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OZET
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OPTIMIZASYONU
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Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Sema CETIN
Ortak Danisman: Prof.Dr. Hikmet TURK KATIRCIOGLU
Temmuz 2020, 65 sayfa

Sideroforlar, hiicre disina salgilanan diisiik molekiiler agirlikli ribozomal
olmayan peptidlerdir. Giiniimiizde bu peptidler saglik, kozmetik, tarim ilaglar1 gibi
bircok endustriyel drlnlerde degerlendirilebilecek bir metabolit olarak oldukca
dikkat cekicidir. Bu nedenle son yillarda sideroforlarin analizi, biyosentez yollari,
transportu ve iriin i¢inde kullanilabilirligine yonelik bir¢ok arastirma mevcuttur.
Demir elementi insan, bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda buyume, gelisme gibi
pek cok fizyolojik olaylarda gereklidir. Noksanligi ve fazlaligi canlilarda hastaliklara

sebep olmaktadir.

Sideroforlar, bilinen en buyik Fe*® baglayicilaridir, mikroorganizmalarin
yasamlarinin siirdiiriilmesinde, ekosistemin iyilestirilmesinde, tipta bazi klinik
uygulamalarda 6nemli rol almaktadir. Bu arastirmanin amaci, mikrobiyal kokenli
sideroforun yiiksek verimlilikte eldesine yonelik olarak tarimsal uygulamalarin
yapildig1 topraklardan izole edilen ve tanimlanan, siderofor lrettigi tespit edilen
Bacillus subtilis DY 3, Bacillus subtilis DY5 , Bacillus pumilus 44/ 1 bakterilerinde
siderofor iiretim optimizasyonunu ger¢eklestirmektir. Kontrol amaghi olarak
Escherichia coli KKU ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 bakterileri
kullanilmistir. Optimizasyona yonelik olarak incelenen farkli sicaklik, pH, biyomas

miktar1, karbon kaynag1 ve zaman parametreleri degerlendirilmistir. Bu sonuglara



gore en yiiksek siderofor miktar1 Bacillus pumilus 44/1°de % 47,8 olarak tespit
edilmistir. Bacillus pumilus 44/1 i¢in optimum siderofor iiretimi 30°C’de, pH 5.2°de
1 M melas varliginda, 1.5/100 oraninda inokiile edildiginde 48 saat olarak

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Siderofor, Demir alimi, Siderofor optimizasyonu
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Siderophores are low molecular weight non-ribosomal peptides secreted out of the
cell. Today, these peptides are remarkable as a metabolite that can be evaluated in
many industrial products such as health, cosmetics and pesticides. For this reason, in
recent years there has been a lot of research into the analysis, biosynthesis pathways,
transport and availability of siderophores within the product. Iron is a necessary trace
element in many physiological events such as a growth and development in human,
plant, animal and microorganisms. Deficiency and excess of iron cause diseases in

living things.

Siderophores, known the largest Fe * 2 binders, play an important role in the survival
of microorganisms, improvement of the ecosystem, and some clinical applications in
medicine. The aim of this research is to perform siderophore production optimization
in Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus pumilus 44/1 bacteria,
which are isolated and identified from the soil where agricultural applications are
made, for the high efficiency of microbial origin siderophore. Escherichia coli KKU
and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 bacteria were used for control purposes.
Different temperature, pH, biomass amount, carbon source and time parameters
examined for optimization were evaluated. According to these results, the highest

siderophore amount was determined as 47.8% in Bacillus pumilus 44/1. Optimum



siderophore production for Bacillus pumilus 44/1 was determined as 48 hours at

30 °C, pH 5.2 in the presence of 1 M molasses, when inoculated at a rate of 1.5/100.

Key Words: Siderophore, Iron intake, Siderophore optimization
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1. GIRIS

Bakteri yasaminda bircok metal, c¢esitli enzimlerin kofaktorii olarak
metabolizmaya katilmakta ve organizma yasamina katki saglamaktadir [1]. Bu
nedenle metallerin hiicre i¢ine alinimlari, bakterilerin yasamlarini siirdiirebilmesi i¢in
oldukca 6nemlidir.

Diisiik miktarlarda metal barindiran habitatlardan metal temini Onemli
oldugundan dolay1 bakteriler, 6zel sistemler gelistirmistir ve bu sistemlerden biri de
siderofor tiretim mekanizmasidir [2, 3, 4].

Yapilan c¢alismalara gore sideroforlarin, ¢evresel sorunlara yol agan metalleri
( Fe¥*, Ag*, AIF*, Cd%, Co%, Cr?*, Cu?*, Eu®, Ga®, Hg?, Mn®*, Ni%*, Pb?*, Sn*,
Th**, TI" ve Zn?*) belirli bir oranlarda bagladig: (en yiiksek oranda demiri bagladigr)
tespit edilmistir [1, 5, 6].

Sideroforlar (yunanca demir tasiyict), diisiik molekiiller agirlikli (400-
1500 Da), siklikla D aminoasitlerden olusan organik bilesikler olup biyosentezleri,
yetersiz demir seviyesiyle (<5-10 mol/l) tetiklenerek ©karyotik ve prokaryotik
organizmalarda hiicre biinyesinden salgilanan sekonder metabolitlerdir [2, 7, 3].
Sekonder metabolitler, mikroorganizmalar tarafindan gelisme fazinin sonunda veya
durgun fazda tretilen, bakteri gelisimi ve iiremesi i¢in gerekli olmayan ve elverissiz
kosullara kars1 bakterilerin kendilerini savunmak igin Grettikleri biyomolekdllerdir
[8, 9]. Sekonder metabolitlerin sentezi, kromozomal DNA ve nadiren de plazmid
DNA’daki genler tarafindan kodlanmaktadir. Sekonder metabolitlerin endiistriyel
alanda tercih edilmelerinin sebebi; daha kararli yapida olmalar, {retim
kapasitelerinin yiiksekligi ve daha az enerjiye ihtiyag duymalaridir [10]. Sideroforlar
demir iyonlaria baglanmadan 6nce kararli bir formdadir. Demir iyonlar1 (Fe™) ile
siderofor, demir kompleksi olusturur. Demir anoksik sartlarda (Fe*?) suda ¢oziniir,
oksik sartlarda ise (Fe*®) suda ¢ozinmez. Fe*® formunun diisiik ¢oziiniirliigii
dolayistyla organizmalar tarafindan demir, kullamlamaz [11, 12, 13].
Mikroorganizmalar, sideroforlar aracihigi ile Fe*™ii Fe*?’ye indirgeyerek demir

almimini saglar [7].



Hiicre disinda bulunan sideroforlarin tekrar hiicre i¢ine alinmasi igin hiicre
zarinda 06zel reseptorler bulunur. Demir ile kompleks olusturan sideroforlar, bu

reseptorlere baglanarak aktif tasima ile hiicre i¢ine alinirlar [9, 14].

Bu arastirmada amag; mikrobiyal kokenli sideroforun yiksek verimlilikte
eldesine yonelik olarak tarim topraklarindan izole edilen, molekiiler tanimlamasi
yapilmis ve siderofor trettigi bilinen Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5,
Bacillus pumilus 44/1 baktererilerinde siderofor Uretimini etkileyen faktorlerin
optimizasyonudur. Optimizasyonda maksimum siderofor Gretimi icin zaman,
sicaklik, pH, farkli karbon kaynaklari ve biyomasa yonelik parametreler

arastirilmistir.



