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BAZI MEYVELERDEN ASPERGILLUS NiGER’IN IZZOLASYONU,
TANIMLANMASI VE SODYUM GLUKONAT URETIMIiNDE
KULLANIMI
YUKSEK LISANS TEZi
BUSENUR OZKAN
PAMUKKALE UNIiVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLiGi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF.DR.SEBAHATTIN NAS)
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Sodyum glukonat gida, kimya, insaat ve ¢evre sektdrlerinde kullanilan bir yardimci
kimyasaldir. Aspergillus niger suslar1 glikozu okside ederek glukonik asit
iiretebilme yetenegine sahiptir. Bu tezin amaci ise glukonik asidi biyoteknolojik
yolla tiretimi i¢in aday Aspergillus niger suslarinin gesitli meyvelerden izolasyonu
ve tanimlanmasi, takiben yiiksek glukonik asit {ireticilerinin belirlenmesi ve pilot
Ol¢ekte kesikli ve yar1 kesikli sistemde sodyum glukonatin tiretilmesidir. Calismada
PDA besiyerinden 46 adet tipik Aspergillus kolonilerinden toplanmis ve ardindan
morfolojik ozelliklerine gore 25 adedi ribozomal ITS boélgenin dizi analizi
sonucuna gore tanimlamasi gerceklestirilmistir. Buna gore toplanan izolatlardan
21’inin Aspergillus niger tiirline ait oldugu %97°‘den yliksek homoloji ile tespit
edilmistir. %1 glikoz varliginda bu suslar arasindan en yiiksek sodyum glukonat
verimi (Ysp,>0.5) A. niger SG-3 ve SG-21 suslarinda belirlenmistir. Pilot 6lgek 40
saat kesikli fermentasyon sonunda 61.14 g/L sodyum glukonat iiretilebilmistir.
Ayrica yar1 kesikli fermentasyonda ise 105,30 g/l sodyum glukonat
uretilebilmistir. Her iki fermentasyon sonunda iiretilen sodyum glukonat
kristalizasyon ile geri kazanilarak HPLC sisteminde standart ile karsilastirilarak
karakterize edilmistir. Bu ¢alismanin sonunda endiistriyel kullanima hazir sodyum
glukonat tiretimi i¢in yerel kaynakli Aspergillus niger SG-21 susu belirlenmistir.
Ayrica s6z konusu sus ile pilot dlgekli sistemlerde sodyum glukonat tiretilebildigi
gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Aspergillus Niger, Sodyum glukonat,
Fermentasyon



ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF ASPERGILLUS NIGER FROM
SOME FRUITS AND USE FOR SODIUM GLUCONATE PRODUCTION
MSC THESIS
BUSENUR OZKAN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR:PROF. DR. SEBAHATTIN NAS)
DENIZLI, JANUARY 2023

Sodium gluconate is an auxiliary chemical used in the food, chemical, construction
and environmental sectors. Aspergillus niger strains have the ability to produce
gluconic acid by oxidizing glucose. The aim of this thesis is the isolation and
identification of candidate Aspergillus niger strains from various fruits for the
biotechnological production of sodium gluconate, followed by the identification of
high sodium gluconate producers and the production of sodium gluconate in batch
and semi-batch system at pilot scale. In the study, 46 typical Aspergillus colonies
were collected from PDA medium, and then 25 ribosomal ITS regions were
identified according to their morphological features according to the results of the
sequence analysis. Accordingly, it was determined that 21 of the collected isolates
belonged to the Aspergillus niger species, with homology higher than 97%. In the
presence of 1% glucose, the highest sodium gluconate yield (Ys/p, >0.5) among
these strains was determined in 4. niger SG3 and SG21 strains. 61.14 g/L sodium
gluconate could be produced at the end of the pilot scale 40 hours of intermittent
fermentation. In addition, 105.30 g/L sodium gluconate could be produced in semi-
batch fermentation. The sodium gluconate produced at the end of both
fermentations was recovered by crystallization and characterized by comparing it
with the standard in the HPLC system. At the end of this study, the locally sourced
Aspergillus niger SG21 strain was determined for the production of ready-to-use
sodium gluconate for industrial use. It has also been shown that sodium gluconate
can be produced in pilot scale systems with this strain.

KEYWORDS: Aspergillus Niger, Sodium Gluconate, Fermentation
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1. Giris

Aspergillus  niger suslar1  seker icerigi yliksek meyvelerin dogal
mikrobiyotasinda ¢ok¢a bulunan ve gerek enzim gerek de organik asit iiretimi
bakimindan yetenekli mikroorganizmalardir. Bu suslar yliksek oksijen satiirasyonunda
glikoz oksidaz enzimi ile glukonik asit iiretebilmektedir. Glukonik asidin farkli tuzlar
endiistriyel kullanim agisindan bircok éneme sahiptir. Ornegin sodyum glukonat gida
sanayinde iiriinlerin muhafazasinda, siit taglarinin temizlenmesinde, gida iiriinlerine
ferahlaticit ve eksi bir tadin kazandirilmasinda, dekapaj isleminde, donutlarda yag
emiliminin azaltilmasinda kullanilabilmektedir. Bu nedenle endiistriyel bir 6neme
sahip glukonik asit ve tuzlarin biyoteknolojik yol ile liretiminde yetenekli Aspergillus

niger suslarin belirlenmesi ve karakterize edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yiiksek seker icerigi, asidik karakteri ve hasat kosullarina bagl olarak gesitli
funguslar meyvelerin yiizey florasinin iiyeleridir. Bunlardan birisi olan Aspergillus’lar
giiclii enzimatik aktiviteleri ve ozmofilik 6zellikleri nedeniyle iliziim ve incir gibi
sekerli meyvelerin temel mikrobiyotasinda mutlaka bulunur. Meyvelerdeki
Aspergillus gesitliligi ise meyvenin yetistirildigi ve hasat edildigi bolgeye ve saklama
kosullarima bagli olarak farklilik gostermektedir. Kisaca meyveler Aspergillus

izolasyonu i¢in dnemli bir kaynaktir.

Glukonik asit ve tuzlarmin {iretiminde seker igerigi yiiksek substrat
kullanilarak oksijen bakimindan doyurulmus ortamda kesikli fermentasyon
kullanilmaktadir. Ancak tiim mikroorganizmalarda oldugu gibi kesikli sistemlerde
iretimde baslangic yiliksek substrat konsantrasyonunu inhibisyona neden
olabildiginden yari-kesikli fermentasyon sistemi de tercih edilmektedir. Fermentasyon
sistemlerinde stabil yeni suslarin gelistirilmesi bu acidan olduk¢a 6nemlidir. Cilinkii
yiiksek substrat konsantrasyonlarma dayanikli yeni suslar ile daha yiiksek

konsantrasyonlarda glukonik asit liretilmesi miimkiin olacaktir.



1.1 Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasiin temel amaci gesitli yliksek sekerli meyve kaynaklarindan
Aspergillus niger suslarinin izolasyonu ve molekiiler tanimlanmasi, ardindan glukonik
asit miktarlarinin belirlenmesidir. Ayrica iyi dreticiler belirlenerek kesikli
fermentasyon sisteminde glukonik asidin iiretilmesidir. Bu temel amacin ekseninde

tez ¢alismasinin baslica hedefleri asagida siralanmistir.

1) 1Ilk olarak hedefe yonelik gesitli sekerli gida kaynaklarindan glukonik asit
iireticisi sus olarak secilen Aspergillus niger izolasyonu ve molekiiler
tanimlamasi

2) Aspergillus niger suglarinda glukonik asit tiretim miktarlarinin belirlenmesi

3) Yari-kesikli fermentasyon sisteminde sodyum glukonat iiretimi

1.2 Literatiir Ozeti

1.2.1 Aspergillus niger

A. niger haploid filamentli bir kiif tilirlidiir ve biyoloji alaninda ¢ok énemli bir
fungustur. 4. niger, hiicre dis1 enzimler ve sitrik asit tiretmenin yani sira atik yonetimi
ve biyotransformasyonlar i¢in kullanilmaktadir (Schuster ve dig. 2002). 4. niger, 35.5
ile 38.5 Mb arasinda degisen ve genom boyutu yaklasik 13.000 genden olusur. Bu
genlerden yaklasik 8000 ile 8500 genin fonksiyonel 6zelligi bulunur. Ek olarak,
genomda bir proteini potansiyel olarak kodlayabilecek yaklasik 14.000 agik okuma
cergevesi (ORF) tanimlanmustir. 4. niger'in DNA dizisi yaklagik olarak 33,9 milyon
baz c¢iftinden olugsmaktadir. Toplam gen sayisinin sadece yaklasik %45'c olan 6500
genin olas1 iglevi belirlenebilmistir (Debets ve dig. 1990).

A. niger, genis bir sicaklik araliginda biiytliyebilir (6-47 °C) ve optimum
sicaklig1 35-37 °C gibi yliksek bir degerdir ve degismektedir. Biiylime i¢in dnemli
parametrelerden olan su aktivitesi diger Aspergillus tiirleri ile karsilastirildiginda
yiiksektir ve bu deger 0,88°dir. Ayrica 4. niger 1,4-9,8 gibi genis bir pH araligina

gelisim gostermektedir. Hava ile dagilan konidiosporlarin verimli {iretimi bu tiiriin



sicak ve nemli bolgelerde daha sik olmak iizere genis bir yayilim gostermesini saglar

(Schuster ve dig. 2002).

A. niger, koyu renkli aseksiiel olarak iiretilmis mantar sporlartyla kapli beyaz
koloniler iiretmektedir. Ipliksi hifler bir septumla béliiniir ve seffaftir. 4. niger'in
konidioforlar1 (eseysiz olarak {iretilen mantar sporlar1) genellikle 900-1600 pm
uzunlugundadir ve ¢ap1 40-60 um arasinda degisen kiiresel vezikiiller icerir. Her bir
kiiresel vezikiil, 4. miger'in konidioforundan ¢ikintilar olan iki sirali fiyalid ile
tamamen kaplidir. Bu fiyalidler, bir hiicrenin olusturuldugu yer olan kahverengi
metuladan c¢ikar. Fiyalidler cap1r 3 ile 5 pm arasinda degisen kiiresel mitosporlar
olusturmak icin bir blastik bazipetal konidiogenez siirecinden geger (Debets ve dig.

1990).

konidiyofor

septali hif

Sekil 1.2 : Aspergillus niger 'in elektron mikroskobu goriintiisii



A. niger genellikle toprak, bitkiler ve kapali hava ortamlar1 gibi yaygin
mezofilik ortamlarda bulundugu bilinmektedir. Ek olarak, sekerli meyvelerin
ylizeyinde de 6nemli miktarda bulunmaktadir. Hatta iiziim salkimlarinda bu kiif tiirii
kiillenme hastaligina da neden olur. 4. niger sadece kserofilik bir mantar degil ayni
zamanda 1s1ya dayanikl (yiiksek sicakliklarda gelisebilen) bir organizmadir. Ipliksi
mantarlarin donma sicakliklarina karsi yiiksek bir tolerans sergiledikleri de

bilinmektedir (Schuster ve dig. 2002).

