektedir.
Aktinobakteriler toprakta 10° ile 10° hiicre arasinda yogunluklarda bulunurlar (Goodfellow ve
Williams 1983: 201).

Aktinobakteriler cesitli biyolojik aktiviteleri ve lrettikleri biyoaktif molekiiller ile
sekonder metabolit ireticileri olarak bilinirler. Mikrobiyal sekonder metabolitler arasinda
antibiyotikler, pigmentler, toksinler, enzim inhibitérleri, feromonlar, immun ajanlar, reseptor
antagonist ve agonistleri, pestisitler, antifungal, antibakteriyel, antitimoral ajanlar ile bitki ve
hayvan biiylime promotorleri bulunmaktadir (Oskay vd., 2004: 441). Ayn1 zamanda 6nemli
sayida endiistriyel ve klinik enzimler Uretirler. Yas topraga karakteristik kokusunu veren ve
geosmin biyomolekilinu Gretmeleri Aktinobakteri’lerin tanimlayici 6zelliklerinden biridir
(Flardh ve Buttner, 2009: 39). Aktinobakteriler ayrica bir¢ok bitki patojenine biyokontrol ajani
olarak kullanilir (Jeffrey vd., 2007: 3697; Sprusansky vd., 2005: 664). Aktinobakteriler, tim
mikrobiyal sekonder metabolitlerin %70’ini olusturur ve bu &zelliklerinden dolay1 biyoaktif
bilesiklerin en biiyiik tireticileri arasinda yer almaktadirlar (Janardhan vd., 2014: 1; Subramani
ve Aalbersberg, 2012: 572).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071720301024#bib59
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071720301024#bib59
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071720301024#bib44

Bir Aktinobakteri susunun 1020 sekonder metabolit {iretebilecegi tahmin edilmektedir
(Sosio vd., 2000: 213). Dogal biyoaktif bilesiklerin iigte ikisinin aktinobakteriler tarafindan
tretildigi belirlenmistir. Ozellikle giiniimiizde kullanilan antibiyotiklerin %80’i Streptomyces
ve Micromonospora cinsi aktinobakteriler tarafindan iiretilmektedir (Kumar vd, 2010: 12).
Aktinobakteriler bitki biyokiitlesi bozulmasinda seliilolitik yetenekleri nedeniyle ayrica
toprakta, kompostta ve otcul hayvanlarla birlikte ekolojik olarak var olabilme 6zelliklerinden
dolay1 tercih edilmektedirler (Book vd., 2016: 1). Aktinobakterilerin kompost Kkalitesini ve
besin igerigini arttirdiklar1 da bilinmektedir. Kompostta bulunan organik maddeyi biyiik 6lcude

sindirebilmeleri koku olusumunu azaltmaktadir (Ohta ve Ikeda, 1978: 490).

Aktinobakteri iiyelerinin siniflandirilmasi ve taksonomisi, ilk olarak morfolojik,
kimyasal ve fizyolojik 6zellikler gibi simirli 6zelliklerinin arastirildigi fenotipik kriterlere
dayanmaktaydi. Bunlar arasinda koloni morfolojisi, spor zinciri, substratin rengi, hava
miselyum ve ¢ozlnir (difiize edilebilir) pigmentler cinsin farklilasgtirilmasindaki 6nemli
faktorler arasinda yer almistir (Sentausa ve Fournier, 2013: 793). PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) tekniginin gelismesi ile Aktinobakteri taksonomisi 16S rRNA analizleri ile
belirlenmeye baslamistir. Morfolojik, fizyolojik ve metabolik kabiliyetleri bakimindan ¢ok
biliylik farklilik gosteren, bakteri alemi igerisinde 18 Onemli alem arasindaki en biiyiik

taksonomik birimden birini temsil etmektedir (Barka vd., 2016: 3).
2.2. Termofilik Aktinobakterilerin Genel Ozellikleri

Termofilik Aktinobakteriler, 40-80 °C arasinda ki yiiksek sicakliklarda yasayan aerobik
ve dogada zorunlu kemoorganotrop mikroorganizmalardir (Gadkari vd., 1990: 3727).
DNA’larinda yuksek oranda G+C icermektedirler ve proteinlerinde polar amino asitlerden
(Asn, GIn, Ser ve Thr) daha yuksek miktarda yukli amino asitleri (Asp, Glu, Arg ve Lys)
icerdikleri bilinmektedir (Suhre ve Claverie, 2003: 17198). Endosporlar1 sesildir, sporlar
dallanmamis kisa sporoforlar iizerinde ya da havasal ve substrat hifi iizerinde tek {iretilir
(Atwell ve Colwell, 1982: 478). Sporlari sucul sistemlerde ve toprakta bol miktarda bulunur ve
kot ortam kosullarina direnglilik gostererek, uzun siire canliliklarin1 koruyabilirler (Yoon vd.,
2000: 1906). Termofilik Aktinobakteriler toprak, bitki artiklari, kaplicalar, volkanik menfez,
giibre ve kompost gibi dogada bir¢ok alanda bulunabilmektedirler (Satyanarayana vd.,2013:
459).



Termofilik Aktinobakterilerden elde edilen termostabil enzimler biyoteknolojik
uygulamalarda oldukga kullanislidir ve aktivitelerini 50-65 °C araliginda yiiksek sicakliklarda
koruyan amilaz, ksilanaz ve seliilaz enzimlerini tiretebildikleri belirlenmistir (De Azeredo vd.,
2004: 641; Petrova ve Vlahov, 2013: 3). Termofilik Aktinobakteriler ylksek sicakliklarda
gelisebildikleri i¢cin ekonomik olarak yararl bilesikler iiretmektedirler ve 50-65 °C arasindaki
sicakliklarda aktivite gosterebildiklerinden dolay1 yiiksek derecede substrat ¢oziiniirliigiine yol

acan kirlenme ve vizkozite riskini azalttigindan dolay1 teknik ve ekonomik agidan faydalidirlar

(Kikani vd., 2010: 1000).

Ekonomik potansiyellerinden dolay1 biyo-bozunma (Kleeberg vd., 1998: 1731) gibi
yararli biyolojik siire¢lerde ya da antibiyotik (Takeuchi vd., 1991: 271) ve enzimlerin (Uzel vd.,
2007: 196) uretiminde termofilik Aktinobakterilere buyuk ilgi gosterilmektedir. Termofilik
Aktinobakteriler, DNA polimerazlar, pullulanazlar, amilazlar, ksilanazlar, lipazlar ve proteazlar
gibi biyoteknolojik olarak dnemli bazi enzimleri irettikleri icin endlstriyel Gneme sahiptirler
(Mahajan ve Balachandran, 2016: 134).

2.3. Streptomyces Cinsi Sistematigi ve Genel Ozellikleri

Ustalem: Bacteria

Siif: Actinobacteria

Altsimif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917: 158) (Zhi vd., 2009: 592)

Alttakim: Streptomycineae (Rainey ve ark., 1997: 1088) (Zhi vd., 2009: 592)
Familya: Streptomycetaceae (Waksman ve Henrici, 1943: 339) (zZhi vd., 2009: 592)
Cins: Streptomyces (Waksman ve Henrici, 1943: 339)

Dokuz yiz kirk iki tiir ve kirk dort alt tir icermesi nedeniyle Actinobacteria sinifinin en
fazla lyesi olan taksonudur. Toprak ekosistemi ve su ekosisteminde en yaygin olarak bulunan
Aktinobakteri cinsidir (Cil 2011: 29). Topraktan izole edilen Actinomycetales
suslarinin %95’inden fazlasin1 Streptomyces cinsinin olusturdugu belirlenmistir (Williams ve
Vickers, 1988: 174). Hem karasal hem de sucul ortamlarda yaygm olarak bulunan
Streptomyces’ler saprofit ozellikte olup bitki ve hayvanlarla parazitik iligki gostermektedir
(Sembiring ve Goodfellow, 2008: 50).



Streptomyces’ler alkali ve ndtral toprakta gelisim gostermektedirler ve fazla su emmis
ve kolayca anoksik hale gelmis topraktan ziyade, kosullarin aerobik oldugu suyu siiziilmiis
topraktada (kumlu ya da kiregli toprak) bulunmaktadirlar. Su ve topraktaki Streptomyces orani
besin, sicaklik, nem, pH, tuzluluk, toprak yapisi ve iklime bagh olarak degismektedir (Locci,
1989: 2346). Streptomyces’ler, mantarlara benzeyen filamentli, hareketli olmayan, aerobik,
katalaz pozitif, G+C igerigi %70’den fazla asitsiz gram pozitif ve yasam dongiileri siiresince
morfolojik farklilasma gosteren bakterilerdir (Flardh ve Buttner, 2009: 37; Hasani vd.,
2014:63). Bakteriler arasinda Streptomyces tiirleri tipik olarak 8,7 Mbp ile 11,9 Mbp araliginda
olup, en biiyiik genomlara sahiptirler (Zhou vd., 2012: 2252). Streptomyces tiirleri gogu bakteri
tiriinde goriilmeyen miselyumlardan olugmaktadirlar. Uygun sartlarda toprakta bulunan
dinlenme halindeki sporlari, heniiz bilinmeyen bir sinyal yoluyla vejetatif ve sonrasinda havasal

miselyumlarini olusturur (Chater ve Losick, 2001: 151).

Streptomyces tiirleri karbon kaynagi olarak ¢ok sayida organik bilesigi, seliiloz, lignin
gibi biyolojik materyalleri ve inorganik azot kaynaklarini kullanabilme yetenegindeki
bakterilerdir. Streptomyces’ler, 6li ve ciriyen organik maddelerin ayristirilmasinda, hiicre
disia hidrolitik enzimler salgilayarak seliiloz, kitin veya nisasta gibi karmasik polimerleri

parcalarlar ve karbon dongustinde rol oynarlar (Kutzner, 1986: 2040).

Streptomyces’ler olusturduklari pigmentlerle substrat ve hava miselyumlaria renk
verirler ve ¢ogu tiir renkli ¢6ziinebilir pigment olusturur (Korn-Wendish ve Kutzner, 1992:
923). Boylece petri kaplar1 tizerinde Streptomyces kolonileri mikromantar ve Aktinobakteri
disindaki diger bakterilerden kolayca ayirt edilebilirler (Goodfellow ve Simpson, 1987: 99).
Mezofilik, psikrofilik ve termofilik Streptomyces’ler mevcuttur. Streptomyces’ler gogunlukla
mezofiliktir ve 10-37 °C sicaklik araliginda gelisim gosterirler (James ve Edwards, 1989: 227;
Deeble vd., 2005: 172), ancak (g tur; S. thermonitrificans, S. thermovulgaris ve S. thermoflavus
termofiliktir ve 40-80 °C sicaklik araliginda gelisim gosterirler (Srivibool vd., 2010: 303).

Streptomyces’ler 6nemli bir biyoteknolojik grup olduklarindan dolayr ¢ok g¢esitli
kimyasal yapilara ait bilesikler iiretirler. Tibbi ve tarimsal antibiyotiklerin tigte ikisini,
antitimor ajanlari, antifungalleri, apoptozis indiikleyicileri ve inhibitdrlerini ve biyolojik
aktiviteye sahip cok sayida bilesik iiretirler (Worrall ve Vijgenboom, 2010: 743).

Streptomyces’e 6nem verilme nedenleri arasinda yiiksek metabolit tiretim hizi ve

biyotransformasyon siirecleri, lingoseliiloz ve kitin indirgeme yetenegi, organik maddelerin

biyolojik dongiilerinde etkili olmalar1 yer almaktadir (Bentley vd., 2002: 141).



Aktinobakteriler, Ozellikle de Streptomycetes cinsi, sekonder metabolit Uretebilen
yuksek organizmalardir ve antibiyotik iireticisi olarak funguslardan sonra ikinci sirada yer
almaktadirlar. Aktinobakteriler iizerine yapilmis ¢alismalarin ¢ogu antibiyotik kesfi ve tiretimi
Uzerine olsa da bircok deneysel ¢calismada Aktinobakterilerin amilaz, seliilaz, kitinaz gibi birgok
hiicre dis1 enzimleri de tirettikleri belirlenmistir (Suriya vd., 2016: 69). Bunlarin yani sira cins
tiyeleri faydali biyoaktif bilesiklerin Uretilmesiyle de bilinmektedir (Kekuda vd., 2014: 116).
Bugiline kadar belirlenen dogal antibiyotiklerin (kloramfenikol, sipemisin, grisemisin ve
neomisin gibi) %75’ inden fazlas1 ve farmasotik uygulamalara sahip ¢ok ¢esitli yapisal olarak

farkli bilesikler Streptomyces’ten izole edilmistir (Sathya vd., 2016: 1).

Streptomyces’ler, hem tip hem de tarim alanlarinda 6nemli uygulamalar1 olan tim
biyoaktif ikincil metabolitlerin Gretimi icin en cok tercih edilen bakteri grubudur (Watve vd.,
2001: 386). Tur Uyeleri antifungal, antibakteriyel, antiviral, antikanser ajanlar, insektisitler,
herbisitler, antiparazitik ajanlar, bagisiklik bastiricilar, antioksidanlar ve enzim inhibitorleri

dahil olmak Uzere sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in kullanilmaktadirlar (Bérdy, 2012: 4).

Streptomyces’ler kompost, hayvan yemleri ve samanda bulunabilmektedir. Kompostun
olusumundaki 1sisal islemlerin erken safhalarinda mezofilik tiirler yer alirken, ilerleyen siirecte
yerini Streptomyces albus ve Streptomyces griseus gibi termotolerant tiirlere birakmaktadir
(Goodfellow ve Simpson, 1987: 100). Komposttan izole edilen termofilik tiirlerin sayis1 103-
10° cfu/g arasinda degismektedir. Bu tiirler, genelde Streptomyces thermovulgaris,
Streptomyces megasporus, Streptomyces macrosporus ve Streptomyces thermolineatus gruplari
oldugu belirlenmistir (Goodfellow vd., 1987: 3135). Tarim alaninda, Streptomyces tiirleri, farkli
bitki patojeni mantarlara kars1 biyokontrol rolleri igin arastirilmaktadir (Law vd., 2017: 3). EK
olarak, Streptomyces bitkiler ve bakteriler arasindaki nitrojen sabitleyici simbiyotik iligkiyi
inhibe edebildigi veya destekleyebildigi belirlenmistir (Tokala vd., 2002: 2161).

Literatiir 6zeti olarak verilen galigmalar incelendiginde Streptomyces tlr tyelerinin
ozellikle tip alaninda kullanildiklar1 anlagilmistir. Yapilmig ¢aligmalar tiir {iyelerinin tarimin

pek ¢ok alaninda da etkin bir sekilde kullanilabileceklerini géstermistir.

Tarimsal uygulamalarda 6zellikle bitki gelisiminin tesvik edilmesi, patojen tiirlere kars1
biyokontrol 6zellikleri ile 6n plana ¢ikan Streptomyces turleri ile ilgili kompostlama tzerine
yapilmis ¢alismalarda belirlenmistir. Sunulan tez calismasinda literatiirde yer alan mevcut
bilgilere katki saglanmasi hedeflenmis, bu dogrultuda ¢alisma kompost alaninda uygulamaya

yonelik yapilandirilmastir.



2.4. Mikroorganizmalara Uygulanan Enzim Testleri

Enzimler endiistrinin her alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yenilenen metotlar,
biyokimyasal enzim liretim anlayisinin yayginlasmasi ve buna bagl olarak fermentasyon
siireclerindeki gelismeler endiistriyel enzim miktarinda artis1 saglamistir. Endiistriyel enzim
pazart yilda yaklasik %10 oraninda biiylimektedir. Endiistriyel enzimlerin neredeyse %75’ 1
hidrolitik enzimlerden olusur (Li vd., 2012: 1; Saha vd., 2009: 282). Gida, yem, tekstil, atik
isleme ve biyokiitleden alkol iiretimi gibi bir¢ok alanda mikrobiyal enzimler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Enzim tretimi giiniimiizde de devam eden, slrekli gelisim gosteren bir
srectir ve yapilmis ¢alismalardan elde edilen sonuglarin ticarilestirilmesi 30 yildan uzun bir
stredir devam etmektedir. Mikroorganizmalar yasamlarini siirdiirebilmek igin ¢evresel sartlara
adaptasyonlarin1 saglayan cesitli enzimlere sahiptirler (Tatar, 2007: 5; Coskun, 2010: 1).
Endiistriyel alanda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir.
Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere
gore yiiksek katalitik aktivite gostermeleri, istenmeyen yan liriin olusturmamalari, daha stabil
ve ucuz olmalar1 ve fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Horikoshi, 1999: 737). Ayrica
mikroorganizmalar hizli ¢ogalmalari, gelisme kosullarinin kontroliiniin kolay olmasi ve
uretimlerinin mevsimlere bagli olmamasi gibi nedenlerden dolay1 ticari enzimlerin Gretiminde
tercih edilen oOnemli kaynaklardir (Temiz, 1999: 90). Mikrobiyal enzimler 0zel
mikroorganizmalar tarafindan iretilirler ve mikroorganizmalar segilirken enzim iiretme
yeteneklerinin diginda toksik ve patojen olmamalar1 da g6z 6niinde bulundurulur. Diinyada bol
miktarda bulunan cok cesitli endiistri atiklari, mikroorganizmalar tarafindan substrat olarak
kullanilabilir. Boylelikle birgok atik maddenin degerlendirilmesi veya yok edilmesi de miimkiin
olmaktadir. Kontrol edilebilen sartlarda fermentasyon reaktorii iginde siirekli kiiltiir

iiretilebildiginden, iiretimleri cevre ve iklim sartlarindan etkilenmez (Ozdemir, 2004: 10).

Aktinobakteriler endiistriyel dlcekte iiretilen bir dizi enzimin dogal iireticileridir ve pek
cok calismaya konu olmuslardir. Aktinobakteriler icerisinde termofil tiirlerden elde edilen

termostabil enzimler biyoteknolojik uygulamalar icin oldukca elveriglidir.

Termostabil enzimlerin daha ¢ok tercih edilme sebepleri arasinda yiiksek sicakliklarda
reaksiyonlar1 daha hizli yerine getirmek, substrat miktarini azaltip ¢ozliniirliigli arttirmak ve
yuksek sicakliklarda aktivite gosterebildikleri i¢in mikrobiyal kontaminasyonlar1 azaltmasi
bulunmaktadir (De Azeredo vd., 2004: 642). Endiistriyel agidan 6nemli birgok kimyasal proses,
yiiksek sicaklik ve basing gibi sert kosullarda gerceklestiginden, bunlara alternatif yontemler

icin ekstrem kosullara dayanikli enzimlere gerek duyulmaktadir (Chibata, 1980: 5).
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Yiiksek sicakliklarda biyoteknolojik islemleri gergeklestirmek pek c¢ok fayda
saglamaktadir. Sicakligin arttirilmasi, organik bilesiklerin ¢ozliniirliiglinii ve biyolojik olarak
kullanilabilme ag¢isindan bazi 6nemli etkilere sahiptir. Sicakligin artmasi viskozitenin
diismesini ve organik bilesiklerin diflizyon katsayisinin artmasini da saglamaktadir. Sonug

olarak kii¢iik alanlarda reaksiyon yiiksek hizlarda gergeklesmektedir (Giil-Gulven, 2007: 21).

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda Termofilik Aktinobakterilerin kompost karigiminda
kullanimlar1  hedeflenmistir. Bu dogrultuda mikroorganizmalarin 06ncelikle kompost
karisimlarinda biliyiilk 6neme sahip seliillaz, nisasta ve ksilan bilesiklerini degrade edip
etmedikleri belirlenmistir. Bu nedenle literatiir arastirmasinda enzim testleri ile ilgili bilgi s6zi
edilen bilesiklerin degredasyonunda rol alan amilazlar, seliilazlar ve ksilanazlar ile

sinirlandirilmastir.

Amilazlarin tarihi 1811 yilinda Kirchhoff tarafindan nisasta parcalayici enzimlerin
bulunmasi ile baglamaktadir. Amilazlar nisastay1 par¢alama yeteneklerine gore, endoamilazlar
ve ekzoamilazlar olmak tizere ikiye ayrilmaktadirlar. Endoamilazlar nisasta molekiiliiniin i¢
kismini rastgele noktalardan pargalarken, ekzoamilazlar ise nisasta molekiiliinii indirgen
olmayan ucundan parcalarlar (Gupta vd., 2003: 1599). Amilazlar hayvanlar ve bitkiler
tarafindan da sentezlenebilmektedir ancak uygun kosullarda kisa siirede elde edilmesi ve
biyoteknolojik agidan 6nemli olmasindan dolay1 mikroorganizmalardan eldesi daha avantajhidir
(Wiseman, 1987: 288; Beilen ve Li 2002: 339). Amilolitik enzimler, bakteri ve mantarlarda
oldukca yaygindir. Bakteriyel amilazlar asidofilik, alkalifilik ve termoasidofilik bakterilerde
bulunmustur. Termoasidofilik ve alkalifilik bakterilerden elde edilen enzimler ekstrem pH ve
sicaklik kosullarinda kullanima uygundur (Haki ve Rakshit, 2003: 17).

Biiylime ortamimin pH degeri, enzim salgilanmasi ve organizmanin morfolojik
degisimini etkileyen 6nemli fizyolojik faktorler arasindadir. Organizmanin gelismesinde
degisiklik gosteren pH, ortamdaki Griin stabilitesini etkilemektedir (Sivaramakrishnan vd.,
2006: 175).

Cesitli mikroorganizmalar tarafindan {iretilen ve birgcok durumda ekstraseliiler
salgilanan amilazlar oldukga farkli 6zelliklere sahiptirler. Aktinobakteria sinifinin bazi iiyeleri
de nisastay1 pargalayabilme yeteneklerinden dolayr gida endiistrisi, fermantasyon, kagit
endustrisi ve tekstil gibi alanlarda buyik 6neme sahip olan amilaz enzimini Uretmektedir
(Pandey vd., 2000: 140).
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Termostabil mikroorganizmalardan elde edilen termofilik amilazlar da bu alanda
oldukga o6nemli bir yere sahiptir (Kurakake vd., 1997: 58; Tanriseven vd., 2002: 408).
Termostabil amilazlar (genellikle a-amilaz), termofiller ve ekstrem termofillerden elde edilen
enzimlerin endiistriyel olarak c¢ok yiiksek potansiyelinin olmasi nedeniyle arastirilmaktadir
(Sunna vd., 1997: 2). Bakteriyel a-amilaz kullanimindaki artistan dolayr endiistriyel
kullanimina daha uygun karakteristiklerdeki enzim iiretimi ve daha yiiksek tiretim saglayan
suslarin elde edilmesi 6nem kazanmistir (Demirkan vd., 2005: 2629). Mikrobiyal kaynakli
amilazlar; maliyet verimliligi, iiretimin kisa siirmesi, modifikasyon ve optimizasyon siresinin
kisa olmasi, lretim i¢in gereken alanin az olmasi gibi avantajlardan dolay1 tercih

edilmektedirler (Arikan vd., 2003: 1398).

Nisasta sivilastirma, sekerlesme, mayalama ile iiretilen ¢esitli gida iirlinleri, damitmaya
dayali endiistriyel triinler, kagit, sanayi, tekstil Urunleri, deterjan endustrisi gibi alanlarda
kullanimin artmasi a-amilaz enziminin tiretimine daha ¢ok dnem verilmesine neden olmustur
(Gupta vd., 2003: 1609). Ayrica medikal ve klinik kimya analizleri ile biyoteknoloji
uygulamalarinda ve elektrolit, izolator ve yari-iletken kapasitorli biyosensorlerde de amilaz
enzimi kullanilmaktadir (Menzel vd., 1998: 177; Giri vd., 1990: 17416).

Seliillaz enzimleri, glikoz birimleri arasindaki glikozidik baglart pargalayabilen
hidrolazlar olarak da adlandirilmaktadir (Lynd vd., 2002: 511). Substrat ve hidroliz trunlerinin
bulundugu yere gore seliilaz enzimleri, ekzoglukanaz, endoglukanaz ve B-glukozidaz olarak
smiflandirilmaktadir (Saddler vd., 1986: 86). B (1-4) endoglukanazlar E.C. 3.2.1.4 ile temsil
edilmektedir. Seliilazlar amorf seliiloz kisminin i¢ glikozid baglarini rastgele pargalayarak,
diisiik polimerizasyon derecesi ve ¢Oziiniir oligosakkaritler ile polisakkaritleri serbest
birakmaktadir (Kumar vd., 2009: 808).

Ekzoglukanazlarin en énemli enzimlerinden olan sellobiyohidrolazlar (E.C. 3.2.1.74)
ve glukanohidrolazlar (E.C. 3.2.1.91) olarak seltloz zincirinin indirgeyici ve indirgeyici
olmayan kisimlarindan parg¢alamaktadir. (Labes vd., 2008: 1919). B-glukosidazlar seliilaz
kompleksinden B (1-4) baglarim1 hidrolize eden P (1-4) glukozidaz1 (E.C. 3.2.1.21)
icermektedir. Bu enzim ayni1 zamanda son {irlinde glikoz tarafindan da inhibe edilebilmektedir

(Nidetzk ve Claessens, 1994: 961).

Canli sistemlerde seliillaz enzimi, tiirlerin cogunda yaygin olarak sentezlenmektedir.
Bunlar arasinda bakteri, mantar ve Aktinobakteri enzimlerin en iyi Ureticileri olarak kabul

edilmektedir. Ayrica bitkiler ve hayvanlarda selulaz enzimi Gretmektedirler.
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Aragtirmalar, nematodlar, yumusakcalar ve eklembacaklilar da dahil olmak iizere bazi
organizmalarin da endojen seliilazlar tiretebildigini belirlemistir (Gupta, 2016: 148). Bakteriler
tarafindan seliilozun pargalanmasi iki yolla olur. ilkinde, mikroorganizma, bitki hiicre duvarini
parcalamak icin sinerjik olarak ¢alisan bir dizi serbest enzim iiretir. ikincisinde, hidroliz
enzimleri, enzimatik kompleksler halinde baglanarak substrata etki etmeye baslarlar. Aerobik
bakteriler ve mantarlar, seliiloza zay1f bir sekilde etki ederler. Anaerobik bakteriler polisakkarit
yapisina baglanan ‘seliilozom’ adi verilen, enzimatik kompleksleri, seliilozu daha etkili bir

sekilde pargalamak i¢in tiretmektedir (Lynd vd., 2002: 509).

Mikrobiyal seliilazlar, yaygin endiistriyel uygulamalari nedeniyle odak biyokatalizorleri
haline gelmiglerdir. Seliilozik materyaller iizerinde biiyliyen, mikrobiyal seliilazlarin kaynagi
olarak kullanilan ¢ok ¢esitli mikroorganizmalar (¢esitli mantar, bakteri ve Aktinobakteri tirleri)
vardir. Bu mikroorganizmalar aerobik, anaerobik, mezofilik veya termofilik olabilirler (Kuhad
vd., 2011: 2). Seltilomonas ve Streptomyces, seliilozik aerobik bakterilerin sik goriilen iki
cinsidir. Genel olarak, bakteriyel selllazlar, mantar kaynakli seliilazlardan daha
termostabillerdir. Ayrica, bakteriler kisa siirede ve daha ekonomik karbon ve azot kaynaklari
kullanarak kolayca c¢ok yiiksek hiicre yogunluklarina gelebilirler ve yiliksek miktarda enzim

salgilama yetenegine sahiptirler (Li vd., 2008: 198).

Seliilozik mikroorganizmalar biyosferde yaygin olarak bulunup, c¢esitli cevresel
kaynaklardan kolaylikla izole edilebilmektedirler. Humus agisindan zengin toprak, su, deniz,
okyanus, kaplicalar ve bitki artiklarindan potansiyel lignoseliilozik mikroorganizmalar izole
edilmis ve tanimlanmistir (Gupta, 2016: 149). Isiya dayanikli seliilazlar, termal kosullar altinda
yuksek aktiviteye sahiptirler. Bu nedenle, bu enzimler endistriyel uygulamalar igin énemlidir
(Herbert, 1992: 396). termostabil selilazlarin uygulamalardaki 6neminden dolayi, yiiksek
termostabiliteye sahip yeni seliilazlar1 kesfetmek i¢in cesitli ¢alismalar siirdiiriilmektedir
(Annamalai vd., 2012: 305; Zhao vd., 2012: 559). Bircok sellolitik termofilik bakteri izole
edilmis, ¢ok sayida seliiloz-degrade edici enzim belirlenmis ve karakterize edilip, klonlanmis

ve ekspresyonu saglanmistir (Bergquist vd., 1999: 103).

Seliilaz enzimi iiretimi; karbon kaynagi, azot kaynagi, seliiloz kalitesi, substratin nem
icerigi ve konsantrasyonu, karistirma hizi, inokulum boyutu ve yasi, inkiibasyon siiresi,
sicaklik, pH gibi cesitli faktorlerden etkilenmekte ve bu faktorlerin iiretilen seliilaz aktivitesi

tizerindeki etkileri kullanilan mikroorganizmalara gore degismektedir (Otajevwo, 2011: 148).
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Karboksimetil seliiloz ve laktoz, selilaz enzim dretimi veriminde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Yapilan aragtirmalarda ticari karbon kaynaklar1 arasinda karboksimetil
sellilozun en dogru karbon kaynagi oldugu belirlenmistir (Muthuvelayudham ve Viruthagiri,
2010: 99). Karbon kaynag1 enzim {iretim maliyetini belirleyen en 6nemli faktordiir. Bu ylizden
karbon kaynagi olarak lignoseliilozik atiklarin kullanilmasi selillaz enzim maliyetinin
diistiriilmesi i¢in 6nemlidir (Rashid vd., 2009: 809). Enzim iiretimi farkli organik ve inorganik
azot kaynaklarmin derisiminden 6nemli Olgiide etkilenmektedir ve yapilan g¢alismalarda
amonyum siilfatin en uygun azot kaynagi oldugu gézlenmistir (Padmavathi vd., 2012: 1161).
Enzim iiretimini etkileyen parametrelerden olan nem miktarmin % 40-50 arasinda olmasi
seliilaz iiretimi i¢in ideal bir degerdir. Inokulum boyutunun %10 ve inokulum yasimin 20 saat
oldugu durumlarda enzim aktivitesi optimum degerlerine ulagsmaktadir (Igbal vd., 2010: 29,
Nagar vd., 2010: 74). Daha yiiksek miktarda asilama boyutu nem igerigini artirip enzimin diisiik
aktiviteye sahip olmasina neden olmaktadir. Hidrolitik enzimlerin tiretimi mikroorganizmalarin
gelisim evresiyle paralel bir sekilde ilerlemektedir. Inkiibasyon siiresi enzimlerin optimum
kosullarda {iiretiminde en 6nemli faktorlerden birisidir. Seliilaz enzimi iretimi sirasinda
ortalama 5 glinde maksimum seviyeye ulasmaktadir (Muthuvelayudham ve Viruthagiri, 2010:
100). Sicaklik, mikroorganizmlarin gelisim hizin1 ve miktarini etkileyen ana faktorlerden
birisidir. Sicakligin artmasi ile enzim aktivitesinin artisinda 6nemli bir degisim meydana
gelmektedir (Thomas ve Ambikapathy, 2011: 141). Sicaklik, pH, oksijen seviyesi, besin ve
tirtinlerin derisimleri gibi ¢evresel faktorler mikrobiyal gelisimi ve {iriin olusumunu 6nemli bir

sekilde etkilemektedirler (Zoppas vd., 2013: 2376).