1.1. Siderofor ve Onemi

Biyokatalist olarak demir yerine kobalt ve manganez kullanan Lactobacillus sp.
cinsi bakteriler harig, diger tiim mikroorganizmalarin biiyiime ve gelisimi i¢in demir
zorunlu bir elementtir [15, 16]. Demirin; fotosentez, oksijen salinimi, solunum, nitrat
sentezi, azot fiksasyonu, ATP sentezi ve DNA sentezi gibi metabolik reaksiyonlarda
ve diger biyolojik olaylarda bir¢ok mikroorganizma i¢in énemli bir element oldugu
bildirilmektedir [13,17,18-19]. Bu nedenle bircok bakteri ¢cevredeki demiri alabilmek
icin yiiksek afiniteli demir kazanim mekanizmasi olan Sideroforu sentezlemektedir
[20, 21].

Bircok bakterinin c¢evredeki demiri alabilmek icin farkli yapilardaki
sideroforlar1 sentezleyerek birbirleriyle rekabet ettigi bilinmektedir [17, 3].
Mikroorganizmalarin irettigi farkli kimyasal 6zellikteki sideroforlar ¢ogunlukla
kimyasal kompozisyon ve mikrobiyal orijinlerine goére hidroksamat, katekolat
(fenolat), karboksilat (6rnegin, sitrik asit tiirevleri) ve karigik ligantlar olmak iizere
dort 6nemli gruba ayrilmistir [22, 13]. Birgok enterik bakteri fenolat ve hidroksamat
tip sideroforlarin ikisini birlikte sentezlemektedir (Cizelge 1.1.) [7, 12, 23- 25].



Cizelge 1.1. Cesitli bakteri ve mantarlar tarafindan tiretilen siderofor tipleri [22, 26].

Sideroforun Kimyasal tipi | Siderofor Mikroorganizma

Hidroksamat Ferrikrom Ustilago sphaerogena
Desferrioksamin B Streptomyces pilosus
Desferrioksamin E Streptomyces coelicolor
Fusarinin C Fusarium roseum
Ornibaktin Burkholderia cepacia

Katekolat Enterobaktin Escherichia coli
Bacillibaktin Bacillus subfilis

Bacillus anthracis

Vibriobaktin Vibrio cholerae
Karboksilat Rhizobaktin Rhizobium meliloti
Rhizoferrin Rhizopus microspores
Staphyloferrin A Staphyvlococcus hyicus
Karisik ligant Azotobaktin Azotobacter vinelandii
Pyoverdin ve pyochelin | Pseudomonas aeriginosa
Yersiniabaktin Yersinia pestis
Maduraterrin Acinomadura madurae

Bu siderofor tiplerinin sentezi ise iki yolak araciligiyla gerceklestirilir:
Birincisi NPRS (nonribozomal peptit sentetaz)- bagimli yolaktir. Burada RNA
kalibina ihtiya¢ duyulmadan aminoasitlerden peptitler olusturulur. NRPS- bagiml
yolaklar, enterobactin, yersiniabactin, pyochelin, pyoverdin, vibriobactin ve
mycobactin tipteki sideroforlarmn iiretiminde kullanilmaktadir [27, 28, 29]. Ikinci
yolak ise NRPS- bagimsiz yolaktir. Bu tip yolakta da sentez esnasinda RNA kalib1
kullanilmaz. Amid ya da ester baglariyla baglanmig, amino-alkol veya diamin
yapitaglar1 ve dikarboksilik asitler bulunmaktadir [30]. NRPS- bagimsiz yolaklar
aerobaktin, alcaligin, stephlobaktin ve petrobaktin gibi hidroksamat ve karboksilat
tipteki sideroforlarin sentezinde kullanilmaktadir [5, 7]. Demir stresi altinda
bakterilerde sentezlenen bu sideroforlar hiicre disina salgilanir [31, 26]. Hicre
disinda demir iyonlar1 (Fe*®) ile karsilasan sideroforlar buna kuvvetli bir sekilde
baglanir ve ferrisiderofor (siderofor- Fe*®) kompleksi olusturur. Hiicre icinde Fe*?’

ye indirgenen demirin hiicre igine salinimi bu sekilde kolaylastirilmis olur [26].



Periplazmaya alinan ferrisiderofor kompleksi burada siderofordan ayrilmakta,
olusan serbest demir, hiicre i¢ine alinmakta ve pompa sistemi periplazmik bolgedeki

sideroforu tekrar kullanilmak tizere digsal membrandan pompalamaktadir (Sekil 1.2).

HOCRE DISI B

—» degradasyon

Sekil 1.2. Siderofor araciligiyla demirin hiicre igine tasinmasi[26].

Sideroforlardan kazanilan demir, elektron tasinmasi, oksijen tasinmasi ve
yasamsal fonksiyonlarda gorevli olan enzimatik faaliyetlerde kullanilmaktadir.
Sideroforlar ise patojen mikroorganizmalarin yasamsal faaliyetlerini ve virlilans

ozelligini arttiric etki gOstermektedir [32, 33, 34].



1.2. Mikrobiyal Sideroforlarin Uygulama Alanlari

Endiistriyel alanlardaki uygulamalarda mikrobiyal kaynakli sidroforlarin {iriin
bazinda kullanimi son yillarda olduk¢a popiilerlik kazanmustir [11, 35, 36, 37].
Guniimiizde sideroforlarin malaria, romatoit arthritis, alzheimer, talasemi,
yaralanma, metal zehirlemesi, timor, bobrek yetmezligi gibi hastaliklarin tedavisinde
tasiyict  olarak ve patojenlerle miicadelede antibiyotik formda ilaglarin
gelistirilmesinde kullanildigr  belirtilmektedir [7, 38, 39- 42]. Son yillarda
siderofolarin saglik alaninda uygulamalarinin artiginin en énemli nedenlerinden birisi
de antibiyotiklere kars1 siirekli artan bakteri direncinin halk sagligi i¢in biiyiik tehdit
olusturmasidir [ 43, 44]. Bu durum aynmi zamanda siirekli yeni antibiyotik arayisi,
mevcut antibiyotiklerin artan kullanimlar1 ve kontrolsiiz bir sekilde kotiiye
kullanilmas: gibi olumsuz etkilere de neden olmaktadir [45, 46]. Bu amacla
antibiyotiklerin bakteri hiicresine tasinmasini kolaylastirmak i¢in ¢alismalar
yapilmistir [ 47-51].

Klinik uygulamalarin yani sira zirai miicadelede sideroforun bitki koklerinde
yer alan bitki patojenlerine ve bitkilerin fitoremediasyonuna yardimci oldugu
arastirmalarla tespit edilmistir [52 -57].