Aspergillus niger hasat sonras1 meyvelerde ciirlimeye neden olan en yaygin
kiiflerin basinda gelir (Whitfield 2003). Elma, seftali, limon, iiziim, incir, ¢ilek, mango
ve kavunda ciiriimeye neden oldugu bilinmektedir. Ayrica domates, sarimsak ve
soganda da bozulma etkenlerinden biridir. Ozellikle en ¢ok kuru yemislerden izole
edilen kiifler arasinda olup; ceviz, yer fistigi, findik, tahil ve yagli tohumlarda

bulunmaktadir. Et ve zeytinde de varlig1 bilinmektedir (Pitt ve Hocking 1997).

Aspergillus cinsi kiifler birincil ve ikincil metabolik iiretimleri nedeniyle ticari
alanda kullanilan 6nemli fungus cinsleridir. 4. niger’in iirettigi enzimler hem kendisi

icin hem de diger organizmalar i¢in kaynak saglamaktadir.

A. niger biyoteknoloji alaninda kullanilan yaygin olarak kullanilan
mikroorganizmalarin basinda gelmektedir. Sitrik asit, amilazlar, lipazlar, seliilazlar,
ksilanazlar ve proteazlar gibi A. niger tarafindan liretilen enzimlerin ¢ogu, Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve Ilac idaresi tarafindan GRAS (genel olarak giivenli kabul
edilir) olarak kabul edilir (Debets ve dig. 1990).

A. niger sitrik asit liretiminin ana kaynagidir. Diinyada sitrik asit {iretiminin
tamamina yakini 4. niger kaynaklidir. Yilda 4,5 milyon tondan fazla sitrik asit iiretimi

yapilmaktadir.

A. niger, glikozun glukonik aside doniistiiriilmesi i¢in gerekli olan, glikoz
oksidaz, katalaz, laktonaz ve mutarotaz gibi tiim enzimleri iiretir. Bu nedenle
endiistriyel glukonik asit ihtiyact A. niger’in biyoteknolojik kullanimi ile

karsilanmaktadir (Ramachandran ve dig. 2006).



Biyolojik aktiviteleri olan pek cok ikincil metabolitlerin, bir dizi enzimin ve
proteinin Aspergillus spp., tarafindan liretimi bu cinsin endiistriyel anlamda ne kadar

onemli oldugunu gosterir (Frisvad ve Larsen 2015).

A. niger’in birinci kullanimi fermentasyon ile organik asit ve enzim tiretimidir.
Insan sagligina hicbir yan etkisi olmadan uzun bir siiredir kullanilmaktadir (Abarca ve

dig. 2004).

A. niger biyotransformasyon ve atik artiminda kullanildigi bilinmektedir. Bu
kiifiin irettigi enzim gida sektoriinde kullanilan enzimlerin {iretiminde onemli bir

transformasyon saglamistir (Schuster ve dig. 2002).

1.2.2 Glukonik asit

Glukonik asidin (GA) kimyasal formiili CsHi207’dir. GA oda sicakliginda
renksiz kristal bir goriinime sahiptir. GA biyolojik olarak kolay par¢alanabilen bir
organik asit olmasinin yaninda orta derece kuvvetlidir. Korozif ve toksik 6zelligi
yoktur (Othmer 1953). Hlasiwetz ve Habermann 1870 yilinda yaptiklar bir ¢alismada
glikozun oksidasyonu sonucunda GA kesfetmislerdir. D-glikoz oligosakkarit ve
polisakkaritlerin (seliiloz vb.) temel yapisin1 olusturmaktadir. GA bu temel yapiy1
olusturan D-glikozun oksitlenmis halinden meydana gelmektedir. GA yaygin kullanim

alanina sahiptir (Roehr ve Kubicek 1996).

Glukonik asit (GA, penta-hidroksikaproik asit) biyolojik sistemlerde dogal
olarak bulunan polihidroksikarboksilik asittir (Hustede ve dig., 1989). GA’nin alkali
kosullarda yiiksek selatlama 6zelligi bulunmaktadir. GA temizlik sektoriinde ve zorlu
iklim kosullarinda ¢imento direncini artirmak iizere katki olarak insaat sektoriinde
kullanilmaktadir (Milson ve Meers 1985; Roehr ve dig. 1996; Ramachandran ve dig.,
2006). Buna gore GA’nin takribi piyasa degeri 300 milyon dolarin {izerine ¢ikmustir.
Diinya 6l¢eginde talep giderek artmaktadir. Ekonomik degerinin bulunmasi nedeniyle
ve maliyetinin diistirmek icin GA {iretiminin artirilmasi veya daha verimli {iretim
sistemlerin kurgulanmasi baglica hedeflerdir. Bu dogrultuda calismalar yeni iiretici
suslarin izole edilmesi veya mevcut suslarin farkli karbon kaynaklarinda iiretim

miktarlarinin artirilmasi seklinde iki koldan yiiriitiilmektedir.



Tablo 1.1 : Glukonik asidin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Ramachandran ve dig.
2006)

Formiil CesH1204( 2,3,4,5,6-pentahidrosiheksanoik asit)

Dogas1 Kokusuz, agindiric1 olmayan, hafif asidik, daha az
tahris edici, toksik olmayan, kolayca biyobozunur,
ucucu olmayan organik asit

Molekiil agirhg 196,16

Kimyasal formiilii CsH1207

Anlam 2,3,4,5,6-pentahidrosiheksanoik asit

pKa 3.7

Erime noktasi 120- 131 °C

Kaynama noktasi (%50’lik ¢ozelti) 100 °C den fazla

Ozgiil agirhk 1,24- 1,26

Goriiniim Acik kahverengi (%50 ¢ozelti)

Coziiniirlik Suda ¢oziiniir

Tat Eksi yumusak tazeleyici tat, hafif eksi

Eksi derecesi (Sitrik asit 100 olarak kabul edildi) 29- 35

Toksisite Sigan oral LD50, 90 mL/ kg’dan fazla

A. niger gibi mantarlarda, GA glikozun glikoz oksidaz tarafindan dehidrasyonu
ile katalizlenen basit bir iiriindiir. Bu aldehit grubun oksidasyonu sonunda olusan
glukona delta lakton GA’ya hidroliz edilirken, hidrojen peroksit ise su ve oksijene
ayrigtirtir.  A.  niger'in yani sira Penicillium, Gliocadium, Scopulariopsis ve
Gonatobotrys gibi diger cins tiirleri de GA iirettigi rapor edilmistir (Ramachandran ve
dig. 2006). Birka¢ G. oxydans, Z. mobilis, A. metanolicus, P. fluorescens ve Morexella
bakteri tiirleri dahil Pullularia, Enterobacter ve Scopulariopsis glikozu dehidrojenaz

ile okside ederek GA {iiretmektedir (Ramachandran ve dig. 2006).

OH

Sekil 1.3 : GA’nin kimyasal formiilii (A) Glukono lakton (B)



Glukonik asit ve tiirevleri gida katki maddesidir. Sarap ve meyve suyu
tiretiminde tadin iyilestirilmesi i¢in katki maddesi olarak kullanilmaktadir.
Tatlandirmak ve asitligi diizenlemek amaciyla glukona delta lakton ekmek, tofu,
mozzerella, deniz iirlinleri gibi ¢esitli gida iiretimlerinde tercih edilmektedir. Yag
emilimini azaltmak amaciyla ¢orek ve kiilah iiretiminde kullanilmaktadir (Znad ve dig.

2004).

Glukonik asit ve tiirevleri, su bazli boya formiilasyonlarinda ve alkali boya
¢ikarma formiilasyonlarinda, sise yikamada, metal yiizlerin temizlenmesinde pas ve

leke ¢ikarmada siklikla kullanilir (Ramachandran ve dig. 2006).

Tablo 1.2 : Glukonik asit ve tiirevlerinin kullanim alanlar1 (Ramachandran ve dig.
2006)

Komponentler Uygulama alanlar
Glukonik asit Siit endiistrisinde siit taginin énlenmesi
Glukono 1-5 lakton Aliiminyum kutularinin temizlenmesi,

Kuru pastalarda kullanilir

Sosis gibi et {irlinlerinde asitlestirici olarak,

Soya iiretiminde soya proteinlerinin koagiilasyonunda,

Peynir ve lor olusumunu iyilestirmek ve siitiin 1s1 stabilitesini
saglamak amaciyla siit endiistirisinde

Metallerde paslanmayi 6nleyici ajan,

Sodyum glukonat Ingaat endiistrisinde harg katki maddesi,
Tekstil endiistrisinde agir metallerin uzaklastirilmast ve boya
banyolarinda stabilizator,

Kalsiyum glukonat Kalsiyum terapileri
Ferro glukonat Hayvan yemi 1slahi,

Anemi hastalig1 tedavisi,
Gida ve igecek endiistrisinde katki maddesi

Endiistriyel 6lgekte GA iiretiminde en fazla A. niger suslar1 kullanilmaktadir.
A. niger organik madde iizerinde aerobik olarak biiyliyen filamentéz bir mantardir.
Dogada, toprakta, kompostta ve ciirliyen bitki materyalin iizerinde bulunur. Bu kiif
tiiri Aspergillus cinsi igerisinde smiflandirilir, temel 6zellikleri kahveden siyaha
degisen sporlar1 ve misel yapisina sahiptir. Taban hif {izerine yiikselen sporogiyumlari
bulunur ve bunun iizerinde sporogiyoforlari mevcuttur. Sporlar1 ise sporogiyofor
tizerinde yerlesmistir. Siyah renkte sporlar olusturduklari i¢in A. niger tiirii kolaylikla

A. carbonarius, A. japonicus, A. ellipticus, A. heteromorphus ve A. aculeatus tiirleri
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ile karigabilmektedir. A. niger, 35-37 °C'de nispeten yiiksek sicaklikta 6-47 © C genis
sicaklik araliginda gelisebilir. Cogalma i¢in su aktivitesi limiti, diger Aspergillus
tiirlerine kiyasla nispeten yiiksek olan 0,88'dir. 4. niger, son derece genis bir pH
araliginda (1,4- 9,8) biiyiiyebilir. 4. niger’in bu 6zellikleri ve hava yoluyla dagitilan
sporlarin uygun iiretimi, sicak ve nemli yerlerde daha yiiksek bir siklikta bu tiirlerin

her yerde meydana gelmesini saglar (Rippel ve Baldes 1955).