Seliilazlar uzun yillardir ticari olarak kullanilmaktadir ve hem endiistriyel hem de
akademik aragtirmalarda yogun ilgi gérmektedir (Kuhad vd., 2011: 1). Seltlozik materyallerin
enzimatik hidrolizi iizerine gerceklestirilen biyoteknolojik islemlere ilgi giiniimiizde oldukga
artmistir. Diinya endiistriyel enzim talebinin %8’ini olusturan seliilazlar ve yenilenemeyen
kaynaklarin gittikce azalmasi; seliillozu gida, enerji, yakit ve diger triinler i¢cin temel materyal

haline getirmistir (Krishna vd., 2000: 468).

Seliilazlarin ana uygulama alanlar1 gida, hayvan yemi tiretimi, tekstil, biyo yakit, kimya,
kagit ve kagit hamuru endiistrisi, atiklarin giderimi, tibbi ve farmasétik endiistrisi, protoplast
tiretimi, genetik miihendisligi ve kirlilik giderimidir (Bhat ve Bhat, 1997: 604). Selilaz,
seliilozik biyokiitlenin ve yemlerin besin degerini ve sindirilebilirligini artirmaktadir. Seliilaz

zirai ve endustriyel atiklarin enzimatik sakkarifikasyonu sonucu olusmaktadir (Niehaus vd.,
1999: 714).
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Seliilaz enzimi uygulayarak kagit sanayisinde buyuk Olcude enerji tasarrufu
saglanmaktadir. Seliilazlar ayn1 zamanda kagittan boya uzaklastirmak i¢inde kullanilmaktadir
(Tomme vd., 1988: 8). Tekstil endiistrisinde seliilozik dokularin biyolojik olarak parlatilmasi
icin selllazlar kullanilmaktadir (Csiszar vd., 2001: 1065). Seliilazlar gida endiistrisinde
hemiseliilaz ve pektinazlarla birlikte meyve sularinin ve yagli tohumlarin ekstraksiyonunda da
kullanilmaktadirlar. Ayrica meyve sularmin filtrasyonunda ve berraklagtirilmasinda rol
oynayan seliilazlar, rengi ve nektarin ektraksiyon etkinligini artirip, meyvelerden pigmentlerin
daha iyi sekilde ekstre olmasina olanak saglamaktadirlar (Zoppas vd., 2013: 2385). Selilaz
enzimleri, seliilozik materyallerin glikoz ve diger fermante edilebilir sekerlere gevrimi ile
etanol gibi cesitli fermantasyon iiriinlerinin ya da tek hiicre proteinlerinin iiretilmesi amaciyla
degredasyonunda kullanilmaktadirlar (Sukumaran vd., 2005: 837). Diinyamizdaki karbon
dongiisti, mikroorganizmalar sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Karbon doénglsunde rol alan
mikrobiyal seliilaz, dongiiye katki saglayan anaerobik pargalama, bitki atiklarinin ¢liriimesi ve
kompost iiretimi gibi yaygin olarak kullanilan proseslerin ayrilmaz bir bileseni olarak

kullanilmaktadir (Waldron vd., 2010: 395).

Ksilanaz enzimleri, ksilandaki B-1,4-D-ksilozidik baglarin1 zincirin i¢ kisimlarindan
hidrolizle kiran glikosidazlardir (o-glikozid hidrolazlar; E.C. 3.2.1). Bunlar, hucre
metabolizmasi i¢in karbon kaynaginin saglanmasinda ve bitki patojenlerince bitki hiicresinin
enfeksiyonunda gerekli olan ve dogada yaygin bir enzim grubudur (Collins vd., 2005: 4).
Ksilanin kompleks yapisindan kaynakli molekiiliin tamamen hidrolizi i¢in farkli enzimlere
ihtiyag duyulmaktadir. Ksilan1 hidroliz eden enzimlerin tamamina ksilanolitik enzim adi
verilmektedir.  Ksilanolitik  enzimlerde Endo-1,4-B-ksilanaz, p-D-Ksilosidaz, a-L-
Arabinofuranosidaz, a-D-Glukuronidaz, Asetil ksilan esteraz ve Fenolik asit esteraz yer
almaktadir ( Cobos vd., 2003: 812, Collins vd., 2005: 4, Polizeli vd., 2005: 577). Ksilan
igeriginin hidrolizi genis bir grup mikrobiyal enzimin is birligi ile saglanabilmektedir (Amerah
vd., 2017: 814). Endoksilanazlar, ksilan iskeletindeki i¢ glikozit baglarin1 hidrolize ederken,
ekzoksilanazlar  ise  endoksilanazlarin  aktivitesi ~ sonucunda  meydana  gelen

ksilooligosakkaritleri hidroliz ederler (Wong vd., 1988: 305).

Yapilan c¢alismalarda mikrobiyal ksilanazlarin ( 1,4-p-D-ksilan ksilanohidrolaz, E.C.
3.2.1.8) yiiksek spesifiklikleri, reaksiyon kosullari, substrat kayiplari ve yan tirtinleri nedeni ile
ksilan hidrolizi igin tercih edilen katalizorler olduklart belirtilmistir (Kulkarni vd., 1999: 412).
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Ksilanaz enzimlerinin 6zellikle bakteriler, mantarlar (Gilbert ve Hazlewod, 1993: 189;
Sunna ve Antranikian, 1997: 39), ve mayalardan (Hrmova vd., 1984: 371) elde edildigi, ayrica
Actinomycetes (Ball ve McCarthy, 1989: 441; Beg vd., 2000: 398) gruplarinin da enzim
tretiminde rol aldigi belirtilmistir. Ksilanaz ireticisi bakteriler arasinda Bacillus,
Cellulomonas, Micrococcus, Staphylococcus, Paenibacillus, Arthrobacter, Microbacterium,
Pseudoxanthomonas ve Rhodothermus cinsleri 6nemli yer tutumaktadir. Actinomycetes’ ler
arasinda Streptomyces, Actinomadura, Nonomuraea’larda ksilanaz ireticisi olarak
bilinmektedir (Chakdar vd., 2016: 3).

Ksilanazlar bakterilerde, funguslarda, bitkilerde ve mayalarda bulunmaktadir. Ksilanaz
uretici mikroorganizmalar hem prokaryotik hem de okaryatik olabilmektedir. Ksilanazlar
ayrica marina alglerinde, protozoalarda, kabuklu hayvanlarda, boceklerde, salyangozlarda ve

toprak bitkilerinin tohumlarinda da bulunabilmektedir (Sunna ve Antranikian, 1997: 40).

Termostabil, soguk adaptasyonu veya alkali kararlilikta ksilanazlar ¢ogu bakteri
gruplarinda karakterize edilmistir (Motta vd., 2013: 251; Chakdar vd., 2016: 3). Bakteriler
arasinda, Bacillus’lar potansiyel ksilanaz ireticisi olarak belirlenmistir. 60-70 °C’ye kadar
yiiksek sicakliklarda aktif termostabil ksilanazlar, Bacillus spp., Stenotrophomonas maltophila,
Rhodothermus marinus, Thermotoga spp., Clostridium thermocellum ve Streptomyces sp.’den
rapor edilmistir. Streptomyces sp., Actinomadura sp., ve Saccharopolyspora patunthaniensis
organizmalar1 65-90 °C arasinda aktivite gosteren ksilanazlar tiretmektedir. (Chakdar vd., 2016,
2).

Aktinobakteri grubuna ait Thermomononaspora alba tarafindan iretilen termofilik
ksilanazlar da bulunmaktadir (Blanco vd., 1997: 2008). Ksilanazlar tek zincirli
glikoproteinlerdir. Genel olarak molekiiler agirliklar1 6-80 kDa olup 40 ve 60 °C sicakliklarda;
pH 4.5-6.5 arasinda aktivite gosteren enzimlerdir (Butt vd., 2008: 22). Mikrobiyal kaynakli

ksilanazlar asidik veya notral pH’larda optimum aktivite gosterirler.

Yapilan caligmalarda ksilanaz cesitliliginde, molekiil agirliklar1 ve pH degerleri
arasinda bir iligki oldugu belirlenmistir. Bu caligmalar sonucunda kii¢iik molekiil agirlikl
ksilanazlarin bazik, biiyiikk molekiil agirliklilarin ise asidik oldugu belirlenmistir (Wong vd.,
1988: 313). Bakteri kaynakli ksilanazlar genellikle pH 5-9 arasinda, biiyiik bir alanda etkin
olmasina ragmen ¢ogu notral pH’larda da optimum aktiviteye sahiptirler (Beg vd., 2001: 335).
Sicaklik degerlerinin optimum 34 ve 75 °C araliginda degisebildigi ancak 75-90 °C sicakliklar

arasinda aktivite gosteren ksilanazlarin bulundugu da bilinmektedir.

16



Ksilanaz aktivitelerinin, diisiik amonyum siilfat derisimlerinde bile sicaklikla artig
gosterdigi bilinmektedir. Fungal ksilanazlar genelde bakteriyel ksilanazlara gore daha diisiik

sicaklik direncine sahiptirler (Abdulla vd., 2017: 154).

Ksilan yan dallarinin 6zellikleri ve substrat polimer uzunlugu gibi 6zelliklere bagli
olarak farkli ksilanazlar farkli ksilanlara farkli afinite gostermektedir (Liab vd., 2000: 89). Bazi
mikroorganizmalar ¢ok sayida farkli ksilanaz iiretirken, bazilarinda ksilanaz ¢esitliligi azdir.
Cok sayida farkli hidroliz enzimi iireten mikroorganizmalarin olusumuna sebep oldugu mono
ve disakkaritler genelde ¢evredeki mikroorganizmalarca alinir (Shallom ve Shoham, 2003:
221). Mikroorganizmalar farkli 6zellikte ksilanazlar tiretebilir. Georis ve ark. Streptomyces sp.
strain  S38’den kraft kagit hamuru beyazlatma yetenegine sahip ii¢ farkli ksilanaz
belirlemislerdir (Georis vd., 1999: 184). Ozellikle mikroorganizmalardan elde edilen
ksilanolitik enzimler, birgok endstriyel islemlerde biyoteknolojik islevlerinden dolay1 biiyiik
bir ilgi odagi olmustur. Ksilanazlar, seliilaz ve pektinazlarla birlikte diinya enzim
pazarinin %20’sini olusturmaktadirlar (Polizeli vd., 2005: 577). Uretim teknolojilerinde yer
alan bakteriyel ksilanazlar gesitli uygulamalar i¢in patentlenmistir ve diinya c¢apinda ticari
uygulama i¢in pazarlanmaktadir (Chakdar vd., 2016: 3). Ksilanaz enzimlerinin biyoteknolojik
ve endiistriyel kullanim alanlar1 temel olarak kagit ve kagit hamuru endiistrisi, hayvan besleme
(yem endiistrisi), gida endiistrisi ve digerleri olarak 4 gruba ayrilmaktadir (Collins vd., 2005:
5). Ksilanazlarin ekonomik agidan yiiksek bircok faydali {iriiniin istenilen seviyede iiretimi i¢in
onemli bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Tek hiicre proteini, enzimler, siv1 veya gaz
yakitlarin tiretimi, ¢oziiciiler ve seker suruplarinin iiretimi 6ne ¢ikan uygulamalar arasindadir
(Beg vd., 2000: 335). Glintimiizde gevremizi endiistriyel atiklardan korumak ve uzaklastirmak
icin kagit ve kagit hamuru endistrisinde mikrobiyal enzimlerin uygulanmasi 6nem kazanmustir.
Kagit endiistrisinde ksilanazlar, agartma disinda farkli safliktaki seliiloz hamurlarimin ve kagit

urinlerinin Uretiminde de kullanilabilmektedirler.

Kagit endiistrisinde etkili enzim kullanimin1 arttirmak i¢in, etkili ksilanaz lireten suslar
ve teknolojileri uygun bir sekilde bir araya getirerek, hem gevresel hem de ekonomik olarak
avantaj saglayacak yontemlerin gelistirilmesi gerektigi vurgulanmistir (Kulkarni vd., 1999:
421). Ksilanazlarin kullanimi1 sadece kagit ve kagit hamuru endiistrisi ile sinirli olmayip ayni
zamanda lignoseliillozik materyallerin doniigiimii, tarimsal atiklarin fermentatif {irtinlere
parcalanmasi, meyve sularinin berraklastirilmasi, hayvan gidalarinin sindiriminin artirilmasi

alanlarinda 6zel bir 6neme sahiptir (Viikari vd., 1986: 68; Beg vd., 2001: 326).
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Bu uygulamalarin yani sira, bugday ve arpa nisastalarindan glutenin ayrilmasinda,
tarimsal drlinlerin ve hububatlarin besin degerini arttirmada (Beg vd., 2001: 326),
antimikrobiyal ajanlar ve antioksidantlar olarak kullanimda farmakolojik olarak aktif
polisakkaritlerin tretiminde (Collins vd., 2005: 16), strfaktantlar olarak kullanmak tzere alkil
glikozidlerin retiminde (Beg vd., 2001: 327; Collins vd., 2005: 10), ksilanaz enzimlerinden
yararlanilmaktadir. Ayrica ksilanaz yemlerde dogal olarak bulunan ve besinsel degeri olmayan
bazi faktorleri parcalanmasinda goérev almaktadir. Bu 6zelligi ile besi hayvanlarinda daha ¢ok
agirlik artis1 saglamak ve yemden daha iyi yararlanarak hayvanin performansini, protein,
nisasta ve minerallerin kullanilabilir olmayan kaynaklardan elde edilebilirliklerini arttirmak
gibi amaglarla hayvan beslemede ticari enzim preparatlar1 kullanilmaktadir. Ksilanazlar bu
amagla en ¢ok kullanilan enzimler arasindadir. Ksilanazlar bitki hucrelerinden protoplast
tiretimi i¢in hiicre duvarinin yumusatilmasinda da kullanilir (Wong vd., 1988: 313). Ksilanaz,
seliilazlar ve lakkazlar gibi diger hidrolitik enzimlerle birlikte, lignoseliilozlu biyokiitleden
etanol gibi biyoyakitlarin tiretilmesi i¢in kullanilabilir. Bakteriler, termostabil ksilanazlarin
zengin bir kaynagidir ve lignoseliiloz hidrolizi i¢in tercih edilirler. Bakteri ksilanazlarinin
termostabilitesi, lignoselillozun fermente edilebilir {iriinlerin dekonstriiksiyonu sirasinda
gerekli olan sert isleme kosullari i¢in onlar1 uygun hale getirir. Enzimatik sakkarifikasyon
sirasinda ksilanaz takviyesi, yiiksek biyoetanol iiretiminde indirgen sekerlerin varligini arttirir

(Chakdar vd., 2016: 11).
2.5. Kompostlagsma ve Etki Eden Parametreler

Hizla artan insan niifusu, degisim gosteren ekonomik kosullar ve gelisen teknoloji,
cevresel dongii siirecini olumsuz yonde etkilemekte ve ciddi bir ¢evre tahribatina neden
olmaktadir. Cevre kirliliginde 6nemli bir paya sahip olan kati atiklar bir problem haline

gelmistir.

Son yillarda sanayinin gelisimine bagli olarak endiistriyel atik miktarinda artis ve artan
niifusa bagl olarak da kat1 atik miktarinda 6nemli oranda artislar ortaya ¢ikmistir. Endiistriyel,
evsel ve tarimsal kokenli bu atiklarin giderimi veya degerlendirilmesi glinlimiiz toplumlari i¢in
bir zorunluluk haline gelmistir (Uygun, 2012: 95). Sozii edilen kati atik miktarlarinin
azaltilmasinda kullanilan ve bir giderim yerine geri kazanim yontemi olarak bilinen
kompostlama islemi, sonug iiriiniin giibre veya toprak diizenleyici olarak kullanimina olanak
saglamaktadir. Bu nedenle kompostlama 6zellikle tarimda yeniden kullanilmasi bakimindan

onemli bir geri donilisiim yontemi olarak kabul edilmektedir.
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Tarimsal tiiretim atiklarinin kompostlastirilmas: ve yeniden tarimda kullanilmasi
topragin, kimyasal, fiziksel ve biyolojik ozellikleri {izerinde 6nemli rol oynamaktadir.
Kompostlama sonunda elde edilen organik igerik agir, killi biinyeye sahip olan topraklarin
fiziksel 6zelliklerini diizeltir ve topragin havalanmasini saglar (Aggelides ve Londra, 2000:

255).

Avrupa Birligi tarafindan ¢ikarilan Arazi Doldurma Yonergesi uyarinca her iilkeden
gomerek bertaraf ettigi biyobozunur atik miktarinda azaltmaya gidilmesi ve kati atiklarin
alternatif yontemlerle giderilmesi talep edilmistir. Kompostlama biyobozunur atiklarin gémme
ile bertaraf edilmesi disinda en siklikla kullanilan alternatif yontemlerden biridir. Yukarida
belirtildigi lizere yontem ile elde edilen nihai iiriin yeniden kullanilabilmektedir. Bu nedenle
bertaraf yontemi olmaktan ziyade bir geri kazanim yontemi olan kompostlama &zellikle
yonergenin devreye girmesinden itibaren yayginlasmistir (Lleo vd., 2013: 70). Ulkemizde
tarimsal atiklarin degerlendirilmesi ¢ok farkli sekillerde olabilmektedir. Kompostlama,
biriktirme, yakma, biyogaz vb. yontemlerle atiklar bertaraf edilirken bunlar icerisinde
kompostlama ve biyogaz yontemleri geri kazanim sagladiklari i¢in en avantajli yontemlerdir
(Kdilct, 2002: 6). Kompostlama, kat1 atiklarin islenmesi, organik maddelerin biyolojik olarak
parcalanmasit ve son kompost iirlinlinlin hazirlanmas1 ve pazarlanmasi asamalarindan
olusmaktadir (Tchobanoglous, vd., 1993: 471). Baska bir deyisle kompostlama, ayrisabilir
organik maddelerin mikroorganizmalarin aktiviteleri sonucu biyokimyasal yolla oksijenli
kosullarda par¢alanmaya tabi tutularak, patojen mikroorganizma igermeyen, bol miktarda bitki
besin elementleri ihtiva eden, organik madde bakimindan zengin, su tutma kapasitesi yiiksek,
saglik yoniinden zararsiz organik humusun ortaya ¢ikmasidir. Kompostlama sirasinda organik
atik icindeki mikroorganizmalar organik maddeyi ayristirip daha kiigiik boyutlu organik son

tirtinlere dontistiirlirler ve reaksiyon sirasinda karbondioksit, su, 1s1l enerji agiga cikar ve

humuslagma baglar (Camec1 Cetin vd., 2004: 1319).

Kompost, topragin organik madde icerigini, killi topraklarin su gegirgenligini ve kumlu
topraklarin su tutma kapasitesini arttirir. Ayrica bitki kok biiylimesini tegvik eder. Su ve hava
icin gerekli hacmi olusturur. Humus, topragin organik madde ihtiyacini azaltir. Azotun
tutulmasin1 saglayarak yeralti suyuna karigmasini Onler. Toprak yapisini iyilestirir ve su

gecirgenligini arttirir (Avcioglu vd., 2011: 387).
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Kompost, besin maddesi igeriginden dolay: ticari giibre kullanimini azaltabilir, ayrica
sizintty1 azaltabildigi i¢in daha fazla besin maddesinin bitkiler tarafindan alinmasia olanak
saglar. Kompost kullanimina bagli olarak ticari giibre kullaniminin azaltilmasi, kompost icerigi,
kullanilan miktar, toprak, iklim kosullar1 ve ekilen mahsule gore ayarlanabilir (Gardner, 1998:
160). Kompost agir metal ve zararli organik bilesikler igermez bundan dolay1 ¢evre agisindan
risk tasimaz ve toprak verimliligini de olumlu yonde etkilemektedir. Kompost diger atik
degerlendirme yontemlerine gore diisiik maliyetli bir yontemdir. Kompostlama ayni1 zamanda
polisiklik aromatik hidrokarbon iceren atiklarin, pestisitlerin ve petrolle kirlenmis topraklarin
biyoremidasyonunda da kullanilmaktadir (Crawford vd., 1993: 3899, Michel vd., 1995: 2568,
Beaudin vd., 1996: 38).

Kompostlamada kat1 i¢erigin organik olmasi yeterlidir ve ¢ok ¢esitli organik kaynaklar
kullanilabilmektedir. Organik kaynaklar arasinda meyve, sebze, yumurta, findik, pamuk, yiin
ve deri atiklari, ¢igek ve bitki kalintilar1, gida atiklari, hayvan giibreleri, kagit ve diger evsel

atiklar 6nemli yer tutmaktadir (Diaz vd., 2003: 233; Neklyudov vd., 2006: 342).
Kompostlama islemi sirasinda:

. Biyolojik olarak parcalanabilen organik maddeler toprak Ozelliklerini
tyilestirmek tizere kullanilir.

o Organik icerikli atiklarda bulunan patojenler, bocek yumurtalari, yabanci ot ve
istenmeyen bitki tohumlar1 agiga ¢ikan 1s1 ile elimine edilir.

o Organik kokenli agiga ¢ikan atigin hacmi azaltilir.

o Bitki tarafindan kullanilabilir azot, fosfor ve potasyum elde edilir (Tosun, 2003:

1; Tchobanoglous vd., 1993: 473).

Kompostlamada, biyolojik oksidasyonla sicaklik sadece termofilik
mikroorganizmalarin yasayabilecegi ve patojenik organizmalarla yabani otlarin tohumlarini
oldiirecek diizeye yiikseltilir. Bundan dolay1 kompost sicakliginin bir siire termofilik seviyede
tutulmasi gerekir.

Bu islemden sonra mikrobiyal faaliyetlerle organik atiklardan kompost olusturulur
(Tmmaz, 2002: 43). Kompostlama sirasinda mikroorganizmalarin metabolizmalar1 sonucunda
aciga c¢ikan 1s1, islem sirasinda meydana gelen 1s1 kaybindan fazla ise sicaklik ytikselir, sicakliga

duyarli mikroorganizmalar 6liir ve sicakliga direngli mikroorganizmalar ¢ogalir.
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[k asamada mezofilik bakterilerle beraber Aktinobakteri, maya ve mantarlar; yaglari,
proteinleri ve karbonhidratlar1 ayristirirlar. Sicaklik 40-45 °C’ye ulastiginda bakteri ve
mantarlar ile beslenen protozoalar gelismeye baslar. Bu asamada kompostlagsmay1 baslatan
organizmalarin biiyiik bir kismi1 6liir ve bunlarin yerini 70 °C’ ye kadar dayanabilen ve 1s1 iireten
termofilik bakteriler alir. Termofilik bakteriler kendileri i¢in yeterli besini tiikettiklerinde 1s1
tiretmeyi durdururlar ve kompost sogumaya baslar. Soguyan kompost igerisinde materyale son
Ozelliklerini  veren, olu bakteriler ve geriye kalan besinle beslenen, mantar ve
Aktinobakterilerden olusan yeni bir grup mikroorganizma ¢ogalir. Kompostlasmanin {ig evresi;

mezofilik, termofilik ve olgunlagsma evreleri olarak adlandirilir (Kiilci, 2007: 5).

Kompostlamada rol alan mikroorganizmalarin temel gruplarint Aktinobakterileri de
icine alan bakteri popilasyonu ve Fungi alemi olusturur. Kompostlama islemine katilan
mikroorganizmalar arasinda bakteriler 15-60 °C, mantarlar 20-30 °C, Aktinobakteriler 30-
40 °C ve protozoalar 40 °C’de yer almaktadir. Aktinobakteriler kompostta seliiloz, hemiseliiloz,
lignin ve kitin gibi organik maddelerin pargalanmasi sonucu topraktaki humus olusumuna
katkida bulunurlar (Steger vd., 2007: 617). Nem ve amonifikasyon nedeniyle notralden alkaliye
dogru degisen ¢evre, Aktinobakterilerin hizli ve yogun sekilde tiremeleri i¢in ideal bir ortamdir
(McCarthy ve Williams, 1990: 536). Aktinobakteriler kompostta ¢ok yogun bir sekilde iireme
gosterirler ve kompost yiginlarinin yiizeyinde ‘yanma’ olayr gerceklesir. Kompostta az
miktarlarda Saccharopolyspora ve Pseudonocardia tyeleri bulunsa da, olgunlagsmis kompost
yiginlarinda bulunan Aktinobakterilerin genelinin Streptomyces ve Thermomonospora nin

termofilik suslar1 oldugu belirlenmistir (Williams, 1983: 1745).

21



Karbon, Kimyasal

Isa
enerji, Protein, Azot
igeren organik madde Su co,
Azot ve diger besin
maddelerini iceren
mineraller
Karbon, Kimyasal
Su KOMPOST enerji, Protein, Azot,
VIGINI Humuslu organik
madde, mineraller, su,
Mikroorganizmalar mikroorganizmalar
Ham maddeler I Bitmis kompost

0,

Sekil 2.1. Kompostlama Islemi (Rynk, 1992: 6)

Kompostlama, aerobik veya anaerobik olmak iizere baslica iki kosulda
gerceklestirilebilir. Bu proseslerdeki komposta doniigiim oranlari ortalama % 42 ve % 33 olarak
belirlenmistir (Oztiirk, 2001: 375). Aerobik kompostlama, organik maddelerin serbest oksijenin
mevcut oldugu ortamlarda ayristirilmasi yontemidir. Islem sonunda CO2, H20 ve 1s1 olusur.
Anaerobik kompostlama ise organik maddelerin serbest oksijenin bulunmadigi ortamlarda
biyolojik olarak ayristirilmasi yontemidir ve olusan metabolik son iiriinler; CHs, CO2 ve

organik asitlerden olusur (Haug, 1993: 456).

Anaerobik kompostlamada ayristirilan organik madde agirlig1 basina az enerji olugmast,
olusan ara lriinler sebebiyle koku probleminin ortaya ¢ikmasi, yontemin tamamlanmasi i¢in
gereken silirenin ¢cok uzun olmasi ve istenen sicaklik degerlerine ulasilamamasindan dolay1
kompostlama sistemlerinin ¢ogu aerobiktir (Tanugur, 2009: 3). Aerobik kompostlama, oksijenli
ortamda yapilan ayrisma islemidir. Kompostlama uygun organik maddeler bir araya
getirildiginde baslar. Ham maddeler karistirilir ve islem i¢in ortama yeterli miktarda hava

verilir. Mikroorganizmalar oksijeni hizli bir sekilde harcarlar.
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Ortamdaki oksijen azaldikca aerobik bozunma yavaslar ve eger yeteri miktarda oksijen
olmazsa islem durur. Ortama oksijen vermek icin havalandirmanin stirekliliginin saglanmasi
sarttir (Oztiirk ve Bildik, 2005: 8). Aerobik kompostlama, madde ayrismasin1 hizlandirir ve
patojenlerin yok edilmesini saglar ve istenmeyen kokular1 en aza indirir (Bayer, 2008: 11).
Yiiksek kaliteli kompost {iretiminin en hizli yolu olan aerobik kompostlama, organik atiklari
stabilize eder ve kullanilabilir hale getirir. Katma degeri yliksek kompost iirlintine doniistiirmek

icin kabul goren bir yontemdir (Liang vd., 2003: 132).

Mikroorganizmalar
.
S > .
= Organik madde = Oksijen
HIZLI Karbonhidratlar
Sekerler AYRISMA
Proteinler URUNLERI
Yaglar s | Karbondioksit
Hemaseliiloz Su
Lignin
YAVAS Mineral Madde — Sicakhilk
§
KOMPOST

Sekil 2.2. Aerobik Kompostlama Islemi (Bayer, 2008: 13)

Anaerobik kompostlama, organik maddelerin oksijensiz ortamda biyolojik olarak
ayrismasidir. Anaerobik ayrismanin metabolik son iriinleri metan, karbondioksit ve diisiik
molekiil agirlikli organik asitler ve ara triinlerdir. Aerobik kompostlamada son {iriin i¢erisinde
humus bulunurken anaerobik kompostlamada humus yerine ¢amur bulunmaktadir. Literatiir
verisi anaerobik kompostlamada, yas agirlik bazinda reaktdre alinan organik kati atigin
yaklasik %12’ lik kismmnin % 55-60 oraninda CHs igeren biyogaza doniistiigiinii ortaya
koymustur (Oztiirk, 1999, 55). Aerobik kompostlamada hedef, hacim azalmas: iken anaerobik
kompostlamada ise enerji Gretimidir. Kompost sistemlerinin tasariminda genellikle iiretim
maliyetlerinin diisiiriilmesi rol oynamaktadir. Bu kapsamda ¢aligmalar genellikle kompost
karisiminda kullanilacak malzemelerin biyolojik, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi bir baska deyisle optimizasyonu iizerine yogunlagmaktadir (Keener vd., 2005:
288). Kompostlamaya etki eden pek c¢ok parametre bulunmaktadir. Bunlar arasinda en
Onemlileri tane boyutu, C/N orani, mikrobiyal flora, nem, sicaklik, pH, havalandirma (oksijen),

zararli maddeler, karistirma ve sUredir.
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Tane Boyutu: Mikrobiyal aktivite organik maddelerin yiizeyinde olustugundan partikiil
biiylikliigiiniin  kiicliltiilmesi, ylizey alanindaki artisa bagli olarak Oncelikle mikrobiyal
aktiviteyi tesvik etmektedir. Ylizey alanindaki artis ayni zamanda organik maddenin
parcalanmasinda da hizlandiric1 etki gosterir. Tane boyutundaki optimizasyon ihtiyaci temel
olarak partikiil biiyiikliigliniin ayarlanma zorunlulugundan kaynaklanmaktadir. Partikiillerin
cok kiiclik ve yogun olmasi y18in igerisindeki hava akimini engelleyerek mikroorganizmalarin
ihtiyact olan O2’nin azalmasina neden olmakta bu durum mikrobiyal aktivitenin azalmasi ile
sonu¢lanmaktadir. Partikiil biiyiikliigli ayn1 zamanda mikroorganizmanin karbon ve azot
kullamimimida etkilemektedir (Bayer, 2008: 27). Kompostlama prosesinde tercih edilen en
biiyiik parca biiyiikliigii 5 cm’den diisiik olmalidir (Tchobanoglous, vd., 1993: 474). Partikal
biiytlikliigiine bagli olarak karsilagilan sorunlarda kullanilan yaygin ¢oziimler arasinda hacim
diizenleyici materyallerin kullanilmasi da bulunmaktadir. En yaygin kullanilan hacim
diizenleyici materyaller aga¢ kabuklari, talag, odun yongasi, par¢alanmis lastik ve samandir

(Finstein ve Morris, 1975: 141).