Sideroforlar ¢esitli gevresel sorunlarin (agir metal birikimi, pas, boya giderimi
ve kanalizsayon sularinin temizlenmesi vb.) ¢oziimiinde de 6nemli rol oynamaktadir.
Ornegin siderofor iireten bakteriler agir metallerle kontamine olan ¢evreden agir
metallerin fitoremediasyonuna yardim etmede kullanilmaktadirlar [58, 26]. Ornek
olarak Mannheim Universitesi'nde yapilan bir calismada bakterilerden elde edilen
sideroforlarin demir iceren sanayi materyalleri iizerine uygulanmasi sonucunda
saflastirilan sideroforlarin pas giderimini gerceklestirdigi ve bu sideroforlarin diger
pas giderici ajanlara nazaran gevreye karsi daha zararsiz oldugu tespit edilmistir [26]
(Sekil 1.3.3.1.).
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Sekil 1.3.3.1: Sideroforlar aracilig1 ile pas giderimi a) Pasli demir i¢ceren materyal b)

Sideroforla muamele sonrasi materyaldeki pas giderimi[26].

1.3.  Siderofor Ureten Mikroorganizmalar

Son yillarda sideroforun sentezi, yapilari, 6zellikleri ve kullanim alanlarina
yonelik arastirmalar artmistir. Bakteri, aktinomiset, mantar ve alglerin farkli tipte
siderofor sentezledikleri bildirilmistir [26, 59]. Aktinomisetlerden Actinomadura
madurae, Nocardia asteroides, Streptomyces griseus, mantarlardan Aspergillus
nidulans, Penicillium chrysogenum, Trametes versicolor, Ustilago sphaerogina,
Saccharomyces cerivisiae, Rhodotorula minuta, bakterilerden Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Vibrio cholerae, Vibrio anguillarum, Aerobacter aerogenes ,
Mycobacterium tuberculosis ve siyanobakterilerden Anabaena flos-aquae ile

Anabaena cylindrica tirleri gesitli tipte sideroforlar tiretmektedirler [28, 60-63].



2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada nutrient broth, nutrient agar, glucose monohydrate D(+) , lactose,
sodium hydroxide, magnesium chlorid hexanhydrate, potassium dihydrogen
phosphate, calcium chloride dihydrate (CaCl2.2H.0), 5-Sulfosalicylic acid dihydrate,
HCI,  chloroform, ethanol (% 96), Merck firmasindan, HDTMA
(hexandecyltrimethylammonium), Chrome azurol sulfonate , PIPES (Piperazine
diethane sulphonic acid), piperazine, casein sodium salt from bovine milk,
ammonium chloride, 8-hdroxyquinolin Sigma firmasindan, iron(lll) chloride
hexanhydrate (FeCls.6H20 ) Horasan Kimya firmasindan temin edilmis ve Turkiye
seker fabrikasi atig1 melas kullanilmistir.

Ayrica bu ¢alismada siderofor tiretiminin tespitinde asagida belirtilen ¢ozeltiler

kullanilmistir.

Minimal Medium 9 (MM9) Tuzu (1 L)

- KH2PO4:3¢
- NaCl:5¢
- NH4CIl:10g

- dH20ile 1L’ ye tamamlanmustir.

CAS- HDTMA Solisyonu (1 L)
- Chrome azurol S : 0,605 g
- d H20 : 500 mi

Ik olarak CAS distile suyun icinde ¢dziilmiistiir.

- FeCls.6H20: 2,703 ¢
- HCI: 40 ml
- dH20:100 ml

Distile suyun i¢inde ¢oziinmiis olan CAS’ 1n lizerine yukaridaki karisim eklenmistir.



- HDTMA:0,729g
- dH20 : 400 ml

Son olarak HDTMA soliisyonu da karigima eklenmistir.
Demirsiz Casaminoasit Solusyonu

- Casaminoasit : 100 g

- dH20 : 1000 ml

- 8-hydroxquinolin : 30 g
- Chloroform: 1000 ml

Oncelikle Casaminoasit distile suyun iginde ¢oziilmiistiir. Ayr1 bir kapta 8-
hydroxquinolin de kloroform iginde ¢oziilmiistiir. Iki karisim da ayr1 ayn
hazirlandiktan sonra casaminoasit karigimina 8-hydroxquinolin karigimi eklenmistir.
Daha sonra karisimda iki fazdan istteki faz alinarak ayni oranda kloroformla yeniden

muamele yapilmistir. Bu iglem birkag defa tekrarlanmistir.

MgCl..6H20 Cozeltisi (1 M, 100 ml): 20,32 g MgCl, dH20 ile 100 ml’ ye

tamamlanir.

e CaCl2.2H,0 Cozeltisi (100 mM , 100 ml): 1,47 g CaCl , d H20 ile 100 mI’
ye tamamlanir.

eGlikoz Cozeltisi (100 ml, 1M ): 20 g Glikoz , dH20 ile 100 ml’ye
tamamlanir.

e Laktoz Cozeltisi (100 ml, 1M ): 34,23 g Laktoz, dH2O ile 100 ml’ ye
tamamlanir.

e Melas Cozeltisi (100 ml, 1M)

e Uziim Pekmezi Cozeltisi ( 100 ml 1M)

e Asagidaki ¢ozeltiler ve soliisyonlar otoklavlanmadan kullanima hazir hale
getirilmistir.

eCAS Stok Cozeltisi (1 L, 2mM): 1,21 g CAS dH2O ile 1 L’ye

tamamlanmuistir.

e FeCl3.6H20 Cozeltisi (1L, 1mM ): 2,703 g FeClz.6H20 , dH2O ile 1 L’ye

tamamlanmuistir.

e HCI Cozeltisi (1 L,10mM ): 40 ml HCI’i dH20 ile 1 L’ye tamamlanmustir.



e Fe Solisyonu (1ImM)
- 1 mM FeCl3.6H20 : 1000 ml
- 10 mM HCI : 40 ml
e HDTMA Cozeltisi (1L): 0.438 g HDTMA dH20 ile 1 L’ye tamamlanmustir.
e Piperazine Tamponu ( 100 ml, pH 5.6 )
- Piperazine : 5 ¢
- dH20 : 100 ml
pH 5.6 olana kadar HCI eklenmistir.
e Shuttle Cozeltisi ( 100 ml, 0,2M ): 2,762 g Siilfosalisilik asit, dH>O ile 100
ml’ ye tamamlanmustir.
o CAS Testi Solisyonu (1 L)
- Fe Solisyonu : 15 ml
- CAS Cozeltisi : 75 ml
-  HDTMA Cozeltisi : 500 ml
- Piperazin Tamponu : 365.5 ml
- Distile Su: 44,5 mi

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Kullanilan tiim besiyerleri 121°C’ de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

e Nutrient agar
-Peptone from meat 5,0 g/L
- Meat extract 3,0 g/L
- Agar-agar 12,0 g/L

e Nutrient broth
- Peptone from meat 15,0 g/L
- Yeast extract 3,0 g/L
- (D+) glucose 1 g/ L
-NaCl: 6 g//L

e MMO9 Broth (1L pH=7.3)
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- dH20 : 855 ml
-NaOH :6 ¢

MMO broth besiyeri hazirlanirken NaOH distile suyun i¢inde ¢dzdiiriilmiis

ve daha sonra PIPES eklenmistir.

- PIPES:30,24 ¢

- 10X MMO9 tuzu : 100 ml

- 121 °C’ de 20 dakika otoklavlanmis ve 50°C’ ye kadar sogumasi beklenmis
ve agagidaki malzemeler membran filtreden gegirilerek karigima eklenmistir.