Tablo 1.3 : Glukonik asit ve tiirevlerinin gida katkis1 maddesi olarak kullanimi1
(Rodrigez ve dig. 2006c¢)

Katki Maddesi  INS Son revizyon Fonksiyon Eklendigi gidalar
Kodu tarihi
Glukonik asit E- 574 - Asit diizenleyici  Meyve ve sebzeler,
Yiikseltgen ajan  Siit {irtinleri
Glukono- 1,5 E-575 1998 Asit diizenleyici  Dogal fermente edilmis siitler,
lakton Ayirma ajani peynir. alti  suyu protein
peyniri
Emzikli bebeklerde ve yeni
doganlar i¢in ek gida
Sodyum E-576 1998 Ayirma ajant Kurulmus makarna ve
lukonat Stabilizator nodullarda
& Yogunlastirict Tuzlarm yerine
Sicak igeceklerde
Potasyum E- 577 1998 Asit diizenleyici  Mozzeralla peyniri, biskiivi
Dogal takviye Pandispanya
glukonat Soguk et
Kalsiyum E- 578 1998 Asit diizenleyici  Biskiivi ve meyve sularinda
alukonat Sertlestirici Diyet takviyelerinde
Demir glukonat ~ E- 579 1999 Renk koruma Bahge sebzeleri, deniz yosunu
Stabilizator Soya sosu, sirke, salamura
Dogal takviye
Magnezyum D- E-580 1999 Asit diizenleyici  Ekmek ve ekmek {irlinlerinde

glukonat

Sikilagtirict ajan
Dogal takviye




Tablo 1.4 : Glukonik asit iiretimi i¢in kullanilan karbon kaynaklar1 ve
fermentasyon yontemleri (Pal ve dig. 2016)

Mikroorganizma Substrat Konsantrasyon Verim pH Proses Kaynak
Aspergillus niger  Muz, 61,8 g/L (Ahmet ve
pom Sirast, 2‘9‘5 ; . - 6  Kesikli dig. 2015)
Aspergillus niger Yari kuruincir 490 g/ yari kuru % 93 7 Kesikli (Pandey ve
ATCC 10577 incir dig. 2000)
Aspergillus niger Seker kamist  76.3 g/L %87.7 5,5 Kesikli (Sharma ve
ARNU- 4 melasi dig. 2008)
Aspergillus niger Susuz glikoz 0.22g GA/ - 6 Kesikli Kat1 (Sankpal ve
NCIM 545 misel/ saat Egﬁgﬂtasyonu dig. 1999)
Aspergillus niger Saflagtirilmis 21 g/ L/ saat l.1g/lg 7 Kesikli (Lu ve dig.
ANI151 glikoz 2015)
Aspergillus niger Kagit atigi 1.13g/L/gin %92 5-6  Kesikli (Ikeda ve
1AM 2094 dig. 2006)
Aspergillus niger Uziim 73.2g/L % 80,6 6,5 Kesikli (Singh ve
ORS-4410 Muz 0.132 g/ L/saat %724 6,5 Derin dig. 2005)
Fermentasyon
Aspergillus niger  Uziim 6743 g/ L 0.96¢g/g - Kesikli (Buzzini ve
dig. 1993)
Aspergillus niger Glikoz 1.58 g/ g/saat3. 1.01 g/ 6 Kesikli (Sankpal ve
NCIM 545 dongii g 3. Kulkami,
dongii 2002)
Aspergillus niger  Glikoz 4.6 g/ L/ saat - 5,5 Kesikli (Znad ve dig.
2004)
Aspergillus niger Glikoz 4 g/ L/ saat % 93 5,5 Kesikli (Klein  ve
CCM 8004 dig. 2002)
1.2.2.1 Glukonik asit iiretim yontemleri
Glukonik asidin iiretmek i¢in kimyasal, biyokimyasal, mikrobiyal

fermentasyon ve enzimatik kataliz gibi ¢esitli iiretim yOntemleri kullanilmaktadir.

Kullanilan bu yontemleri kendi arasinda kiyasladigimizda diger yontemlere gore kolay

calisma kosullarinin olmasi, diisiikk enerji tiikketimi, istenmeyen yan iirlinlerin az

miktarda olugmasi gibi sebeplerden dolayi ticari iiretimde fermentasyon ile glukonik

asit yontemi en yaygin iiretim yontemi olarak kullanilmaktadir. Fermentasyon ile

tiretim yontemi kullanildiginda en yaygin kullanilan mikroorganizma A. niger kiifii



oldugu bilinmektedir. Bunun yani sira bakteriler ile de glukonik asit tretimi

gerceklestirilmektedir (Ergiil 2013).

Diger islemler {iretim ve verim maliyetleri acisindan degerlendirildiginde en
ekonomik ve verimli {retimin fermentasyon ile glukonik asit iretimidir.

Biyoteknolojik yontemler endiistriyel 6lgekteki tiretimde daha ¢ok tercih edilmektedir.

Kimyasal yolla iiretim: Atmosferik oksijen varliginda Pt, Pd veya Au
elementlerinin katalizor olarak kullanilmasi ile glikoz oksidasyonu sonucunda
glukonik asit iiretimi miimkiindiir. Reaksiyon sirasinda alkali pH (9-10) seviyeleri
tercih edilir. Bunun sebebi katalizoriin reaksiyon esnasinda inaktif olmasini

engellemektir. Bu sayede katalizor reaksiyon hizini arttirict 6zellik gosterir.

Katalizor maliyetlerinin yiiksek olmasi, deaktive olmalari, sizint1 ihtimali ve

katalizoriin geri kazanimin zor olmasi kimyasal iiretimin dezavantajidir.

Mikrobiyolojik yolla iiretim: Aspergillus spp., Penicillum spp., Fusarium
spp., ve Mucor spp., gibi ipliksi mantarlar basta olmak {lizere Gluconobacter spp.,
Pseudomonas  spp., veya Acetobacter spp., cinsinden bakteri tirleri

mikroorganizmalarin genis bir grubu glukonik asit tiretebilmektedir (Cochrane 1958).

A. niger endiistriyel olarak glukonik asit iiretiminde biiylik bir 6nem
tagimaktadir. Glikozun glukonik aside doniistiiriilmesi i¢in kullanilan enzimleri 4.
niger lretebilmektedir. Gerekli olan bu enzimler glikoz oksidaz, katalaz, laktanoz ve

mutarotazdir (Ramachandran ve dig. 2006).

A. niger’in irettigi enzimler ortamdaki glikozun hepsini glukonik aside
dontistiirebilir. Ortamdaki D-glikoz glikoz oksidaz enziminin FAD’mm FADH’a
yiikseltgenmesinin ardindan glukono-1,5- laktona katalizlenerek yiikseltgenir. Olusan
FADH2 hidrojen ve oksijen transferleri ile tekrar ilk formu olan FAD’a doniistir (Sekil
1.4).
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D-Glukoz
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1
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Glukonik asit

Sekil 1.4 : Glikoz oksidaz ile glikozdan glukonik asit iiretimi

Funguslar ile glukonik asit iiretiminde iki Onemli parametre karsimiza
¢ikmaktadir. Bunlar ortamin pH seviyesi ve kullanilabilir oksijen miktaridir. Glukonik
asit iiretimindeki verim glikoz oksidaz enziminin aktivitesi ile dogrudan iligkilidir.
Reaksiyon sonucunda asidik {riin miktarinda artis gozlemlenir. Bunun
engellenebilmek i¢in ortam pH’1 nétralize edilir. Bu amag¢ dogrultusunda kalsiyum
karbonat, sodyum hidroksit gibi tirlinler kullanilabilir. Asitlige kars1 dnlem alinmamasi
durumunda iiretim veriminde 6nemli olan glikoz oksidaz enzimi inaktif hale geger ve
dongiinliin tamamlanmasin1 engeller. CoOziinmiis oksijen miktar1 glukonik asit
iretiminde funguslarin blylylip gelisebilmesi ve glukonik aside doniistimiinii
saglamasi i¢in dnemlidir. 4. niger kullanilan iiretimlerde reaksiyon ortaminin hava

doygunluk seviyesinin % 90’na ulastig1 bilinmektedir (Ikeda ve dig. 2006)

Bakterilerle glukonik asit tiretiminde farkli olarak reaksiyonun glikoz
dehidrogenaz enzimi varliginda gerceklesmektedir. Uriin veriminde pH, glikoz
oksidasyonu i¢in 6nemli bir parametredir. Ancak bu tarz bakteriler ile fermentasyon
iiretiminde funguslarla ger¢eklesen reaksiyon ortaminin aksine asitligin diisiik olmasi
beklenmektedir. Endiistriyel iiretimlerde % 87 gibi yiiksek verimli ¢calismalarda pH
3,5-4,0 diizeylerindedir. Uretici olarak Gluconobacter oxydansm tiirii bakteri
kullanilan optimal endiistriyel kosullarda ortam parametrelerine (pH, glikoz
konsantrasyonu, havalandirma miktar1) baglh bir sekilde iiretim verimi %75-80
olmasina karsi, aynt zamanda {retilen oksoglukonik asitlerin ikincil metabolik
reaksiyonlar sonucunda olusmasi nedeniyle bakteri suslari kullanilarak yapilan
endistriyel Ol¢ekteki liretim verimi sinirlidir (Velizarov ve dig.1998; Olijve ve dig.

1979; Ramachandran ve dig. 2017; Ramachandran ve dig. 2006).
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Bakteriler glukonik asit liretmek icin GDH enzimini kullanarak glikozu
oksitler. Uretimin devamliliginin saglanmasi igin Gluconabacter suslar1 glukonatlari
keto-asitlere dontstiiriir. Glukonat dehidrogenaz enzimi (GADH) glukonik asidi 2-
ketoglukonik aside dontistiiriir (Sekil 1.5) (Klasen ve dig. 1995).

D-Glukoz

Glukoz
dehidrogenaz

Glukonik asit

Glukonat
dehidrogenaz

2-ketoglukonik asit

2-ketoglukonik asit
dehidrogenaz

2,5-diketoglukonik asit

Sekil 1.5 Glikoz dehidrogenaz enzimi ile glukonik asit iiretim basamaklar1

1.2.2.2 Glukonik asit biyosentezi icin kullanilan fermentasyon yontemleri

Fermentasyon sistemleri kesikli, yar1 kesikli ve siirekli sistemler olarak {i¢
cesittir. Hava kaldirmali ve karistirmali reaktorler kullanilir. Endiistriyel boyutta
tiretim yapilmak istendiginde hava beslemesi, pH kontrolii ve 1s1 kontrolii yapilan
fermentorler kullanilir. Uretici mikroorganizma olarak A. niger ve Gluconobacterler

kullanilmaktadir (Anastassiadis ve dig. 1999)

Kesikli fermentasyon sisteminde biitiin parametreler (pH, sicaklik, karigtirma
hiz1 vb.) ayarlanir. Substrat ortami hazirlanir ve mikroorganizma beslemesi yapilir.
Kesikli fermentasyon sistemi kapali bir sistemdir ve fermentasyon esnasinda sistem
igerisine giris-cikis olmamaktadir (Enfors ve dig. 2000). Ortamin substratlari
tilkkendiginde fermentasyon islemi sonlandirilir. Kontaminasyon riski en az olan
sistemdir. Uriin verimi biitiin substratin kullanilmasindan dolay:r daha yiiksektir.