C/N oram: Kompostlama i¢in en Onemli faktérden biri C/N oramdir.
Mikroorganizmalar yiiksek yapili bitkiler gibi besin maddesi olarak karbon, azot, kikdrt, fosfor,
kalsiyum, magnezyum, potasyum maddelerinden faydalanirlar ve bunlarin derisimleri
kompostun besin degerini etkilemektedir. Azot hari¢ diger biitiin elementler evsel atiklarda
yeteri kadar bulundugundan kompostlamanin devami i¢in C/N orani biiylik Onem tasimaktadir
(Varank, 2006: 26). Mikroorganizmalar karbonu enerji ve biiylime i¢in kullanirken, azotu
protein olusturmak i¢in kullanirlar. Karbon, mikroorganizmalar tarafindan hiicre olusumu ve
bliylimesi i¢in kullanilmaktadir. Mikrobiyal metabolik faaliyetler sirasinda CO2 olusur ve
atmosfere salir. Bir bagka deyisle CO2 salinim1 mikrobiyal aktivitenin devam ettiginin bir
gostergesidir. Kompostlama i¢in kullanilan hammaddenin ugucu kat1 madde igerigi ile CO2
salinimi dogru orantilidir. Artan ugucu kati madde miktar1 daha fazla CO2 salinmasina neden
olacaktir. Ucucu kat1 madde miktari kompost malzemesinin igerdigi toplam karbon miktarin
temsil etmektedir. Materyalin igerdigi azot miktari, atigin tiiriine gore degismektedir (Epstein,
2011: 17; Oztirk vd., 2015: 252). Yiiksek C/N oram kompost islemini yavaslatirken, diisiik
C/N orani ise amonyak saliniminin meydana gelmesine yol agmaktadir. Kompostlama islemi

icin uygun C/N orani 20-40 arasinda degismektedir (Epstein, 2011: 17).
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Mikrobiyal flora: Kompostlama isleminde rol oynayan mikroorganizmalar; funguslar,
Aktinobakteriler ve bakterilerdir. Kompost, mikroorganizmalarin olusturdugu aerobik bir
stirecin Uriinudur. Kompost olusumunda mikroorganizmalar organik maddeyi karbon kaynagi
olarak kullanirlar. Mikroorganizmalarin gelisim ve aktiviteleri sonucu sicaklik, CO2, H.O ve
humus olusur (Epstein, 1997: 352). Kompostlama sirasinda mikroorganizmalar tarafindan
salgilanan enzimler bazi kompleks yapiya sahip organik bilesiklerin basit suda eriyebilir
bilesikler haline gelmesini saglarlar (Benitez vd., 1999: 297). Kompost icerdigi yararl
mikroorganizmalar, besinler ve organik madde nedeniyle toprak kalitesini artirir. Organik
substratlarin ayrigmasini baglatan mezofilik mikroorganizmalar protein, seker ve nisasta
substratlarin1 okside ederler. Mezofilik bakteri ve funguslar, sicaklik yaklasik 40 °C’ye
ulastiginda yerini termofil bakteriler alir. En yliksek sicakliklara ulasilan termofilik asamada

termofilik funguslar ve Aktinobakteriler ayrismay: siirdiiriirler (Zibilske, 1998: 487).

Kompostlamanin baglangicinda, mezofilik bakteri ve mantarlar, monosakkaritler,
nisasta ve lipitler gibi organik maddenin ¢6ziiniir ve kolayca pargalanabilen kisimlarini1 degrade
ederler. Bakteriler organik asitler iiretir, bu sirada pH 5-5.5'e diiser. Is1, ekzotermik bozunma
reaksiyonlarindan agiga c¢iktik¢a, sicaklik kendiliginden yiikselmeye baslar. Proteinlerin
bozulmasi, amonyak salinimina neden olur ve pH hizla 8-9'a ylikselir. Bu asama birkag saatten
birkac gune kadar surebilmektedir. Kompost, sicaklik 40 °C'ye ulastiginda termofilik faza girer
ve mezofilik bakterilerin yerini termofilik bakteri ve mantarlar alir ve atigin bozunma
orani artar. Sicaklik 55-60 °C'yi asarsa, mikrobiyal aktivite ve gesitlilik 6nemli miktarda
azalir. Isitmadan sonra, pH notr bir seviyede stabilize olur. Termofilik evre birka¢ gunden
birkac aya kadar devam edebilir. Kolayca parcalanabilen karbon kaynaklar: tiketildikten sonra
kompost sogumaya basglar. Soguduktan sonra kompost stabildir. Mezofilik bakteri ve mantarlar
yeniden ortaya ¢ikar ve bunu olgunlasma asamasi izler. Bununla birlikte, tiirlerin ¢ogu ilk
mezofilik fazda gorev alan mikroorganizma tlrlerinden farklidir. Aktinobakteriler genellikle
bu asamada yogun bir sekilde biiyiir. Bunun yanisira kompost karisimmda genellikle bazi
protistler ve genis bir makroorganizma grubu bulunur. Biyolojik siirecler yavas ilerler, bu
sirada aktiviteye bagl olarak kompostun nem igerigi ve olgunlugu artis gosterir. Fazlarin siiresi,
organik maddenin bilesimine ve oksijen tiiketimi ile belirlenebilen prosesin verimliligine

baghidir. (Tuomela, 2002, 10).
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Nem: Nem orani kompostta mikroorganizmalarin faaliyetleri agisindan oldukca 6nemli
bir parametredir. Yiiksek nem igerigi bakterilerin aktivitelerini arttirir ve kompostlamanin daha
hizli olusmasimi saglar. Biyokimyasal bozunmay1 saglayan mikroorganizmalar, besinlerini
ancak suda ¢ozlinmiislerse alabilirler. Bu nedenle ortamda su bulunmasi gereklidir. Nem igerigi
kompostlama prosesi boyunca % 40-60 arasinda tutulmalidir (Meenembal vd., 2003: 442). Nem
icerigi % 30'un altinda ise, ayrisma orani hizla azalmaktadir ve %70’in iistiinde ise mikrobiyal
aktivitenin yavaglamasi ile koku olusmasina ve siiziintii suyuna besin maddesi bulagsmasina
neden olmaktadir. Kompostlamanin nihai basarisi, ilk hammaddelerin nem igerigine
baghdir. Arastirmalara  gdre, aerobik  kompostlamanin  optimum nem  igerigi
araligi %50-%70'tir (Bernal vd., 2009: 5445). Kompost materyallerinin farkli fiziksel ve
kimyasal oOzellikleri ve kompostlama reaksiyon sistemi nedeniyle, farkli kompostlama
sistemleri arasinda optimum nem igeriginde de farkliliklar vardir (Gajaakshmi ve Abbasi, 2008:
314). Lei ve ark. (Lei vd., 2011: 55), su igerigi % 65 oldugunda, inek giibresinin kompostlama
isleminde en yararli oldugunu, buna karsilik domuz giibresi kompostlamasi igin énerilen nem

igeriginin % 66 oldugunu bildirmistir.

pH: pH degisikligi kompostlama siirecini etkileyebilir; bu nedenle, pH'in etkili kontrolii,
kompostlama icin ¢cok oOnemlidir. Genel olarak, 7.5 ile 8.5 arasindaki bir pH degeri,
kompostlama igin en uygun olanidir (Bernal vd., 2009: 5446). Bununla birlikte ¢aligmalarin
cogu, farkli tiirde organik (biyokdmiir) ve inorganik (kireg, zeolit, kaolin, bentonit ve kdmdiriin)
katki maddeleri ile pH degerinin 6,7 ile 9,0 arasinda dénemli Olclide optimize edilebildigini
ortaya koymustur. Mikroorganizmalarin yasadig1 belli bir pH araligi mevcuttur. Genel olarak
bakterilerin optimum pH araliginin 6-8 arasinda iken mantarlar asidik ortamu tercih ederler.
Baslangic degeri ne olursa olsun kompostlagsma siiresi sonunda pH 7.8-8.0 arasinda stabil hale
gelir (Graves ve Hattemer, 2000: 9). Kompostun ilk asamasinda CO2 ve organik asitlerin
olugsmasiyla pH degeri yaklasik 5-6 seviyesine diiserken, sonraki asamalarda 8.0-8.5 seviyesine
kadar ulasabilir. Bu durum, CO2 eliminasyonundan oldugu kadar proteinlerin ayrigmasindan da
ileri gelmektedir (Sharma vd., 1997: 457). Amonyak gazi bigiminde ortamdan ayrilan azotun
kaybin1 en aza indirmek i¢in pH degeri, 8,5’in iistiine ¢tkmamalidir (Tchobanoglous vd., 2002:
457).

Sicaklik: Kompostlamada mikrobiyal aktiviteyi etkileyen énemli faktorlerden biridir
(Avnimelech vd., 2004: 114). Kompostlama siirecindeki kat1 atiklarda gozlenen sicaklik artist,

solunum metabolizmasiyla ilgili olan ekzotermik reaksiyonlar ile meydana gelmektedir.
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Oksijenli kompostlama sirasinda ii¢ sicaklik evresi gdzlenir; bunlar mezofilik,
termofilik ve soguma evresi olarak bilinmektedir. Kompostta yiiklemesi yapilan substratin
ortamda bulunan mikroorganizmalar tarafindan biyokimyasal olarak doniistiirtilmesi sliresince
ortaya ¢ikan 1s1, ortam sicaklifinin artis1 olarak kendini gdsterir. Kompost sicakligi karigim
hazirlandiktan sonra baglangic fazi olarak da bilinen mezofilik (25-40 °C) kosullardan
termofilik (35-65 °C) kosullara ulagir. Kompostlama isleminde kaliteli bir Grlin elde etmek igin
sicaklik 55-70 °C arasinda tutulmalidir. 55 °C’nin altinda kompostta insan, hayvan ve bitki
saglig1 i¢in tehdit olusturan patojenlerin yok edilmesi i¢in daha uzun bir siire¢ gerekmektedir.
70 °C uzerinde ise kompostta bu sicakliga adapte olabilen birkag tiir kalacak ve kompostun
verimi diisecektir. Siire¢ ilerledik¢e tiiketilebilir besin kaynaklari mikroorganizmalarca
metabolize edilip kullanildigr i¢in kompostun sicakligi diismekte ve c¢evre sicakligina
yaklagsmaktadir. Sicaklik, kompostlama kalitesini yansitan en dnemli gostergedir ve degisimi
kompostlama agsamasimi ve tamamlanma durumunu yansitabilmektedir (Bian vd., 2017:
582). Termofilik faz sirasinda daha yiiksek bir sicaklik, kompost materyallerinin daha yiiksek
mikrobiyal bozunmasi ile iliskilidir (Onwosi vd., 2017: 143). Sonug olarak, termofilik faz ne
kadar erken meydana gelirse, organik madde o kadar erken bozulur ve nemlenir (Awasthi vd.,
2014: 215). Sicakliklardaki bu diisiis kompostlama isleminin tamamlandiginin, olgun ve stabil
irtiniin olustugunun gostergesidir (Diaz vd., 2007; Epstein, 2011: 45). Sicaklik dagilimi,
kompost yiginmin nem igerigi, havalandirma hizi, atmosfer kosullari ve C/N oranindan

etkilenmektedir (Avnimelech vd., 2004: 115).

Oksijen(havalandirma): Aerobik kompostlama i¢in mikrobiyal aktivite oksijen varligi
ile miimkiindiir. Kompostlama oksijenin tiiketildigi ve karbondioksidin iiretildigi bir
oksidasyon islemidir. Dolayisiyla kompostlama stiresince bu iki gazin izlenmesi, kompostlama
aktivitesinde guvenilir bir gosterge temin edebilir (Stoffella ve Kahn, 2001: 78). Biyolojik
parcalanma i¢in oksijen ihtiyacinin saglanmasi, ortamdan fazla nemin uzaklastirilmasi ve
prosesteki sicakligin kontrol edilmesi amaciyla havalandirma uygulanir (Meenembal vd.,
2003: 442). Kompostlama siireci acrobik sartlar altinda ger¢eklesen bir islem oldugundan siireg
boyunca oksijene ihtiya¢c duyulmakta ve bu nedenle havalandirma yapilmaktadir. Malzemenin
bosluklu olmas1 oksijenin mikroorganizmalar tarafindan erigilebilir olmas1 agisindan dnemlidir.
Bosluk miktar1 hammaddeye, nem oranina ve partikiil boyutuna gore degismektedir. Agac
parcalari, talas ve bahge atiklar1 gibi dogal malzemeler veya kaucuk parcalar1 gibi yapay

malzemeler hacim malzemeleri olarak kullanilmaktadir.
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Oksijenin sinirlayici faktér olmamasi i¢in islem boyunca ortamdaki oksijen miktar1 %10
tizerinde tutulmalidir. Oksijenin %5’in altina diismesi durumunda ise metan gibi anaerobik
metabolizma iiriinii olan gazlarin olusumu gézlenir (Epstein, 2011: 354). Havalandirma yetersiz
olursa kompostta oksijen miktar1 azalmakta ve ortamdaki mikroorganizmalar oksijensiz
solunum yapmaya baslamaktadir. Yeterli miktarda oksijen bulunmazsa ortam anaerobik olur.
Anaerobik bozulmada farkli mikroorganizma yapist ve farkli biyokimyasal reaksiyonlar
goriiliir. Ayrica anaerobik islem aerobik islemden daha yavastir ve verimi daha azdir.
Anaerobik islemlerde metan (CHa), karbondioksit, organik asitler, hidrojen silfur (H2S) olusur.
Bu bilesiklerin birgogu, ¢ok agir koku yaydigindan kontrol edilmesi gerekir. Anaerobik
kosullarda, olusan kotii kokunun giderilmesi ve kompost lirtiniiniin daha kisa siirede elde
edilebilmesi icin aerobik kosullarin korunmasi gerekir (Oztiirk ve Bildik, 2005: 10).
Havalandirma orant fazla olur ise kompost yigini i1smnamamakta ve kompostlama

yapilamamaktadir (Rasapoor vd., 2008: 572).

Karistirma: Besinlerin ve mikroorganizmalarin daha diizenli ve homojen dagilimin
saglamak i¢in kompostlama siireci boyunca karigtirma islemi uygulanmaktadir (Stelmachowski
vd., 2003: 252). Organik atiklar1 karistirma, nem igerigini optimum seviyeye yiikseltmek veya
indirmek icin 6nemlidir. Kompostlama siireci boyunca organik materyalin “dondiirme” olarak
adlandirilan bir islemle karistirilmasi aerobik aktivitenin korunmasinda biiyiik 6nem tasir. %
50-60 maksimum nem ve 15 giinliik bir kompostlama siiresine sahip olan bir organik atik i¢in,
ilk dondiirme 3. giinde 6nerilmektedir. Sonrasinda 3’er giinliik periyotlar halinde ve toplamda
4-5 kez cevirme kosuluyla organik materyalin homojen karisiminin saglanmasi gereklidir
(Tchobanoglous vd., 1993: 459).

Sure: Ham maddenin komposta doniismesi i¢in gereken siirenin uzunlugu; kullanilan
madde, sicaklik, nem ve havalandirma siklig1 gibi bir¢ok parametreye baglidir. Uygun nem
icerigi, C/N orani ve sik¢a havalandirma miimkiin olan en kisa kompostlama siiresini saglar.
Yetersiz nem, yiksek C/N orani, diisiik sicaklik, yetersiz havalandirma, biiyiik partikiiller ve
ortamda yiiksek miktarda dayanikli maddenin (odun kokenli maddeler) olmasi kompostlama
islemini yavaglatan etkenlerdir. Gereken kompostlama siiresi, kompostun kullanim amacina

gore degisebilmektedir (Bayer, 2008: 31).

Zararli Maddeler: Bazi organik maddeler kompost ve mikroorganizmalar igin zararl
maddeler tasiyabilir. Mangan, bakir, ¢inko, nikel, krom ve kursun gibi agir metaller bunlar

arasinda yer almaktadir. Kompostta agir metal arttikca sicaklik diiser.
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Sicaklik diistigleri sirasinda mikroorganizmalarin metabolik faaliyetlerinin yavasladigi
ve bazi mikroorganizmalarin 6ldiikleri belirlenmistir. Mikroorganizma dliimleri agir metallerin
yuksek sicakliktaki toksik etkilerine baglidir. Mikrobiyal faaliyetin azalmasi veya tamamen

durmasina bagl olarak ani sicaklik diisiisleri goriilebilmektedir (Halistiirk vd., 2006: 17).

Kompostun yararlari: Kompost topragin organik madde igerigini, killi topraklarin
gecirgenligini ve kumlu topraklarin su tutma kapasitesini arttirir. Ayrica bitki kok biiylimesini
tesvik ederek, su ve hava i¢in gerekli hacimi olusturur. Humus, topragin organik madde
ihtiyacimi azaltir ve yer alti suyuna karigsmasini Onler. Azotun tutulmasini saglar. Humus
acisindan zengin topraklar; yetistirilen bitkilerin daha saglikli, hastaliklara ve zararlilara karsi
daha dayanikli olmasina olanak saglamaktadir ve bdylece ilagla miicadele ihtiyacini da
azaltmaktadir (Uygun ve Dursun, 2012: 98). Kompost erozyon kontroliinde, maden ¢ikarilmig
alanlarin, eski kum/gakil ocaklarinin ve yanmis orman alanlarinin iyilestirilmesinde, golf
sahalar1, peyzaj calismalari, ¢im sahalari, parklar ve oyun alanlarinin yapiminda ve yol
kenarlarinda kullanilir. Ayrica kompostun bitki gelisimine olumlu etkisi nedeniyle tarla, bahge
uygulamalari, seracilik, meyvecilik, fidanlik ve ¢igekgilikte de yaygin olarak kullanilmaktadir.
Koku yok etmede filtre malzemesi olarak ve diizenli depolamada son 6rtii malzemesi olarak
kullanim alanlar1 bulunmaktadir (Varank, 2006: 33).

Spor olusturan bakterilerin kompostlagmaya etkisi Rainisalo ve ark. tarafindan real time
PCR analizi ile incelenmistir. Kompostlagma sirasinda evrelerden alinan numuneler
incelendiginde Streptomycetes spp. tiim evrelerde belirlenmistir. Sonucglar kompost son
tirtiniinde sicakligin 6nemli olmadigini ortaya koymustur (Rainisalo vd., 2011: 7981). Agaricus
brasilienses cinsi yenilebilir bir mantar tiretimi i¢in hazirlanan kompostta iiretim igin seker
pancar1 kiispesi kullanilmistir. 2 giin araliklarla karigtirilan ve 14 giin siiresince takip edilen
sistemler 55-65 °C sicakliga ulagmistir. Kompost numunelerinden yapilan izolasyon sonucunda
mikrobiyal floray: bilyiik oranda Bacillus familyasina ait mikroorganizmalarin kontrol ettigi
anlagilmistir. Bu familyadan sonra en fazla goriilen grup Streptomyces spp. agirlikli olmak
Uzere Aktinobakteri grubudur (Silva vd., 2009: 593).

Belediye organik atiklarinin kompostlanmasiyla agiga ¢ikan fosfolipid yag
asitlerinin derigsimi olgunlagma parametresi olarak Steger ve ark. tarafindan yapilan bir
caligmada izlenmistir. Sonuglar olgunlasma evresinde tek aktif grup iceren yag asitlerinin
varhigin1 ortaya koymustur. Mikrobiyal floranin da incelendigi g¢alismada Aktinobakteri

popiilasyonunun toplamin %50’sini olusturdugu belirlenmistir (Steger vd., 2007: 618).

29



Literatiir verisi incelendiginde kompost karisimlarinda her sicaklikta tireme potansiyeli
olan ve bagh oldugu filumda baskin olan Streptomyces spp.’nin kompost hizlandirict olarak

onemli bir potansiyele sahib oldugu anlasilmaktadir.
2.6. Prokaryotik Taksonomi

Sistematik, organizmalarin 6zelliklerini ve cesitliliklerini, organizmalar arasindaki
farkliliklar1 ve iliskilerini ortaya koyan siniflandirma, isimlendirme, identifikasyon, genetik
mekanizma analizi, filogeni ve evrimsel slrecleri kapsayan bir bilim dalidir (Goodfellow ve
O’Donnell, 1993: 20). Bir baska deyisle sistematik; biyocesitliligin ve organizmalarin
birbirleriyle arasindaki etkilesim olarak da ifade edilebilmektedir. Yapilan c¢alismalar
sistematigin, taksonomi, ekoloji, biyokimya, patoloji, genetik ve molekiiler biyoloji
bilimlerinden faydalandigini belirtmislerdir (Kdmpfer ve Glaeser, 2013: 130). Prokaryot
taksonimi de kullanilan molekiiler tekniklerin kesfinden once, siniflandirmada organizmanin
fenotipik ozellikleri kullanilmaktaydi. Fenotipik ozelllikler bakteri genomunun g¢ok kiigiik
kismin1 ifade etmektedirler ve ¢evre sartlarindan etkilenmektedirler. Bundan dolayi, fenotipik
yontemler bakterilerin filogenetik akrabaliklarinin ortaya ¢ikarilmasinda yeterli degildir (Sow
vd., 2005: 410). Teknolojik gelismelerden sonra, sistematik ¢alismalarda genotipik yontemlerin
kullanilmaya baglanmasiyla smiflandirmanin daha kesin ve dogru olarak yapilabilmesi
saglanmistir. Cevresel degisimlerden etkilenmeyen ve evrimsel olarak yayilim gosteren
genomik bilgiyi kullanan genotipik yontemler, sistematik ¢alismalarinin temelini
olusturmaktadir (Vandamme vd., 1996: 412). Genomik bilgi elde etme yontemleri cogunlukla
DNA/RNA molekiillerine yoneliktir. Kemotaksonomide kullanilan hiicre bilesenlerinin aksine
RNA miktari, kromozomal DNA miktar1 ve kompozisyonu organizmalarin gelisme
kosullarindan ve gevresel degismelerden etkilenmez. Ayrica, niikleik asitler canlilar arasinda
evrensel olarak dagilmistir ve genis oranda standart olarak kullanilabilecek 6zellige sahiptirler

(Coenye vd., 2005: 149).

Prokaryot siniflandirmasi gilinlimiizde polifazik taksonomi adi verilen fenotipik,
kemotaksonomik ve genotipik bilginin kombinasyonuna dayanmaktadir (Schleifer, 2009: 534).
Taksonomi caligmalarinda uygulanan fenotipik yontemler; morfoloji, antijenik 6zellikler,
biiylime aralig1, metabolik iiretim, patogenez ve mikroorganizmanin ekolojisidir. Aktinobakteri
cinslerinin siniflandirilmasinda ge¢mis yillarda morfolojik 6zelliklerinden yararlanilmistir.
Bununla birlikte glinlimiizde farkli taksonlarin tanimlanmasinda morfolojik 6zellikler temel

kriter olmakla birlikte, farkliliklar1 tanimlamak igin yeterli belirleyici unsur olarak kabul

edilmemektedirler (Barka vd, 2016: 5).
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Niimerik taksonomi, kullanilan testlerin sayisini artirarak, suslar ve tiirler arasindaki
fenetik benzerlik katsayilarini hesaplayarak fenotipik tanimlamayi gelistirmistir (Sneath ve
Sokal, 1973: 266). Niimerik taksonominin amaci, taksonomik birimleri morfolojik, besinsel,
biyokimyasal, degredasyon ve fizyolojik 6zellikler gibi ¢ok sayida fenotipik veriyi kullanarak

homojen gruplara dagitmaktir.

Kemotaksonomi, prokaryotlarin ¢esitli hiicresel Dbilesiklerinin arastirilmasina
dayanmaktadir. Kemotaksonomi analizlerinde kullanilan yapisal bilesikler yag asitleri, polar
lipitler, solunum kinonlar, dis zar pigmentleri, sitoplazmik poliaminler, peptidoglikan, teikoik
asitler, mikolik asitler ve lipopolisakkaritlerdir (Daniels vd., 2007: 473).

Genotipik karakterizasyonda ise DNA-DNA hibridizasyonu, DNA’nin G+C igerigi ve
16S rRNA gen dizi analizi kullanilmaktadir (Stackebrandt ve Ebers, 2006: 152; Tindall vd.,
2010: 251). Aktinobakteri Uyelerinin baslangigta morfolojik, kimyasal ve fizyolojik 6zelliklere
dayanan smiflandirilmasi. ginimuizde 16S rRNA geni nukleotit dizileme analizlerinerine

dayanmaktadir (Sentausa ve Fournier, 2013: 792).
2.7. 16S rRNA Gen Bolgesi

Molekiiler teknikler, tiirlerin iliskilerinin anlasilmasinda ve tanimlanmasinda niimerik
ve kemotaksonomik tekniklerle birlikte kullanilan ¢alismalardir (Hassan ve Wellington, 2009).
16S rRNA yaklasimi mikrobiyal taksonomide genis ¢apta kullanilan standart tekniklerden
biridir (Woese, 1987: 253). 16S rRNA geni RNA’nin alt birimi olup 1540 niikleotidden olusur.
16S rRNA gen bolgesi molekiiler tiir teshisi calismalarinda, filogenetik iliskinin
belirlenmesinde ve bakteriyel tanimlama calismalarinda kullanilmaktadir. Bu bolgeler tiir i¢in
spesifiktir ve c¢ok sayida korunmus bdlge igerdiginden tiirlerin tanimlanmasinda
kullanilmaktadir (Brown-Elliott vd., 2006: 260). Metagenomik analiz ¢aligmalarinda 16S
rRNA geni yaygin bir hedef olarak kullanilmaktadir. 16S rRNA geninin biitiin bakterilerde
bulunmasi, fonksiyonel olarak korunmus olmasi, uygun biiyiikliikkte olmas1 (~1550 bg), ¢ok
degisken bolgeler icermesi sayesinde PCR primerlerinin olusturulabilmesi ve degisken
bolgelerin tir analizinde belirleyici olmasi, bu genin dizilerinin mevcut veri tabanlarinda
ulagilabilir ve kiyaslanabilir olmas1 metagenomik ¢aligmalarda tercih edilme sebebidir (Turan
vd., 2018: 24; Neelakanta ve Sultana, 2013: 39). 16S rRNA geni yiuksek derecede korunumlu
nlkleotit dizilerinden olusur ve bazi1 degisken niikleotit bolgeleride bulunmaktadir. 16S rRNA
bulunan degisken bolgeler cins ya da tiire 6zgii olabilmektedir (Jenkins vd., 2012: 483).
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16S rRNA genleri, farkli bakteriler arasinda 6nemli sekans farkliliklart gosteren dokuz
degisken bolge icerirler ve icerdigi degisken bolgelerin sekanslari diagnostik caligmalar ve
diger bilimsel caligmalar i¢in hedef olusturmaktadir. Ayni zamanda, yapilan caligmalarda 16S
rRNA dizi analizlerininde % 97°den daha az benzerlik gosteren suslarin, farkl tiirler oldugu

belirlenmistir (Chakravorty vd., 2007: 331).

Prokaryotlarin tanimlanmasi ve siniflandirilmasinda molekiiler belirte¢ olarak
kullanilan 16S rRNA gen dizisine dayanan filogenetik analizin 6nemi nedeniyle, 16S rRNA
gen dizi analizi miimkiin oldugu kadar standardize yapilmalidir. Dizi kalitesi, dizi hizalama ve
ikili dizi benzerlikleri ile filogenetik agaclarin hesaplanmasi gibi 6nemli asamalar 16S rRNA
gen dizilerinin analizinde g6z Oniinde bulundurulmalidir. Analiz yapilirken sadece genin
tamamina yakin uzunluktaki (en az 1300 niikleotid) yiiksek kaliteli diziler kullanilmalidir
(Kampfer ve Glaeser, 2013: 131). 16S rRNA gen dizisi verileri, bir susun taksonomik
durumunun gostergesini saglayabilir ve susun yeni bir tiirii temsil edip etmedigini veya daha
Once tanimlanan bir tlr olup olmadigini da belirleyebilir. Bu, hem mevcut taksonlara ikili dizi
benzerliklerinden hem de filogenetik analiz ve 16S rRNA gen dizileri kullanilarak

agaclandirmadan sonra dizinin taksonomik kiime baglantisindan belirlenebilir.
2.8. Dizi Verisinin Analizi ve Filogeni

Filogenetik ¢alismalarin amaci tiim organizma gruplari arasindaki evrimsel iligkiyi ata-
soy iliskileri seklinde ortaya c¢ikarmaktir. Organizmalarin sahip oldugu molekiiler
mekanizmalar, tek bir ataya sahip olduklarini gosterirler ve ortak atadan evrimlesmeleri
sayesinde tiirler, birbirleriyle iliskilendirilebilirler (Singh, 2015: 256; Xiong, 2006: 131).
Molekiiler filogenetik, gen ve protein dizilerindeki mutasyonlar1 tespit ederek evrimsel
yakinligi ve bu degisikliklerin hizin1 ve diizenini belirleyerek organizmalarin evrimsel
tarihlerini ortaya ¢ikarmaktadir (Baloglu vd., 2012: 335). Filogenetik analizler hizli DNA
dizilenme tekniklerinin gelismesi ile daha yaygin hale gelmistir. Bugiine kadar, filogenetik
analiz i¢in yararli olan biiyiik veritabanlart olusturulmustur (Leep vd., 2004: 163). Filogenetik
analizlerde ilk olarak incelenecek dizi elde edilir. Daha sonra bu diziler referans dizi olarak

bilinen daha 6nce saptanmis ve dogruluguna karar verilmis dizilerle karsilastirilabilir.

Son yillarda molekiiler filogeni alaninda kaydedilen gelismelerde cesitli tiirlerden elde
edilen diziler GenBank, EMBL gibi 6zel veritabani sistemlerinde toplanarak hizmete

sunulmaktadir (Sancar, 2017, 12; Mount, 2001: 78).
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Filogenetik caligmalarda evrimsel iliskiyi gostermek icin c¢esitli semalarla ve
istatistiksel verilerle sonuglar filogenetik agaclara doniistiiriiliir. Filogenetik agaclar dizileme
caligmalar1 sonucunda elde edilen verilerin gorsel olarak anlasilabilmesini saglar ve tiirler
arasindaki iliskilendirmeyi yapmak, zaman i¢inde degisime ugrayan tiirlerin ortak atalarim
belirlemek igin filogenetik agaglar kullanilmaktadir (Freeman vd., 1999: 441). Dizilerin
hizalanmasi1 sonucu elde edilen hesaplanmis genetik uzaklik, her bir takson ¢ifti arasindaki
mesafelerin bir matrisinin olusturulmasinda kullanilmaktadir ve bu taksonlar arasindaki

mesafeler sonucunda filogenetik agaclar olusturulur (Saitou ve Nei, 1987: 407).