- Demirsiz casaminoasit : 30 ml

- 1M Glikoz : 10 ml

- 1M MgClz: 1 ml

- 100 Mm CaClz: 1 ml

e MM9 Agar (1L pH 7.3)

855 ml dH20’ nun iizerine sirasiyla 6 g NaOH, 30.24 g PIPES, 100 ml 10X
MM9 tuzu ve 15 g Bacto-agar eklenmis ve 121°C’ de 20 dakika otoklavlanmistir.
MM9 agar besiyeri hazirlanirken NaOH distile suyun iginde iyice ¢6ziilmiis ve daha
sonra PIPES eklenmistir. Boylece NaOH, PIPES’in ¢dziinmesine yardimci olmustur.
Otoklavdan ¢ikarilan besi yerinin 50°C’ ye kadar sogumasi beklenmig ve sterilitenin
bozulmamas1 i¢in bundan sonraki malzemeler membran filtereden gecirilerek ilave
eilmistir. 50°C’ye kadar soguyan besi yerine sirasiyla 30 ml demirsiz casaminoasit,
10 ml 1M Glikoz, 1 ml 1M MgCl2 1 ml 100 mM CacCl; eklenmis ve pH 7.3 olarak

Olclilmiistiir.
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Siderofor tespiti i¢in iki farkli Chrome Azurol Sulfonate (CAS) agar metodu

kullanilmistir;

a. Chrome Azurol Sulfonate Agar (1L pH=6.5)

750 ml dH20’ nun {izerine sirasiyla 6 g NaOH, 30.24 g PIPES, 100 ml 10X
MM9 tuzu ve 15 g Bacto-agar eklenmis ve 121°C’ de 20 dakika otoklavlanmaistir.
Chorome Azurol S Agar besiyeri hazirlanirken NaOH distile suyun i¢inde iyice
¢oziilmiis ve daha sonra PIPES eklenmistir. Boylece NaOH PIPES’in ¢dziinmesine
yardimci olmustur. Otoklavdan c¢ikarilan besi yerinin 50°C’ ye kadar sogumasi
beklenmis ve sterilliginin bozulmamasi i¢in bundan sonraki malzemeler membran
filtereden gegirilerek ilave edilmistir. 50°C’ye kadar suguyan besi yerine 30 ml
Casaminoasit, 100 ml HDTMA, 10 ml %20 Glikoz, 1 ml 1M MgCl;, 1 ml 100 mM
CaClz eklenmis ve pH 6.5 olarak 6l¢iilmiistiir.

b. Schwyn ve Neilands’mn Chrome Azurol Sulfonate Agar Y dntemi

Blue dye : Soliisyon I: 0,06 g CAS’1 50 ml dH20’da ¢6ziilmiistur. Solusyon
I1: 0,0027 g FeCl3.6H20, 10 ml 10Mm HCl’de ¢6ziilmiistiir. Soliisyon III: 0,073 g
HDTMA’1 40 ml ddH20 ° da ¢oziilmiistiir. Karisim Soliisyonu: Soliisyon I'1, 9 ml
soliisyon II ile karigtirllmis, daha sonra soltisyon Il eklenmis ve ¢6zelti mavi renk

olmustur. Bu karisim otoklavlanmis ve cam sisede saklanmustir.
Karsim soliisyonu:

- Minimal Media 9 (MM9) tuz stok soliisyonu ; 15 g KH2POa4, 25 ¢
NaCl, ve 50 g NH4CI’i 500 ml ddH20’da ¢oziilmiistiir.

- % 20 Glikoz Stok ; 20 g glikozu 100 ml ddH20’da ¢oziilmiistiir.

- NaOH Stok ; 25 g NaOH 150 ml ddH20O’ de ¢oziilmustir. (pH=11-
12).

- Casamino Asit Sollisyonu; 3 g Casamino asit 27 ml ddH>O’da
¢cOzilmistir. Eser demiri c¢ikarmak i¢in kloroform i¢inde %3 8-

hydroxyquinolin ile ekstrakte edilmistir. Son olarak karigim filtre edilmistir.
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CAS Agar (1L ); 100 ml MM9 stok solusyonuna, 750 ml ddH2O eklenmistir.
Daha sonra karisima 32.24 g piperazine- N,N’-bis (2-ethanesulfonic acid) PIPES
eklenmistir. 15 g bacto agar eklenmis ve otoklavlanmistir. 50°C’ye kadar sogumasi
beklenmis ve 30 ml steril Casamino asit solisyonu ve 10 ml % 20’ lik glikoz
solisyonu, MM9 ve PIPES  karisimina eklenmistir. Ardindan blue dye
solisyonundan 100 ml yavas¢a eklenmistir. Daha sonra karisim steril petrilere

dokilmustir.

Bu caligmada, Otoklav (Mednif), Manyetik Karistirici (Velp Scientifica),
Inkiibator (Labart), Isik mikroskobu (Olympus Cx21), Spektrofotometre (Shimadzu
Marka Uv -1201 ), Hassas Terazi (Sartorius ), pH Metre (T-Az 8685 Dijital),
Pasteur Firmi (Elektro-Mag ), Santrifuj ( Hettirh Zentrifugen)(Sekil2.1.3.1), 200ul
Mikropipet (Eppendorf Research), 100-1000 pl Mikropipet (Isotherm) ve 0.5

Mcfarland Densitometre (Biosan) cihazlari kullanilmastir.

Sekil 2.1: Calismada kullanilan santrif(lj ve spektrofotometre cihazlari.
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2.1.3. Kullanilan Test Bakterileri

Siderofor {iretim tespiti i¢in kullanilan test bakterileri, Gazi Egitim Fakiiltesi
Biyoloji Egitim A.B.D. Mikrobiyoloji Laboratuvari koleksiyonunda bulunan 16S
rRNA dizilimi ile molekiiler tanimlamasi1 yapilmis ve patojen suslardir. Bu suslar
Micrococcus yunnanensis DT1, Bacillus tequilensis DT2, Bacillus invictae DY1,
Bacillus cereus DY2, Bacillus subtilis DY3, Cellulosimicrobium sp. DY4, Bacillus
subtilis DY5, Bacillus cereus DY6, Bacillus pumilus 44/1 ve Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027°dir. Bu suslara ilave olarak Escherichia coli KKU,
Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Merkezi'nden temin

edilmistir.

Tiir tayini yapilan suslar daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere %
30’luk gliserollti ependorf tlplerinde — 80°C’de ve yatik agarda +4 °C’de Gazi
Egitim  Fakiiltesi, Biyoloji Egitim A.B.D. Mikrobiyoloji  Laboratuvari

koleksiyonunda saklanmistir.