Ancak is¢ilik maliyeti ve islem siiresi uzundur.
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Yarn kesikli sistemlerin temel esasi reaksiyon hizini1 kontrol etmek amaciyla
sisteme substrat eklenmesidir. Sistemden fermentasyon boyunca iiriin ¢ikist olmaz
ama substrat girisi olur. Bu sayede reaksiyon hizin1 ve metabolik reaksiyonlarin
kontrolii saglanir. Endiistriyel {iretim proseslerinde yaygin olarak kullanilmaktadir

(Enfors ve dig. 2000).

Stirekli sistemler agik sistemlerdir. Giris ve ¢ikis akist gozlemlenmektedir.
Ama ortam hacmi sabit tutulur (Enfors ve dig. 2000). Hacmi sabit tutmak amaciyla
reaktor ortamina steril substrat ilave edilirken ortamdan ayni miktarda iirin ve
mikroorganizma uzaklastirilmaktadir. Yiiksek mikroorganizma miktar1 ve karistirma
hizinin fazla olmasindan dolay1 fermentasyon siiresi kisadir. Iscilik ve maliyet
diistiktiir ancak kontaminasyon riskli yiiksektir. Endiistriyel iretimlerde stirekli
sistemler bircok avantaj gosterdikleri i¢in Ttretimde alternatif bir yol olarak

goriilmektedir (Anastassiadis ve dig. 1999-2001).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1  Materyal

Calismada Aspergillus niger izolasyonu yapmak i¢in seker orani yiiksek taze
veya kurumus meyveler ile ¢esitli tahillar kullanilmistir. Bu tirtinler market ve yerel
pazarlardan temin edilmistir. Buna gore ¢alisma kapsaminda kuru meyvelerden iiziim
(7), erik (2), incir (2), kayis1 (1), cennet hurmasi (1) olmak {izere 13 adet 6rnek analize
dahil edilmistir. Bunlarin yaninda birer adet misir, sogan ve mantar ile liziim ve misir

topragi da kullanilmistir.

2.2 Aspergillus sp. izolasyonu

Temin edilen Ornekler aseptik kosullarda laboratuvara getirilmis ve kif
izolasyonu i¢in kullanilmistir. Bunun i¢in 6rneklerin serum fizyolojik sivida (% 0,85
NaCl) igerisinde diliisyonlar1 hazirlanmis ardindan tartarik asit ile asitlendirilmis
Patato Dextrose Agar (Merck, Almanya) besiyeri {izerine silirme ekim
gerceklestirilmistir. Ardindan hazirlanan petriler 25 °C’de 5 giin inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda beyaz hif iizerinde siyah sporlanma gosteren kiif kolonileri izole
edilmistir. Bunun i¢in %1 glikoz igeren Nutrient Broth (Merck , Almanya) ortamina
s0z konusu kolonilerden alinmis ve ardindan 150 rpm ¢alkalayarak (Wise Shake SHO-
1D, Birlesik Krallik) ayni sicaklikta inkiibe edilmistir. Kiiflerin sivi ortamda da iyi
sporlanmasi saglandiktan sonra iki kez PDA ortamina g¢izilerek saflastirma islemi
uygulanmistir. Benzer sekilde tipik 4. niger kolonilerinden sporlar toplanarak %30
gliserol ¢ozeltiye inokiile edilerek sonraki calismalar i¢in -80°C’de muhafaza

edilmistir.
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2.3 izolatlarin Tanimlanmasi

Toplanan izolatlarin tanimlanmasi Oncelikle mikroskop muayenesi ile
gergeklestirilmistir. Bunun i¢in -80 °C’de muhafaza edilen izolatlardan alinarak PDA
lizerine ¢izilmis ve 25 °C’de 5 giin inkiibasyon gerceklestirilmistir. Olusan koloniler
tyice sporlagsmas1 gergeklestikten sonra bir damla laktofenol pikrik asit bulunan lam
tizerinde kif izolatlariin misel yapisi dagitilmis ve mikroskobun once 10’luk
ardindan da 40’lik objektif kullanilarak morfolojik yap1 incelenmistir. Tipik konidium,
konidiofor ve vezikiil yapilarin1 bulunduran tipik koloniler potansiyel 4. niger olarak

tanimlanmistir.

2.3.1 DNA izolasyonu

Potansiyel 4. niger suslarinin DNA izolasyonu i¢in GeneMATRIX Plant &
Fungi DNA saflastirma Kiti ( EURX, Poland) kullanilmistir. Ornekler kit kullanimina
hazirlanmak i¢in %2 glikoz igeren 111 ml’lik nutrient broth ortaminda asilandi. 220
rpm hizda calkalayici igerisinde 30 °C’ de 3 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda gelisen hiicreler saf su ile yikanip -80 °C’de 1 gece inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonucunda &rnekler 24 saat boyunca liyofilize edilmistir.

Kit kullanimindan 6nce kolonlara 30 pl tampon P kolon aktivasyonu igin
konulmustur. Daha sonra liyofilize edilmis 10 mg 6rnek 2 ml mikro tiiplere alinmistir.
Uzerlerine 400 ul Lyse F fungi tampon eklenmistir. 3 ul RNase A ve 10 pl Proteinase
K ilave edildikten sonra 65°C’de 30 dakika su banyosunda inkiibasyona birakilmistir.
Bu siire¢ tamamlandiktan sonra 130 pl AC tampon eklenip 5 dakika buz iizerinde
inkiibe edilmistir. 10 dakika 14 000 xg santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda 400
ul siipernatant yeni bir mikro tiipe alinmustir. Uzerine 350 pl Sol P tampon ve 250 pl
%096°11ik etanol eklenmistir. 1 dakika boyunda 12 000 xg’de santrifiij yapilmistir. Bu
asamadan sonra 600 ul lizat kolon tiiplere alinmistir ve 11 000 xg’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Bu islem lizat bitene kadar tekrar edilmistir. Ardindan yikama
tampon 500 pl eklenmis ve 11 000 xg’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Bu islem iki kez
tekrarlanmistir. Kolonlar yeni tiiplere alinip tlizerine 100 pl eliisyon tamponu ilave

edilmistir ve 2 dakika oda sicaklinda inkiibe edilmistir. Bu siirecin sonunda kolonlar

15



11 000 xg’de 1 dakika santrifiijlenerek DNA izolasyonu yapilmistir. [zolatlar -20°C’de

muhafaza edilmistir.

Kiif izolatlarinin kesin tanisinin yapilabilmesi i¢in 5,8S rDNA alt iinitesinin iki

yaninda bulunan ITS1 ve ITS4 boélgelerini de kapsayan DNA dizisinin analizi ile

tanimlanmistir. DNA izolasyonu i¢in sicaklik dongiisii uygulayan cihazda (Kyratec.

Australia) polimeraz zincir reaksiyonlari

yapilmustir.

cogaltilmasi i¢in kullanilan primerler Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1 PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerler

S6z konusu bdlgenin

Primer Sekans 5°- 3’ Tm (°C)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 55,41
ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 49,73
Tablo 2.2 DNA izolasyonu i¢in kullanilan PZR bilesimi
PZR bileseni Miktar (ul)

Master Karisim 4

Ileri Primer (ITS 1) (25 pl) 0,3

Geri Primer (ITS 4) (25 ul) 0,3

Deiyonize Su 14,4

DNA 1

Toplam hacim 20

Tablo 2.3 DNA izolasyonu i¢in kullanilan PZR kosullar1

Asama Sicakhik °C Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 95 12 dk x1
Denatiirasyon 95 10 sn

Baglanma Tm-5 30 sn x 25-30
Uzama 72 1 dk

Son uzama 72 10 dk x 1
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Toplamda 20 pl olacak sekilde PZR icin olusturulan karisim; 4 pl master
karisim, 0,3 ul ITS1 primeri, 0,3 pl ITS4 primeri ve 1 ul DNA eklenerek toplam hacim
deiyonize su ile tamamlanmistir. Kiif suslarindan hedef bolgenin ¢ogaltilmasi
amaciyla, 95 °C 12 dk 6n denatiirasyonu, 30 ¢evrim 95 °C 10 sn, 48°C 30 sn, 72 °C 1
dk’lik program ve son asamada 72 °C’de 10 dk olan PZR kosullar1 uygulanmistir.

PZR sonucunda elde edilen iiriinler %1°lik agaroz jelde 100 V’da 45 dakika
yuriitiildiikten sonra jel goriintileme sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) ile

goriintiilenmigtir.

Dogru boyuttaki PZR fragmentleri jel saflagtirma kiti (Thermo, ABD) ile
saflagtirildiktan sonra cift yonlii dizi analizi yaptirilmistir. Dizi analizi i¢in hizmet
alimu yapilmis ve elde edilen veriler BLAST algoritmasi
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) kullanilarak GenBank’ta kayitl1 diger tiirlerle

karsilastirilmasi yapilmistir.

2.4  Aspergillus sp. Suslarinda Sodyum Glukonat Uretim Miktarimn

Belirlenmesi

Aspergillus sp. suslarinda sodyum glukonat {iretim tespiti yapilmadan 6nce
ayn1 oranda inokiilasyon i¢in spor sayimi yapilmistir. Bunun i¢in izolatlar PDA {izerine
¢izilmis ve 25 °C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Kiif misellerinin tamamen sporlanmas1
tamamlandiktan sonra, petri iizerine 1 ml SFS konulmus ardindan steril bir 6ze ile
sporlar kazinarak SFS’ye ge¢mesi saglanmistir. Son asamada petri igerisindeki sporlu
stv1 faz yeni bir tiipe alinarak stok spor soliisyonu hazirlanmistir. Bu agsamadan sonra
spektrofotometrede 0.1 ODsoo yogunluga ayarlanan spor soliisyonu diliie edilerek

Thoma laminda sayim gergeklestirilmis ve spor sayis1 belirlenmistir.

Izolatlarin sodyum glukonat iiretim miktarin1 belirlemek icin 0,1 ODeoo’de
belirlenen spor sayis1 miktarina gore 107 spor/adet olacak sekilde %1 glikoz igeren 5
ml nutrient broth ortamina agilama yapilmistir. Hazirlanan tiipler 200 rpm ¢alkalanarak

30 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Sonra siv1 igerisinde olusan kiif miselleri 20 dk
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4000 rpm’de santrifiijle ¢oktiiriilmiis ve berrak sivi membran filtreden (0,45 pm)
gecirilerek Shi ve dig. (2015) tarafindan CuSOs temelli spektrofotometrik yonteme
gore sodyum glukonat miktar1 6l¢iilmiistiir. Buna gore 400 pl 0,1 M CuSOs4 son hacmi
1 ml olacak sekilde 6rnek ile karistirilmistir. Ardindan karisim kaynar su igerisinde 5
dk tutulmus ve oda sicakligina sogumasi saglanmistir. Son asamada 6rneklerin OD’si
810 nm’de odl¢iilmiistiir. Kontrol olarak taze besiyeri kullanilmistir. Orneklerdeki
sodyum glukonat miktarinin hesaplanmasi i¢in 5-100 mM konsantrasyon araligindaki
standart sodyum glukonat cozeltilerinden elde edilen standart egri kullanilarak

hesaplanmustir.