Filogenetik agac, dallanma olaylarinin modelini ve bazi durumlarda zamanini
tanimlayabilmektedir. Filogenetik agaclar dallardan ve diigiimlerden olusmaktadir. Dallar,
tiirler arasindaki populasyonun zaman igerisindeki uyumunu gosterir ve filogenetik agaclar
koklu ya da koksiiz olabilmektedir. Koklii agaglar soy hattinin nereden koklendigi bilindigi i¢in
ayrilma olaymin belirlenmesi yapilabilir ancak koksiliz agaglarda, tiirlerin 6nce ya da sonra
aciga ¢iktig1 ifade edilmez ve ayrilma olay1 belirlenemez (Freeman ve Herron, 1999: 444).
Filogenetik agaclarda her bir diigiim evrimsel siiregte ayrilan bir taksona denk gelir ve agacta
bululan dis dallar taksonlar, i¢ dallar ve diiglimler ise taksonlar arasi iliskiyi yansitmaktadir.
Birbiri ile yakin iligkili tiirler agagta birbirlerine yakin dallarda yer almalari ile ayirt
edilmektedirler. Agagtaki dallarin uzunlugu ise dalda olusmus degisikliklerin sayisini ifade

etmektedir (Saitou ve Imanish, 1989: 408).

Molekiiler verilerden filogenetik agac olusturmada kullanilan pek ¢ok yontem vardir.
Filogenetik agac¢ olusturulurken kullanilan yontemler ikiye ayrilmaktadir. Bu yoOntemler
karakter temelli ve mesafe temelli yontemlerdir (Baloglu vd., 2012: 336). Belirli bir kriter
altinda olas1 agaclarin tamamin1 veya genis bir kismini inceler ve en olast agaci seger ve bu
metod ‘Karakter Temelli Yontemler’ olarak adlandirilir. Diger strateji ise bir agacin bolgesel
topolojik iliskisini inceler ve adim adim en olast agact olusturur ve bu metoda da ‘Mesafe

Temelli Yontemler® ad: verilir (Saitou ve Imanishi, 1989: 409).

Filogenetik agac olusturmada farkli yontemler (Maximum Parsimoni, Maximum
Likelihood, Mr. Bayes, UPGMA) kullanilirken sunulan tez calismasinda olusturulan
filogenetik agaglar komsu birlestirme yontemi (Neighbor-joining method) ile yapilmistir
(Michener ve Sokal, 1957: 495). Neighbor-Joining metodu aga¢ olusturmak i¢in birbirine en
yakin tiirleri kullanir ancak hepsinin kokten esit uzaklikta oldugunu varsaymaz ve sadece bir

tane agag olusturulur ve diger olas1 agag topolojileri test edilmez (Baloglu vd., 2012: 337).
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Filogenetik agac olusturmak icin ¢ok sayida program kullaniimaktadir. Filogenetik
analizde en cok tercih edilen programlar MEGA, PAUP, PHYLIP ve MRBYES’ dir (Freeman
ve Herron, 1999: 2). Karsilastirmali filogenetik analizlerde ilgili turlerin dizilerine BLAST ve
CLUSTAL X sekans karsilagtirma veri tabanlarindan ulasilabilir ve 16S rRNA gen sekansinin
hizalanmasi i¢in kullanilabilir (Hibbett vd., 2007: 513, Porter ve Golding, 2012: 35749).
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3. MATERYAL-METOD

3.1. Aktinobakteri ve Streptomyces Orneklerinin Secimi ve Kaynaklar

Aktinobakteri ve Streptomyces izolatlari halen devam etmekte olan 1180231 kodlu
“Termofilik Aktinomisetlerin Kompost Hizlandiric1 Olarak Etkilerinin Incelenmesi” konulu
TUBITAK projesi kapsaminda yapilan izolasyon ¢alismalar1 sonucu elde edilmistir. izolasyon
calismalar1 sirasinda iki kompost karisim1 hazirlanmistir. Ilk karisim giibre, saman ve topraktan
olusurken ikinci karigimda topragin yerine mikroorganizma kaynagi olarak aktif camur
kullanilmistir. Aktif camur Ornekleri Osmaneli Belediyesine ait atik su aritim tesisinden
alimmustir. Kompost karisimlar1 15 giin siiresince izlenmis ve 12-24 saat arasinda degisen
araliklarla sicaklik, pH ve nem Olgiimleri gerceklestirilmistir. Kompost karisimlarinin kuru
toplam agirliklar1 300 kg olarak belirlenmistir. Bu deger C/N: 30’a karsilik gelmektedir.
Mikroorganizma izolasyonu i¢in hazirlanan kompost karisimlarinin bilesenleri Tablo 3.1.’de

verilmistir.

Tablo 3.1. Aktinobakteri Izolasyonu I¢in Hazirlanan Kompost Karisimlar

Sistem No Temel bilesen Mikroorganizma kaynagi
1 Giibre, Bugday sap1 Aktif camur
2 Giibre, Bugday sap1 Toprak

Kompost denemeleri sonucunda sicaklik degerleri 63 °C’ye kadar yiikselmis, izolasyon
calismalar1 farkli sicaklikta alinan numunelerden gergeklestirilmistir. Sistemlerin nem oran1 %
50’nin tizerindedir. pH degerleri 8 civarlarinda sabit kalmistir. Bu deger mikroorganizma
uremesi icin engel teskil etmemektedir. Toprak ve aktif camur kullanilarak hazirlanan
kompostlardan elde edilen numuneler karisiklik olmamasi amaciyla toprak numunesi olarak
TN kisaltmasiyla aktif ¢amur i¢in ise aktif camur numunesi olarak ACN kisaltmasiyla Tablo
3.2.”de verilmistir. Numunelerin alindig1 sicaklik degerleri birbirine yakindir ve bazi numuneler
arasinda sicaklik farki 5 °C’nin altindadir. Bu durumda olan numuneler i¢in birlestirme
yapilmis ve izolasyon birlestirilmis numunelerden gergeklestirilmistir. Tablo 3.3.’de
birlestirilen toprak ve aktif camur 6rnekleme sicakliklari verilmistir. Tez ¢alismasi1 kapsaminda

ayrica aktif camurdan numune alim1 gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.2. izolatlarin Eldesinde Kullanilan Toprak ve Aktif Camur Sicakliklari

Ornek Sayist Giln Toprak-Aktif camur Sicaklik
1 3.gun T.N.1 63
2 3.gun T.N.2 63
3 4.giln T.N.1 61
4 4.giln T.N.2 61
5 5.gun T.N.1 39
6 5.gun T.N.2 49
7 6.gun T.N.2 39
8 7.9un TN 35
9 7.9un T.N.2 35
10 8.gun TN 49
11 8.gun TN2 49
12 3.9un AC N.1 53
13 3.gin AC N.2 53
14 4.gin ACN.1 61
15 4.gin ACN.2 61
16 5.gun AC N.1 48
17 5.giin ACN.2 48
18 6.gun AC N.1 48
19 6.gun AC N.2 48
20 7.gin ACN.2 39
21 7.gln AC N.2 39
22 8.glin AC N.2 48

*: T.N, Toprak numunesi **: ACN, Aktif camur numunesi

Tablo 3.3. Birlestirilen Toprak ve Aktif Camur Sicakliklari

TOPRAK

Sicakhik Birlestirilen Ornekler

1) 49 °C 5.gun T.N.1
5.9un T.N.2
8.gun T.N.1
8.gun T.N.2

2) 61-63°C 4gunT.N.1
4.9in T.N.2
3.gun T.N.1
3.gun T.N.2

AKTIiF CAMUR

Sicaklik Birlestirilen Ornekler

1) 48°C 8.gin A.C.N.1
8.giin A.C.N.2
6.giin A.C.N.1
6.giin A.C.N.2
5.giin A.C.N.1
5.giin A.C.N.2

2) 53°C 3.gin A.C.N.1
3.gin A.C.N.2

3) 61°C 4.9in A.C.N.1
4.9un A.C.N.2

4)  A: Aktif camur -—-




3.2. Aktinobakteri ve Streptomyces izolasyonu
Calismada kullanilan kiiltiir ortamlart ve soliisyonlarin igerikleri EK-1 ve EK-2'de yer
almaktadir. Izolasyon ¢alismalarinda klasik yontemlerden biri olan Diliisyon Plaka Teknigi

kullanilmustir.
3.2.1. Dilusyon Plaka Yontemi

Kompost ¢alismalarindan alinan toprak ve aktif camur numuneleri ilk olarak 15 giin
siireyle laboratuvar ortaminda kurutulmustur ve sonrasinda diliisyon plaka yontemi ile
izolasyon agamasina gecilmistir. Segilen toprak ve aktif camur 6rneklerinden 0.5 gr tartilarak
havanda doviilmiis ve elekten gecirilmistir. 4.5 ml ringer sollisyonu i¢eren boncuklu tiiplere
aktarilmis ve 30 dakika boyunca toprak kolloidlerinde bulunan sporlar1 ringer soliisyonuna
gecirebilmek igin 101 'lik ilk diliisyon tiipleri elde calkalama vasitasiyla mekanik etkiye maruz
birakilmigtir. Calkalama islemi sonrasinda izolasyon esnasinda vejetatif formlara bagh
kontaminasyonun engellenmesi i¢in 55 °C'ye ayarlanmis su banyosunda tiipler 30 dakika
boyunca bekletilmistir. Su banyosunda belirlenen siire bekletilen tiipler daha sonra steril sartlar
altinda vorteks karistirict (DAIHAN Scientific Co., Ltd., KOREA) ile karistirilip, otomatik
pipet (Axygen, USA) ile 1 ml alinarak igerisinde 9 ml ringer soliisyonu olan cam tupe
aktarilarak 102 diliisyonu hazirlanmistir. Bu islem 107 ve 10 diliisyonlarin1 hazirlamak igin
tekrarlanmistir. 102, 103, 10-* luk diliisyonlardan otomatik pipet (Axygen, USA) ile 0.2 ml
alinan ¢ozeltiler, siklohekzimid (50 pg ml™?), rifampisin (0.5 pg mi™?) ve nalidiksik asit (10 mg
ml? ) ilaveli tripton yeast glukoz ekstrakt agar (TYGA), gauze’s medium No.2 (SM3) agar,
starch casein agar (SCA) ve nutrient agar (NA) yiizeyine inokiile edilmistir. Inokiilasyonlu
petriler, O girisine izin verecek sekilde 45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C etlivde 7-14 giin siireyle

inkiibasyona birakilmistir.
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Tablo 3.4. Aktinobakteri ve Streptomyces Tiirlerinin Selektif Izolasyonunda Kullanilan
Ortamlar

No Spesifik Besiyeri Antibiyotikler Kullanim Amaci
1 Gauze’s Medium No.2 Nalidilik acid (10 pg/ml) Aktinomiset izolasyonunu
o saglamak ve diger
Novobiocin (10 pg/ml) mikroorganizma gruplarininin

inhibisyonunu saglamak

2 Starch Casein Agar Nalidilik asit (10 pg/ml) Aktinomiset izolasyonunu
saglamak ve diger
mikroorganizma gruplarininin
inhibisyonunu saglamak

3 Tripton Yeast Extract Agar Rifamycine(4 pg/ml) Aktinomiset izolasyonunu
. saglamak ve diger
Cylohexemide(50 pg/ml) mikroorganizma gruplarininin

Nalidilik asit (10 pg/ml) inhibisyonunu saglamak

4 Ntrient Agar Cylohexemide(50 pg/ml) Funguslarm inhibisyonunu
saglamak ve diger

mikroorganizma gruplarimnin
izolasyonunu saglamak

3.2.2. izolatlarin Se¢imi ve Saflastirilmasi

Diliisyonlar1 yapilan ve farkli segici kiiltiir ortamlaria aktarilan érnekler 45 °C, 50 °C,
55 °C ve 60 °C etlivde 7-14 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Belirlenen inkiibasyon stresi
sonunda petri kaplarinda yapilan incelemeler sonucunda Aktinobakter sinifina ait
mikroorganizmalar secilmistir. Aktinobakteri kolonileri beyaz, sarimtirak, pembe, turuncu veya
krem gibi ¢ok farkli renk ve serobriformdan, sert kabugumsu goriiniime kadar ¢ok farkli koloni
morfolojilerine sahip olabilmektedirler. Farkli olabilecegi diisiiniilen Aktinobakteri ve benzeri
koloniler steril kiirdanla alinarak izole edildikleri tripton yeast glukoz ekstrakt agar, SM3 agar,
starch casein agar ve nutrient agar yiizeyine inokiile edilmistir. 45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C
etivde 7-14 gunlik inklbasyonun ardindan segilen organizmalar saf izolatlar olarak elde

edilmistir.
3.2.3. izolatlarin Stoklanmasi

Elde edilen izolatlar inkiibasyon sonunda % 30 gliserol igceren otoklavlanabilir 1.5 ml'lik
vidali kapakli tiipler igerisine steril 6ze veya kiirdan yardimiyla transfer edilerek -18 °C'de

stoklanmustir.

38



Tablo 3.5. izolasyon Sonucu Elde Edilen Tiim Izolatlarin Listesi

Organizma Adi Sicaklik izolat Kaynag Dillsyon Pasaj Ortami
N4A13 45 NANx/R/C 10+ NA
N1A19 45 NANx/R/C 103 NA
N4A29 45 NANx/R/C 10+ NA
T2A04 45 TYGNx/R/C 1073 TYG
T4A05 45 TYGNx/R/C 10+ TYG
T4A06 45 TYGNx/R/C 103 TYG

FG59 45 TYGNx/R/C 10+ TYG
FG71 45 TYGNx/R/C 1073 TYG
T4A08 45 TYGNx/R/C 10+ TYG
T4A09 45 TYGNx/R/C 103 TYG
T6A12 45 TYGNx/R/C 104 TYG
S6A03 45 SM3Nx/R/C 103 SM3
S1A15 45 SM3Nx/R/C 10+ SM3
S1A16 45 SM3Nx/R/C 108 SM3
S4B18 50 SM3Nx/R/C 104 SM3
S5B20 50 SM3Nx/R/C 108 SM3
N1CO01 55 NANx/R/C 104 NA
N3C07 55 NANx/R/C 103 NA
N3C40 55 NANx/R/C 10+ NA
N2D41 60 NANx/R/C 108 NA

3.3. izolatlara Degredasyon ve Enzim Aktivite Testlerinin Uygulanmasi

Kompostun termofilik asamasindan yogun ve tekrarli olarak bulundugu belirlenen
Aktinobakteri izolatlar1 saflastirilarak elde edilmistir. Saflastirma sonucu elde edilen izolatlara

seliilaz, ksilan ve nisasta enzim testleri uygulanmistir.
3.3.1. Ksilan Degredasyon Testi

Ksilinaz aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in kati1 besiyeri kullanilmistir. Ksilan (Oat spelt)
igeren besiyerine ¢izgi seklinde ekilen izolatlar 45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C etlivde 7-14 gin
siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyerine % 0.1°lik kongo kirmizisi
cozeltisinden eklenerek 15 dakika boyama islemi gergeklestirilmistir. Boyama siiresinin
sonunda fazla boyanin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in besiyerine 1M NaCl ¢d6zeltisi ilave
edilmis ve 15 dakika beklenmistir. Etraflarinda sar1 hidroliz zonu bulunan izolatlar ksilanaz

pozitif olarak degerlendirilmistir (Gessesse, 1998: 3534; Voget vd., 2006: 28).
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3.3.2. Nisasta Degredasyon Testi

Nisasta degredasyonunda ilk asamada, nisasta (% 0.1 w/v) eklenmis glukoz yeast
ekstrakt agar (GYEA) iceren petrilere ekilen izolatlar 45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C etlivde 7-
14 giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda Lugol’s iodin eriyigi ortam iizerinde ince
bir tabaka olusturacak sekilde petrilere dokiilmiistiir. Ortamda nisasta varsa iodin nisasta ile
birlestiginde koyu mavi bir kompleks olusacaktir. Oligosakkarit ve diger basit sekerlerin
ortamda varliklar1 biiyiime alani civarindaki agik zon ile belirlenebilmis ve okuma sirasinda bu

durum pozitif olarak kaydedilmistir (Kumar, vd., 2015: 59).

3.3.3. Selulaz Degredasyon Testi

Izolatlar CMC agar (tripton, maya 6ziitii, NaCI, CMC, Agar) besiyerine (pH:10.0 ve %
10 NaCl igeren) ¢izgi seklinde ekilerek 45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C etlivde 7-14 giin sireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda petri kutusuna %0.1°lik kongo kirmizisi ¢dzeltisinden
dokiilerek ornekler 15 dakika siireyle boyamis sonrasinda 1M NaCl ¢ozeltisi ilave edilip 15
dakika inkiibasyona birakilmistir. Boyama islemi sonunda etrafinda sar1 hidroliz zonu gézlenen

suslar seliilaz (glukanaz) pozitif olarak degerlendirilmistir (Saini vd., 2016: 90).

3.4. Secilen Izolatlara Morfolojik Testlerin Uygulanmasi

Dillisyon plaka yontemi kullanilarak elde edilen Aktinobakteri izolatlarina uygulanan
enzim test sonuglarma gore segilen izolatlarin morfolojik olarak benzerlik ve farkliliklarinin
belirlenmesi amaciyla farkli besiyerleri kullanilmistir. Segilen izolatlarin tamami 10 farkli kati

besiyerine steril kiirdan ile ekimleri yapilmis ve morfolojik olarak incelenmistir.

Segilen izolatlarin morfolojik incelenmesinde ISP besiyerleri (ISP 2-7 agar) ve
Aktinobakterilerin morfolojik tanimlamasinda kullanilan diger besiyerleri (nutrient Agar,
modifiye bennett’s agar, triptikaz soy agar, czapek’s agar) kullanilmistir. izolatlar belirtilen
ortamlara aktarilmis ve tim morfolojik Ozellikleri (substrat, hava miselyum yapilari,

diffizlenebilir pigment, spor morfolojisi, koloni morofolojisi) belirlenmistir.
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3.5. 16S rRNA Analizleri icin DNA izolasyonu, Dizileme Analizlerinin ve
Filogenetik Analizlerin Yapilmasi

3.5.1. Genomik DNA izolasyonu ve Kontrolii

Enzim test sonuglar1 ve morfolojik 6zelliklere gore segilen izolatlara 16S rRNA analizi
yapilarak ~ Aktinobakteri grubu ile olan benzerlikleri belirlenmistir.  Molekdler

karakterizasyonda ilk adim test suslarinin genomik DNA izolasyonudur.

Aktinobakteri oldugu diisiiniilen izolatlar besiyeri isteklerine gore tripton yeast glukoz
ekstrakt agar, gauze’s medium No. 2 agar, starch casein agar ve nutrient agar kiiltlir ortaminda
45 °C, 50° C, 55 °C ve 60 °C 7-14 giin siire inkiibe edilmistir. 1nkﬁbasyon sonrasi, her bir
izolattan bir 6ze dolusu kiiltiir alinarak yine besiyeri isteklerine gore 30 ml tripton yeast glukoz
ekstrakt broth, SM3 broth, starch casein broth ve nutrient broth iceren erlenlere transfer
edilmistir. Kiiltiirler ¢calkalamali inkiibatorde, 45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de, 160 rpm’de 7-
14 giin siire ile inkiibe edilmis ve safliklar1 kontrol edildikten sonra steril ependorflara

kiiltiirlerden 1,5 ml ilave edilerek, 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrast DDH20 ve TE (10mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) tamponu ile yikanarak
(Sambrook ve Russell, 2001) DNA ektraksiyonuna hazir hale getirilmistir. DNA izolasyonu

icin uygulanan islem basamaklar1 asagida yer almaktadir:
Islem Basamaklari
Lizatin Hazirlanmisi;

1. Izolatlardan elde edilen her bir hiicre peleti iizerine 180 pl lizozim (20 mg/ml)

tamponu eklenip 30 sn vortekslendikten sonra 37 °C 'de 12 saat bekletildi.

2. 12 saat bekletildikten sonra hiicre peletine 2 pl triton-x ilave edilip pipetaj yapildi ve
37 °C su banyosunda 30 dk bekletildi.

4. 20 pl RNaz ve 20 pl Proteinaz K eklenip 30 sn vortekslemeden sonra 37 °C su
banyosunda 30- 45 dk bekletildi.

5.200 pl PureLink Genomik Pargalama/Baglama tamponu eklenerek 30 sn vortekslendi
ve 55 °C su banyosunda 30 dk bekletildi.

6. Lizata 200 pl % 96-100'lik etanol eklenip homojen bir ¢ozelti elde etmek amaciyla

5 sn vortekslenerek iyice karistirildi.
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Uygulama,;

1. Yaklagik 640 pl olan lizat PureLink spin kolona aktarildi ve kolon oda sicakliginda
10.000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi.

2. Toplama tiipii atildi ve spin kolon temiz bir toplama tiipline aktarildi. Kolona
hazirlanan yikama tamponunu 1’den 500 pl eklendi ve kolon oda sicakliginda 10.000 rpm’de
1 dk santriftjlendi.

3. Toplama tiipii atildi ve kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirildi. Kolona
hazirlanan yikama tamponu 2’den 500 ul eklendi ve kolon oda sicakliginda maksimum hizda 3

dk santrifujlendi ve toplama tiipii atildi.

4. Spin kolon 1,5 ml'lik temiz bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi ve kolona 25-200
ul PureLink Genomik Ayirma Tamponu eklendi.

5. Kolon oda sicakliginda maksimum hizda 1,5 dk santrifiijlendi ve bdylece istenilen

izolat DNA's1 saf bir sekilde elde edildi. Saflastirilan DNA -20 °C muhafaza edildi.

3.5.2. DNA izolasyon Kontrolii

DNA izolasyon islemininden sonra, drneklerin agaroz jel elektroforez teknigi ile
kontrolii saglanmustir. zole edilen DNA 6rneklerini agaroz jelde goriiniir hale getirebilmek igin
jele floresan o6zellik gosteren etidyum bromiir (EtBr) boyasi ilave edilmistir. Elektroforez
tablas1 kullanimdan 6nce saf su ile temizlenmis ve kurutularak diiz bir zemine birakilmistir. %
1'lik agaroz jel hazirlamak i¢in 1 gr agaroz tartilmis ve tizerine 1X TBE tamponu eklenmistir.
Hazirlanan ¢6zelti mikrodalgada 1sitilarak homojen hale getirilmistir. Daha sonra ¢ozelti elle
tutulur sicakliga ulastiginda iizerine 3-5 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) eklenmistir. Ardindan
¢ozelti kabarcik kalmayacak sekilde tablaya dokiilmiis ve 30-45 dk beklenmistir. Jel donduktan
sonra elektroforez tablasi icerisinde 1X TBE tamponu olan elektroforez tankina
yerlestirilmistir. Taragin olusturdugu bosluklara her bir DNA 6rneginden 3 pl ve jel yiikleme
tamponundan (brom fenol mavisi) 1 ul dikkatli bir sekilde karigtirilarak transfer edilmistir.
Elektrofez tankinin kapagi kapatilarak giic kaynagma baglanmig ve 120 voltta 30-45 dk
yuriitiilmistiir.

42



3.5.3. 16S rRNA Gen Bolgesinin PCR Islemi

16S rRNA gen bélgesinin amplifikasyonu ve saflastirilmasi kapsaminda, saf DNA
ornekleri kullanilarak 16S rRNA geninin ¢ogaltilmas1 gerceklestirilmistir. Bu amagla 16S
rRNA genini kodlayan DNA bdlgesinin amplifikasyonu iki evrensel primer (27f ve 1525r;
Lane, 1991: 140) kullanilarak Termal Cyclerda (PCR, Techne ve Thermo) gergeklestirilmistir.

Denatiirasyon, amplifikasyon bitis ve soguma basamaklarindan olusan 35 dongii
sonucu ¢ok miktarda 16S rRNA gen bolgesi elde edilmistir. 16S rRNA gen bolgesinin
cogaltiminda kullanilan her bir 6rnek i¢in 50 pl Olgiideki reaksiyon karigimi asagidaki Tablo

3.6.’da verilmistir.

Tablo 3.6. 16S rRNA Gen Bélgesinin Cogaltimi i¢in PCR Reaksiyon Sartlart

islem Sicaklik (°C) Sure (dk) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 2 1
Denattirasyon 94 1 35

Baglanma 55 2 35

Uzama 72 3 35

Son Uzama 72 8 1

Reaksiyon sonrasi saklama 4

Tablo 3.7. 16S rRNA Gen Bolgesi Amplifikasyonu i¢in Kullanilan Reaksiyon Bilesenleri
ve Miktarlar1

Reaktif Stok yogunlugu Miktar (ul)
Hot Start Master Mix 2X 25

27f primeri 10 pmol 1

1525r primeri 10 pmol 1

Kalip DNA 50-100 ng 2

Nikleaz icermeyen su X

Toplam Hacim 50 pl
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16S rRNA kodlayan gen bolgeleri cogaltilan 6rneklerin saflastirilmasi ve en az 4 farkl
oligoniikleotid primerleri kullanilarak 16S rRNA gen bdlgesinin dizilemesi, MacroGen
firmasindan hizmet alim1 yapilarak gerceklestirilmistir. Oligoniikleotid primerlerinin detaylar
Cizelge 3.8’de verilmistir. 16S rRNA dizi verileri MEGA 7.0 programinda hizalanmis ve
EzTaxon Serverda (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net; Kim vd., 2012: 718) bulunan global
hizalama algoritmalar1 kullanilarak en yakin akraba organizmalarla olan 16S rRNA niikleotit
benzerligi belirlenmistir. Filogenetik analizler icin MEGA7 ve BioEdit analiz programlari
(Kumar vd., 2016: 1870) kullanilmistir. Filogenetik dendogramlarin ¢izilmesinde Neighbour
Joining (Saitou ve Nei, 1987: 407) algoritmasi ve Jukes-Cantor evrimsel uzaklik matriksi
kullanilmigtir.  Elde edilen filogenetik agaglar bize kompostlasmada etkin olan
Aktinobakterilerin belirlenmesinde rehber olmustur. Ayrica elde edilen bu filogenetik agaclarin
incelenmesi ve EzTaxon Server programindaki benzerlik oranlarinin da dikkate alinmas ile

olas1 yeni tiirlerin belirlenmesi saglanmistir.

Tablo 3.8. 16S tRNA Gen Bélgesinin Dizilemesi i¢in Kullanilan Dizileme Primerleri

Primer , : Bandlanma Kullanim
Adi Sekans (5 ve 3) Alan
Buyukliuk Kaynak
5 3 PCR [Sekans
27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 20 8 27 N N (Lane, 1991: 140).
Mg520f | CAGCAGCCGCGGTAATAC 18 520 536 o (Kageyama vd. 2004:
3890).
Mg5f IAAACTCAAAGGAATTGACGG 20 907 926 o (Chun ve Goodfellow,
1995: 247).
1525r AAGGAGGTGWTCCARCC 17 1544 1525 | o (Lane, 1991: 140).
TACCAGGGTATCTAATCC 18 800 782 o (Chun ve Goodfellow,
800r 1995: 247).

*Lane (1991)’e gore: M, A:C; R, A:G; W, A:T Sayilar Escherichia coli rrnB susunun (GenBank JO1695,
Brosius ve ark., 1978) 16S rRNA’nin gen dizisine karsilik gelir.

3.6. Kompostlasma Icin Secilen Aktinobakterileri izolatlarimin Cogaltilmasi,
Liyofilize Edilmesi

Kompost uygulamasinda basarili olma ihtimalleri yiiksek olan Streptomyces izolatlari
secilmistir. izolatlarin se¢iminde enzim test sonuglari, morfolojik karakterleri ve 16S rRNA
dizileme analiz sonuglar birlikte degerlendirilmistir. Secilen izolatlar en iyi tireme gosterdikleri
tripton yeast glukoz ekstrakt broth, SM3 broth, starch casein broth ve nutrient broth iceren

erlenlere transfer edilmistir.
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Izolatlar calkalamali inkiibatdrde, 45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C 160 rpm’de 7-14 giln
siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda izolatlar 50 ml’lik ependorflara aktarilarak 10
dk. 10.000 rpm’de santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonrasinda elde edilen peletler -20°de bir
gece bekletilmistir. Bekletilen peletler liyofilizatére birakilarak -40 °C ve vakumlu basing
altinda 24 saat kurutulmaya birakilmistir. Liyofilize edildikten sonra kuru mikroorganizmanin
1 grami ilk etapta 5 ml besiyerine ilave edilerek sonrasinda ringer ¢6zeltisi eklenip 1000 ml’ye
tamamlanmistir. Yeni olusturulan kompost karisimina elde edilen mikroorganizma karisimi/

karisimlar1 eklenmistir.

3.7. Termofilik Aktinobakterilerin Se¢cimine Farkh Parametrelerin EtKisi

Kompost  karigimlarinda  kullanilmaya aday Termofilik  Aktinobakterilerin
belirlenmesinde iki farkli projeden elde edilen bulgular kullanilmigtir. Yiiksek lisans
caligmasina kaynaklik eden ilk proje TUBITAK 1180231 kodlu “Termofilik Aktinomisetlerin
Kompost Hizlandiric1 Olarak Etkilerinin Incelenmesi” konulu projedir. S6z konusu projede
enzim temelli bir secim kriteri uygulanmistir. TUBITAK projesinden elde edilen 3 adet
mikroorganizma Yiiksek lisans tez c¢alismasi kapsaminda kompost denemelerinde

kullanilmustir.

Yiiksek lisans tez calismasina kaynaklik eden ikinci proje 2019-02.BSEU.01-01 kodlu
“Kompost Karisimlarinda Hizlandirict Olarak Kullanilacak Termofilik Aktinomisetlerin
Secimine Farkli Parametrelerin Etkisi” konulu Yuksek Lisans Tez Projesidir. Bu proje
kapsaminda TUBITAK projesi kapsaminda izole edilen ve enzim testleri tamamlanan 21 adet
izolat kullanilmistir. Bu proje kapsaminda izolatlardan 15’inin 16S rRNA analizleride
tamamlanmistir. Segilen 21 izolata sicaklik, pH, karbon kaynaklari, antogonistik etki ve iire
hidroliz testleri uygulanmis, mikroorganizmalarin biribirileri ile etkilesimleri antagonistik etki
testi ile belirlenmistir. Proje kapsaminda kompost karisimlarinda kullanilabilecek izolatlarin
seciminde Tibitak projesinde kullanilan segim kriterlerine ek olarak farkli parametreler
eklenmistir. Detaylar bulgular kisminda yer almaktadir. Proje kapsaminda yapilan ¢aligmalar
degerlendirilerek segilen mikroorganizmalar ile farkli kompost denemelerinin yiksek lisans tez

calismasindan sonra gerceklestirilmesi planlanmistir.
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3.7.1. Sicaklik Tolerans Testi

Secilen izolatlar tryptone yeast glucose extract broth (TYG), nutrient broth ve SM3
(glikoz-pepton besiyeri) brothlara ekim yapilarak izolatlar optimum biiyiime gosterdikleri
45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de 3 giin 160 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Izolatlar
inkiibasyon sonrasinda tryptone yeast extract agar, nutrient agar ve SM3 agar’a 6 ul nokta
inokiilasyon ile damlatilmistir. Damlatma yapilan petriler 4 °C, 20 °C, 30 °C, 37 °C, 45 °C,
50 °C, 55 °C ve 60 °C sicakliklarda etiivde inkiibasyona birakilmistir. Calismalar ti¢ tekrarl
yapilmistir (Xu vd., 2005:1150).