22. METOD

2.2.1. Test Bakterilerinin Aktiflestirilmesi

Bu c¢alismada kullanilan test bakterileri 5 mI’lik nutrient brothlarda 24 saat

inkiibasyona birakilarak 2 kez aktiflestirilmistir.
2.2.2. Siderofor Uretiminin Tespiti

Bu c¢alismaya gore bakterilerin siderofor iiretiminin tespiti i¢in 2 farkh
Chrome Azurol Sulfonate agar deneyi ve sentezlenen sideroforun miktar tayini igin
ise Chrome Azurol Sulfonate sivi deneyleri uygulanmistir. Bakteri kilturleri tum
deneylerde demir icermeyen MM9 besiyerlerinde tiretilmislerdir. Kullanilan tiim cam
malzemeler 180 °C’de 1 saat siireyle pasteur firminda steril edilmek suretiyle

kullanima hazir hale getirilmistir.
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a. Chrome Azurol Sulfonate Agar Deneyi

Chorome Azurol S agar deneyi, sideroforun ferrik demire yuksek affinitesini
temel alan ve siderofor tespitinde kullanilan bir metoddur. CAS agar plateleri ile
Fe*® boyasinin kompleks olusturmasindan dolayr mavi renktedir. Siderofor
varliginda asagida belirtilen reaksiyon gergeklesir, serbest boya agiga ¢ikar ve mavi

olan renk, turuncuya doniistir.

Fe*3- CAS (mavi) + Siderofor —— Fe*3 — Siderofor + CAS (turuncu)

Siderofor Gretimi igin Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus
pumilus 44/1, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 ve Escherichia coli KKU
kaltirleri Chorome Azurol S agar besiyerine 6ze ile tek koloni ekim teknigi ile
transfer edilmistir. Tiim suglar 37°C’de 336 saat inkiibe edilmistir. Koloni olusturan
bakterilerin olusturduklar1 iireme halkalarinin hemen disinda olusan turuncu renkli

zonlar siderofor olusumunu igin pozitif olarak degerlendirilmistir[64,65].

b. Chrome Azurol S Sivi Deneyi

CAS sivi deneyi ile siderofor iiretiminin miktar tayini amaciyla Bacillus
subtilis DY 3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus pumilus 44/1, Pseudomonas aeruginosa
ATTC 9027 ve Escherichia coli KKU bakterileri demir icermeyen MM9 sivi
besiyerine on kiiltiire alinmistir. Taze MM9 s1v1 besiyerine 1/100 oraninda aktarilan
her bir 6n kultir, 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Sideroforlar hiicre disina
salgilanan molekiiller oldugundan dolayr santrifiij islemi sonucunda hicreler
uzaklastirilip siipernatant elde edilmistir. Bakteri kiiltiirleri inkiibasyon sonunda
20°C’de 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek hiicre pelletinin ¢6kmesi saglanmis ve
her bir bakteri kiiltiiri i¢in 0,5 ml siipernatant alinarak 0,5 ml CAS sollsyonu ile
karistirtlmig, bunu takiben CAS sollisyonu ile siderofor arasindaki bagi
kuvvetlendirmesi ve renk degisimini belirginlestirmesi i¢in 10 uM shuttle soliisyonu
ilave edilmistir. Siderofor {liretimi olan bakteri tiirlerinde mavi renkte olan CAS
soliisyonu siderofor ile etkilesimi sonucunda turuncu-mor renge donerek CAS sivi

deneyi icin pozitif sonu¢ vermektedir [64]. Renk degisiminin gergeklesmesi i¢in en
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az 5 dk bekletilip elde edilen sonuglar fotograflanmis ve siderofor liretimi bakteri

tiirleri arasinda derecelendirilmistir.

2.2.3. Uretim Yuzdesinin Belirlenmesi

1/100 oraninda demir igermeyen MM9 sivi besiyerine inokile edilen bakteri
kiiltiirleri 37°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra 20 °C’de 10.000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek siipernatant elde edilmistir. Bu bakteriler tarafindan salgilanan
sideroforun iiretim yiizdesini belirlemek i¢in Payne’ in 1994 yilindaki ¢alismasi esas
aliarak 0,5 ml siipernatant, 0,5 ml CAS soliisyonu ile karistirilmis ve daha sonra 10
uMI shuttle soliisyonu (0.2 M siilfosalisilik asit) ilave edilmistir. Spektrofotometrik
Olcim icin kaltir icermeyen bir MM9 ortami, kor olarak kullanilmig, referans
(inokule edilmemis 0,5 ml MM9 besiyeri + 0,5 ml CAS soliisyonu + 10 uM shuttle
soliisyonu) degerlerindeki ve orneklerdeki renk kaybi 630 nm dalga boyunda

Olciilerek belirlenmis ve asagidaki formiille hesaplanmustir.
Sideroforlarin genel yiizde hesabi;
Ar-As

% Siderofor = x100

Ar
Ar: Referans Degeri (As30)

As: Ornek Degeri (Ag30)

2.2.4. Maksimum Uretim Zamaninin Belirlenmesi

Siderofor iiretim zamanini belirlemek amaciyla hazirlanan kiiltiir, 1/100
oraninda demir igermeyen MM9 besiyerine inokiile edilerek 37°C’de 96 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon esnasinda 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde
alian ornekler 20 °C’de 10.000 rpm’de 5dk santrifiij edilip hiicre pelletinin ¢okmesi

saglanmistir. Elde edilen bakteri siipernatantlarindan her biri ile CAS sivi deneyi
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yapilmig ve kantitatif veriler elde etmek igin 630 nm’de spektrofotometrik dlgumler
yapilarak Siderefor yiizdeleri belirlenmistir. Siderofor Uretiminin hiicre buytimesi ile
iliskisini belirlemek amaci ile belirtilen zaman araliklarinda bakteri kiiltiirlersi,

Mcfarland densitometre de 6l¢iilmiistiir. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir.

2.2.5. Siderofor Uretiminin Optimizasyonu

Bu tez c¢alismasinda Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus
pumilus 44/1, Pseudomonas aeruginosa ATTC 9027 ve Escherichia coli KKU
bakterileri tarafindan maksimum siderofor Uretimine yonelik optimizasyon sartlari
aragtirllmistir. Bu amagla sicaklik, pH, farkli karbon kaynaklari, biyomas ve glikoz
konsantrasyonunun siderofor iiretimine etkisi belirlenmistir. Tm deneylerde demir

icermeyen MM9 siv1 besiyeri kullanilmistir.

a. Sicakhigin Etkisi

Sicaklik, siderofor tretiminde etkili olan 6nemli faktdrlerden biridir. Sicakligin
siderofor iretimine etkisini belirleyebilmek amaci ile 1/100 oraninda demir
icermeyen MM9 sivi besiyerine inokile edilen Bacillus subtilis DY3, Bacillus
subtilis DY5, Bacillus pumilus 44/1, Pseudomonas aeruginosa ATTC 9027 ve
Escherichia coli KKU bakterileri kiltiirleri 25, 30, 37 ve 40 °C’de 48 s inkiibe
edilmistir. Daha sonra bakteri kultirleri alinip 10.000 rpm’de 5 dk santrifij
edilmistir. Bakteri kiltirlerinden elde edilen stipernatantlardan her biri igin CAS siv1
deneyi yapilmis ve siderofor miktar1 630 nm absorbans degerinde Olgilerek
bakterilerin siderofor {iiretim yiizdesi belirlenmistir. Farkli sicaklik degerlerinde
siderofor iretiminin hiicre biiyiimesi ile iliskisini belirlemek amaci ile belirtilen
zaman araliklarinda bakteri kiiltiirlerinden 1’er ml 6rnek alinarak 600 nm’de hiicre

yogunluk 6l¢timleri yapilmistir. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir.
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b. pH ’1n Etkisi