2.5  Farkh Glikoz Konsantrasyonlarinda Sodyum Glukonat Uretim

Miktarmin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda en iyi iretici 4. niger susunun tespiti icin ortamda
bulunan seker konsantrasyonu artirilarak denemeler yapilmistir. Bu dogrultuda %1
seker ilavesinin yaninda %5 ve %10 glikoz ilavesi yapilarak da denemeler
gerceklestirilmistir. Bu denemelerde aynmi kosullarda gerceklestirilmis ve

spektrofotometrik olarak hesaplanmustir.

2.6  Aspergillus niger SG3 ve SG21 Suslarinda Sodyum Glukonat

Uretiminin HPLC ile dogrulanmasi

Calisma kapsaminda sodyum glukonat iiretimi bakimindan segilen iki sus; A.
niger SG-3 ve SG-21 tarafindan fiiretilen sodyum glukonat HPLC (Thermo-Fisher
Scientific, ABD) sisteminde teshis edilmistir. Buna gore kiiltiir {ist stvist 0,2 pm
filtreden gecirildikten sonra dogrudan iizerinde C18 kolon (ODS-2, 4.6x150 mm,
Thermo-Fisher Scientific, ABD) takili HPLC sistemine enjekte edilmistir. Ornekler
izokratik kosulda 0,8 ml/dk akis hizinda yiiriitiilmiis ve 210 nm dalga boyunda tespiti
yapilmistir. Sodyum glukonat pikinin tespiti i¢in 1000 ppm sodyum glukonat ayni

sartlarda yiiriitiilerek karakterize edilmistir.
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2.7  Yarn- Kesikli Fermentor Sisteminde Sodyum Glukonat Uretimi ve

Rezidii Seker Analizi

Yukarida verilen deneme desenine uygun olarak secilen yetenekli glukonik asit
tireticisi A. niger SG-3’ilin glukonik asit tiretimi pilot dlgcek fermentdr sisteminde
gerceklestirilmistir. Bunun 200 L 6n fermentor ve 2 ton hacmine sahip sicaklik, pH ve
hava kontrollerinin yapilabildigi ana fermentor kullanilmistir. Fermentasyon islemine
baslamadan once gerekli spor (107 spor/ml) nemlendirilmis kirik musir taneleri

izerinde A. niger suslarinin gelistirilmesi ile elde edilmistir.

Fermentorde %S5 dekstroz ve MgSO4, KH2PO4, Ure ve (NH4)2HPOs bilesikleri
igeren ortam kullanilmustir. Oncelikle 4. niger sporlar1 200 L 6n fermentasyonun 150
L’sinde ¢cogaltilmis, ardindan misel yapilar 2 ton fermentoriin 750 L hacmine alinarak
fermentasyonuna devam edilmistir. Kesikli olarak baslatilan fermentasyon daha sonra
yari-kesikli devam edilmistir. Bunun 750 L %5 dekstroz iceren besiyeri ortami ilave
edilerek fermentasyon sonlandirilmistir. Fermentasyonun farkli zaman dilimlerinde

sodyum glukonat analizi ve rezidii dekstroz analizi yapilarak fermentasyon izlenmistir.

Tablo 2.4 : Besiyeri ortam bilesenleri

Bilesen Miktar ( %)
D- glikoz 11,303
Su 88
MgSO4 0,0183
KH: PO, 0,00220
Ure 0,0117
(NH4):HPO4 0,0467
H>SOq4 0,598

Fermentasyon siirecinde kalan glikoz miktarin1 6grenmek icin rezidii seker
analizi yapilmistir. Bunun i¢in 6rnek 500 kat seyreltilir. Deney tiipiiniin i¢erisine 1 ml
seyreltilmis ornek alinir. Uzerine sirasiyla %5°lik fenol ¢ozeltisinden 1 ml ve 5 ml
H2S04?% eklenir ve vortekslenir. 20 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Bu
stirecin ardindan 10 dakika soguk suda inkiibasyona birakilir. Kor ¢ozelti hazirlamak
icin 1 ml saf suyun tlizerine 1 ml %5 fenol ¢ozeltisi ve 5 ml H2SOs4 ilave edilir ve dnce
20 dakika oda sicakliginda daha sonra 10 dakika soguk suda inkiibasyona birakilir.
470 nm dalga boyunda spektrofotometrede okuma gerceklestirilir. Absorbans

19



1.00°dan kii¢iik olmalidir. Biiyiik cikarsa tekrar seyreltme islemi yapilir. Olgiilen
absorbans degeri formiilde (Denklem 2.1) yerine konularak hesaplama yapilir ve

rezidii seker miktar1 bulunur.

e ABS+0,0146 _ SF
Rezidi Seker = X
0,0097 1000

Denklem 2.1: Rezidii seker hesaplanmasi (ABS: Absorbans, SF: Seyreltme faktorii)
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3. BULGULAR

3.1  Aspergillus niger izolasyonu

Calismada 18 adet 6rnek farkli oranlarda diliie edilerek PDA {izerine slirme
ekimleri yapilmistir (Sekil 3.1). 25 °C’de 5 giin inkiibasyon sonunda PDA’da beyaz
miseller iizerinde siyah sporlar1 bulunan koloniler se¢ilmistir (Sekil 3.2). Toplam 46
adet koloni belirlenmistir. Calisma sonuglarina gore en fazla tipik koloni kuru tiziim
orneklerinde tespit edilmistir. Bu sonug¢ kuru iiziimlerin mikrobiotasinda yaygin A.
niger tiirlerin varligina isaret etmistir. Bunu ise musir takip etmistir. Izole edilen A.

niger oldugu diisiiniilen kiif izolatlarinin kaynaklar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1 Calismaya dahil edilen baz1 6rneklere ait goriintiiler
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Sekil 2.2 Bazi1 6rneklerden yapilan ekimler sonucunda PDA {iizerinde gelisen
kolonilerin goriintiisii

Tablo 2.1 : izole edilen 4. niger suslarinin kaynaklar

Verilen kod numarasi Kaynak

SG 1,2,3,4,5,6,7,8,15,16 Uziim

SG9,10,11 Misir

SG 17 Sogan

SG 18 Erik

SG 19,20,21,22,23,24,25 Kuru Kayisi

SG 26,27,28,30,31,32 Uziim topragi

SG 29 Misir topragi

SG 33,34,35,36,38,39,40,41,45,46,47 Siyah Kuru Uziim
SG 37,38,42,43,44, Sar1 Kuru Uziim

Belirlenen kolonilerin potansiyel 4. niger tiiri olup olmadiklart mikroskop

altinda morfolojik tanimlamasi yapilarak gerceklestirilmistir. Bunun i¢in her bir
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koloniden bir 6ze alinarak lam iizerinde laktofenol pikrik asit ile boyanmis ve tizeri
lamel ile kapatilarak 40 kat biiyiitme gilicii olan mikroskopta incelenmistir. Sekil
3.3’ten goriildiigli gibi toplanan kolonilerin 46 adedi Aspergillus 06zelligi olan
konidium ve konidiofor yapilarina sahip olduklart ve konidium iizerinde vezikiil

yapilarini bulundurduklar1 goriilmiistiir.

Sekil 3.4: Toplanan izolatlarin sivi ortamdaki hiicre goriintiileri
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Tipik Aspergillus hiicre morfolojisine sahip koloniler yeniden nutrient sivi
besiyerinde aktiflestirilmistir. Kiltiirlerin sivi ortamlardaki gelisim o6zellikleri Sekil
3.4’de gosterilmistir. Sekilden de goriildiigli gibi  bazilarinin  olusturdugu
biyokiitlelerinin farkli oldugu goriilmiis bunlarin farkli suslara ait olduklarina isaret
etmektedir. Bu hiicreler sporlagmaya basladiktan sonra PDA iizerine yeniden ¢izilerek
ileri diizeyde saflagtirma yapilmustir. Izolatlarin ¢izim sonrasi goriintiileri Sekil 3.5°de

izlenebilmektedir.

Sekil 3.5: izolatlarin PDA ortamu {izerindeki koloni morfolojisi.

24



3.2 Aspergillus sp. izolatlarimin Tanimlanmasi

DNA izolasyonu i¢in Ornekler liyofilize edilerek kit kullanimina

hazirlanmistir. Liyofilize edilen 6rnekler Sekil 3.6’da gosterilmistir.

Sekil 3.6: Liyofilize edilen A. niger 6rnekleri

Aspergillus sp. izolatlarinin nihai tanisi i¢in 18S ve 28S rDNA dizileri arasinda
kalan bolge ITS1 ve ITS 4 primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. Buna gére PZR
sonucunda liretilen fragmentler Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de gosterilmistir. Sekillerden de
anlasilacag iizere tiim izolatlarin DNA’sindan tek bir parlak DNA bandinin (600 bg)

elde edilmistir.

Sekil 3.7: SG1, SG3, SG4, SGS, SG6, SG7, SG8, SGI, SG10, SG11, SG12, SG13,
SG15, SG16, SG20, SG21, SG25, SG26, SG29, SG31, SG36 PZR sonras1 agaroz jel
goriintiileri.
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Sekil 3.8: SG38, SG41, SG45, SG47 PZR sonrasi agaroz jel goriintiileri.

DNA dizi analizi sonucuna goére DNA tamimlamalari Tablo 3.2°de

gosterilmistir. Aspergillus sp. izolatlar1 yiikksek DNA homolojisi ile (>%97)

tanimlanmistir. Izolatlardan SG-1 ve SG-13 Aspergillus japonicus ile SG-36 ve SG-

42 Aspergillus tubigensis olarak diger 21 sus ise Aspergillus niger olarak

tanimlanmustir.