3.7.2. pH Tolerans Testi

Secilen izolatlar tryptone yeast glucose extract broth (TYG) , nutrient broth ve SM3
(glikoz-pepton besiyeri) brothlara ekim yapilarak izolatlar optimum biiyiime gosterdikleri
45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de 3 giin 160 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. pH toleransi testi
icin ISP 9 besiyeri kullanilmistir. pH araligi 4-9 olarak ayarlanmis ve pH’larin ayarlanmas i¢in
5M H3POs ve IN NaOH kullanilmustir. Izolatlar inkiibasyon sonrasinda pH 4-9a ayarlanmus
ISP 9 agarina 6 pl nokta inokiilasyon ile damlatilmistir. Damlatma yapilan petriler 45 °C, 50 °C,
55 °C ve 60 °C’de sicakliklarda etlivde inkiibasyona birakilmistir. Caligsmalar {i¢ tekrarl
yapilmigtir (Xu vd., 2005: 1150).

3.7.3. Karbon Kaynaklarinin Kullanim

Secilen izolatlar tryptone yeast glucose extract broth (TYG) , nutrient broth ve SM3
(glikoz-pepton besiyeri) brothlara ekim yapilarak izolatlar optimum biiyiime gosterdikleri
45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de 3 giin 160 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Farkli karbon
kaynaklari olarak secilen D-glikoz, slkroz, galaktoz, ksiloz, arabinoz ve fruktoz varliginda
izolatlarin iiremeleri incelenmistir. C kaynaklari tindilisazyon yontemi ile steril edilmistir. {1k
olarak izolatlarin iiremesinde kullanilan bazal ortama (ISP 9) NaCl (0.5 g/ 1t™) ve FeSQ4. 7H.0
(0.01 g / It'Y) ilave edilmistir. Temel besiyeri olarak kullanilacak ISP 9 besiyerine %1 (w/v)
oranda karbon kaynagi aseptik olarak eklenmistir. Negatif kontrol olarak sadece bazal ortam
(ISP 9), pozitif kontrol olarak da karbon kaynagi olarak %1 (w/v) D-glikoz iceren besiyeri
kullanilmistir. Izolatlar hazirlanan siikroz, galaktoz, ksiloz, arabinoz ve fruktoz iceren ISP 9
besiyerlerine 6 ul nokta inokilasyon ile damlatilmistir ve 45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de
sicakliklarda etlivde inkiibasyona birakilmistir. Karbon kaynaklarinin izolatlarinin gelisimine

etkisi 21 giinliik periyotta gdzlenmistir (Sharma vd., 2016: 7).
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3.7.4. Ure Hidroliz Testi

Ure testi icin izolatlar Luria-Bertani (LB) brotha inokiilasyonu yapilmustir. Izolatlarin
optimum biiyiime gosterdigi sicaklikta (45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de) 3 giin 160 rpm’de
inkiibasyona birakilmistir. izolatlar inkiibasyon sonrasi iirea agara nokta inokiilasyonu
yapilmistir. izolatlar izolatlarin optimum biiyiime gosterdigi sicaklikta (45 °C, 50 °C, 55 °C ve
60 °C’de) 3 giin bekletilmistir. izolatlarm iireyi hidroliz edip etmedikleri inkiibasyon sonunda

renk degisimi ve zon verme olarak belirlenmistir (MacFaddin, 2000: 145).

3.7.5. Antogonistik Etki

Antogonistik etki ile suslarin birbirleri ile uyumlulugu belirlenmistir. Test “Cross-
streak” olarak adlandirilan bir yontem ile gerceklestirilmistir. Antogonistik etkiyi
belirleyebilmek icin Bennet’s agar kullanilmustir. ilk olarak tek izolat Bennet’s agar’a steril
kiirdan ile ¢izgi seklinde dikey olarak petri kabina inokiile edilmistir. izolatin optimum biiyiime
gosterdigi sicaklikta (45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de) 3-4 gin sure ile inkibasyona
birakilmustir. izolat iireme gosterdikten sonra dikey ¢izginin sagma ve soluna steril kiirdan
yardimi ile farkli izolatlar yatay sekilde inokiile edilmistir. Inokiilasyon sonrasi izolatin
optimum biiyiime gosterdigi sicaklikta (45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de ) 3-4 gun sure ile
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasinda ¢izgi ekimle (yatay) inokiile edilen
izolatlarda lireme durumu degerlendirilmistir. Dikey olarak inokiile edilen mikroorganizma,
yatay inokiile edilen mikroorganizmay: inhibe edebildigi gibi herhangi bir etkide

gostermeyebilir. Degerlendirme inhibisyon oranlarina gore yapilmistir (Dede, 2020: 2).
3.8. Kompost Denemeleri

Tez calismast kapsaminda kompost karisimlarinda kullanilmak {izere iic adet
mikroorganizma sec¢ilmistir. Mikroorganizmalarin se¢im siireci Bulgular kisminda detayl
olarak verilmistir. Mikroorganizmalarin se¢iminde Onceden belirtildigi {iizere enzim
aktivitelerinin karsilastirilmasina yonelik bir yontem uygulanmistir. N3C07, T4A05 ve N4A13
kodlariyla bulgular kisminda sonuglart verilen mikroorganizmalar kompost denemelerinde

rahat izlenebilmeleri amaciyla sirasiyla A, B ve C harf kodlariyla belirtilmistir.

Kompost karigimi biiyiikbas hayvan giibresi, saman ve ¢imenden olusmaktadir. Cimen,
mikroorganizmalara azot kaynagi olarak kullanilmistir. Komposta kullanilan ¢imen miktar1 1

kg olarak belirlenmistir. Kuru temel {izerinden toplam kompost agirlig1 300 kg’dur.
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Karigimda yer alan gilibre ve saman sirasiyla 284 ve 15 kg olarak sistemlere
karistirilmistir. Kompost karisimlarinda agirlik orani karisimin karbon/azot (C/N) oran1 C/N:

30 olacak sekilde belirlenmistir.

Kompost karigimlarina eklenen mikroorganizma miktar1 toplamda 1 g’dir.
Mikroorganizmalar eklenmeden once liyofilize edilmis, ekleme Oncesi aktiflestirilip
seyreltilerek kompost karigimlarina eklenmistir. Buna gore ilk 6nce liyofilize 6rnekler 30 ml
besiyerinde (Nutrient broth) 30 dakika aktiflestirilmis, sonrasinda 1L ringer c¢ozeltisi ile
sistemlere verilmistir. Liyofilizasyonda temel amag, eklenen mikroorganizma miktarinda
standartlasmanin saglanmasidir. Islem TUBITAK projesi kapsaminda ticari takdim yontemi ve

miktar stabilizasyonu i¢in dnerilmis ve proje kapsaminda uygulanmistir.

Kompost sistemlerine eklenen mikroorganizmalarin performanslart tek tek, ikili
karisimlar ve tU¢lii tek bir karisim olmak tizere 8 sistem hazirlanarak incelenmistir. Sistemler
sirastyla K (Kontrol), A, B, C, AB, AC, BC ve ABC kodlariyla belirtilmistir. Mikroorganizma
agirliklart tek kullanimda 1 g, ikili karisimlarda her bir mikroorganizmadan 0.5 g ve ¢li tek

karisimda mkroorganizmalarin her biri 0.33 g olacak sekilde ayarlanmstir.

Kompost denemelerinde yapilan ¢aligmalar sistem gidisatinin ve kompost olgunlugunun
belirlenmesi amaciyla yapilan 6l¢iimleri igermektedir. Buna gore sistemlerin izlenmesinde
periyodik olarak gerceklestirilen sicaklik, nem ve pH 6l¢limlerinden yararlanilirken kompost
olgunlugunun belirlenmesinde ¢imlenme indeksi (GI) ve organik madde o&lgtimleri
kullanilmistir. Cimlenme indeksleri % 80’den biiyiikk ise kompostun olgunlastigi kabul
edilmektedir. Organik madde kaybi bir oOnceki Ol¢iime kiyasla % 5 ve altinda ise
kompostlasmanin durdugu kabul edilmistir. Organik madde O6l¢timleri komposta eklenen
mikroorganizma ve karigimlarinin performans karsilastirmasi amaciyla gergeklestirilmistir.
Sicaklik dl¢liimlerinin degerlendirilmesi sonucu secilen iki sistem ile Dewar 1s1 testi de tez
calismas1 kapsaminda yiiriitiilmistiir. Tez ¢caligmas1 kapsaminda kompost sistemleri ile yapilan

denemelerin daha rahat takip edilebilmesi amaciyla Tablo 3.9.’da detaylar verilmistir.

Yiksek lisans tez c¢alismasi kapsaminda sicaklik Olgiimleri 24 saat araliklarla
gerceklestirilmistir. Olgiimler yer seviyesinin 60 cm iizerinden ve merkeze yakin ii¢ farkl
noktadan yapilmistir. Nem ve pH Ol¢iimleri 3 giin araliklarla gerceklestirilmistir. Kompost
karigimlart 3 giin araliklarla havalandirilmistir. Aktarma olarak da adlandirilan islem kompost
yiginin alt iist edilmesini icermekte ve mikroorganizmanin oksijenlenmesinin saglanmast

amaciyla yapilmaktadir.
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Sicaklik dl¢timleri aktarma dncesi yapilirken pH ve nem tayinleri aktarma sonrasi alinan
numuneler ile gergeklestirilmistir. Kompost karigimlarindan numune alimlart ilk olarak
kompostun alt kismindan sonrasinda sirasiyla orta ve iist kisimlarindan her bélge icin 10-15 alt
numune olmak iizere esit miktarda ve toplamda 2L olacak sekilde gergeklestirilmistir. Aktarma,
6l¢iim ve numune alim prosediirleri Cevre Koruma Ajansi (EPA) regiilasyonlaria (40 CFR

Part 503) uygun olarak yiiriitiilmiistiir.

pH 6lctimlerinde 1/10 Potansiyometrik yontem kullanilmistir. Yontem 1g olarak alinan
numunenin saf su ile 10 ml’ye seyreltilmesini ve sividan pH tayinini icermektedir. Organik
madde igerikleri 55 °C’de kuru yakma ile belirlenmistir. Nem igeriklerinin belirlenmesinde

organik madde tayini sirasinda belirlenen kuru ve yas madde agirliklarindan yararlanilmistir.

Kompost olgunlugunun belirlenmesinde Cimlenme indeksi (GI %) verileri bitki temelli
bir yaklasim olarak uygulanmaktadir (Jagadabhi vd., 2019: 280; Pampuro vd., 2017: 5).
YOntemde ilk asamada alinan numune, 20 g olarak tartilmis ve 200 ml saf su ile 5 saat siiresince
300 rpm’de karistirtlmistir. 10000 rpm’de santrifiijlenerek elde edilen kompost sivisi salatalik
(Cucumis sativus) ve “Ahmet” cinsi bugday (Triticum) tohumlarinda kullanilmistir. “Ahmet”
koruma altinda olan bir cinstir ve giiniimiizde yok olma tehlikesi ile kars1 karsiyadir. Bu nedenle
GI % sonuglar1 biiyiik 6nem tagimaktadir. Kompost sivist “Whatman No 17 filtre kadgidinin
yerlestirildigi 10 cm ¢apa sahip petrilere Sml olarak uygulanmistir. Toplamda petri basina 10
tohum ve 3 tekrar olmak lizere uygulama gerceklestirilmistir. Biyolojik tekrarlilik ayni
kosullarda yapilan ikinci bir deneme ile saglanmistir. GI degerleri Sml saf su eklenen
tohumlarla karsilastirma yapilarak asagidaki formiil uyarinca hesaplanmistir (Pampuro vd.,
2017: 5; Jagadabhi vd. 2019: 280; Tong vd., 2019: 2).

GI(%) = ((SG(%) * RL(%))/100
Burada:
Gl (%): cimlenme indeksini
SG(%): kontrole gore tohum ¢imlenme ylzdesini
RL(%): kontrole gore kok uzunlugunu

Ifade etmektedir. Ornek verilecek olursa kontrol petrisinde 30 iizerinden 29 tohum
¢imlenmis, buna karsilik kompost sivist eklenen petrilerde toplamda 28 tohum ¢imlenmis ise

SG % degeri 96’ya karsilik gelmektedir.
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Tablo 3.9. Kompost Sistemlerinde Gergeklestirilen Olgiim ve Analizler

Gun pH Sicakhik Nem Organik Cimlenme

madde (%) indeksi
(%)

0 + + + +

1 +

2 +

3 + + + +

4 +

5 +

6 + + + +

7 +

8 +

9 + + + +

10 +

11 +

12 + + + +

13 +

14 +

15 + + + + +
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4 BULGULAR
4.1. Kompost Karisimlarindan Aktinobakteri ve Streptomyces sp. izolasyonu

Izolasyon ¢alismalari sirasinda iki kompost karisim1 hazirlanmustir. Ik karisim giibre,
saman ve topraktan olusurken ikinci karisimda topragin yerine mikroorganizma kaynagi olarak
aktif ¢amur kullanmilmistir. 4 ayr1 besiyeri ve farkli segici antibiyotikler ile yapilan selektif
izolasyon calismalarinda diliisyon plaka yontemi kullanilmistir. 107 ve 10 diliisyonlarindan
otomatik pipet ile alinan ¢ézeltiler (0,2 ml), cycloheximide (50 pg ml™), rifampicin (0,5 pug ml-
1y ve nalidilik asit (10 mg ml) ilaveli tripton yeast glukoz ekstrakt agar, cycloheximide (50 ug
ml ), rifampicin (0,5 pg mI™) ve nalidilik asit ilaveli SM3 agar ve cycloheximide (50 pg mi?),
rifampicin (0,5 pug mlt) ve nalidilik asit ilaveli nutrient agar yiizeyine inokiile edilmistir.
Inokiilasyona birakilan petriler 45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de 7-14 giin inkiibasyona
birakilmistir. Elde edilen izolasyon petrilerinden bazi 6rnekler Sekil 4.1.de, detayli gorseller

Ek-3’te verilmistir.

Sekil 4.1. Aktinobakteri ve Streptomyces Izolasyon Plaklarindan Bazi Ornekler
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4.2. Izolatlarin Se¢imi

Diliisyon plaka yontemiyle farkli se¢ici besiyerlerine (TYG, NA, SCA ve SM3) ekimleri
yapilan izolatlar 45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de 7-14 giin inkiibasyona birakilmistir ve
izolasyon petrilerinde Aktinobakteri ve Streptomyces benzeri koloniler belirlenmistir. Koloni
morfolojilerine gore segilen Streptomyces ve benzeri koloniler steril kiirdan kullanilarak
tryptone yeast glucose extract agar, nutrient agar ve SM3 agar yiizeyine dortli ekimler seklinde
transfer edilmistir. Elde edilen izolatlarin dortlii ekim petrilerinden bazi 6rnekler Sekil 4.2.de,

detayli gorseller EK-4’te verilmistir.

Sekil 4.2. izolasyon Plaklarindan Segilen Streptomyces sp. Benzeri Izolatlarin Déortlii Ekimleri

4.3. izolatlarin Tek Koloni Ekimi
Seg¢ilen izolatlarin safliklarinin kontrolii ve koloni morfolojilerinin daha iyi
goriilebilmesi amaciyla ekimleri tripton yeast glukoz ekstrakt agar, nutrient agar ve SM3
ortamina tek koloni seyreltme yontemi kullanilarak yapilmistir. Tek koloni yontemi
kullanilarak inokiilasyonu yapilan izolatlarin petri gortintiileri Sekil 4.3.”te verilmistir, detayli

gorseller EK-5’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Secilen Izolatlarin Tek Koloni Ornekleri

4.4. izolatlara Degredasyon ve Enzim Aktivite Testlerinin Uygulanmasi
Diliisyon plaka yontemi ile yapilan izolasyon sonucu Streptomyces benzeri ¢ok sayida
izolat elde edilmistir. Elde edilen izolatlara seliilaz, nisasta ve ksilan enzim testleri

uygulanmistir.

4.5. Selulaz Enzim Degredasyonu

Segilen izolatlarin, seliilaz aktivitesini belirlemek amaciyla CMC agar besiyerine ¢izgi
ekimleri yapilmis ve 45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda sirastyla petri kutusuna % 0.1°lik kongo kirmizis1 ve 1M NaCl ¢dzeltisi
ilave edilerek islem sonunda izolatin etrafinda olusan sari1 hidroliz zonu pozitif olarak
degerlendirilmistir. Sar1 hidroliz zonu gozlenmeyen suslar negatif olarak degerlendirilmistir.
Seliilaz enzim degredasyon testi yapilan izolatlarin petri goriintiileri Sekil 4.4’te verilmistir,
detayli gorseller Ek-6’da verilmistir. Seliilaz aktivitesi 21 izolata uygulanmistir. 20 izolat

sellilaz aktivitesine pozitif sonug verirken, 1 izolat (N4A13) negatif sonug vermistir.
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B.subtilis (Pozitif Kontrol) E. Coli (Negatif Kontrol)

Sekil 4.4. Secilen izolatlarin seliilaz enzim test sonuglarinin 6rnek petri goriintiileri

4.6. Nisasta Enzim Degredasyonu
Secilen izolatlarin nisastay1 (% 0.1 w/v) parcalayabilme yetenekleri nisasta (% 0.1
w/v) eklenmis GYEA (glukoz yeast ekstrakt agar) kullanilarak test edilmistir. Ekimleri
yapilan ve 45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de bes giin inkiibasyona birakilan test izolatlara
Lugol’s iodin eriyigi uygulanistir. Koloni ¢evresindeki agik zon pozitif olarak kaydedilmistir.
Nisasta enzim degredasyon tEsti yapilan izolatlarin petri gortintiileri Sekil 4.5.”te verilmistir,

detayli gorseller Ek-6’da verilmistir. Nisasta aktivitesi 21 izolata uygulanmustir. 15 izolat
nigasta aktivitesine pozitif sonug verirken, 6 izolat negatif sonu¢ vermistir.
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E. Coli (Negatif Kontrol) Lactobacillus paracasei (Pozitif Kontrol)

Sekil 4.5. Secilen Izolatlarin Nisasta Enzim Test Sonuglarinin Ornek Petri Goriintiileri

4.7. Ksilan Enzim Degredasyonu

Ksilinaz aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in ksilan (Oat spelt) i¢eren besiyeri kullanilmig
ve ¢izgi ekimleri yapilan izolatlar 45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda petri kutusuna sirasiyla % 0.1°lik kongo kirmizisi ¢dzeltisi ve daha sonra
IM NaCl c¢ozeltisi ilave edilerek 15’er dakika inkiibasyona birakilmigtir. Boyama islemi
sonunda etrafinda sar1 hidroliz zonu gozlenen suslar ksilan (glukanaz) pozitif olarak
degerlendirilmistir. Sar1 hidroliz zonu gozlenmeyen suslar negatif olarak degerlendirilmistir.
Ksilan enzim degredasyon testi yapilan izolatlarin petri goriintiileri Sekil 4.6.’da verilmistir.
Detayli gorseller Ek-6’da verilmistir. Ksilan aktivitesi 21 izolata uygulanmistir. 2 izolat

(N4A13 ve T4A05) ksilan aktivitesine pozitif sonug verirken, 19 izolat negatif sonug¢ vermistir.
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Sekil 4.6. Secilen izolatlarin Ksilan Enzim Test Sonuglarinin Ornek Petri Goriintiileri

Izolatlara uygulanan nisasta, ksilan ve selillaz enzim test sonuglar1 Tablo 4.1.’de

verilmigtir.
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Tablo 4.1. Aktinomiset ve Streptomyces Izolatlarina Uygulanan Enzim Testleri ve Sonuglart

izolat kodu izolatin Gelisim Nisasta testi Selllaz testi Ksilan testi
Sicakhg
N4A13 45 + - +
N1A19 45 + + -
N4A29 45 - + -
T2A04 45 + + -
T4A05 45 + ¥ T
T4A06 45 + + -
FG59 45 + + -
FG71 45 - + -
T4A08 45 + + -
T4A09 45 + + -
T6A12 45 - + -
S6A03 45 + + -
S1A15 45 = + _
S1A16 45 + + -
S4B18 50 + + -
S5B20 50 - + -
N1C01 55 - + -
N3CO07 55 + + -
N3C40 55 + + -
N2D41 60 + + -

4.8. Secilen izolatlara Morfolojik Testlerin Uygulanmasi

Enzim test sonuglarina gore segilen 21 izolatin morfolojik incelemesi ISP besiyerleri
(ISP 2-7 agar) ve Aktinomisetlerin morfolojik tanimlamasinda kullanilan diger besiyerlerinde
(Nutrient Agar, modifiye Bennett’s agar, triptikas soy agar, Czapek’s agar) yapilmistir.
[zolatlarin tiim morfolojik 6zellikleri (substrat, hava miselyum yapilari, diffiizlenebilir pigment,
spor morfolojisi, koloni morofolojisi) belirlenmistir. Bu prosediir ile enzim testleri sonucunda

pozitif olan izolatlarin, morfolojik 6zellikleri agisindan da farkli olup olmadiklar1 belirlenmistir.
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Morfolojik katologlama kullanilarak izotlar incelenmistir. Morfolojik test sonuglarma drnek

petriler Sekil 4.7. ve 4.8.’de verilmistir. Diger morfolojik test sonuglar1 EK 7°de verilmistir.

\m,:?@/

Ceqneit! ISP

Sekil 4.7. N4A13 Izolatinin Morfolojik Tanimlanmasida Kullanilan ISP2, ISP4, NA, CDA,
TSA, Bennett’s ve Oat meal Agar Goriintiileri. N4A13 izolat1 ISP 5, ISP 6 ve ISP 7°de iireme
gostermemistir.
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Sekil 4.8. T2A04 izolatinin Morfolojik Tanlmlanma51nda Kullanilan ISP5, TSA, NA, CDA,
Bennett’s ve Oat meal Agar Goriintiileri. T2A04 Izolat1 ISP2, ISP4, ISP6 ve ISP 7’de iireme
gostermemistir.

Test izolatlarinin morfolojik 6zellikleri; substrat, hava miselyum yapilari, difiizlenebilir

pigment ve spor morfolojisi; Tablo 4.2.°de verilmistir. Morfolojik olarak farkli oldugu

belirlenen 15 izolat segilerek 16S rRNA analizlerine geg¢ilmistir. Substrat, hava miselyum

yapilari, difiizlenebilir pigment, spor morfolojisi, koloni morfolojisi agisindan incelenen

izolatlardan benzerlik gosterenlerden biri secilmistir.

Tablo 4.2. Aktinomiset Izolatlarinin 10 Farkli Besiyerinde Gelisim Ve Pigment Ozellikleri

Organiz | ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 ISP6 ISP7 Bennett’s TSA Czapek’s Nutrient

ma Ad1 Agar Agar Agar

N4A13 G +++ G:--- G- G- G- G- G +++ G:+++ | Gi+++ G +++
R:Beyaz | R:- R:- R:- R:- R:- R :Beyaz R :Bey | R :Beyaz R :Beyaz
A:- A:- A:- A:- A:- A:- A - az A:- A -
S+ S:- S:- S:- S:- S:- S+ A - S+ S+

S+

N1A19 G +++ G- G- G- G- G- G +++ G:+++ | Gi+++ G +++
R :Yesil R:- R:- R:- R:- R:- R :San R:Sart | R :San R :Sar
A Gri A:- A:- A:- A:- A:- A+ A+ A+ A+
S+ S:- S:- S:- S:- S:- S+ S+ S+ S:+

N4A29 G- G +++ G:i+++ | Gi+++ | G- G:--- G:--- G:--- G- G +++
R:- R :Sar R :Sari R :Sar R:- R:- R:- R:- R:- R :Sar
A:- A+ A+ A+ A:- A:- A:- A:- A:- A+
S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-

T2A04 G:--- G +++ G- G:it++ | Gi--- G- G +++ G:+++ | Gi+++ G +++
R:- R :Sar R:- R :Sar R:- R:- R :San R :Sart | R :Sar R :Sari
A:- A+ A:- A+ A:- A:- A+ A+ A+ A+
S:- S:+ S:- S+ S:- S:- S+ S+ S+ S:+

59




“Tablo 4.2. devam1”

T4A05 G- G +++ G:i+++ | Gi+++ | G- G- G +++ G +++ | Gi+++ G +++
R:- R :Sarn R :Sar R :Sari R:- R:- R :Sar1 R :Sar1 | R :San R :Sari
A:- A+ A+ A+ A:- A:- A+ A+ A+ A+
S:- S: - S: - S - S:- S:- S - S - S - S:-
T4A06 G:--- G +++ G:i+++ | Gi+++ | G- G- G +++ G +++ | Gi+++ G +++
R:- R :San R :San R :San R:- R:- R :San R :San R :Sar R :San
A:- A+ A+ A+ A:- A:- A+ A+ A+ A+
S:- S: - S: - S: - S:- S:- S: - S: - S: - S: -
FG59 G +++ G +++ G:+++ | G- G- G- G +++ G +++ | G:i+++ G +++
R :Kahve | R :Sar R :San R:- R:- R:- R :San R :Sar R : San R :San
rengi A+ A+ A:- A:- A:- A+ A+ A+ A+
A+ S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
S:-
FG71 G:--- G +++ G- G:i+++ | Gi--- G- G +++ G +++ | Gi+++ G +++
R:- R :Sar R:- R :Sari R:- R:- R :Sar1 R :Sar1 | R :San R :Sari
A:- A+ A:- A+ A:- A:- A+ A+ A+ A+
S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
T4A08 G:--- G +++ Git++ | Gi+++ | G- G- G +++ G:i+++ | Gi+++ G +++
R:- R :San R :San R :San R:- R:- R :Sar R :Sar R :Sar1 R :San
A:- A+ A+ A+ A:- A:- A+ A+ A+ A+
S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
T4A09 G +++ G +++ Gi+++ | Gi+++ | G- G- G +++ G +++ | Gi+++ G +++
R :San R :San R :San R :San R:- R:- R :San R :San R :San R :San
A+ A+ A+ A+ A:- A:- A+ A+ A+ A+
S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
T6A12 G +++ G +++ Gi+++ | Gi+++ | G- G- G +++ G- G- G-
R :Sar1 R :Sar R :San R :San R:- R:- R :Sar R:- R:- R:-
A+ A+ A+ A+ A:- A:- A+ A:- A:- A:-
S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
S6A03 G:--- G +++ Git++ | Gi+++ | G- G- G +++ G +++ | Gi+++ G +++
R:- R :San R :San R :San R:- R:- R :San R :San R :Sar1 R :San
A:- A+ A+ A+ A:- A:- A+ A+ A+ A+
S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
S1A15 G- G +++ G:i+++ | Gi+++ | G- G- G +++ G+++ | Gi+++ G +++
R:- R :San R :San R :San R:- R:- R :San R :San R :San R :San
A:- A+ A+ A+ A:- A:- A+ A+ A+ A+
S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
S1A16 G +++ G +++ G:it++ | Gi+++ | G- G- G +++ G:i+++ | Gi+++ G +++
R :San R :San R :San R :San R:- R:- R :San R :San R :San R :San
A+ A+ A+ A+ A:- A:- A+ A+ A+ A+
S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
S4B18 G- G +++ G- G- G- G- G +++ G- G +++ G +++
R:- R :San R:- R:- R:- R:- R :San R:- R : San R : San
A:- A :Beyaz A:- A:- A:- A:- A:- A:- A:- A:-
S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
S5B20 G +++ G +++ G- G- G- G- G +++ G:+++ | Gi+++ G +++
R :San R :San R:- R:- R:- R:- R :San R :San R :San R :San
A:- A:- A:- A:- A:- A:- A:- A:- A:- A:-
S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
N1C01 G +++ G +++ G:--- G- G:--- G- G +++ Gi++t+ | G- G +++
R :Beyaz | R :Beyaz R:- R:- R:- R:- R :Beyaz R :Bey | R:- R :Beyaz
A+ A+ A:- A:- A:- A:- A+ az A:- A+
S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- A+ S:- S:-
S:
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“Tablo 4.2. devam1”

N3CO07 G +++ G +++ G G G- G G +++ G+t | Gttt G +++
R :Beyaz | R :Beyaz R R R:- R:- R :Beyaz R :Bey | R :Beyaz R :Beyaz
A+ A+ A A A:- A:- A+ az A+ A+
S:- S:- S S S:- S S:- A+ S:- S
S:-
N3C40 G +++ G +++ G:-- G:-- G:-- G:-- G +++ G i+++ | Gi+++ G +++
R :Beyaz | R :Beyaz R:- R:- R:- R:- R :Beyaz R :Bey | R :Beyaz R :Beyaz
A+ A+ A:- A:- A:- A:- A+ az A+ A+
S:+ S:+ S:- S:- S:- S:- S+ A+ S+ S:+
S+
N2D41 G +++ G +++ G G G- G G +++ G+t | Gttt G +++
R :Beyaz | R :Beyaz R R R:- R:- R :Beyaz R :Bey | R :Beyaz R :Beyaz
A+ A+ A A A:- A:- A+ az A+ A+
S+ S:+ S S S:- S S:+ A+ S+ S:+
S:+

49. DNA izolasyonu ve Agaroz Jel Elektroforez Yontemiyle DNA'larin
Goruntulenmesi

Secilen izolatlar, besiyeri isteklerine gore ekimleri yapilmis ve sonrasinda sivi
besiyerinde gelistirilerek safliklar1 kontrol edilmistir. Saf olduklar1 belirlenen izolatlarin
kiiltiirlerinin  pelletleri alinarak DNA ektraksiyonuna hazir hale getirilmistir. Bu
organizmalardan genomik DNA (DNA izolasyon Kiti-invitrogen,USA) izole edilmis ve DNA
kontrolii % 1'lik agaroz jelde yiiriitiilerek gdriintiilenmistir. DNA izolasyonu yapilan izolatlarin

agaroz jel goriintiileri Sekil 4.9. ve 4.10.’da verilmistir.

s - - < = -

= = = =

= = = 2 = =
> ¢ o—¢ o . .