pH’1n siderofor iiretimine etkisini belirlemek amaci ile pH 5.2, 6.0 ,7.3 ,8.0 ve
10.0 olmak tizere 5 farkli pH degerine sahip MM9 sivi besiyeri hazirlanmistir.
Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus pumilus 44/1, Pseudomonas
aeruginosa ATTC 9027 ve Escherichia coli KKU bakterileri 1/100 oraninda farkli
pH' lardaki demir icermeyen taze MM9 broth besi yerlerine inokile edilmistir.
37°C’de 48 saat inkiibasyonun ardindan hiicreler 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij
edimigtir. MM9 besiyerine salgilanan siderofor miktarin1 belirlemek amaciyla elde
edilen siipernatantlardan her birine CAS sivi deneyi yapilmig ve siderofor birim
yuzdesi spektrofotometrede 630 nm’de Ol¢llerek belirlenmistir. Farkli pH’larda
siderofor iiretiminin hiicre biiylimesi ile iliskisini belirlemek amaci ile belirtilen
zaman araliklarinda bakteri kiiltiirlerinden 1’er ml 6rnek alinarak 600 nm’de hiicre

yogunluk Ol¢ciimleri yapilmistir. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir.

¢. Farkh Karbon Kaynaklarinin Etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin siderofor iiretimine etkisini inceleyebilmek amact
ile 1 M’lik glikoz, laktoz, melas, (zim pekmezi igeren 4 farkli MM9 broth besiyeri
ortami hazirlanmistir. Bunun yaninda 2 farkli glikoz konsantrasyonu kullanilmis ve
bakteriler demir icermeyen MM9 sivi besiyerlerine 1/100 oraninda inokiile
edilmistir. Bakteri kiiltiirler1 37° C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra 10.000 rpm’de
5 dk santrifdj edilip stpernatant elde edilmistir. CAS sivi deneyi sonucu 6rneklerde
olusan renk degisimi spektrofotometrede 630 nm’de Olgiilerek belirlenmis ve elde
edilen veriler kullanilarak bakterilerin siderofor tretim ytzdesi hesaplanmigtir. Farkli
karbon kaynaklarinin hiicre biiyiimesi ile iliskisini belirlemek amaci ile belirtilen
zaman araliklarinda bakteri kiiltiirlerinden 1’er ml 6rnek alinarak 600 nm’de hiicre

yogunluk Ol¢cuimleri yapilmistir. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir.
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d. Biyomasin EtKisi

Biyomas miktarinin siderofor iiretimi {izerindeki etkisini incelemek amaci ile
Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus pumilus 44/1 bakterisi 0.5,
1.0, 1.5, 3.0, 5.0/100 oranlarinda demir icermeyen MM9 besiyerlerine inokiile
edilmiglerdir. Bunu takiben bakteri kiiltiirleri 37°C’de 48 saat inkiibe edildikten
sonra 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilip hiicre pelletinin ¢okmesi saglanmustir.
Bakteri kulturlerinden elde edilen siipernatantlardan her biri ile CAS sivi deneyi
yapilmis ve siderofor miktar1 630 nm’de Ol¢llerek bakterilerin siderofor GUretim
yuzdeleri belirlenmistir. Farkli inokiilasyon miktarlarinin hiicre biiyiimesi ile
iligkisini belirlemek amaci ile belirtilen zaman araliklarinda bakteri kiiltiirlerinden
1’er ml 6rnek alinarak 600 nm’de hiicre yogunluk 6l¢timleri yapilmistir. Deneyler en

az 3 kez tekrar edilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Kullanilan Test Bakterileri:
Aktiflestirme yapilan bakterileri kontrol etmek amaciyla yapilan gram boyama

sonuclarina gore morfolojik goriintiiler Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Micrococcus yunnanensis DT1

Bacillus cereus DY2 Bacillus cereus DY6

Sekil 3.1 : Izolatlardan secilen 8 sustan bazilarmin gram boyama sonucu morfolojik

goruntusu.
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3.2.  Siderofor Tespiti

336 saat inkiibasyona birakilan izolatlarin siderofor {iretimine bagli olarak

bakteri kolonilerinin etrafinda olusan turuncu renkli zonlar Sekil 3.2°de

gosterilmistir.

Sekil 3.2. Chorome Azurol S agar deneyi sonuglari a) Kontrol b) Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 , Escherichia coli KKU, Bacillus subtilis DY3
bakterilerinin ekimi ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027’ de

siderofor Uretiminin goriildigi pozitif sonug

Elde ettigimiz sonuglara gore deneyde kullanilan tim suslarda siderofor
iretimi gozlenmistir. Siderofor iiretimini kendi aralarinda derecelendirdigimizde en
yuksek siderofor Gretimi, pozitif kontrol olan Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
bakterisinde, en az siderofor dretimi ise Bacillus invictae DY1 bakterisinde
gozlenmistir. CAS agar plaklarda yapilan ekimler 2-7 giin icerisinde sonug vermistir.
Ekim yapildiktan sonra yapilan Ol¢limlere gore siderofor iiretimi Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Siderofor tretiminin CAS agarda derecelendirilmesi

Bakteri Turleri CAS Agar
Bacillus subtilis DY3 ++
Bacillus subtilis DY5 ++
Bacillus cereus DY6 +
Escherichia coli KKU ++
Pseudomonas aeruginosa ATTC 9027 | +++
Bacillus pumilus 44/1 ++
Micrococcus yunnanensis DT1 +
Bacillus tequilensis DT2 +
Bacillus invictae DY1 +
Bacillus cereus DY?2 +
Cellulosimicrobium sp. DY4 +

(-): siderofor Uretimi yok, (+) az siderofor Gretimi, (++) orta derecede siderofor

uretimi, (+++) yiksek siderofor tretimi.

Schwyn ve Neilands’in metodu ile yapilan CAS agar deneyi sonuglar1 Sekil
3.3’de gosterilmistir. Buna gore PIPES, pH 5.0’in altinda ¢dziinmezdir. Soliisyona
PIPES eklenerek pH’1 6.8’ye getirilir. pH 6.8°1 astiginda soliisyonun rengi yesile
donmektedir. Burada yaptigimiz deney sonucunda pH 6.8’den fazla olmustur ve

CAS agarin rengi yesile donmektedir. Bu plaklarda turuncu ve agik sar1 zonlar,

siderofor varligini gostermektedir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. CAS agar sunuglari. a) Kontrol b) Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis
DY5, Escherichia coli KKU, Pseudomonas aeruginosa ATTC 9027 ekimi
yapilmis CAS agar plaklari. Escherichia coli KKU'de siderofor tretimi

pozitif sonu¢ vermistir.
3.3. Chrome Azurol S Sivi Deneyi
Bakteri kiiltiirlerinin s1v1 besiyerine salgiladiklari sideroforun kantitatif tespiti

icin Chrome Azurol S s1vi deneyi yapilmistir. CAS soliisyonun yapilis1 Sekil 3.4°de,

elde ettigimiz sonuglar ise Sekil 3.5” de gosterilmistir.

Sekil 3.4. Chrome Azurol S sivi deneyi soliisyonunun hazirlanist
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Sekil 3.5. a) CAS testi soliisyonu ile shuttle ¢ozeltisinin karistirildigi andaki renk
degisimi. b) 1) Kontrol. 2) Bacillus pumilus 44/ 1’ in CAS siv1 deneyi

sonucu siderofor dUretimi.