Tablo 3.2: Sekansa gonderilen 6rneklerin tanimlamalari

Ornek Tammlama  Oram (%) Ornek Tammlama Oran (%)
SG1 A japonicus 100 SG 16 A. niger 100
SG3 A niger 100 SG 20 A. niger 100
SG4 A niger 100 SG 21 A. niger 100
SGS A niger 100 SG 25 A. niger 100
SG 6 A niger 100 SG 26 A. niger 100
SG7 A niger 100 SG 29 A. niger 100
SG8 A niger 100 SG 31 A. niger 100
SG9 A niger 100 SG 36 A tubigensis 100
SG 10 A. niger 100 SG 38 A. niger 100
SG 11  A. niger 100 SG 41 A. niger 100
SG 12 A. niger 100 SG 42  A. tubigensis 100
SG 13 A. japonicus 100 SG 45 A. niger 100
SG 15 A. niger 100
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3.3 A. niger izolatlarimn Glukonik Asit Uretim Miktar

Morfolojik 6zelliklerine gore secilen 46 adet izolatin %1 glikoz iceren nutrient
ortaminda 48 saat sonunda birim glikoza karsilik glukonik asit iiretim verimi Sekil
3.9°de gosterilmistir. izolatlarin glukonik asit {iretim verimi (Y Ga/Giikoz) ortalama 0,29
olarak hesaplanmistir. izolatlar arasinda en yiiksek verim (0,65) SG-21 izolatinda elde
edilmistir. Bunu ise SG-3 (0,59) ve SG-1 (0,50) takip etmistir. En diisiik ise SG-39
izolatinda izlenmistir. Bunlarin disindaki izolatlarin 6 adedi 0,40, 9 adedi 0,30 verim
civarinda glukonik asit tiretim verimliligi gostermistir. Digerleri ise ortalama verimin

(0,30) altinda kalmastir.
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A. niger izolatlar

Sekil 3.9: A. niger izolatlarinin kontrolsiiz kosulda glukonik asit iiretim verimi
(Y Gasglikoz)

Bu sonuglarin ardindan ¢alismanin en yiiksek glukonik asit iiretim verimine
sahip SG-1, SG-3, SG-6, SG-7, SG-10, SG-12, SG-13, SG-21, SG-31, SG-45 izolatlar
secilmistir. Bu suslarin yliksek seker konsantrasyonlarinda glukonik asit {iretim

verimleri de belirlenmistir.

Secilen suslarin %5 ve 10 glikoz igeren nutrient broth ortaminda glukonik asit

iiretim verimleri Sekil 3.10°de gdsterilmistir. Ilging bir sekilde yiiksek
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konsantrasyonda glukonik asit tiretim verimi azalmistir. Bu durumda en yiiksek tiretim
verimi SG-3 ve SG-21 izolatlarinda izlenmis, lakin %1 glikoza goére oldukca diisiik
bulunmustur. Bu durumun ortam pH’simin  diismesinden  kaynaklandigi
diisiiniilmistiir. Nitekim yapilan pH 6l¢timleri SG-1 ve SG-3’iin disindaki izolatlarin

gelismesiyle birlikte pH’ nin 4’1in altina diistiigli gorilmiistiir.

0.25
m %5 Glukoz ®m %10 Glukoz

SG-1 SG-3 SG-6 SG-7 SG-10 SG-12 SG-13 SG-21 SG-31 SG-45

0.20

0.15

0.10

Verim GA/Glikoz

0.0

9]

0.0

o

A. niger izolatlan

Sekil 3.10: A. niger izolatlarinin %5 ve %10 glikoz iceren nutrient broth ortaminda
glukonik asit tiretim verimi (Y Ga/glikoz).

pH’1n glukonik asit lizerine olumsuz etkisini gidermek i¢in kesikli sistemle %5

seker iceren ortamda 12 saat araliklarla pH notrlenmis ve fermentasyona devam
edilmigtir (Sekil 3.11). 48 saatin sonunda glukonik asit belirlenmistir. Sekil 3.12°da
goriildiigii lizere tiim izolatlarda glukonik asit tiretim verimliligi artmistir. Buna gore
en yiiksek tiretim belirgin bir sekilde SG-3 ve SG-21 izolatlarinda tespit edilmistir.
Tiim bu sonuglar s6z konusu iki susun pilot 6lgek iiretimler i¢in uygun oldugunu

gostermistir.
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Sekil 3.11: A. niger SG-3 ve SG-21 suslarinin %5 glikoz igeren nutrient sivi
ortaminda pH’s1 notrlenerek yapilan tiretim.

0.50
0.45
0.40
0.35
0.30

0.25
0.20
0.15
0.10
0.05

0.00
SG-1  SG-3 SG-6 SG-7 SG-10 SG-12 SG-13 SG-21 SG-31 SG-45

Verim GA/Glikoz

A. niger izolatlan

Sekil 3.12: A. niger izolatlarinin %5 glikoz igeren nutrient sivi ortaminda nétrlenerek
yapilan fermentasyondaki glukonik asit {iretim verimi.
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3.4  A. niger SG-21 Susu Tarafindan Uretilen Glukonik asidin HPLC

ile Dogrulanmasi

Caligmalar sonucunda glukonik asit iiretim verimi yiiksek olarak tespit edilen
A. niger SG-21 susu %10 glikoz iceren ve pH’nin tamponlandigi nutrient sivi
ortaminda 250 rpm calkalanarak gelistirilmis ve ardindan iiretilen glukonik asit HPLC
sistemine dogrudan yiiklenerek gozlem yapilmistir. Validasyon testleri yapilamadigi
icin miktar hesaplamasi yapilmamistir. Sadece kromatogram iizerinde glukonik asidi
temsil eden pikin varligi teshis edilmistir. Bununla birlikte fermentasyon sonrasi saflik
kontrolii de beraberinde yapilmistir. Sekil 3.13’da standart glukonik asit pikini
gostermektedir. Calisma kosullarinda glukonik asidin 1,7 dk olduk¢a net bir pik
verdigi izlenmektedir. Aymi sekilde 4. niger SG-21 fermentasyonundan sonra da
benzer dakikada oldukca yiiksek yogunlukta pikin geldigi goriilmektedir (Sekil 3.13).

Bu sonuglar segilen susun fermentasyon kosullarinda glukonik asit {irettigine isaret

etmistir.
Sodyum Glukonat #2 100 SG
200 —— = ppm
mAU
75—
250
125+
100 =
0.0 o 1.0 1.5 20 25 2.0 3 4.0 4 5.0
Sodyum Glukonat #4 SG-2
2,000
mAU
2,000+
1.000
-500-
T T T T T T T T T T T
0.0 05 1.0 1.5 20 25 2.0 35 4.0 4.5 5.0

Sekil 3.13: Sodyum glukonat kromatogrami
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3.5  Pilot Olgek Sodyum Glukonat Uretim Calismalar

Pilot 6l¢ek tiretimi 6nce 200 L hacimli havalandirmali fermentoriin 150 L’lik
hacminde gerceklestirilmistir (Sekil 3.14) . Oncelikle fermentdre %35 seker ile birlikte
A. niger’in gelisim icin ihtiyag¢ duydugu MgSO4, KH2PO4, Ure ve (NH4):HPO4
bilesikleri iceren 150 L fermentasyon ortami hazirlanarak alinmis ve kizgin buhar ile
sistemin sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Fermentor asilama sicakligina kadar
sogutulduktan sonra, 10% spor/ml olacak sekilde spor asilamas1 yapilmis ve 30 °C’de
0.5 bar basingta havalandirilarak kesikli sistemle ¢alistirilmistir. Fermentorde rezidii
seker ve sodyum glukonat iiretim miktar1 6l¢lilmiistiir. Kesikli fermentasyonda rezidii

seker ve sodyum glukonat {iretimi Tablo 3.3’de verilmistir.

Sekil 3.14: Fermentore asilamak i¢in gelistirilen A. niger SG-21
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Sekil 3.15: 200 L hacimli pH kontrollii, hava karistirmali fermentoriin goriintiisii.

Tablo 3.3: %5 Glikoz iceren kesikli fermentasyonda sodyum glukonat iiretimi.

Saatler Rezidii Glikoz (g/L) Sodyum Glukonat (g/L)
16. 31,71 12,79
24, 13,56 43,18
40. 0,21 61,14

Tablo 3.3’den de goriildiigii iizere 40. saatin sonunda fermentasyon basinda
bulunan %5 sekerin tamamu tiiketilmistir. Seker tliketimine paralel bir sekilde
Aspergillus niger SG-21 tarafindan sodyum glukonat iiretilmistir. Fermentasyon
basinda %5 glikoz bulundugu dikkate alindiginda kesikli fermentasyonla %100’lin

iizerinde verimle sodyum glukonat iiretiminin gergeklestigi anlagilmaktadir.

150 L hacimde kesikli fermentasyonla biiyiitiilen A. niger SG-21 hiicreleri daha
sonra 2 ton kapasiteli fermentore alinarak iiretime devam edilmistir (Sekil 3.16).
Biiyiik kapasiteli fermentorde hiicreler yari-kesikli fermentasyon ile bilytitiilerek
sodyum glukonat tiretimi gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda 150 L hacimde kesikli
fermentasyonla biiyiitiilen biyokiitle 750 L %5 glikoz igeren ortama alinmis ve kesikli
sistemde oldugu gibi 30°C’de pH 6’da kontrollii ve 0,8-1 bar araliginda dnce kesikli

fermentasyonla glikoz tamamen tiiketilinceye kadar ¢alistirilmig, ardindan 750 L %10
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glikoz igeren ikinci bir fermentasyon ortami ilave edilerek tiretime devam edilmistir.
Tablo 3.4’de biiyiik 6lcek iiretime iliskin zamana bagh rezidii seker ve sodyum

glukonat tiretimi goriilmektedir.

Sekil 3.16: 2 ton kapasiteli pH kontrollii ve impeller karistirmali fermentoriin
goruntisi

Tablo 3.4: Yari-kesikli fermentasyonla sodyum glukonat {iretimi

Saatler Rezidii Glikoz (g/L) Sodyum Glukonat (g/L)
12. 13,08 43,63

20.* 0,21 69,19

36. 0,02 105,30

*: besleme yapilmistir.

2 ton fermentdr sisteminde yari kesikli fermentasyon ile yapilan iiretimde
kesikli sistemle aktif halde bulunan biyokiitle ile iiretim devam edilebilmistir. Tablo
3.4’de goriildiigii lizere 12. saat sonunda baslangic glikoz miktarinin %73’
kullanilmisg, 20. saat sonunda tamanu tiiketilmistir. Bu asamadan sonra yapilan %10
seker ilave edilmis ve bu seker de 16 saat i¢inde tamamen hiicre tarafindan
kullanilmigtir. Fermentasyon sonunda fermentasyon hacmi dikkate alindiginda 157,5
kg sodyum glukonat iiretilmistir. Bu oran daha once iiretilen miktarlarin iizerindedir

(Pal ve dig. 2016). Bugiine kadar en yiiksek tiretim Sharma ve dig. (2008) tarafindan
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yapilan kesikli tiretimle rapor edilmistir. Lakin bu c¢aligmada yapilan yari-kesikli
iiretim ile sodyum glukonat iiretiminin 6nemli 6lclide arttig1 tespit edilmistir. Bunun
temel nedeni baslangi¢c substrat konsantrasyonunun inhibisyonun engellenmesi ve
ayrica Ureticinin aktif fazinda beslenmesi ile iiretimin daha fazla artabildigine isaret

etmistir.

Fermentasyon sonrasinda sodyum glukonatin ayrilmasi amaciyla biyokiitle
filtre presten gecirilerek ayrilmis ve berrak fermentat elde edilmistir. Daha sonra
fermentat 60°C’de 1sitilarak "2 oraninda konsantre edilmistir. Konsantre edilen
fermentat oda sicakliginin altina kadar sogutulmus ve sodyum glukonatin kristalize
olmasiyla ¢cokmesi saglanmistir. Son agamada kristal yapilarak sivi fazdan ayrilarak
tamamen kurutularak kristal sodyum glukonat son nihai iiriin elde edilmistir (Sekil

3.17).