Sekil 4.9. DNA Izolasyonu Yapilan Izolatlarin Eliisyonlarinin %]1°lik Agaroz Jeldeki
GOoruntas

- = = = =

Sekil 4.10. DNA izolasyonu Yapilan Izolatlarm Eliisyonlarinin %1°lik Agaroz Jeldeki
GOorlntusd
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4.10. 16S rRNA'nin PCR Amplifikasyonu

16S rRNA gen bdlgesinin amplifikasyonunda, saf DNA 6rnekleri kullanilarak 16S
rRNA geninin ¢ogaltilmasi gergeklestirilmistir. Bu amagla, 16S rRNA genini kodlayan DNA
bolgesinin amplifikasyonu igin iki evrensel primer (27f ve 1525r; Lane, 1991: 145) kullanilmis
ve Termal Cycler (PCR, Techne ve Thermo) ile gerceklestirilmistir. Denatiirasyon,
amplifikasyon bitis ve soguma basamaklarindan olusan 35 dongii sonucu ¢ok miktarda 16S
rRNA gen bolgesi elde edilmistir. Amplifikasyonu gerceklestirilen {iriinler % 1'lik agaroz jelde
(100 ml 1XTBE tampon, 1.0 g agaroz) DNA leader ile birlikte 90 voltta 45 dakika
yurataldikten sonra goruntileme sisteminde (SYNGENE G-BOX) fotograflanarak
kaydedilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri agoroz jelde goriintiilenerek kaliteleri ve dogru
bolgenin amplifikasyonun yapilip yapilmadigi marker kullanilarak kontrol edilmistir. PCR

islemi gergeklestirilen izolatlarin agaroz jel goriintiileri Sekil 4.11 ve 4.12.” de verilmistir.

= 5 2
E =

Sekil 4.11. DNA Izolasyonu Yapilan Bazi izolatlarin %1’lik Agaroz Jeldeki 16S rRNA
GOoruntasu

Sekil 4.12. DNA Izolasyonu Yapilan Bazi izolatlarin %1’lik Agaroz Jeldeki 16S rRNA
GOoruntas
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4.11. 16S rRNA Sekans Verilerinin Eldesi, Analizi Ve Filogenetik Soyagaclarimin
Olusturulmasi

16S rRNA dizilerinin eldesi ve saflagtirma islemleri Hizmet Alimi (MacroGen Inc.,
Hollanda) yapilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen 16S rRNA ham dizi verileri MEGA 7.0
programinda hizalanmis ve EzTaxon Serverda (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net; Kim vd., 2012:
718) bulunan global hizalama algoritmalar1 kullanilarak en yakin akraba organizmalarla olan
16S rRNA niikleotit benzerligi belirlenmistir. Filogenetik analizler icin MEGA 7.0 ve BioEdit
analiz programlar1 (Kumar vd., 2016: 1870) kullanilmistir. Filogenetik dendogramlar,
Neighbour Joining (Saitou ve Nei, 1987: 407) algoritmasi1 ve Jukes-Cantor evrimsel uzaklik
matriksi ile ¢izilmistir. Elde edilen filogenetik agaglar bize kompostlasmada etkin olan
Aktinomisetlerin belirlenmesinde rehberlik etmistir. Ayrica elde edilen bu filogenetik agaglarin
incelenerek ve EzTaxon Server programindaki benzerlik oranlarina bakilarak olasi yeni
tiir/tilirler belirlenmistir. Filogenetik analizlerin yapilmasinda, benzer olan organizmalar birlikte
analiz edilmis ve tek bir filogenetik agac olusturulmustur. Farkli tiirlerle akrabalik iligkisi
gosterenler ise ayr1 ayr1 analiz edilmistir. Bunun nedeni ise Streptomyces cinsinin dokuz yiiz
kirk iki tiir ve kirk dort alt tiire ve izolatlarin en yakin olduklar tiirlere 0-15 nt farkliligina sahip
olmasidir. Filogenetik analizlerde ayrimi en 1iyi sekilde gorebilmek icin her izolat ayr1 analiz

edilmistir. Analiz sonuglarinda elde edilen filogenetik agaglar Sekil 4.13-19°da verilmistir.

Filogenetik analizler sonucunda test edilen 15 izolatin Streptomyces cinsi ile iliskili
oldugu belirlenmistir. Streptomyces cinsi ile iligkili olan izolatlardan FG59 sp. izolati
Streptomyces griseoincarnatus ile % 98.94 benzerlik ve 15/1416 nt farklililigina sahip oldugu

belirlenmistir. FG71 izolati ise S. matensis ile %100 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

N4A29, S6A03, T2A04, T4A08 ve T6A12 izolatlar1 S. griseorubens ile % 99.93
benzerlik ve 1/1447 nt farkliligmma sahip oldugu belirlenmistir. S1A15 izolatinin da S.
griseorubens ile yakin akraba oldugu tespit edilmistir (% 98.76 benzerlik; 18/1447 nt farkliligr).
T6A14 izolat1 %99.93 benzerlik ve 1/1449 nt farklilig: ile S. albogriseolus tip turiine akraba

oldugu belirlenmistir.

N4A13, S5B20, T4A05 ve T4A06 izolatlar1 S. griseorubens ile % 99.93 benzerlik ve
1/1447 nt farkliligina sahip oldugu belirlenmistir.
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Streptomyces cinsi ile iligkili olan izolatlardan N3CO07 sp. izolat1 Streptomyces
thermovulgaris ile % 100 benzerlik ve 0/1427 nt farklililigina sahip oldugu tespit edilmistir.
Streptomyces cinsi ile iligkili olan izolatlardan S4B18 sp. izolat1 Streptomyces matensis ile %

99.93 benzerlik ve 1/1433 nt farklililigina sahip oldugu belirlenmistir. Tiim dizileme sonuglar1
Tablo 4.4’te verilmistir.

S. lusitanus NBRC 13464 T (AB184424)
S. lomondensis NBRC 15426 T (AB184673)
S.coerulescens ISP 5146 T (AY999720)
98S. bellus ISP 5185 T (AJ399476)
S.nigra 452 T (MG572975)
S. iakyrus NRRL ISP-5482 T (JNX101000062)
S.longispororuber NBRC 13488 T (AB184440)
6 S. speibonae NRRL B-24240T (JNXM01000266)
Streptomyces sp. T6A14
o4 S. albogriseolus NRRL B-1305T (AJ494865)
78S. viridodiastaticus NBRC 13106 T (AB184317)
S. heliomycini NBRC 15899 T (AB184712)
S. ambofaciens ATCC 23877 T (CP012382)
S. griseoflavus LMG 193447 (AJ781322)
S. griseorubens NBRC 12780 T (AB184139)
S. griseoincarnatus LMG 19316 (AJ781321)
S.erythrogriseus LMG 19406 " (AJ781328)
97S. variabilis NBRC 12825 (AB184884)
S. labedae NBRC 15864 " (AB184704)
S.caelestis NRRL 2418 T (X80824)
— S.atrovirens NRRL B-16357 T (DQ026672)
K. nipponensis HK1 0315 T ( AY442263)

—
0.0050

Sekil 4.13. Streptomyces cinsine ait T6A 14 izolat1 ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi
analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987: 407) filogenetik soyagaci (nodlarda %

50’nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir). Dis grup olarak K. nippnensis DSM 03157
(AY442263) kullanilmistir.
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Streptomyces sp. T4A08
Streptomyces sp. T6A12
Streptomyces sp. T2A04
Streptomyces sp. S6A03
[| Streptomyces sp. N4A29
S. althioticus NRRL B-3981" (AY999791)
183 S.matensis NBRC 12889 (AB184221)
S.griseorubens NBRC 127807 (AB184139)
Streptomyces sp. SIA15
S. tunisiensis CN-207 T (KF697135)
S.grisecincarnatus LMG 19316 T (AJ781321)
s, erythrogriseus LMG 19406 T (AJ781328)
66| S.variabilis NBRC 12825 " (AB184884)
S. labedae NBRC 15864 T (AB184704)
— S.griseoflavus LMG 19344 T (AJ781322)
S. thinghirensis DSM 41919 T (FM202482)
S. tendae ATCC 19812 T (D63873)
S. violaceorubidus LMG 20319 T (AJ781374)
S. flaveolus NBRC 3715 (AB184786)
S. viridochromogenes NBRC 3113 T (AB184728)
S. ambofacien ATCC 23877 T (CP012382)
S.paradox NBRC 14887 T (AB184628)
S. collinus NBRC 127597 (AB184123)
— S.heliomycini NBRC 15899 T (AB184712)
S. longispororuber NBRC 13488 T (AB184440)
S.nigra 4527 (MG572975)
S. albogriseolus NRRL B-1305T (AJ494865)

99, viridodiastaticus NBRC 13106 T (AB184317)
K. nipponensis strain HKI 0315 T ( AY44226)

a1
)

0.0050

Sekil 4.14. Streptomyces cinsine ait N4A29, S1A15, S6A03, T2A04, T4A08 ve T6A12
izolatlar1 ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei,
1987: 407) filogenetik soyagaci (nodlarda % 50’nin tizerinde bootsrap degerleri verilmistir).
Dis grup olarak K. nippnensis DSM 03157 (AY442263) kullanilmustir.
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S.afghaniensis NBRC 128317 (AB184847)
S.africanus NRRL B-24243" (MUKA01000156)
S.fimbriatus NBRC 154117 (AB184659)
S.djakartensis NBRC 154097 (AB184657)
S.calvus ISP 50107 (AY999780)
S.azureus ATCC 149217 (DF968281)
S.cellulosae NBRC 130277 (AB184265)
S capillispiralis NBRC 14227 (AB184577)
S.pseudogriseolus NRRL B-3288" (MUNG01000290)
58.gancidicus NBRC 15412 (AB184660)
S.werraensis NBRC 13404 (AB184381)
Streptomyces sp. FG59
S.malachitofuscus NBRC 13059 (AB18428)
S.griseoflavus LMG 193447 (AJ781322)
S.althioticus NRRL B-3981T (AY99979)
S.matensis NBRC 12889" (AB184221)
S.griseorubens NBRC 127807 (AB184139)
S.griseoincarnatus LMG 193167 (AJ781321)
S.variabilis NBRC 128257 (AB184884)
98S.labedae NBRC 15864" (AB184704)
S.erythrogriseus LMG 19406" (AJ781328)
S.speibonae NRRL B-24240T (JINXM01000266)
L S.heliomycini NBRC 15899 (AB184712)
S.atrovirens NRRL B-16357" (DQ026672)
K.nipponensis HK1 0315 (AY442263)

5

0.0050

Sekil 4.15. Streptomyces cinsine ait FG59 izolat1 ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi
analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987: 407) filogenetik soyagaci (nodlarda %
50’nin {izerinde bootsrap degerleri verilmistir). Dis grup olarak K. nippnensis DSM 03157
(AY442263) kullanilmustr.
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S.marokkonensis Ap1T (AJ965470)
S.rubrogriseus LMG 20318" (AJ781373)
S.thinghirensis DSM 41919 (FM202482)
S.violaceorubidus LMG 20319" (AJ781374)
73 S.tendae ATCC 198127 (D63873)
S.paradoxus NBRC 148877 (AB184628)
S.viridochromogenes NBRC 3113 (AB184728)
S.pharetrae CZA14T (MRYD01000560)
99S.glaucescens NBRC 127747 (AB184843)
S.matensis NBRC 128897 (AB184221)
S.althioticus NRRL B-3981T (AY999791)
Streptomyces sp. FG71

S.griseorubens NBRC 12780 (AB184139
S.griseoincarnatus LMG 193167 (AJ781321)
S.variabilis NBRC 12825" (AB184884)
97S.labedae NBRC 15864 (AB184704)
S.erythrogriseus LMG 19406 (AJ781328)
S.griseoflavus LMG 19344" (AJ781322)
S.malachitofuscus NBRC 130597 (AB184282)
S.griseoloalbus NBRC 13046" (AB184275)
100S.albaduncu [JCM 47157 (AY999757)
S.capillispiralis NBRC 142227 (AB184577)

97/ S.gancidicus NBRC 154127 (AB184660)
75S.pseudogriseolus NRRL B-3288T (MUNG01000290)
S.lusitanus NBRC 13464 (AB184424)

K.nipponensis HKI 03157 (AY442263)

0.0050

Sekil 4.16. Streptomyces cinsine ait FG71 izolat1 ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi
analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987: 407) filogenetik soyagaci (nodlarda %

50’nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir). Dis grup olarak K. nippnensis DSM 03157

(AY442263) kullanilmastir.
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Streptomyces sp.< S5B20
S. griseorubens NBRC 127807 (AB184139|)
59 Streptomyces sp N4A13
_IStreptomyces sp T4A05
8 Streptomyces sp T4A06
S. variabilis NBRC 128257 (AB184884)
S. griseoincarnatus LMG 193167 (AJ781321)
S. labedae NBRC 15864" (AB184704)
S. erythrogriseus LMG 19406" (AJ781328)
S. tunisiensis CN-207" (KF697135)
— S. griseoflavus LMG 19344T (AJ781322)
S. althioticus NRRL B-39817 (AY99979)
S. althioticus NRRL B-39817 (AY9997912)
S. matensis NBRC 12889 (AB184221)
S. althioticus NRRL B-3981T(AY999791)
707 S. violaceorubidus LMG 203197 (AJ781374)
S. lusitanus NBRC 13464T (AB184424)
S. thinghirensis DSM 419197 (FM202482)
S. viridochromogenes NBRC 3113" (AB184728)
S. ambofaciens ATCC 238777 (CP012382)
S. paradoxus NBRC 148877 (AB184628)
S. collinus NBRC 12759 (AB184123)
S. heliomycini NBRC 15899" (AB184712)
S. albogriseolus NRRL B-1305" (AJ494865)
100 S. viridodiastaticus NBRC 13106" (AB184317)

S. thermoalcalitolerans NBRC 163227 (AB249909)
104 S. thermogriseus NBRC 1007727 (AB249980)
100 S. thermovulgaris NRRL B-12375T (MUME(01000064)

K. nipponensis strain HKI 03157 (AY442263.1)

|
0.0050

Sekil 4.17. Streptomyces cinsine ait N3C07, N4A13, S4B18, T4A05, S5B20 ve T4A06
izolatlar1 ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei,

1987) filogenetik soyagact (nodlarda % 50’nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir). Dis

grup olarak K. nipponensis DSM 03157 (AY442263) kullanilmistir.
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70S. rubrogriseus LMG 20318" (AJ781373)
S. violaceoruber NBRC 12826" (AB184174)
S. lienomycini LMG 200917 (AJ781353)
S. marokkonensis AplT (AJ965470)
S. thinghirensis DSM 41919 (FM202482)
S. violaceorubidus LMG 203197 (AJ781374)
S. tendae ATCC 198127 (D63873)
S. tritolerans DAS 165" (DQ345779)
. paradoxus NBRC 14887" (AB184628)
. viridochromogenes NBRC 31137 (AB184728)
S. pharetrae CZA14" (MRYD01000560)
9%. glaucescens NBRC 12774 (AB184843)
Streptomyces sp. S4B18
S. althioticus NRRL B-3981" (AY999791)
S. matensis NBRC 12889" (AB184221)
S. griseorubens NBRC 127807 (AB184139)
S. griseoflavus LMG 193447 (AJ781322)
S. malachitofuscus NBRC 13059" (AB184282)
S. labedae NBRC 15864 (AB184704)
S. griseoincarnatus LMG 19316" (AJ781321)
97S. variabilis NBRC 12825 (AB184884)
S. erythrogriseus LMG 194067 (AJ781328)
S. albaduncus JCM 47157 (AY999757)
10@8. griseoloalbus NBRC 13046" (AB184275)
S. capillispiralis NBRC 14222 (AB184577)
98| S. gancidicus NBRC 154127 (AB184660)
75S. pseudogriseolus NRRL B-3288T (MUNG01000290)
S. lusitanus NBRC 13464 (AB184424)
78— S. lomondensis NBRC 15426 (AB184673)
K. nipponensis strain HK1 0315" (AY442263.1)

—
0.0050

Sekil 4.18. Streptomyces cinsine ait S4B18 izolat1 ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi
analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyagaci (nodlarda %
50’nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir). Dis grup olarak K. nipponensis DSM 03157
(AY442263) kullanilmistir.

69



10

. rameus LMG 203267 (AJ781379
S. bangladeshensis AAB-4T (AY 750056
S. achromogenes subsp. rubradiris NBRC 14000 (AB184561)
S. glomeratus LMG 19903 (AJ781754)
S. leeuwenhoekii C347 % 831790
S. speibonae NRRL B-24240" (JNXM01000266)
S. somaliensis DSM 407387 AJ007403g
S. coeruleoprunus NBRC 154007 (AB184651)
S. glaucus LMG 199027 (AJ781332
S. thermoviolaceus subsp. apingens DSM 41392" (Z68095)
S. thermoviolaceus subsp. thermoviolaceus DSM 40443 (Z68096)
S. thermodiastaticus DSM 40573" 4268101
S. thermocarboxydovorans DSM 44296" (U94489)
S.thermospinosisporus AT10" (AF333113)
S. deserti C63" (HE577172)
S. thermocoprophilus B19T (AJ007402)
. mexicanus CH-M-1035" (AF441168?3
S. thermoalcalitolerans NBRC 16322" (AB249909)
Streptomyces sp. N3C07
@. thermovulgaris NRRL B-12375" %/IUME01000064)
) . thermogriseus NBRC 100772" (AB249980)
S. pluripotens MUSC 135" (CP021080)
S. chromofuscus NBRC 128517 gA8184194
5 S.coeruleofuscus NBRC 127577 (AB18 840%
S. aureoverticillatus NRRL B-3326" gAY999 74)
. spectabilis NBRC 13424 (AB184393)
5 S. thermocarboxydus DSM 44293 (U94490)
99 S. indiaensis NBRC 13964 (AB184553)
S. cadmiisoli ZFG477(CP030073)
K. nipponensis strain HK1 03157 (AY442263.1)

0.0050

Sekil 4.19. Streptomyces cinsine ait N3C07 izolat1 ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi
analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyagaci (nodlarda %
50’nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir). Dis grup olarak K. nipponensis DSM 03157
(AY442263) kullanilmistir.

70



Tablo 4.3. 16S rRNA Analizi Yapilan Mikroorganizmalarin Benzerlik ve Niikleotit
Farkliliklar

Organizma Kodu Tur Benzerlik Nukleotit Dizi
Farkhihg Uzunlugu
(bp)
N3CO7 Streptomyces
thermovulgaris 100.000 011427 1,443 bp
N4A13 Streptomyces
griseorubens 100.000 0/1418 1,441 bp
S4B18 Streptomyces matensis | 99.93 0/1433 1,449 bp
55820 Streptomyces 100.000 0/1412 1,447 bp
griseorubens
T4A05 Streptomyces
griseorubens 100.000 011416 1,450 bp
T4A06 Streptomyces
griseorubens 100.000 011420 1,444 bp
FGS9 Streptomyces 98.94 15/1416 1,458 bp
griseoincarnatus
FG71 Streptomyces matensis | 100.000 0/1419 1,465 bp
N4A2Z9 Y 98.94 1/1447 1,496 bp
griseorubens
S1A15 Streptomyces
griseorubens g0 e 1,504 bp
S6A03 Streptomyces 99.93 1/1447 1,519 bp
griseorubens
T2A04 Streptomyces
griseorubens g3 ek 1,511 bp
T2A08 Streptomyces
griseorubens 99.93 1447 1,492 bp
ToAL2 Streptomyces 99.93 1/1447 1,500 bp
griseorubens
T6Al4 Strepto_myces 99.93 1/1449 1,501 bp
albogriseolus

4.12. Kompostlasma 1I¢in Secilen Aktinobakteri izolatlarmm Cogaltilmasi,
Liyofilize Edilmesi

Kompostlasma deneylerinde kullanilmak iizere N3C07, N4A13 ve T4A05 kodlu ¢
Streptomyces spp. susu seg¢ilmistir. Suslarin se¢iminde enzim test sonuglari, C kaynagi
kullanimlari, sicaklik, ph ve lire testleri ile morfolojik analizler ve 16S rRNA dizileme analiz
sonuglari birlikte degerlendirilmistir. Segilen suslar en iyi Ureme gosterdikleri besiyerinde
cogaltilmis, 250 ml’lik Bennett’s brothlarda 3-5 giin 160 rpm’de sicaklik isteklerine gore

inkiibe edilmistir.
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Aktiflestirilen mikroorganizmalar 15 ml’lik falkonlara dagitilarak santrifiijlenmis ve
elde edilen pelletler -20 °C’ 1 gece bekletilmistir. 1 gece sonunda 15 ml’lik falkonlar 24 saat
liyofilizatérde kurutulmaya birakilmistir. Elde edilen kuru 6rnekler steril kapta tartilmis ve

kullanima kadar oda sicakliginda saklanmaistir.

4.13. Sicaklik Toleransi

Sicaklik tolerans testlerinde sicaklik araliklar1 4 °C, 20 °C, 30 °C, 37 °C, 45 °C, 50 °C,
55 °C ve 60 °C olarak belirlenmistir. Bennet’s agara nokta inokiilasyon ile ekim yapilmistir.
Ekim yapilan petriler belirlenen sicakliklarda 7-14 giin inkiibasyona birakilmistir. Sicaklik
tolerans petri gortntiilleri Sekil 4.20°de verilmistir, detayli gorseller Ek-8’de verilmistir.
Suslarin sicaklik test sonuglart tablo 4.4.’te verilmistir. Sicaklik tolerans testi uygulanan 21
sustan 10 tanesi (T4A08, FG59, T6A14, FG71, T6A12, S5B20, N3C07, N1A19, T4A09,
N2D41) 4-60 °C’deki sicaklik araliklarinda tireme gostermistir. 2 sus (SIA16, N1CO1) 4 °C’de
ureme gostermemistir. 2 sus (N4A13, S6A03) ise 45 °C’nin lizerindeki sicakliklarda iireme

gostermemistir.

Sekil 4.20. Sicaklik Tolerans Testi Petri Goriintiileri
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Tablo 4.4. Secilen Izolatlarin 4 °C- 60 °C Sicaklik Tolerans Test Sonuglar

Org. 4°C 20°C 30°C 37°C 45°C 50°C 55°C 60 °C
Kodu

S1A15
T4A08
N4A13
FG59

N4A29
T2A04
T6A14
FG71

T6A12
S6A03
T4A05
T4A06
S5B20
S4B18
N3CO07
N1A19
T4A09
S1A16
N1CO01
N3C40
N2D41 +

|+ ||+

B I I T o A IS A IS (o IS S (T IS S IS R

+

IR R R R I R R R R A R s
IR R R R I R R R R R A R s
I o e o o o e o e o e e I I o e o I s I
I o e o o o e o e o B B I B o e I e I o A IS

B I o o S o S A o o S

|+ ||+ ]|+

4.14. pH Toleransi

pH tolerans testlerinde pH araliklar1 4-9 olarak belirlenmistir. Tolerans testi icin
hazirlanan Bennets agara nokta inokiilasyon ile ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler
belirlenen suglarin optimum sicakliklarinda 7-14 giin inkiibasyona birakilmistir. pH tolerans
petri goriintiileri Sekil 4.21°de verilmistir. Detayli gorseller EK-9°da verilmistir. izolatlarn pH
test sonuclar tablo 4.5.’de verilmistir. 21 susa pH tolerans testleri uygulanmistir. Suglardam 2
tanesi (FG59, T4A06) pH 4 ve pH 5’te lireme gostermemistir. Streptomyces sp. N3C40 susu
pH 4’te lireme gostermemistir. Streptomyces sp. N1CO1 susu pH 4, pH 5 ve pH 6’da ilireme
gostermemistir. Streptomyces sp. S1A15, T4A08, N4A13, N4A29, T2A04, T6A14, FGT1,
T6A12, S6A03, T4A05, S4B18, S5B20, N3C07, N1A19, T4A09, S1A16 ve N2D41 suslari ise

pH 4 — 9 araliginda iireme gostermislerdir.
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Sekil 4.21. Secilen izolatlarin 4-9 pH Tolerans Test Sonuglarinin Petri Gériintiileri

Tablo 4.5. Secilen Izolatlarm pH 4-9 Tolerans Test Sonuglari

Org. Kodu | pH: 4 pH: 5 pH: 6 pH: 7 pH: 8 pH: 9
S1A15 + + + + + +
T4A08 + + + + + +
N4A13 + + + + + +
FG59 - - + + + +
N4A29 + + + + + +
T2A04 + + + + + +
T6Al4 + + + + + +
FG71 + + + + + +
T6A12 + + + + + +
S6A03 + + + + + +
T4A05 + + + + + +
T4A06 - - + + + +
S5B20 + + + + + +
S4B18 + + + + + +
N3C07 + + + + + +
N1A19 + + + + + +
T4A09 + + + + + +
S1A16 + + + + + +
N1CO01 - - - + + +
N3C40 + + + +
N2D41 + + + + + +




4.15 Ure Hidroliz Testi

Suslar {ire agara nokta inokiilasyon teknigi ile inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen petriler
izolatlarin optimum sicakliklarinda (45 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C) 7-14 glin inkibasyona
birakilmustir. Ureme ve zon gdsteren suslar pozitif olarak degerlendirilmistir. Ure hidroliz petri
goriintiileri Sekil 4.22°de verilmistir. Suglarin Ure hidroliz test sonuglar1 tablo 4.6.’de

verilmistir. Ure hidroliz testi 21 susa uygulanmistir. 21 sus Ure hidroliz testinde pozitif sonug

gostermislerdir.
Sekil 4.22. izolatlarm Ure Hidroliz Testi Petri Goriintiileri
Tablo 4.6. izolatlarin Ure Hidroliz Test Sonuglari

Organizma Ure Organizma Ure Organizma Ure
Adi Hidrolizi Ad Hidrolizi Ad Hidrolizi
S1A15 + T4A06 + FG71 +
T4A08 + S5B20 + T6A12 +
N4A13 + S4B18 + S6A03 +
FG59 + N3CO07 + T4A05 +
N4A29 + N1A19 + N1CO01 +
T2A04 + T4A09 + N3C40 +
T6A14 + S1A16 + N2D41 +
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4.16. Karbon Kaynaklarimin Kullanimi

Farkl1 karbon kaynaklar1 olarak segilen D-glikoz, sukroz, galaktoz, ksiloz, arabinoz ve
fruktoz varliginda suslarin iiremeleri incelenmistir. Negatif ve pozitif kontrollere gore suslarin
karbon kaynaklarini kullanip kullanmadigina gore tireme durumlarina bakilmistir. Suslarin
karbon kaynaklari petri goriintiileri Sekil 4.23’te verilmistir. Detayli gorseller EK-11’de
verilmistir.  Suslarin karbon kaynaklari test sonuglari tablo 4.7.°de verilmistir. Karbon
kaynaklar testi sonucunda Streptomyces sp. T4A06, T6A12, S1A16, FG59, T6A14 ve T2A04
suslar1 negatif kontrol, D-glikoz, sukroz, galaktoz, ksiloz, arabinoz ve fruktoz varliginda pozitif
sonug vermistir. Streptomyces sp. N4A 13, N1C01 ve N3C40 suslar1 negatif kontrol ve D-glikoz
varliginda pozitif sonu¢ verirken, sukroz, galaktoz, ksiloz, arabinoz ve fruktoz varliginda
negatif sonu¢ vermistir. Streptomyces sp. N1A19, N2D41, T4A05 ve S6A03 suslar1 galaktoz
varliginda negatif sonu¢ vermistir, sukroz, galaktoz, ksiloz, arabinoz ve fruktoz varliginda

pozitif sonug vermistir.

Sekil 4.23. Izolatlarin Karbon Kaynaklari Kullanim Testi Petri Goriintiileri
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Tablo 4.7. izolatlarin karbon Kaynaklar1 Kullanim Test Sonuglari

Organizma Pozitif Negatif Galaktoz Arabinoz Ksilan Sukroz Fruktoz
Adi Kontrol Kontrol

T6A12 + + + + + +
S1A16 + + + + + +
S1A15 + + + +

N4A13 + +

N4A29 + + + + +

T4A06 + + + + + +
N1A19 + + + + + +
T4A08 + + + + +
FG59 + + + + + +
FG71 + + + + +
T4A05 + + - + + + +
T6A14 + + + + + + +
T2A04 + + + + + + +
T4A09 + + + + + +
S5B20 + + - + + +
S4B18 + + - +

N1CO01 + +

N3C40 + + -

N2D41 + + - + + + +
N3CO07 + + + +

S6A03 + + + + + +

4.17. Antogonistik Etki

Antogonistik etki ile suglarin birbirleri ile uyumlulugu belirlenmistir. Test “Cross-
streak” olarak adlandirilan bir yontem ile gergeklestirilmistir. Dikey olarak inokiile edilen
mikroorganizma, yatay inokiile edilen mikroorganizmay1 inhibe edebildigi gibi herhangi bir
etkide gostermeyebilir. Degerlendirme inhibisyon oranlarina gére yapilmistir. Streptomyces sp.
T4A06, N3C07, T4A05 ve N4A13 suslarina antogonistik etki testi uygulanmistir.

Suslarin  antogonistik etki petri goriintiileri Sekil 4.24’te verilmistir. Suslarin
antogonistik etki sonuglar1 tablo 4.8. — 4.11.’de verilmistir. Detayli gorseller Ek-11’de

verilmistir.

Streptomyces sp. T4A06 susunun antogonistik etki sonucunda Streptomyces sp. S1A16
ve S6A03 suslarini inhibe etmedigi, Streptomyces sp.T6A12, SIA15, N4A13, N4A29, N1A19,
T4A08, FG59, FG71, T4A05, T6A14, T2A04, TAA09, S5B20, S4B18, N1C01, N3C40, N2D41

ve N3CO07 suslarini inhibe ettigi gdzlenmistir.

77



Streptomyces sp. N3CO07 susunun antogonistik etki sonucunda Streptomyces sp. N1C01,
T4A09, T4A05 ve S6A03 suslarini inhibe etmedigi, Streptomyces sp. FG71, N4A29, T2A04,
T6A14, N3C40, S1A16, S1A15, TAA08, N4AA13, FG59, T406, T6A12, N2D41, N1A19, S5B20

ve S4B18 suslarini inhibe ettigi gdozlenmistir.

Streptomyces sp. T4A05 susunun antogonistik etki sonucunda Streptomyces sp. N1C01,
T4A09, S6A03, N3C40, S1A16, S1A15, T4A08, N4A13, FG59, T4A06, T6A12, N2D41,
N1A19, S5B20 ve S4B18 suslarini inhibe etmedigi, Streptomyces sp. FG71, N4A29, T2A04,
T6A14 ve N3CO07 suslarini inhibe ettigi gdzlenmistir.

Streptomyces sp. N4A13 susunun antogonistik etki sonucunda Streptomyces sp. FG59,
N1A19, S5B20, S4B18 ve S6A03 suslarini inhibe etmedigi, Streptomyces sp. N1C01, T4A09,
N3C40, S1A16, S1A15, T4A08, T4A05, T4A06, T6A12, N2D41, N1A19, FG71, N4A29,
T2A04, T6A14 ve N3CO7 suslarini inhibe ettigi gdzlenmistir.