Bu sonuclara gore, Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus

pumilus 44/1 bakterilerinde CAS soliisyonunun mavi olan rengi, mora doniismiistiir.

3.4. Siderofor Uretim Yizdeleri

Siderofor Uretim miktarini belirlemek amaciyla CAS sivi deneyi yapilmistir. Buna
bagli olarak CAS rengindeki degisim oran1 630 nm dalga boyunda 6lgiilmiis ve
siderofor birim yiizdesi hesaplanmistir. Elde ettigimiz verilere gore siderofor tretimi
yuzdesi, Bacillus subtilis DY3’de % 41 Bacillus subtilis DY5’de % 53, Bacillus

pumilus 44/1°de % 43 olarak belirlenmistir (optimizasyon dncesi).

24



3.5. Maksimum Siderofor Uretim Zamam

Inkiibasyon siiresinin siderofor Uretimine etkisini belirlemek amaciyla
yaptigimiz deney sonucunda en yuksek siderefor tretimi Bacillus subtilis DY3 susu

icin, 24. saatte % 41 olarak tespit edilmistir (Sekil 3.6)

Bacillus subtilis DY3
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Sekil 3.6. Bacillus subtilis DY3’iin zamana bagl siderofor tiretimi.
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En yuksek siderefor Gretimi Bacillus subtilis DY5 susu igin 96. saatte % 53
olarak tespit edilmistir (Sekil 3.7).

Bacillus subtilis DY5
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Sekil 3.7. Bacillus subtilis DY5’in zamana bagli siderofor tiretimi

En yiksek siderefor tretimi Bacillus pumilus 44/1 susu igin 16. saatte % 43
olarak tespit edilmistir (Sekil 3.8).

Bacillus pumilus 44/1
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Sekil 3.8. Bacillus pumilus 44/1°in zamana bagli siderofor iiretimi

En yuksek siderefor tretimi Pseudomonas aeruginosa susu i¢in 16. saatte %36

olarak tespit edilmistir (Sekil 3.9).

Pseudomonas aeruginosa
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Sekil 3.9. Pseudomonas aeruginosa’ nin zamana bagl siderofor tiretimi

3.6.  Siderofor Uretimininin Optimizasyonu

3.6.1. Sicakhgin Etkisi

Sicakligin siderofor iretimine etkisini belirlemek amaciyla yaptigimiz
deneyde, Bacillus tiirleri igin bilyiime sicakliginin 30-37°C’de oldugu bilinmektedir

ve sicaklik degerleri buna gore secilmistir.
Bacillus subtilis DY3 susu i¢in en yiiksek siderofor iiretiminin goézlendigi

sicaklik degeri 37°C olarak tespit edilmis ve siderofor iiretimi 24. saatte % 42 olarak
Olctilmiistiir (Sekil 3.10).
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Bacillus subtilis DY3
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Sekil 3.10. Bacillus subtilis DY3 icin sicakligin siderofor uretimine etkisi

Bacillus subtilis DY5 susu icin en yiiksek siderofor iiretiminin gozlendigi
sicaklik degeri 25°C olarak tespit edilmis ve siderofor iiretimi 48. saatte 9%31,6

olarak ol¢tilmiistir ( Sekil 3.11).

Bacillus subtilis DY5
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Sekil 3.11. Bacillus subtilis DY5 i¢in sicakligin siderofor liretimine etkisi
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Bacillus pumilus 44/1 susu icin en yiiksek siderofor iiretiminin gozlendigi
sicaklik degeri 30°C olarak tespit edilmis ve siderofor iiretimi 48. saatte % 47,8
olarak Olc¢tlmiistiir ( Sekil 3.12).

Bacillus pumilus 44/1
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Sekil 3.12. Bacillus pumilus 44/1 igin sicakligin siderofor iiretimine etkisi

3.6.2. pH’ n Etkisi

Bakterilerin besi ortamindaki demirin ¢Oziiniirligli, pH tarafindan
etkilenmektedir. Farkli pH’larda MM9 broth besi ortami hazirlanirken pH 5.2°den
daha diisiik bir pH degerine inilememistir. Bunun nedeni MM9 ortami1 hazirlarken,
NaOH icinde ¢oziinen PIPES’mn pH 5.2°den daha diisik pH degerlerinde

¢cozunememesidir, bunun sonucunda en diisiik pH degeri 5.2 olarak belirlenmistir.
Bu ¢alismada, Bacillus subtilis DY3 icin en yiiksek hiicre biylmesi siderefor

uretiminin az oldugu (%25) pH 5.2’de gozlenirken maksimum siderofor iiretimi ise

%38 olarak blyumenin azaldigi pH 7.3’de gozlenmistir (Sekil 3.13).
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Bacillus subtilis DY3
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Sekil 3.13. Bacillus subtilis DY3 i¢in pH’1n siderofor tretimine etkisi

Bacillus subtilis DY5 icin en yiiksek hiicre blylmesi siderefor Gretiminin az
oldugu (% 25) pH 6.0’da gozlenirken maksimum siderofor tiretimi ise % 33 olarak

biiyiimeni azaldig1 pH 5.2°de gozlenmistir (Sekil 3.14).

Bacillus subtilis DY5
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Sekil 3.14. Bacillus subtilis DY5 i¢in pH’1n siderofor iiretimine etkisi
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Bacillus pumilus 44/1 igin en yuksek hiicre buyumesi siderefor Gretiminin az
oldugu (%11) pH 8.0°da go6zlenirken maksimum siderofor iiretimi ise %20 olarak
biylmenin azaldig1 pH 5.2°de gozlenmistir (Sekil 3.15).

Bacillus pumilus 44/1
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Sekil 3.15. Bacillus pumilus 44/1 icin pH’1n siderofor {iretimine etkisi

3.6.3. Biyomasin Etkisi

Biyomas biiyiikliigiiniin siderofor iiretimine etkisini belirlemek i¢in Mcfarland
densitometre degeri 4.0, hiicre yogunlugu 1x10° olan stok cozeltiden demir
icermeyen 5’er ml MM besi ortamlarina farkli inokiilasyon miktarlarinda ( % 0.5,
1.0, 1.5, 3.0, 5.0) inokiile edilmis suslar 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir.

Biiylime oranlar1 ve siderofor Ol¢limii, daha once agiklandigi sekilde
yapilmustir.