Sekil 3.17: Tez kapsaminda iiretilen kristal sodyum glukonatin goriintiisii.

Fermentasyon sonunda iiretilen sodyum glukonatin teyit edilmesi ve safliginin
belirlenmesi amaciyla Sekil 3.17°da gosterilen nihai {iriin HPLC sisteminde analiz
edilmistir. Sekil 3.18’de standart sodyum glukonat ile tirettigimiz sodyum glukonatin
kromatogramlar1 goriilmektedir. Analiz i¢in her iki 6rnegin 1000 ppm sodyum
glukonat iceren cozeltisi hazirlanmis ve HPLC sisteminde C18 kolonda (ODS-2,
4.6x150 mm, Thermo-Fisher Scientific, ABD) izokratik kosulda 0,8 ml/dk akis
hizinda yiiriitiilmis ve 210 nm dalga boyunda tespit yapilmistir. Sekil 3.18’de izlendigi
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tizere standart sodyum glukonata benzer sekilde tiriinde de pikin bulunmaktadir. Lakin
tez kapsaminda iiretilen sodyum glukonat pikinin devaminda bazi safsizliklarin
bulundugu dikkati ¢ekmektedir. Kristalizasyon i¢in daha hassas optimizasyona ihtiyag

oldugu calisma sonucundan anlasilmistir.

3,000 S0dyum Glukonat #30 sodyum glukonat 1000ppm std uv_Vis 1
' mAU 'WVL:200 nm|
22,690
2,500
2,000
1,500
1,000
500+
o 3-3.528 -3.863
min|
-500- T T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
3,000_S0dyum Glukonat #29 sodyum glukonat 1000ppm sample. uv VIS 1
" mAU WVL:200 nm|
9-2.720

2,500~
10 - 2.857
2,000
1,500~

1,000~

500

min|
-500 T T T T
0.

Sekil 3.18: Standart ve proje ¢iktis1 sodyum glukonatin HPLC kromatogram
goruntusu.
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4. SONUC VE ONERILER

Sekerli meyvelerin yiizey mikrobiyotast 4. niger agisindan olduk¢a zengindir.
Calismada toplanan izolatlarin arasindan morfolojik olarak segilen ve tanimlananlarin
%8411 A. niger olarak tespit edilmistir. Ozellikle hem yas hem de kuru iiziimiin s6z
konusu tiire ulasilmasi i¢in iyi kaynak olduklari anlasilmistir. Muhtemelen {iziim
baglarinin florasi ve yiiksek seker icerigi bu tiiriin daha fazla yer alma potansiyelini 6n

plana ¢ikarmaktadir.

A. niger suglarimin yiiksek glikoz oksidaz aktivitesi bu suslarin glikozu,
glukonik aside ¢evirme Ozelliklerini de beraberinde saglamaktadir. Ancak suslarin
sodyum glukonati farkli oranlarda iiretebildigi ¢alisma sonuclarindan goriilmektedir.
Suslar arasindaki temel farkin glikoz oksidaz enziminin ifade diizeyi ile farklilik
gostermesinden kaynaklanabilir. Bu nedenle suslar arasinda se¢im yapilmasi 6nem
tagimaktadir. Bu ¢alismada A. niger SG3 ve SG21 suslar1 sodyum glukonat tiretimi
bakimindan yetenekli suslar olduklar1 anlagilmistir. Bu suslar glikoz birim miktarina
karsilik iirettikleri glukonik asit miktarina gore endiistriyel boyutta kullanilabilecek
endiistriyel mikroorganizmalardir. Ozellikle yesil déniisiim kapsaminda bu organizma
atiklarin degerlendirilmesi ve katma degeri yiiksek iiriinlere doniistiiriilmesi agisindan

da oldukca degerlidir.

Uretici mikroorganizmalarin bu ¢alisma ile ortaya ¢ikarilmasi iilkemizde
sanayinin ihtiyact1 olan sodyum glukonatin {iretimi ic¢in temel altyapisinin
olusturulmasini saglamistir. Ayrica ¢alismada s6z konusu Aspergillus suslarinin pilot
Olcek kesikli ve yari-kesikli sistemde sodyum glukonat iiretimini basariyla
gerceklestirebilmistir. Lakin fermentasyon alt1 ayirma islemleri i¢in halen yeni bilgi
ve teknolojilere ihtiya¢ bulunmaktadir. Bunlarin da tamamlanmas: ile endiistriyel
boyutta iiretim i¢in sodyum glukonat iiretimine iligkin tiim alt yap1 tamamlanmis

olacaktir.
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6. EKLER

Tablo A : izole edilen suslarin 18S DNA dizi analizi sonucu DNA bantlarmin

dizisi

izolat Primer | DNA Dizisi
Kodu

SG 1 Tleri CCCGTGCTTACCGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCG
CCTTCGGGCGGCCCGGGGCCTGCCCCCGGGACCGCG
CCCGCCGGAGACCCCAATGGAACACTGTCTGAAAGC
GTGCAGTCTGAGTTGATTGATACCAATCAGTTAAAAC
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTG
CGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGC
GTCATTTCTCCCCTCCAGCCCCGCTGGTTGTTGGGCC
GCGCCCCCCCGGGGGCGGGCCTCGAGAGAAACGGCG
GCACCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCAC
CCGCTCTATGGGCCCGGCCGGGGCTTGCCTCGACCCC
CAATCTTCTCAGATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATA
CCCGCTGAACT

Geri CGGCCGGGCCCATAGAGCGGGTGACAGAGCCCCATA
CGCTCGAGGACCGGACGGTGCCGCCGTTTCTCTCGAG
GCCCGCCCCCGGGGGGGCGCGGCCCAACAACCAGCG
GGGCTGGAGGGGAGAAATGACGCTCGGACAGGCATG
CCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAA
AGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTA
GTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGA
ACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGG
TATCAATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGT
TCCATTGGGGTCTCCGGCGGGCGCGGETCCCGGGGGC
AGGCCCCGGGCCGCCCGAAGGCGGGCCCGCCGAAGC
AACAGGGTACGGTAAGCACGGGTGGGAGGTTGGGCC
CCGAAGGACCCAGCACTCGGTAATGATCCTTC

SG3 Tleri GGGGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGLCCCGCCGG
AGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGT
CTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAAC
AATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCC
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TGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTG
CTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTC
CCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGC
GGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGT
CACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGT
TTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGG
TAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA

Geri

CAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCC
GCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGG
GACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCA
GCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATAC
CAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATT
CACTGAATTCTGCAATTCACATTATTTATCGCATTTCG
CTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCAT
TGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCA
GACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCT
CCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAGACGLCGLCLCCCC
CCGGCGGACGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAAC
AGGGTACAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCCC
AGGACCCGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCA
CCTACGG

SG 4

ileri

CCGTGTCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGC
CGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTTTGCCCCCCG
GGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTG
TCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATC
AGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATG
TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCC
TGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGT
GTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGC
CCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGA
GCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGC
CGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTTTTTCCAGG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTA
AGCATATCA

Geri

GTTGGAAAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTACA
GAGCATGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGG
ACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCC
GGAGAGGGGGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGG
CTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCC
CCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGA
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CTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTT
ATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACC
AAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATT
CAATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCG
TGTTGGGGTCTCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCA
AAGGCGCCCCCCCGGCGGCCGACAAGCGGLCAGGGLCC
GCCGAAGCAACAGGGTATAATAGACACGGATGGGAG
GTTGGGCCCAAAGGACCCGCACTCGGTAATGATCCTT
CC

SG 5

ileri

TTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCG
GCCGCCGGGGGGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCATG
CCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAG
CGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAA
CTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATT
GCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAG
CGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGG
TCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAG
GCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATG
GGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCC
TGCCGACGTTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTC
GGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAA

Geri

GGTTGGAAAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTAC
AGAGCATGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCG
GACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCC
CGGAGAGGGGGACGGCGACCCAACACACAAGCCGG
GCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCC
CCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAG
ACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGT
TATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAAC
CAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCAT
TCAATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTC
GTGTTGGGGTCTCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCL
AGAGGCGCCCCCCCGGCGGCCGACAAGCGGCGGGCC
CGCCGAAGCAACAGGGTACAATAGACACGGATGGGA
GGTTGGGCCCAAAGGACCCGCACTCGGTAATGATCC
TTCCGC

SG 6

ileri

CAGGCGCCGGCCAATCCTACAGAGCATGTGACAAAG
CCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGC
TGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGACGG
CGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAAT
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GACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGG
GGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGA
ATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGT
TCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGA
AAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACTGC
ACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGGCG
GGCACGGGCCCGGGGGGCAAAGGCGLCCLCCCCCGECa
GCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTA
TAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGACC
CGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCA

Geri

GGAAAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTACAGAG
CATGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACG
CGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGA
GAGGGGGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTG
AGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCG
GAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCG
ATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCG
CATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGA
GATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAAT
CAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTT
GGGGTCTCCGGCGGGCACGGGECCCGGGGGGCAAAGG
CGCCCCCCCGGCGGCCGACAAGCGGLCGGELCCGCCG
AAGCAACAGGGTATAATAGACACGGATGGGAGGTTG
GGCCCAAAGGACCCGCACTCGGTAATGATCCTTCCG

SG 7

ileri

CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTG
TCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCC
GTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGA
AAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTA
AAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCC
GAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTT
GGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGA
AAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGT
ATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGC
GCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGA
CCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAC

SG 8

ileri

GCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCC
AACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTT
GATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGAT
CTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
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TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATT
CCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCT
CAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCT
CCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACC
GCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATG
CTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCA
ACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGA
TACCCGCTGAACTTAAG

Geri

GCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCG
CTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGACG
GCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAA
TGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGG
GGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTG
AATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGC
GTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTT
GAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACT
GCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGG
CGGGCACGGGCCCGGGGGGCAGAGGCGLCLCCCCCCaa
CGGCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGG
TACAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGA
CCCGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTA
CGGAAGGGTCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCC
AACCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGG
CGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCT
CTGCCCCCCGGGCCC

SG9

ileri

CCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGC
CGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTCTGCCCCCCG
GGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTG
TCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATC
AGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATG
TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCC
TGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGT
GTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGC
CCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGA
GCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGC
CGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTCTTTCCAGG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTG

Geri

GACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTG
CCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGG
GGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGC
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AGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATA
CCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGAT
TCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTC
GCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCA
TTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTC
AGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTC
TCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAGAGGCGLCCCC
CCCGGCGGCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAA
CAGGGTACAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCA
AAGGACCCGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCA

SG 10

ileri

GCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGG
GGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGAC
CCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGA
GTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATG
GATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGG
TATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTG
CCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCC
CTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGC
ACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCAC
ATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTT
CCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAG
GGATACCCGCTGAACTTAAGCA