Sekil 4.24. izolatlarm Antogonistik Etki Testi Petri Goriintiileri
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Tablo 4.8. T4A06 izolatinin antogonistik etki sonuglari

Organizma Ad1

inhibisyon Sonucu

Organizma Ad1

Inhibisyon Sonucu

FG71 + T4A08 +
N4A29 + N4A13 +
T2A04 + FG59 +
T6A14 + T4A05 +
N1CO01 + N3CO07 +
N3C40 + T6A12 +
T4A09 + N2D41 +
S1A16 - N1A19 +
S1A15 + S5B20 +
S4B18 + S6A03 -

*+: Inhibe ettigi -: Inhibe etmedigi

Tablo 4.9. N3C07 Izolatinin Antogonistik Etki Sonuglart

Organizma Ad1

Inhibisyon Sonucu

Organizma Ad1

Inhibisyon Sonucu

FG71 + T4A08 +
N4A29 + N4A13 +
T2A04 + FG59 +
T6A14 + T4A05 -
N1CO01 - T4A06 +
N3C40 + T6A12 +
T4A09 - N2D41 +
S1A16 + N1A19 +
S1A15 + S5B20 +
S4B18 + S6A03 +

*+: Inhibe ettigi -: Inhibe etmedigi
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Tablo 4.10. T4A05 izolatin Antogonistik Etki Sonuglar

Organizma Adi inhibisyon Sonucu Organizma Adi Inhibisyon Sonucu
FG71 + T4A08 -
N4A29 + N4A13 +
T2A04 + FG59 -
T6A14 + N3CO07 -
N1CO01 - T4A06 -
N3C40 - T6A12 -
T4A09 - N2D41 -
S1A16 - N1A19 -
S1A15 + S5B20 -
S4B18 - S6A03 -

*+: Inhibe ettigi -: Inhibe etmedigi

Tablo 4.11. N4A13 izolatiin Antogonistik Etki Sonuglar

Organizma Ad1

Inhibisyon Sonucu

Organizma Ad1

Inhibisyon Sonucu

FG71 + T4A08 +
N4A29 + T4A05 +
T2A04 + FG59 -
T6A14 + N3C07 +
N1CO01 + T4A06 +
N3C40 + T6A12 +
T4A09 + N2D41 +
S1A16 + N1A19 -
S1A15 + S5B20 -
S4B18 - S6A03 -

*+: Inhibe ettigi -: Inhibe etmedigi
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4.18. Kompost Denemeleri

Materyal-Metod kisminda belirtildigi {izere toplamda 8 adet sistem rahat takip
edilebilmesi amagyla harf kodu verilerek hazirlanmis ve sistemler periyodik oOlgiimlerle
izlenmistir. Tez kapsaminda ilk olarak tiim sistemlerin sicklik performanslari karsilastirmali
olarak Tablo 4.12°de verilmistir. (Zelge’de A, B ve C kodlariyla verilen mikroorganizmalar
sirastyla Streptomyces sp. N3C07, T4A05 ve N4A 13 kodlariyla enzim ve parametre testlerinde
kullanilan mikroorganizmalara karsilik gelmektedir. Orden belirtildigi {izere karisimlarda

toplam mikroorganizma agirliklar1 1 g olacak sekilde ekleme gerceklestirilmistir.

Tablo 4.12. Tez Calismasi Kapsaminda Hazirlanan Sistemlerin 15 Giinliik Sicaklik
Performanslari

Sistem | Baslangic | 55 °C’ye | >55 °C’de | Pik Pik Termofilik 30 °C’ye
Sicakhigi ulasma kalma sicakhgi sicakhigina fazda kalma | ulasma
(°C) zamani zamani (°O) ulagsma stresi (gun)* | suresi

(guin) (guin) zamani (guin)
(9tn)

K 30 3 4 65 6 10 12

A 30 3 4 63 5 13 13

B 30 4 3 60 5 13 15

C 30 3 1 55 3 10 14

AB 30 4 2 55 4 13 15

AC 33 4 6 56 4 13 15

BC 30 2 8 60 3 13 13

ABC 30 3 4 58 7 13 13

*Termofilik fazda kalma siiresi y1gin sicakliginin 35 °C’nin iizerinde kaldig: siire temel alinarak hesaplanmstir.

Sistemler genel olarak incelendiginde elde edilen ilk bulgu mikroorganizma
eklenmesiyle termofilik fazda kalma siiresinin degisimidir. Sistem C haricinde tiim sistemlerde
mikroorganizma eklenmesine bagli olarak termofilik evrenin uzun siirdiigii goriilmiistiir. Pik
sicakliklar1 arasinda yapilan bir karsilastirma sistemlerde 60 °C ve iizeri sicakliklarin elde
edilebildigini gostermistir. Tiim sistemler kompost i¢in hijyen gereksinimi olan 55 °C sicaklik
degerinde en az 1 giin kalmistir (Inserra vd. 2006: 1). Sistem BC en kisa siirede 55 °C ve pik
sicakligina ulagsmis termofilik fazda en uzun siire kalan sistemler arasinda yer almistir. Sicakliga

bagli ilk bulgular en iyi performansin Sistem BC’de elde edildigini ortaya koymustur.
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Sistemlerin pH ve nem performanslar birarada tablo 4.13’te verilmistir. Sonuglar pH

degerlerinin 9-9.5 araliginda degistigini gosterirken nem miktarlart % 40-50 arasinda

degismektedir. Kompost sistemlerinde yer alan giibre miktar1 diisiiniildiigiinde pH ig¢in elde

edilen degerler beklenilen bir sonuctur. Karigimlarin nem oranlart ilk hazirlandiklar1 anda

Olciildiiginde % 40-50 araligindadir. Bu nedenle kompostlama islemi siiresinde sistemlere

herhangi bir su takviyesi gergeklestirilmemistir. Sistemlere tek miidahale 3 giin araliklarla

yapilan aktarma islemleridir. Sistemlerle ilgili ilk bulgular nem igeriklerinin biiyiik oranda

korundugunu gostermektedir.

Tablo 4.13. Tez Calismasi Kapsaminda Hazirlanan Sistemlerin pH ve Nem (%)

Performanslari
Sistem Kontrol Sistem A
Gln Ph Nem (%) Ph Nem (%)
0 9.03 37 8.93 42
3 9.24 45 9.20 42
6 9.23 35 9.37 37
9 9.17 39 9.37 40
12 9.22 37 9.41 27
15 9.34 39 9.34 28
Sistem B Sistem C
Gun Ph Nem (%) Ph Nem (%)
0 9.25 51 9.44 48
3 9.42 43 9.39 46
6 9.54 43 9.57 44
9 9.39 40 9.48 46
12 9.39 42 9.45 41
15 9.37 40 9.59 38
Sistem AB Sistem AC
Gln Ph Nem (%) Ph Nem (%)
0 9.32 41 9.40 a7
3 9.36 46 9.46 47
6 9.22 40 9.35 46
9 9,51 42 9.39 43
12 9.50 40 9.31 44
15 9.53 40 9.50 50
Sistem BC Sistem ABC
Gun Ph Nem (%) Ph Nem (%)
0 9.10 41 9.09 43
3 9.08 38 9.45 40
6 9.31 40 9.40 39
9 941 41 9.35 39
12 9.30 34 9.42 36
15 941 36 9.46 28
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Kompostlama siiresi boyunca 3 giinliik periyotlarda alinan numuneler ile elde edilen

Organik Madde miktarlar1 ve bir onceki dlglime gore organik maddede meydana gelen %

degisim oranlar1 Sekil 4.25. ve 4.26.’da verilmistir. Ilk bulgular mikroorganizmalarin tekli

kullanimlarinda daha i1yi performans gosterdigini ortaya koymustur. Sonuglar ile ilgili detayl

degerlendirme “Tartisma” kisminda verilmistir.
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Sekil 4.25. a) Sistem Kontrol b) Sistem A c) Sistem
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B ve d) Sistem C i¢in Organik madde ve
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Sekil 4.26. a) Sistem AB b) Sistem AC c) Sistem BC ve d) Sistem ABC i¢in Organik Madde
ve % Degisim oranlar1

Cimlenme indeks testi (Gl %) kompost olgunlugunun belirlenmesinde bitki temelli

gergeklestirilen analizler arasinda en 6nemlilerinden biridir. Tez ¢alismasi kapsaminda GI %

degerleri salatalik ve bugday bitkileri i¢in 3 tekrarli 2 set seklinde gergeklestirilmistir. Yine tez

caligmas1 kapsaminda kompost sivisiyla inokiile edilen (2 saat) tohumlar ile analizler

gergeklestirilmistir. Bu analizlerde amag¢ kompost sivisinda islem sonrasinda kalan mikrobiyal

floranin bitki {izerinde olas1 olumsuz etkilerinin belirlenmesidir. Degerler tim sistemler i¢in

tablo 4.14’te verilmistir. Sistemler genel olarak incelendiginde Sistem C ile hem bugday hem

de salatalikta iyi performans elde edildilgi ilk etapta dikkat ¢ekmektedir. Kontrol, C ve ABC

sistemleri ile de tim denemelerde % 80’in iizerinde sonug elde edilmistir.
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Tablo 4.14. Bugday ve Salatalik Bitkileriyle Elde Edilen Cimlenmdndeks Degerlerinin
Sistemlere Gore Degisimi

Sistem Bugday (Kompost) Bugday Salatalik (kompost) Salatalik (inokiile)
(inokiile)

1.6lcim | 2.6lcim | 1.6l¢cim | 2.6l¢im | 1.6l¢lm 2.6lcum | 1.6l¢tim 2.6lgum
Kontrol | 84 80 104 101 108 115 83 95
A 98 93 105 90 75 84 72 76
B 102 80 125 79 68 72 82 83
C 89 87 87 115 101 103 85 82
AB 83 72 93 85 89 98 91 112
AC 129 67 148 94 81 89 80 88
BC 68 69 69 75 70 89 89 104
ABC 80 86 87 96 101 90 110 98

Gl % degerlerinin belirlenmesi kapsaminda salatalik ve bugday bitkisinin kok

uzunluklarina kompost sivist ve inokiilasyonun etkileri de ayrica incelenmistir. Kok

uzunluklarindaki degisimler sirasiyla Sekil 4.27. ve 4.28.’de verilmistir. Sonuglar birkag sistem

haricinde kok uzunluklarinda kompost sivisina veya tohumlarin kompost sivisi iginde

inokiilasyonuna bagli olarak istatiksel agidan anlamli bir degisim gdstermemektedir. Bitkinin

kompost sivisindan etkilenmemesi toksik etki gostermedigi anlamina gelmektedir. Bu sonug

tez kapsaminda elde edilen 6nemli bulgular arasindadir.

kibk uzunlage

Kk uzunluga

Kompost

ompost mokilasyon

(em)

Sekil 4.27. Kok Uzunluklarinda Kompost ve Inokiile Salatalik Bitkisinde Meydana Gelen
Degisimler. Ust soldan saga: Kontrol, Sistem A, Sistem B, Sistem C; Alt soldan saga: Sistem
AB, Sistem AC, Sistem BC ve Sistem ABC.
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Sekil 4.28. Kok Uzunluklarinda Kompost ve Inokiile Bugday Bitkisinde Meydana Gelen
Degisimler. Ust soldan saga: Kontrol, Sistem A, Sistem B, Sistem C; Alt soldan saga: Sistem
AB, Sistem AC, Sistem BC ve Sistem ABC.
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5. TARTISMA

Yapilan tez c¢aligmasinda, kompost numunelerinden alinan toprak ve aktif ¢amur
kaynaklarindan Aktinobakteria ¢esitliliginin belirlenmesi amaciyla 6rnekler farkli sicakliklarda
almmistir. Ornekleme sirasinda aralarindaki sicaklik farki 5 °C’nin altinda olan numuneler
birlestirilmistir. Aktinobakteria gruplarini izole etmek ve tanimlamak amaciyla diliisyon plaka
teknigi, Aktinobakteria disinda diger tiirlerin iremesini inhibe eden besiyeri ve antibiyotikler
varliginda uygulanmistir. Petri plaklarinda gelisim gosteren Aktinobakteria benzeri 84 tane
mikroorganizma morfolojik Ozelliklerine gore secilmistir. Seg¢ilen mikroorganizmalara
saflastirma islemi yapilmis ve enzim test sonuglarina gore segilen 21 mikroorganizmanin
detaylt morfolojik analizleri yapilmistir. Morfolojik analizlerde ve enzim test sonuglarina gore

benzer olan izolatlardan biri segilerek 16S rRNA analizlerine gecilmistir.

Kompost deneylerinde kullanilacak olan Termofilik Streptomyces sp. suslarininin
seciminde 16S rRNA dizileme analizi ile enzim test sonuglar1 birarada degerlendirilmistir.
Enzim testleri kompost iceriginde en fazla goriilen seliiloz, nisasta ve ksilan degradasyonlarinin
belirlenmesine yoneliktir. Bu kapsamda mikroorganizmalarin seliilozu, nisastay1r ve ksilani
degrade edip etmedikleri belirlenmistir. Yapilan ¢alismada 15 izolat nisasta pozitif, 20 izolat

seliilaz pozitif ve 2 izolat ksilan pozitif sonug¢ vermistir.

Izolatlarin enzim testleri ve morfolojik tanimlama analizleri tamamlandiktan sonra
secilen izolatlara DNA izolasyonu ve PCR islemleri uygulanmstir. 21 izolatin 6’sinda PCR
iriinleri yeterli kalitede bulunmamus, biitce yetersizligine de bagli olarak 15 izolatin 16S rRNA
dizi analizi gerceklestirilmistir. Dizi analiz sonuglarma gore 10 tane izolatin Streptomyces
griseorubens, 2 tane izolatin Streptomyces matensis, diger 3 izolatin Streptomyces
albogriseolus, Streptomyces thermovulgaris ve Streptomyces griseoincarnatus ile iliskili

oldugu belirlenmistir.

Streptomyces cinsi ile iligkili olan izolatlardan Streptomyces sp. FG59 sp. susu
Streptomyces griseoincarnatus ile % 98.94 benzerlik ve 15/1416 nt farklililigina sahip oldugu
belirlenmistir. Streptomyces sp. S1A15 susunun da S. griseorubens ile yakin akraba oldugu
tespit edilmistir (% 98.76 benzerlik; 18/1447 nt farklilig1). Niikleotit farkliliklar1 g6z Oniine
alindiginda Streptomyces sp. FG59 ve S1A15 suslarinin olasi yeni tiir olma ihtimallerinin

yiksek oldugu diisiiniilmektedir.
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Enzim test sonuglara gore secilen 21 izolatin morfolojik incelemeleri ISP Project
kapsamindaki besiyerleri ve 4 farkli besiyeri kullanilarak gergeklestirilmistir. Segilen
izolatlarin tanimlanmasinda 16S rRNA analizleri kullanilmis ve filogenetik iliskileri
belirlenmistir. 21 izolatin 6’sinda 6nceden belirtildigi iizere PCR {iriinleri yeterli kalitede
bulunmamus, biitce yetersizligine de bagl olarak 15 izolat ile analizler gerceklestirilmistir. 15
izolatin 10 tanesi Streptomyces griseorubens ile %98.76-100 0-18 nt farkliliklar1 arasinda
degisen oranlarda benzerlige sahiptir. Bu nedenle kompost karigimlarinda kullanilan 3
mikroorganizmadan ikisinin Streptomyces griseorubens ile benzerlik gostermesi tesaduf
degildir. 16S rRNA analizi 6nemli bir tanimlama analizidir. Ancak tek basina yeterli degildir.
Bu nedenle tez kapsaminda ISP besiyerleri (ISP 2-7 agar) ve Aktinobakterilerin morfolojik
tanimlamasinda kullanilan diger besiyerleri (Nutrient Agar, modifiye Bennett’s agar, triptikaz
soy agar, Czapek’s agar) ile iiretilen mikroorganizmalarin morfolojik 6zellikleri incelenmistir.
Besiyerleri karsilastirildiginda kompost karisiminda B ve C kodu ile verilen ve her ikisinin de
Streptomyces griseorubens ile akraba oldugu diistiniilen mikroorganizmalarin ayni
besiyerlerinde farkli gelisim 6zelliklerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Buna gére T4A05 (B)
ISP2’de tiremezken N4A13 (C) iiremektedir. ISP 4 ve 5 besiyerlerinde de mikroorganizmalar
farkl iireme davranisi gostermektedir. Bu nedenle bu iki mikroorganizmanin, her ne kadar ayni
tiir ile akrabaliga sahip olsalar da farkl: tiirler olduklari diistiniilmektedir. ISP 4 hava miseuyum
rengi, substrat miselyum rengi ve ¢dziinebilir pigment renginin incelenmesini saglamaktadir.
ISP 5 ise difiize pigmentlerin incelenmesini saglamaktadir. ISP 4 besiyerinde yapilan bir
karsilagtirma T4A05’de hava miselyumu var iken N4A13’de olmadigin1 ortaya koymustur.
Omek olarak verilen bu tip farkliliklar mikroorganizmalar arasinda 16S tRNA ile
belirlenemeyen ayrimlari ortaya g¢ikarmaktadir. Streptomyces griseorubens ile benzerlik
gOsteren ancak ayni besiyerlerine farkli tepki gosteren N4A29, S6A03 ve T2A04 gibi bagka
mikroorganizmalarda ¢alisma kapsaminda belirlenmistir. Bu nedenle se¢im kriteri olarak 16S

rRNA analizinin yanisira morfolojik farkliliklar da dikkate alinmistir.

Kompost karsimlarinda kullanilacak mikroorganizmalarin se¢imi tezin temel hedefleri
arasindadir. Secim kriteri olarak onceden belirtildigi iizere enzim temelli bir eliminasyon
prosediirii izlenmigse de tez ¢aligmasi kapsaminda mikroorganizmalarin farkli parametrelere
gosterdigi davraniglar da belirlenmistir. Bu parametreler arasinda yer alan sicaklik performansi
karsilastirildiginda A koduyla kompost karisimlarinda kullanilan N3C07°nin 4-60 °C arasinda
tiim sicaklik degerlerinde tiredigi goriilmiistiir. Buna karsilik T4A05 (B) 55 ve 60 °C’de lireme
gostermezken N4A13 (C) 50 °C’den itibaren tirememektedir.
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Sicaklik performanslariyla 6n plana ¢ikan Streptomyces sp. FG71, T6A12, T4AQ9,
N2041, N1A19 mikroorganizmalarin enzim testlerindeki perfrormanslari genel olarak
incelendiginde FG71 ve TGA12’nin sadece seliillozu degrade edebildigi diger organizmalarin
seliloz yaninda nisastay1 da degrade edebildiklieri gorilmiistir. So6zii edilen
mikroorganizmalar enzim performanst olarak N3C07’den o©nemli bir farkliliga sahip
degildirler. Ancak izolatin segilen diger iki izolattan farkli olarak 55 °C ‘de elde edilmis olmas1
onemli goriilmiistiir. Ayrica 16S rRNA sonuglart N3C07’nin Termofilik Streptomyces olarak
1957 yilinda tanimlanmis olan Streptomyces thermovulgaris ile yakin akraba oldugunu ortaya
koymaktadir. 16S rRNA analizi sonucunda sozii edilen mirkoroganizmaya benzerlik gosteren
tek izolat N3CO7°dir. Literatiirden Streptomyces thermovulgaris’in gibre, gubreli toprak ve
komposttan izole edildgi belirlenmistir. S. thermovulgaris, 37 °C’nin altindaki sicakliklarda
gelisemeyen ve daha yiiksek sicakliklarda organik atik {iriinlerin biyodegradasyonunu
etkiledigine inanilan termofilik Streptomyces olarak literatiirde tanimlanmistir. Tez ¢aligmasi
kapsaminda sozii edilen mikroorganizma ile yakin akrabalik gosteren N3CO7 izolat1 bu
mikroorganizmadan farkli olarak 4 °C ‘den itibaren iireyebilmekte, 60 °C’ye kadar gelisim
gosterebilmektedir. Bu gelisimsel farklilik test izolatinin 16S rRNA analizlerine goére S.
thermovulgaris tip tird ile %100 benzerlik gostermesine ragmen, 0 nt farkliligina sahip olan
tanimlanmis yeni tlirlerin olmasi nedeniyle farkli bir tiir olabilecegini diisindiirmektedir. Fakat
tiir tamimlama kapsaminda gerekli olan tiim ¢aligmalarin yapilmasi ile yeni tiir olabilecegini
sOylememiz miimkiin olacaktir. Morfolojik analizler sonucundabu izolatin diger test
izolatlarindan farkli G6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Literatiirde N3CO7 izolat1 ile
iliskili Streptomyces thermovulgaris’in organik atik trtinlerin biyodegredasyon 6zelligine
sahip olmas1 6nemli bir sonug olarak degerlendirilmis ve benzerlik gosteren izolatinda ayni1

ozellige sahip olabilecegi diisiiniilmiistiir (Ekkelenkamp ve ark., 2004: 1883).

Segilen diger iki mikroorganizma; T4A05 ve N4AI3 ortalama bir sicaklik
performansia sahip olsalar da diger mikroorganizmalardan farkli olarak ksilan1 degrade
edebilmektedirler. T4A05 seliilloz, nisasta ve ksilan degradasyonunda etkili olan tek
mikroorganizmadir. Sicaklik agik sistemlerde aktarma araliklarinin diizenlenmesiyle ve/veya
kompost karisimnda kullanilan miktarlarin azaltilmasiyla kontrol edilebilir. Reaktorlerde
gerceklestirilen kompostlama isleminde sicaklik kontrolii otomasyon sistemiyle ¢ok daha etkin

sekilde saglanabilmektedir.
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Bir bagka deyisle kompost karisimindaki sicaklik artisinin belirli bir diizeyde tutulmasi
ve mikroorganizmalarin aktivitelerinin devam ettirilebilmesi miimkiindiir. Bu nedenle enzim
test sonuclar1 sicakliga gore daha onemli bir se¢cim kriteri olarak 6n plana ¢ikmis ve tez

caligmas1 kapsaminda tercih edilmistir.

Ksilan degradasyonuna pozitif sonucun elde edilmesi tez calismasi i¢in dnemli bir
sonugtur. Ksilan 6zellikle kara bitkilerinde ligninli dokularda yer alan hemiseltloz grubunun
temel bilesenidir. Olgunlagsmis odunlar, otlar ve yumusak dokularin yaklagik 1/5’ini
olusturmasi kompost karisiminda kullanilacak organik bilesenler i¢in genis bir yelpazede se¢im

imkani1 sunmaktadir (Kurtulus, 2010: 6).

Mikroorganizmalarin  liremesinde pH performanslarinin  karsilagtirilmas:  tez
kapsaminda uygulanan se¢im kriterleri arasindadir. Ancak sonuglar mikroorganizmalarin
tamamina yakininin pH 4-9 araliginda iireyebildiklerini ortaya koymustur. Elde edilen sonug
onemlidir ancak kompost karisiminda kullanilacak mikroorganizmalarin segiminde pH ek bir
kriter olarak degerlendirilememistir. Benzer sekilde iire hidrolizi de tez ¢aligmasi kapsaminda
ayirt edici olmamistir. 16S rRNA analizi ile tanimlanan 15 adet mikroorganizmaya ek olarak
tanimlanmasi yapilmayan 6 adet mikroorganizmanin Ure hidroliz testleri pozitiftir. Sonuclar bu

testin de se¢im kriteri olarak kullanilamayacagini gostermistir.

Karbon kaynaklarinin kullanimi incelendiginde secilen mikroorganizmalarin farkli
karbon kaynaklarindaki performanslar1 zayiftir. N4A13 sadece glikozda Ureyebilmektedir.
N3CO07 arabinoz, sukroz ve fruktozda Ureyememektedir. Sadece T4A05 galaktoz hari¢ tim
karbon kaynaklarinda iireme gostererek olumlu bir performans ortaya koymustur. N3C07’ye
alternatif ve tiim karbon kaynaklarinda iireyebilen T4A06, FG59, T2A04
mikroorganizmalarinin kompost karisiminda kullanilmalar ile ilgili ¢caligmalar tez ¢alismasi
sonrasina birakilmistir. Tez ¢alismasi sonrasina birakilan bir baska inceleme hem tiim karbon
kaynaklarinda ireyebilen hem de tiim enzim testlerinde pozitif sonug verebilen
mikroorganizmalarin  belirlenebilmesidir.  Kompost  karigimlarinda  mikroorganizma
eklenmesine bagli olarak meydana gelen degisimlerin izlenmesinde sicaklik, pH ve nem
olcimleri 6nemli bir paya sahiptir. Bununla birlikte elde edilen sonuclar s6zti edilen 6l¢tiimlerin
tek baslarina yeterli olmadiklarini ortaya koymustur. Sicaklik performanslari incelendiginde en
iyi performansin BC sisteminde elde edildigi goriilmiistiir. B ve C kodlu mikroorganizmalarin
esit miktarda kompost karisimina eklenmesiyle hazirlanan sistem 55 °C’nin lizerinde 8 giin
stiresince kalmistir. Sistemin pik sicakligi diger sistemlere kiyasla yiiksek sayilabilecek bir

degerde ve en kisa siirede ulasilan sistemler arasindadir.
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Termofilik evrenin toplam siiresi diger sistemlerle kiyaslanabilecek diizeydedir. Bir
bagka ornek olarak verilebilecek kontrol sisteminde en yiiksek pik sicakligi elde edilmistir.
Sistem C incelendiginde en diisiik sicaklik performanst ile karsilasiimistir. Ornek olarak verilen
ii¢ sistem iizerinden bir performans degerlendirmesi yapildiginda kontrol ve BC sistemlerinde
organik madde kayiplar1 sirasiyla %15 ve 19 olarak gergeklesirken en diisiik sicaklik
performansinin elde edildigi C sisteminde %41 ile en yiiksek ikinci organik madde kaybina
ulagilmistir. Dolayisiyla sicaklik tek basina bir gdsterge olarak degerlendirilmemelidir (Tablo
4.13). Karsilastirilan sistemlerin pH ve nem performanslar1 incelendiginde kiyaslanan
sistemlerin tiimiinde 15 giin sonunda pH degerleri artig gostermektedir. Sicaklik performanslar
sistemlerin en az 12 giin siiresince 30 °C’nin iizerinde sicakliklarda oldugunu gostermistir. pH
degerleri giibre i¢in gegerli olan 9-9.5 araliginda degismektedir ve bu degerlerin elde edilmesi
karigimdaki giibre miktar1 géz Oniine alindiginda beklenilen bir sonugtur. Dolayisiyla pH
iizerinden net bir degerlendirme yapmak miimkiin olmamakla birlikte sonuglar
amonyaklagsmanin devam ettigini bir baska deyisle termofilik evrenin heniiz sonlandigin1 isaret
etmektedir. C ve BC sistemi i¢in nem oranlarinda azalma ger¢eklesirken kontrol sistemi igin
nem oraninin arttig1 goriilmiistiir. Bu sonug kontrol sisteminin aktivitesinin mikroorganizma

eklenen sistemlere kiyasla daha yavas oldugunu gostermektedir (Cizelge Tablo 4.14).

Tim sistemlerde sanitasyon kosulu olan 55 °C smir degerine ulagilmistir. Dolayisiyla
sistemlerde biiylikbas hayvanlarinin bagirsak florasinda bulunan Escherichia coli gibi
mikrorganizmalarin diisiik oranda bulunmasi beklenmektedir. Eshericicia coli’nin 50°C’nin
tizerinde diisiik lireme oranmna sahip olmasi ve sistemlere eklenen mikroorganizma(lar)
miktarlarinin yiiksek miktarda olmasi elde edilen sonuglari desteklemektedir. Kompost
sistemlerinde kompostlama siirecinde mikrobiyal floradaki degisimler metagenom analizleri ile

belirlenecektir. Metagenom analizi tez ¢caligsmasi sonrasinda gerceklestirilecektir.

Mikroorganizma eklenmesine bagli olarak organik madde kayiplarinda kontrol
sistemine kiyasla 3 kata varan artiglar gézlenmistir. Bu tez kapsaminda elde edilen en 6nemli
sonuclar arasindadir ve mikroorganizmanin kompost lizerindeki etkisini net bir sekilde ortaya
koymaktadir. Sistemler incelendiginde mikroorganizmanin tekli eklenmesi durumunda en
yiiksek aktivite degerlerine ulasildigr goriilmistiir. Sistem A, B ve C {izerinden bir
degerlendirme yapildiginda bu sistemlerde nem oranlarinda 6nemli azalmalarin oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.14.). Ancak sicaklik performanslar1 incelendiginde mikroorganizmaya

bagli oldugu diisiiniilen 6nemli farkliliklar tespit edilmistir.
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Sistem A ve B’de sicaklik ilerleyisi kompost sistemlerinde beklenildigi sekilde
gerceklesmekte her iki sistemde de termofilik evre kontrole kiyasla uzun siirmektedir. Sistem
C incelendiginde termofilik evrenin kisa siirdiigii ve sanitasyon kosulu olan 55 °C sicakliga ucu

ucuna erisildigi belirlenmistir.

Sistem C ile diisiik sicaklik performansina ragmen yiiksek aktivitenin gézlenmesi tez
kapsaminda elde edilmis 6nemli sonuglar arasindadir. Mikroorganizma A 60 °C’de dahil tim
sicaklik degerlerinde tiremektedir. Bu nedenle kompost karigiminda (Sistem A) elde edilen en
yiiksek sicaklik degerinin 63 °C olmasi mikroorganizmanin sicaklik toleransi ile uyumlu bir
sonugtur. Benzer sekilde mikroorganizmanin sicaklik toleransina uygun sekilde B sisteminde
60 °C sicakliklara ulasilirken sistem C’de sicaklik, C’nin sicaklik toleransina bagl olarak 55
°C’ye ulasabilmistir. Bu sonuglar mikroorganizmalarin eklendikleri karigimlardaki sicaklik
performanslarini dogrudan etkiledigini gdstermektedir. Bir baska deyisle mikroorganizmalarin,
eklendikleri karisimlarda baskin olmalarini saglayacak yeterli miktarlarda sistemlere verildigi

sonuclardan anlagilmaktadir.

Bilindigi tizere kompost aktivetisinin belirlenmesinde 15 giinliik siire sonunda organik
madde kayiplarindan yararlanilmigtir. Tekli sistemlerde ortalama % 40 organik madde kayb1
gozlenirken ikili (AB, AC ve BC) ve tiglii sistem (ABC) performanslar1 incelendiginde sonuglar
ikili sistemlerin kontrole yakin bir performans ortaya koydugunu, ti¢lii sistemin ise kontroliin
de altinda bir performansa sahip oldugunu gostermistir. Organik madde kaybinin ikili ve Gi¢lii
sistemlerde azalmis olmasi tez kapsaminda elde edilen 6nemli sonuglar arasindadir ve ikili veya

iclii mikroorganizma kullaniminin verimi olumsuz etkiledigini gostermektedir.

Ikili ve iiglii sistemlerde gézlenen performans kayiplarinin nedenlerinin belirlenebilmesi
icin antogonistik etki testleri uygulamistir. Antagonistik etki testi biliylik Olgiide fikir
saglamaktadir. A kodlu mikroorganizma B’yi inhibe etmezken C’yi inhibe ettigi, B kodlu
organizmanin ise A ve C’yi inhibe ettigi belirlenmistir. C kodlu organizma her iki
mikroorganizmayt inhibe etmektedir. Dolayisiyla ikili sistemler ve tgli sistemde
mikroorganizmalarin ayni anda sistemlere verilmeleri sonucunda aktivitede gdzlenen kayiplar
birbirlerini inhibe etme &zelliginden kaynaklanmaktadir. Tiim izolatlarla yapilan antogonistik
etki testlerinde A kodlu mikroorganizmanin, test izolatlarindan 18’inin liremesini inhibe eden
baskin bir mikroorganizma oldugu belirlenmistir. Buna karsilik C mikroorganizmasi da yakin

bir performans gostererek 15 mikroorganizmanin tiremesini inhibe etmistir.
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B mikroorganizmast daha uyumludur ve 20 mikroorganizmadan sadece 6’sinin
iremesini inhibe etmektedir. Organik madde kayiplar1 sirasiyla A>C>B  seklinde
degigmektedir. Normal kosullarda antagonistik etki istenen bir durum degilken kompostlamada
kullanilan mikroorganizmalarin  inhibisyon oraninin yiliksek olmasinin  kullanilan

mikroorganizmanin ortamda baskin olmasi agisindan 6nemli oldugunu gostermistir.

Kompost olgunlugunun belirlenmesinde bitki temelli ¢gimlenme indeksinden (GI%)
yararlanilmigtir. Bugday ve salatalik tohumlari ile yapilan denemeler hem kompost sivisi ile
hem de kompost sivisinda inokiile edilen tohumlar ile gerceklestirilmistir. inokiilasyon
denemelerinin amaci, kompost sivisindaki mikrobiyal floaranin olas1 zararli etkilerinin tespit
edilmesidir. Inokiilasyon sonucunda genel olarak % 80’nin iizerinde GI degerleri elde
edilmigtir. Bu sonu¢ mikrobiyal ortamda bitki gelisimini inhibe edecek patojen
mikroorganizmalarin olmadigini veya ihmal edilebilecek diizeyde oldugunu gosteren bir On
izlenim olarak degerlendirilmistir. Kesin bulgular metagenom analizi ile elde edilecektir.
Ancak bu asamada elde edilen yiiksek GI degerleri onemli goriilmiistiir. Mikroorganizmalarin
farkli bitkilere farkli tepkiler gosterdigi de elde edilen sonuglar arasindadir. Salatalik bitkisine
A ve B kompost sistemlerinin olumsuz etki gdsterdigi goriilmiistiir. Sistem BC i¢in de GI %
degerleri sinirdadir. GI % degerlerinin hesaplanmasinda kok uzunluklari da belirlenmektedir.
Dolayisiyla hem kompost sivisinin hem de inokiilasyonun kok uzunluklarina etkilerinin
istatiksel olarak belirlenmesi miimkiin olmustur. Sonuclar salatalik bitkisi i¢in yalnizca B
mikroorganizmasi ile hazirlanan komposttan elde edilen sivinin kok uzunlugunu istatiksel
olarak azalttigim gostermektedir. Inokiile edilen tohumlarda A mikroorganizmas: diisiik GI %
degerlerinin elde edilmesine neden olmustur. Bununla birlikte kok uzunluklarinda istatistiksel

bir degisimin olmamas: tez kapsaminda elde edilen 6nemli sonuglar arasindadir.

Bugday bitkisinin sistemlere tepkisi salatalik bitkisinden oldukg¢a farklidir. Sonuglar
ikili sistemlerden elde edilen kompost sivilarmin salatalikta herhangi bir etkiye neden
olmazken, bugday bitkisinde toksik etkiye neden oldugunu gostermistir. Benzer sekilde
salatalikta tekli sistemlerin gozlemlenebilir bir toksik etkisi varken bugdayda tek
mikroorganizma kullanilan sistemler yiiksek GI% degerleri elde edilmistir. Bugday kok
uzunluklar1 da istatistiksel olarak azalmay1 gostermektedir. Bugdayda {iglii sistemden elde
edilen GI % degeri limitin {izerindedir. Bununla birlikte kok uzunluklarinda istatistiksel bir
azalma kaydedilmistir. Her iki bitki i¢in Sistem C ile hazirlanan kompost sivis1 ve inokiilasyon
sonucunda yliksek degerler elde edilmistir. Bu sonu¢ C mikroorganizmasini 6n plana

cikarmaktadir.
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Bugday ve salalatalik bitkilerinin kompost karisimlarina gosterdikleri tepkilerin
mikroorganizmalardan ziyade kompost karigimlarinda mikroorganizmalarin performansi ile

iliskili oldugu diistiniilmektedir.

Tekli sistemlerde organik madde kayiplar1 ortalama % 40 olarak gergeklesirken, ikili
sistemlerde ortalama % 18’dir. Organik madde par¢calanmasinin biiyiik 6l¢iide tamamlandig:

sistemlerde salatalik bitkisi hassasiyet gdstermistir.

Bu hassasiyetin organik maddeden degil, kompostlasma sonucu ag¢iga c¢ikan
amonyaktan kaynaklandig: diistiiniilmektedir (Roosta ve Schjoerring, 2007: 1933; Roosta ve
Schjoerring, 2008: 1270). pH degerleri bilindigi lizere 15 giinliik siirede artis gostermistir.
Sicaklik performanslar1 Sistem C haricinde termofilik evrenin 13-15 giin arasinda stirdigunu
gostermistir. Yiksek pH degerleri azot dongiisii sirasinda amonyagin sistemden tam olarak
uzaklagamadigin1 gostermektedir. A ve B sistemlerde sicaklik degerleri 13 giin siiresince
35 °C’nin tiizerinde kalmistir. Bu durum amonyaktan nitrat olusumunu biiyiik 6lg¢ude
azaltmaktadir. Bir bagka deyisle amonyagin sistemlerden buharlasma ve/veya nitrata doniisiim
ile uzaklasan miktarmin tekli sistemlerde diisiik olabilecegi diisiiniilmektedir. Ikili sistemlerde
organik madde kayiplari diisiiktiir. Dolayisiyla amonyak olusumu diisiik oldugundan salataligin

gosterdigi hassasiyet GI % degerlerine yansimaktadir.

Kompost karisimlardan elde edilen GI % degerleri bugday bitkisinin amonyak ile
iliskisinin salatalik ile taban tabana zit oldugunu ortaya koymustur. Bugday azotu kontrollii
almaktadir. Bu nedenle azotun yavas aliminin miimkiin oldugu amonyakli giibreleri tercih
etmektedir. Ongdren tarafindan yapilan bir ¢aligmada Amonyum nitrat ve amonyum siilfat
giibrelerinin  bugday gelisimine etkileri incelenmistir. Sonuglar azotun yavas salindig
amonyum siilfat giibresi ile daha yiiksek veriminin elde edildigini géstermistir (Ongdren, 2013:
36).

Tekli sistemlerde bugday bitkisinin toksik etki gdstermemis olmas1 amonyaga hassas
olmamasindan kaynaklanmaktadir. Ote yandan ikili sistemlerde organik madde kaybimin diisiik
olmas1 degradasyonun tam olarak gerceklesmedigini gostermektedir. Bu nedenle ikili
sistemlerde bugday bitkisi ile elde edilen diisiik GI % sonuglar1 bugdayin kompost degradasyon
tirtinlerine kars1 savunmasiz oldugunu ortaya koymustur. Kompostlagsmanin tamamlanmamasi
sonucu karigimlarda ¢oziiniir tuz ve organik asit birikimleri olabilmektedir (Blewett ve ark.,

2005: 67; Araujo ve Monteiro, 2005: 287).
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Yapilan literatiir arastirmasi bugday bitkisinin 6zellikle fenolik asitler varliginda toksik

etkiye maruz kaldigini ortaya koymustur (Ozores-Hampton, 1998: 939).

Benzer bir durumunun tez ¢alismasi kapsaminda incelenen tohumlarda da meydana
geldigi ve kompostlagma sirasinda agiga ¢ikan diisiik molekiil agirlikli organik asitlerin bugday

bitkisinin gelisimini olumsuz etkiledigi diisiintilmektedir.

C kodlu mikroorganizma ile hazirlanan sistem tez kapsaminda en siradasi songlarin elde
edildigi sistemdir. Karisimin sicakligi sadece 1 giin siiresince 55°C’de kalmistir ve sanitasyon
kosulunu ucu ucuna saglayabilmistir. Sistemin termofilik evrede kalma stiresi kontrolle aynidir
ve diger sistemlerden diisiiktiir. Buna ragmen kontroliin yaklasik ii¢ kati bir performans
gosterdigi organik madde kayiplarindan anlagilmaktadir. Cimlenme indeks sonuclari her iki
bitki (salatalik ve bugday) i¢in de yliksek olan tek sistemdir. C kodlu mikroorganizma giibreden
izole edilen diger Streptomyces tiirlerinin ¢ogunu inhibe edebilmektedir. Kompostlasma
sirasinda elde edilen diisiik sicaklik profili de bu bulguyu desteklemektedir. Salatalik igin
hassasiyet gdzlenmemesi kompostlagma sirasinda nitrat olusumunun da gerg¢eklesmis oldugunu
ortaya koymaktadir. Termofilik evrede yiiksek sicaklik degerlerine ulasilmasi ¢ogu ¢alismanin
amacidir. Ancak yiiksek sicakliktan ziyade sanitasyon kosullarini saglayabilecek yeterli
sicakliklarda kompostlagsmanin devam ettirilmesi ve siirenin kisaltilmasi isteniyorsa amonyagin
sistemden uzaklastirilmasi veya amonyak olusumunun yaninda nitrat olusumunun da tesvik
edilmesi gerekmektedir. C mikroorganizmast hem kisa silirede organik madde kaybini
saglayabilmis hem de sistemin sicakligini diisiik tuturak nitrat olusumunun da ger¢eklesmesini

saglayabilmistir. Bu nedenle tez kapsaminda en 1yi organizma olarak se¢ilmistir.

95



6. SONUC

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde
mikroorganizmalarin tek bagina kullanimlarinin organik madde degradasyonunu olumlu yonde
etkiledigi goriilmiistiir. Denemelerde uygulanan mikroorganizma dozajlari mikroorganizmanin
ortamda baskin olabilmesi ve kompostlasmanin gidisatin1 kontrol edebilmesi bakimindan
yeterlidir. Antagonistik etki testleri mikroorganizmalarin ayni ortamda ve biiyiik ihtimalle ayn1
besiyeri i¢in rekabete girdigini goOstermektedir. Bu durum kompostlasmayir olumsuz
etkilemistir. 15 giinliik deneme siiresi sonunda kompost olgunlugunun belirlenmesi amaciyla
yapilan ¢imlenme indeks testleri kompostlagsmanin 6zellikle tekli mikroorganizma kullanimina
bagli olarak biiyiik dl¢iide tamamlandigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte nitrat olusumu
icin termofilik evre sonrasinda olgunlagsma evresinde karigimlarin bir siire dinlendirilmesinin

ve nitrat olusumu i¢in beklenmesinin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kompost denemelerinde kullanilan biiyiikk bas hayvan giibresi ve samandan olusan
sistemlerin baslangictaki organik madde miktarlar1 % 30-40 arasinda degismistir. Bu oranlar
giibrenin en az 6 ay dinlendirildigini gostermektedir. Buna ragmen termofilik evrede elde edilen

yiiksek sicaklik degerleri mirkoroganizmalarin etkin olduklarini ortaya koymustur.

Streptomyces izolatlarinin kullanimi ile kompostlasmanin hizlandirilabilecegi ve

organik madde kaybinin arttirilabilecegi tez ¢alismasinda elde edilen en 6nemli sonugtur.

Mikroorganizma se¢iminde sicaklik profilininin de etkili oldugu dlgiimler sonucunda
anlasilmistir. Sistem C i¢in organik madde miktarlarinda meydana gelen degisimler ve
cimlenme indeks degerleri termofilik evrede yiiksek sicakligin faydali olabilecegini ancak bir
gereklilik olmadigin1 gdstermistir. Inokiile edilen tohumlar ile yiiksek GI % degerlerine
ulagilmis olmas1 kompost sivisinda bitkilerin gelisimini inhibe edecek bir patojenin olmadigini

diisiindiirmektedir. Bu sonug Sistem C ile elde edilen bulgular1 desteklemektedir.

Sistemler iizerinden genel bir degerlendirme yapildiginda oncelikle organik madde
degradasyonunun tamamlanmasi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir. Diisiik organik madde
degradasyonuna bagli olarak kompostlasmanin tamamlanmadig: sistemlerde agiga ¢ikan,
ozellikle organik asit yapisindaki ara drlinler bugday gibi hassas bitkileri olumsuz
etkilemektedir. Bu nedenle tekli mikroorganizma kullanimi veya birbirinin {iremesini inhibe

etmeyen mikroorganizma gruplarinin kullanilmasi 6nerilmektedir.

Ikili sistemlerden &zellikle Sistem BC’nin bugday iizerinde olumsuz etkisi gdzlenmistir.

Sistem BC’den alinacak bir numune ile organik asit miktarlarinda meydana gelen degisimler
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kontrol sistemi ve tek mikroorganizmanin kullanildig1 sistemlerden alinacak numuneler ile
karsilastirimali olarak incelenmesi onerilmektedir. Organik asit miktarlarindaki degisim tez
caligmasi kapsaminda elde edilen sonuglar1 destekleyecegi diistiniilmektedir. Tekli sistemlerden
A ve C’nin 0. giinden baslayarak toplam azot, amonyum azotu ve nitrat azot miktarlarinda

meydana gelen degisimlerin analiz edilmesi 6nerilmektedir.

Kompost karigiminda kullanilacak mikroorganizmalarin se¢iminde ilk olarak karbon
kaynagi kullanimina sonrasinda enzim aktivetesine bagli bir eliminasyon prosediiriiniin
gelistirilmesi Onerilmektedir. Ayrica enzim aktivite testlerinde nicel olarakta salinan enzim
miktarinin 6l¢limiine bagl olarak en etkin mikroorganizmanin belirlenmesinin, kompostlama
stirecinde daha etkin bir mikroorganizma se¢imini saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu sekilde
uygulanacak eliminasyon prosediirleri ile daha etkili mikroorganizmalarin belirlenebilecegi

Oongorilmiistiir.

Kompost karisiminda kullanilan bilesenler mutlaka ¢esitlendirilmeli ve bu kullanilan
karigimlart degrade edebilme ozellikleri agisindan uygun mikroorganizmalarin se¢imi ve
performanslar1 da daha detayli incelenmelidir. Elde edilen kompostlarin 6zellikle farkli bugday
tirlerinin gelisimi lizerine etkilerini belirleyebilmek amaciyla denenmesi Onerilmektedir.
Ahmet (Bey) cinsi bugday iilkemize 6zgii ve koruma altinda olan bir tiirdiir. Bu tiiriin veriminin

kompost kullanimina bagli olarak arttirilabilmesi tilkemiz i¢in dnemli bir kazanim olacaktir.

Bu nedenle Ahmet cinsi bugday: da igeren uzun siireli saha denemelerinin yapilmasi
onerilmektedir. Bugday disinda farkli bitkiler lizerinde de denemeler yapilarak kompostun

kullanim alanlarinin genisletilmesi saglanabilir.

Tezin amac1 kompostlamay1 hizlandirabilecek termofilik aktinobakterilerin izolasyonu
ve secimi sonrasinda kompostlama iizerine etkilerinin belirlenmesidir. Bu kapsamda yapilan
izolasyon caligmalari ile elde edilen ve 16S rRNA analizleri ile 15-18 niikleotit farkliliklarina
sahip olan ve Streptomyces izolatlarininda polifazik yontemler kullanilarak tanimlanmasi tez

sonrasinda yapilacak ¢alislamalar ile saglanacaktir.
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EKLER

EK-1: Besiyeri Ortamlar: ve Hazirlanisi

SM3 Agar (Gauze’s medium 2)

Bilesen Ad1 Miktar
Glukoz 109
Pepton 5¢
Tripton 39
NaCl 59
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamsi: icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarakcam
siselere aktarildi ve tlizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karistiric ile ¢ozdiirtildii.
Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢oziinme durumlarina goére 1siticilit manyetik karistirict
kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina agar ve
distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM basingta 15 dk

otoklavlandi.

Starch Casein Agar (SCA)

Bilesen Adi Miktar
KNO3 0.3g
NaCl 29
MgS04.7H20 29
CaCO3 0.02¢
Cozlnebilir 109
nisasta

Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve lizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistirici ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme durumlarina gore
1siticil manyetik karigtiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.
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Tripton Yeast Glukoz Ekstrakt Agar

Bilesen Ad1 Miktar
Tripton 39
Maya Oziitii 5¢g
Glukoz 59
Agar 209
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistirici ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme durumlarina gore
wisiticil manyetik karistirict k”ullanildi. 0,1 M NaOH veya HCI ile pH degeri ayarlandiktan
sonra besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra

121 °C 1 ATM basingta 15 dk otoklavlandi.

Nutrient Agar

Bilesen Ad1 Miktar
Pepton frommeat 5g
Meat extract 39
Agar 12 g
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve lizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistiricr ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢6ziinme durumlarina gére
1siticil manyetik karistiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.

Bennet’s Agar

Bilesen Adi Miktar
Yeast extract 19
Beef extract 1lg
Kazein enzim 29
hidroliz

Dekstroz 10g
Agar 129
Distile su 1000 ml
pH 7.2
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Ortamin Hazirlamisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistirict ile ¢ozdiirtildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme durumlarina gore
1s1iticil manyetik karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.

Glukoz Yeazt Extract Agar

Bilesen Adi Miktar
Glikoz 49
Yeast extract 49
Malt extract 109
CaCO3 29r
Agar 12 g
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistirici ile ¢ozdiirtildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme durumlarina gore
1siticil manyetik karigtiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.

Triptic Soy Agar

Bilesen Ad1 Miktar
Triptic Soy Broth 30 g
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistirici ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme durumlarina gore
1siticil manyetik karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.
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CMC Agar

Bilesen Ad1 Miktar
Tripton 109
Maya Extract 59
NaCl 59
CMC lg
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistirici ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme durumlarina gore
1siticilt manyetik karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.

Czapek’s Dox Agar
Bilesen Adi Miktar
Sukroz 30g
Sodyum nitrat 29

Dipotasyum fosfat 19
Magnezyum siilfat = 0.5 g

Demir stlfat 0.010¢g
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistiricr ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢6ziinme durumlarina gére
1siticil manyetik karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.
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Urea Agar

Bilesen Ad1 Miktar
Pepton frommeat 19
Glukoz 1lg
NaCl 59
KH2PO4 29
Fenol red 0.012 g
Agar 12 g
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistirict ile ¢ozdiirtildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme durumlarina gore
1siticilt manyetik karistiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.

Ksilan Agar

Bilesen Adi Miktar
Ksilan 10¢
Pepton 59
Maya extract 5¢9
Magnezyum sulfat 0.2 g
KH2PO4 1g
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve lizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistiric ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢6ziinme durumlarina gére
1siticil manyetik karigtiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.
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Tyriptone Yeast Extract Broth

Bilesen Ad1 Miktar
Yeast extract 59
Glukoz 59
Tripton 39
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistirici ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme durumlarina gore
1siticili manyetik karistiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM

basingta 15 dk otoklavlandi.

ISP 2 (Yeast Malt Ekstrakt agar)

Bilesen Ad1 Miktar
Yeast extract 49
Malt Extract 10g
Dekstroz 49
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve lizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistiricr ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢6ziinme durumlarina gére
1siticil manyetik karistiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.
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ISP 3 (Oat Meal Agar)

Bilesen Ad1 Miktar
Oat Meal 209
Agar 18¢g
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistirici ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme durumlarina gore
1siticili manyetik karistiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavland1
ISP 4 (Inorganic Salt Starch Agar)

Bilesen Ad1 Miktar
Starch 10¢g
Dipotasyum fosfat = 1g
Magnezyum sulfat 19

NaCl 19
CaCoO3 249
Demir stlfat 0.001 ¢
Manganez klorid 0.001 ¢
Zinc silfat 0.001 ¢
Agar 209
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistiricr ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢6ziinme durumlarina gére
1siticil manyetik karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.
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ISP 5 (Glycerol Asparagine Agar Base)

Bilesen Ad1 Miktar
L- asparajin 1g
Dipotasyum fosfat = 1g
Trace salt 1ml
soliisyon

Agar 209
Distile su 1000 ml
*1 ml trace salt Soliisyon
*Ferrus sulfat 0.001g
*Zinc silfat 0.001g
*Manganez klorid = 0.001 g
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistirict ile ¢ozdiirtildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢oziinme durumlaria gore
1siticilt manyetik karistiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.

ISP 6 (Peptone Yeast Extract Iron Agar)

Bilesen Ad1 Miktar
Pepton 15¢
Proteaz pepton 59
Demir amonyum 059
sitrat

Dipotasyum fosfat 19
Sodyum tiyosilfat = 0.08 g

Yeast extract 1lg
Agar 209
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve lizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistirici ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme durumlarina gore
1siticil manyetik karigtiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.
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ISP 7 (Tyrosine Agar)

Bilesen Ad1 Miktar
L-asparjin 1lg
L-tyrosine 0549
Dipotasyum fosfat 0.5¢
NaCl 05¢g
Agar 209

*1 ml Trace salt sollisyon
Demir sulfat 1.360 mg
Kopper Klorid 0.027 mg
Kobalt klorid 0.040 mg
Sodyum 0.025 mg
molybdate

Zinc klorid 0.020 mg
Borik asit 2.85 mg

Manganez Kklorid 1.8 mg
Sodyum tartarat 1.77 mg
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve ilizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karistirici ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme durumlarina gore
1siticilt manyetik karistiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.
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ISP 9 (Carbon Utilization Agar)

Bilesen Ad1 Miktar
A) Steril Karbon
*B) Pridham and = Trace Salts 1 ml
Gottilieb
*Bakir stilfat 0.64¢g
*Demir sulfat 011g¢g
*Mangan klorir 0.79¢
*Cinko sulfat 0.15¢
*Demir sulfat 1.360 mg
*Distile su 100 ml

C) Basal mineral  salts agar
Amonyum silfat 2.649

KH2PO4 2.38¢
K2HPO4 5.65¢9
Magnezyum siilfat  1g
Agar 159
Distile su 1000
pH 7.2

Ortamin Hazirlamsi: icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik
karigtirict ile ¢ozdiirtildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme durumlarina gore
1siticil manyetik karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri ayarlandiktan sonra
besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dk otoklavlandi.

122



EK 2: Cézeltilerin Icerikleri ve Hazirlamisi

Mikroorganizmalarin Izolasyonunda ve Stoklanmasinda Kullanilan Cézeltiler

Ringer Solluisyonu

Ringer 1 tablet

Distile Su 500ml

Ortamin Hazirlanisi: 500 ml saf su igerisinde ¢dzdurulen ringer tablet otoklavlanabilir
agz1 kapakli cam tiiplere aktarilarak 121 °C 1 ATM basingta 15 dk otoklavlandi.

% 30'lik Gliserol Stok Cozeltisi

Gliserol 30 ml

Distile Su 70 ml

Ortamin Hazirlamisi: Bir beher igerisinde 70 ml saf su ve 30 ml gliserol karsitirilir.
Daha sonra 1,5 ml'lik agz1 vidali kapakli otoklavlanabilir cryo tiiplere 1 ml olacak sekilde
paylastirilip 121 °C 1 ATM basingta 20 dk otoklavlanir.

Genomik DNA izolasyonunda Kullamlan Cézeltiler

Lizozim (50 mg/ml)

Lizozim 500 mg
TE Tamponu (10 mM Tris, 1 mM | 100 ml
EDTA, pH 8)

Ortamin Hazirlamsi: 500 mg lizozim 10 ml TE tampon igerisinde ¢o6zulerek
hazirlandi. 1,5 ml'lik steril tiiplere 1'er ml bdliinerek -20 °C 'de kullanim zamanina kadar

saklandi.
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Tris (1 M, pH:8)

Tris 121,19
DDH20 (Double distile saf su) 1000 ml

Ortamin Hazirlamisi: 800 ml saf su icerisine 121,1 g tris ilave edilir ve manyetik
karistiric1 iizerinde 50 °C'de berraklagincaya kadar ¢oziilerek oda sicaklifinda sogumaya
birakilir. pH 8'de 1 M Tris elde etmek i¢in soliisyon igerisine 42 ml % 38'lik HCl ilave edilir.

Son hacim saf su ile 1000 ml'ye tamamlanir. 100 ml“lik agz1 kapakli cam siselere boliinerek

121 °C'de 20 dk otoklavda steril edilir ve oda sicakliginda saklanir.

EDTA (0,5 M, pH:8)

EDTA 186,19

DDH20 (Double distile saf su) 1000 ml

Ortamin Hazirlanmisi: 800 ml saf su igerisine 186,1 g EDTA ve yaklagik 20 g NaOH
pelleti ilave edilerek manyetik karistirici izerinde berraklasincaya kadar ¢ozdiiriiliir. Son hacim

saf su ile 1000 ml“ye tamamlanir. 100 ml“lik agz1 kapakli cam siselere boliinerek 121°C'de 20
dk otoklavda steril edilir ve oda sicakliginda saklanir.

TE Tamponu
0.5M EDTA, pH 8 2ml
1M Tris, pH 8 10 ml
DDH20 (Double distile saf su) 1000 ml

Ortamin Hazirlamisi: Tampon 1000 ml'ye tamamlanmadan 6nce pH kontrolii yapilir.

100 ml'lik agz1 kapakli cam siselere bolinerek 121°C'de 20 dk otoklavda steril edilir ve oda
sicakliginda saklanir.
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TBE (Tris Borik Asit EDTA 10X, pH:8)

Tris 12119
Borik asit 61.83¢g
EDTA 5.84¢

DDH20 (Double distile saf su) 1000 ml

Ortamin Hazirlamisi: Soliisyon icerikleri hassas terazi ile tartilir ve 1000 ml'lik beher
icerisine konulur. Igerisine 500 ml saf su ilave edilerek soliisyon manyetik karistiric1 iizerinde
berraklasincaya kadar tutulur. Son hacim 1000 ml'ye tamamlanip, % 33'liik HCI kullanilarak

pH 8'e ayarlanir ve +4°C'de saklanir.

1X TBE (pH: 8)

10 X TBE tamponu 50 ml
DDH20 (Double distile saf su) 450 ml

Ortamin Hazirlamisi: Soliisyon igerikleri meziirle 6l¢iiliip, agz1 kapakli 500 ml'lik cam

sise i¢ine konularak oda sicakliginda tutuldu.

Brom Fenol Mavisi

Brom fenol mavisi 40 mg
Gliserol 5ml

0.5M EDTA 1.5ml
DDH20 (Double distile saf su) 3.5ml

Ortamin Hazirlanisi: Toplam hacim 10 ml hazirlandiktan sonra eppendorf tiiplere 500

ul seklinde dagitilip, +4°C'de saklandi. Agaroz Jel Hazirlanisi (%1'lik)

Agaroz Jel Hazirlamisi (%1'lik)

Agaroz 1lg

1 X TBE 100 ml

Ortamin Hazirlamisi: 1 g agaroz 100 ml 1X TBE tamponu bulunan 250 ml'lik erlene
ilave edilir. Mikrodalgada 300-450 °C'de 3-6 dk eritilir ve homojenizasyon saglanir. Sicaklik
yaklagik 60 °C olunca igerisine 4 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) ilave edilir.
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Nalidiksik Asit (10pg/ml)

Nalidiksik Asit

0449

DH,0

100 ml

Ortamin Hazirlanisi: Nalidiksik asit antibiyotigi hassas terazide tartildiktan sonra cam
behere konularak iizerine bir miktar distile su eklenir. Manyetik karistiricida ¢oziinmesi
saglanir. Coziinme isleminde 5SM NaOH ¢ozeltisinden 20-30 pl eklenir. Nalidiksik asit
tamamen ¢Ozundiikten sonra 100 ml'ye distile su ile tamamlanir. Daha sonra 6nceden
otoklavlanmis ve pastor firmninda kurutulmus steril otoklavlanabilir cam sise igerisine steril
kabinet ortaminda 0,22/0,45 um'lik filtre ile siiziilerek aktarilir. Cam sisenin daha sonra dis

tarafi aleminyum folyo ile sarilarak buzdolabina kaldirilir.

Rifampisin (0,5pg/ml)

Rifampisin 0.02¢
DH,0 100 mi

Ortamin Hazirlamsi: Rifampisin antibiyotigi hassas terazide tartildiktan sonra cam
behere konularak iizerine bir miktar distile su eklenir. Manyetik karistiricida ¢éziinmesi

saglanir. Rifampisin tamamen ¢oziindiikten sonra 100 ml'ye distile su ile tamamlanir.

Daha sonra 6nceden otoklavlanmis ve pastor firrninda kurutulmus steril otoklavlanabilir
cam sise icerisine steril kabinet ortaminda 0,22/0,45 um'lik filtre ile siiziilerek aktarilir. Cam

sisenin daha sonra dis tarafi aleminyum folyo ile sarilarak buzdolabina kaldiririlir.

Siklohekzimid (50 pg/ml)

Siklohekzimid 29
Etanol 100 ml

Ortamin Hazirlamisi: Siklohekzimid antibiyotigi hassas terazide tartildiktan sonra
cam behere konularak iizerine bir miktar saf etanol eklenir. Manyetik karistiricida ¢éziinmesi
saglanir. Siklohekzimid tamamen ¢6ziindiikten sonra 100 ml'ye saf etanol ile tamamlanir. Daha
sonra dnceden otoklavlanmis ve pastor firininda kurutulmus steril otoklavlanabilir cam sise
icerisine steril kabinet ortaminda 0,22/0,45 um'lik filtre ile siiziilerek aktarilir. Cam sisenin daha

sonra dis tarafi aliminyum folyo ile sarilarak buzdolabina kaldirilir.
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EK-3: Toprak Ve Aktif Camur izolasyonu ile Elde Edilen izolatlarin Diliisyon
Gorantuleri
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EK 4: izolatlarin Secimi ve Saflastirilmasi Petri Goriintuleri
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EK 5: Secilen izolatlarin Tek Koloni Seyreltme Plak Ekimleri
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EK 6: Enzim Testi Yapilan izolatlarin Gériintiileri
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EK 7: Morfoloji Testi Yapilan izolatlarin Gériintiileri
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EK 8: Sicaklik Tolerans Testi Yapilan izolatlarin Petri Géoriintiileri
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EK 9: pH Tolerans Testi Yapilan izolatlarin Petri Goriintiileri
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EK 10: Antogonistik Etki Testi Yapilan izolatlarin Petri Goriintiileri
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EK 11: Karbon Kaynaklar1 Testi Yapilan izolatlarin Petri Géoriintiileri
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