Geri

GCGCCGGCCAATCCTACAGAGCATGTGACAAAGCCC
CATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGC
CTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGACGGCGA
CCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGAC
GCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGC
GCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATT
CTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCT
TCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAA
GTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACTGCAC
GCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGGCGGG
CACGGGCCCGGGGGGCAAAGGCGCLCCCCCCGGCEGC
CGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTATA
ATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGACCCG
CACTCGGTAATGATCCTTC

SG 11

ileri

TCCGTGTCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCG
CCGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTTTGCCCCCC
GGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACT
GTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAAT
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CAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGC
CTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTG
TGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGG
CCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCG
AGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGG
CCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTTTTTCCAG
GTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTT
AA

Geri

AAAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTACAGAGCA
TGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCG
GTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGA
GGGGGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAG
GGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGA
ATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGAT
GATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCA
TTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGA
TCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCA
ACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGG
GGTCTCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAAAGGCG
CCCCCCCGGCGGCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAA
GCAACAGGGTATAATAGACACGGATGGGAGGTTGGG
CCCAAAGGACCCGCACTCGGTAATGA

SG 12

ileri

CCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGC
CGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTCTGCCCCCCG
GGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTG
TCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATC
AGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATG
TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCC
TGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGT
GTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGC
CCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGA
GCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGC
CGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTCTTTCCAGG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGGATA

Geri

CCAATCCTACAGAGCATGTGACAAAGCCCCATACGC
TCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGG
CCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGACGGCGACCCAACAC
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ACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGAC

AGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTG

CGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATT

CACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACT
GATTGCATTCAATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGA
CAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGGCGGGCACGGGCCC
GGGGGGCAGAGGCGCCCCCCCGGCGGCCGACAAGCG
GCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTACAATAGACACG
GATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGACCCGCACTCGGTA

ATGATCCTTCC

SG 13

ileri

TGCTTACCGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTT
CGGGCGGCCCGGGEGECCTGCCCCCGGGACCGCGCCCa
CCGGAGACCCCAATGGAACACTGTCTGAAAGCGTGC
AGTCTGAGTTGATTGATACCAATCAGTTAAAACTTTC
AACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCC
CCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCA
TTTCTCCCCTCCAGCCCCGCTGGTTGTTGGGCCGCGC
CCCCCCGGGGGCGGGCCTCGAGAGAAACGGCGGCAC
CGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCACCCGC
TCTATGGGCCCGGCCGGGGCTTGCCTCGACCCCCAAT
CTTCTCAGATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
CTGAACTT

Geri

GGGTCGAGGCAAGCCCCGGCCGGGCCCATAGAGCGG
GTGACAGAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGGTG
CCGCCGTTTCTCTCGAGGCCCGCCCCCGGGGGGGCGC
GGCCCAACAACCAGCGGGGCTGGAGGGGAGAAATG
ACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGG
GCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAA
TTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTT
CTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAA
AGTTTTAACTGATTGGTATCAATCAACTCAGACTGCA
CGCTTTCAGACAGTGTTCCATTGGGGTCTCCGGCGGG
CGCGGTCCCGGGGGCAGGCCCCGGGCCGCCCGAAGG
CGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTACGGTAAGCACGG
GTGGGAGGTTGGGC

SG 15

ileri

TATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGT
CGGCCGCCGGGGGEGEGECGCCTTTGCCCCCCGGGLCCCG
TGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAA
AGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAA
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AACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCG
AGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTG
GGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAA
AGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTA
TGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCG
CCTGCCGACGTTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACC
TCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTG

Geri

CGCCGGCCAATCCTACAGAGCATGTGACAAAGCCCC
ATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCC
TTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGACGGCGAC
CCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACG
CTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCG
CAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTC
TGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTT
CATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAG
TTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACTGCACG
CTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGGCGGGC
ACGGGCCCGGGGGGCAAAGGCGLCLCLCCCeeaGeaaee
GACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTATAA
TAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGACCCGC
ACTCGGTAAT

SG 16

ileri

ACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTACAGAGCATGT
GACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTG
CCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGG
GGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGC
AGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATA
CCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGAT
TCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTC
GCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCA
TTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTC
AGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTC
TCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAAAGGCGCCCC
CCCGGCGGCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAA
CAGGGTATAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCA
AAGGACCCGCACTCGGTAATGATCCTTCC

SG 20

ileri

TTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCG
GCCGCCGGGGGGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTG
CCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAG
CGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAA
CTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGA
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AGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATT
GCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAG
CGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGG
TCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAG
GCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATG
GGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCC
TGCCGACGTTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTC
GGATCAGGTAGGGATACCCG

Geri

ACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTACAGAGCATGT
GACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTG
CCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGG
GGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGC
AGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATA
CCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGAT
TCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTC
GCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCA
TTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTC
AGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTC
TCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAAAGGCGLCCCC
CCCGGCGGCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAA
CAGGGTATAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCA
AAGGACCCGCACTCGGTAATGATCCTTC

SG 21

ileri

CGGGTCTTTGGGCCACCTCCCATCCGTGTCTATTATA
CCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGC
CGGGGGGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCAETGLCCCGLC
GGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCA
GTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCA
ACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCAT
TGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCG
TCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCG
GCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTT
GTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGAC
GTTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCA
GGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
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Geri

GAAAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTACA
GAGCATGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGG
ACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCC
GGAGAGGGGGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGG
CTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCC
CCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGA
CTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTT
ATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACC
AAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATT
CAATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCG
TGTTGGGGTCTCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCA
AAGGCGCCCCCCCGGCGGCCGACAAGCGGLCAGGEGLCC
GCCGAAGCAACAGGGTATAATAGACACGGATGGGAG
GTTGGGCCCAAAGGACCCGCAC

SG 25

ileri

GCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGG
GGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGAC
CCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGA
GTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATG
GATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGG
TATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTG
CCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCC
CTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGC
ACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCAC
ATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTT
CCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAG
GGATACCCGCTGAACTTA

Geri

CGCCGGCCAATCCTACAGAGCATGTGACAAAGCCCC
ATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCC
TTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGACGGCGAC
CCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACG
CTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCG
CAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTC
TGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTT
CATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAG
TTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACTGCACG
CTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGGCGGGC
ACGGGCCCGGGGGGCAAAGGCGCCLCCCCCGGCGEGLC
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GACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTATAA
TAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGACCCGC
ACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGG

SG 26

ileri

ACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCG
CCGGGGGGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCETGCCCGC
CGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGC
AGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTC
AACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCC
CCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCA
TTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCC
GTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGC
GGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTT
TGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGA
CGTTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCA
GGTAGGGATACCCGCTGAACTTA

Geri

AAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTACAGAGCAT
GTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGG
TGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAG
GGGGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGG
GCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAA
TACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATG
ATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCAT
TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGAT
CCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAA
CTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGG
GTCTCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAAAGGCGC
CCCCCCGGCGGCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAG
CAACAGGGTATAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGC
CCAAAGGACCCGCACTCG

SG 29

ileri

CCGTGTCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGC
CGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTTTGCCCCCCG
GGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTG
TCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATC
AGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATG
TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAA
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CGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCC
TGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGT
GTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGC
CCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGA
GCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGC
CGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTTTTTCCAGG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACT

Geri

TCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTACAGAGCATGTGAC
AAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCG
CCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGG
ACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAG
CAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACC
AGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTC
ACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCG
CTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCAT
TGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCA
GACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCT
CCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAAAGGLCGLCCCCC
CCGGCGGCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAAC
AGGGTATAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAA
AGGACCCGCACTCGGTAATGATCCT

SG 31

ileri

GTCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCT
TGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCC
CGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTG
AAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTT
AAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTC
CGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGT
TGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCG
AAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCG
TATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGG
CGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTG
ACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTT

Geri

CAGGCGCCGGCCAATCCTACAGAGCATGTGACAAAG
CCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGC
TGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGACGG
CGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAAT
GACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGG
GGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGA
ATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGT
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TCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGA
AAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACTGC

ACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGGCG

GGCACGGGCCCGGGGGGCAAAGGCGLCCLCCCCCGGCa
GCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTA
TAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGACC
CGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCA

SG 36

ileri

TATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGT
CGGCCGCCGGGGGGGCGCCTTTGCCCCCCGGECCCG
TGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAA
AGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAA
AACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCG
AGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTG
GGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAA
AGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTA
TGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCG
CCTGCCGACGTTTTCCAACCATGTTTTCCAGGTTGAC
CTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTT

Geri

TTGGAAAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTACAG
AGCATGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGA
CGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCG
GAGAGGGGGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCT
TGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCC
CGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACT
CGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTAT
CGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAA
GAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCA
ATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTG
TTGGGGTCTCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAAA
GGCGCCCCCCCGGCGGCCGACAAGCGGLCGGGELCCGC
CGAAGCAACAGGGTATAATAGACACGGATGGGAGGT
TGGGCCCAAAGGACCCGCACTCGGTAATGATCCTTC

SG 38

ileri

CCGTGTCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGC
CGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTTTGCCCCCCG
GGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTG
TCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATC
AGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATG
TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAA
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CGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCC
TGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGT
GTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGC
CCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGA
GCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGC
CGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTTTTTCCAGG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACT

SG 41

Geri

CGGCCAATCCTACAGAGCATGTGACAAAGCCCCATA
CGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTC
GGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGACGGCGACCCAA
CACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCG
GACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAAT
GTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCA
ATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATC
GATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTA
ACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACTGCACGCTTTC
AGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGGCGGGCACGG
GCCCGGGGGGCAAAGGCGCCCCCCCGGCGGCCGACA
AGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTATAATAGA
CACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGACCCGCACTC
GGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCCCCTACGGAAGGGT
CATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCA
TCCGTGTCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCG
CCGCTTGTCGGCCGCCGGGGG

SG 42

Geri

GTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGG
TGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAG
GGGGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGG
GCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAA
TACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATG
ATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCAT
TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGAT
CCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAA
CTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGG
GTCTCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAAAGGCGC
CCCCCCGGCGGCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAG
CAACAGGGTATAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGC
CCAAAGGACCCGCACTCGGTAATGATCCTTCCG

SG 45

ileri

GTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCA
ACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCAT
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TGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCG
TCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCG
GCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTT
GTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGAC
GTTTTCCAACCATGNTTTCCAGGTTGACCTCGGATCA
GGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA
G

Geri

GGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCA
ATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAG
GGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACT
GAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTG
CGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGT
TGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGAC
TGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCG
GCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAAAGGCGLCLCCCCCCG
GCGGCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGG
GTATAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGG
ACCCGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCT
ACGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGC
CCAACCTCCCATCCGTGTCTATTATACCCTGTTGCTTC
GGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGECGEL
CTTTGCCCCGCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAA
CACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGAT
TGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTC
TTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
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