Biyomas miktar1 % 0.5-1.5 arasinda hiicre biiyiimeleri arasindaki farkin ¢ok
olmamasma ragmen biyomas miktar1 %S5’den alinan Orneklere gore hiicre

blylmesinde azalma gozlenmistir.
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Buna gore Bacillus subtilis DY3 i¢in biyomas miktart % 0.5-1.5 arasinda,
hiicre biiylimesinde artis gozlenirken % 1,5’den sonraki inokiilayon degerlerinde
hicre buyimesinde azalma gozlenmis ve en yiiksek siderofor tiretimi (%38) 1/100

oraninda inokiilasyon miktarinda tespit edilmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Bacillus subtilis DY3 ig¢in biyomas miktarinin siderofor tiretimine etkisi

*Stok ¢ozelti 1x10%cfu/ml

Bacillus subtilis DY5 bakterisi inokiilasyon miktari % 0.5-3.0 arasinda hiicre
biiyiimesinde artis gosterirken %3’den sonraki biyomas degerlerinde hicre
blyumesinde azalma gostermis ve en yiiksek siderofor tretimi (% 29) 0.5/100

oraninda inokiilasyon miktarinda gozlenmistir (Sekil 3. 17).
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Bacillus subtilis DY5
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Sekil 3.17. Bacillus subtilis DY5 ig¢in biyomas miktarinin siderofor tiretimine etkisi

*Stok ¢ozelti 1x10%cfu/ml

Bacillus pumilus 44/1 bakterisi inokiilasyon miktar1 % 0.5-1.5 arasinda hiicre
biiylimesinde artig gosterirken % 1.5’dan sonraki inokiilayon degerlerinde hucre
blylmesinde azalma gostermis ve en yiiksek siderofor iiretimi (% 35 ) 1.5/100

oraninda inokiilasyon miktarinda gozlenmistir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. Bacillus pumilus 44/1 i¢in biyomas miktarinin siderofor Uretimine etkisi

*Stok ¢ozelti 1x108cfu/ml

33



3.6.4. Karbon Kaynaklarimin Etkisi

Basit sekerler bakterilerin biiylimesini hizlandirmakta ve dolayisiyla siderofor
gibi sekonder metabolitlerin liretimini arttirmaktadir. Bu amagla, son konsantrasyonu
1 M olacak sekilde ayr1 ayn ilave edilmis (glikoz, laktoz, melas, liziim pekmezi)
iceren, demir icermeyen 4 farkli MM9 besiyeri hazirlanmigtir. Her bir besiyeri (pH
7.3) 37°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve siderofor Ol¢iimii daha 6nce belirtildigi
sekilde yapilmistir.

Bacillus subtilis DY3 izolatinin melasli olgtimlerine gore; Bacillus subtilis
DY3’te 24. saate kadar hizli bir hiicre biiyiimesi gerceklesirken 24. saatten 48. saate
dogru hiicre biiylimesinde azalma olmustur. Buna karsin siderofor iiretimi ise 24.
saatten sonra sabit devam etmistir. En yiiksek siderofor iiretimi %38 glikoz

varliginda tespit edilmistir (Sekil 3.19).

Bacillus subtilis DY3

40

35
g 30
s 5
)
5 20
[Vt
o
) 15
=
© 10
X

.

0

LAKTOZ MELAS UzUM GLIKOZ
PEKMEZI

® % Siderofor Uretimi

Sekil 3.19. Bacillus subtilis DY3 i¢in farkli karbon kaynaklarinin siderofor
uretimine etkisi

Melas varliginda Bacillus subtilis DY5 izolatinin ilk 24 saatte hicre buylmesi
hizl1 bir sekilde slrerken 24. saatten sonra hiicre biiyiimesi daha yavas bir sekilde

devam etmektedir, buna karsin 24. saatten sonra siderofor iiretiminde azalma
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gozlenmistir. En yiliksek siderofor tiretimi %33 glikoz varliginda tespit edilmistir

(Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. Bacillus subtilis DY5 i¢in farkli karbon kaynaklarinin siderofor
uretimine etkisi

Melas varliginda Bacillus pumilus 44/1 izolatinin hiicre biiylimesi 48. saate
dogru yiiksek oranda artarken siderofor iiretimi de 2 katina ¢ikmistir.  En yiiksek
siderofor iretimi 24. saatte %24 glikoz varhiginda gozlenmis, 48. saatte ise melas

varliginda % 29 olarak bulunmustur (Sekil 3.21).
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Bacillus pumilus 44/1
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Sekil 3.21. Bacillus pumilus 44/1 ig¢in farkli karbon kaynaklarinin siderofor
Uretimine etkisi

4 farkli karbon kaynagiyla hazirlanan broth besi yerlerindeki hiicre
blyumelerinin 600 nm’de 6lcuimlerine gore en fazla treme Bacillus subtilis DY3
bakterisi icin, glikoz iceren broth besi yerinde goérilirken, Bacillus subtilis DY5 ve
Bacillus pumilus 44/1 bakterileri igin, en yiksek hiicre blyumesi Gzum pekmezi

iceren broth besi yerinde gozlenmistir (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. Farkli karbon kaynaklariyla hazirlanan besiyerindeki hiicre biiylimesi
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sideroforlar biyoteknolojik potansiyeli blyik, kendisi kictik molekullerdir.
Sideroforlarin biyoteknolojik uygulamalar1 iizerine yogun calismalar yapilarak,
klinik, ziraat, ¢evre, saglik triinleri ve endiistri de dahil olmak {izere giiniimiizde
biyoteknojinin  bircok alaninda uygulanabilirligi agik¢a goriilmektedir. Tim
canlilarin yasaminin ve ekosistemin iyilestirilmesinde 6nemli rol oynayan mikrobiyal
sideroforlarin biyoteknolojik alanda kullaniminin, giiniimiizde oldugu gibi gelecekte

de artan bir hizla stirdiirtilebilecegi stiphesizdir [13].

Son yillarda sekonder bir metabolit olan sideroforlarin analizi, biyosentez
yollari, tasinimi ve demir ¢Oziinme mekanizmalariyla ilgili pek c¢ok c¢alisma
yapilmistir. Yapilan caligmalar sideroforlarin genis bir uygulama alanina sahip

oldugunu gostermektedir.

Bitki biiylimesini gelistiren bakteri olarak bilinen floresan pseudomonaslarin
bazi suslari, tohum veya bitkinin yeralt1 parcalarina inokiile edildigi zaman bitki
patojenlerinin baskilanmasinda yer alan pyoverdin ve pyochelin tip sideroforlar
uretirler[56]. Pyoverdinler, aslinda floresan pseudomonaslarin sideroforlari olan,

karakteristik floresan pigmentlerdir [70, 71, 72].

Klebsiella sp.’lerin siderofor iirettigi birgok arastirma tarafindan tespit edilmis
ve klinik aragtirmalarda antimalarial ajan olarak kullanilabilecegi yapilan ¢aligmalar

sonucu gosterilmistir[24, 40, 41, 68-69].

Siderofor iiretim tespitine yonelik son yillarda pek ¢ok ¢aligma yapilmistir. Bu
calismalar sonucunda tarimsal ilaglarin hem bitkide, hem de toprakta toksisiteyi
arttirmasindan dolay1r zirai miicadelede tarimsal iiretim i¢in daha giivenli ve
sirdiiriilebilir araglarin gelistirilmesi ve bitki biiylimesini tesvik edici olan
sideroforlarin, tercih edilmesi gereken en 6nemli biyokontrol mekanizmalarindan biri

oldugu tespit edilmistir[42, 43, 44].
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Aslan ve Ozaktan’in kok bakterileriyle yaptigi calismada siderofor iireten
bakterilerin, bitki koklerinde ISR(uyarilmis sistemik dayaniklilik)’1r arttirdigi
gozlenmektedir. Bunun sonucunda ISR sadece patojen bakterilerin olusmasini
onlemekle kalmayip ayni zamanda bitkide var olan dayaniklilig1 aktive ettigi icin
bitkiyi hastaliklardan da korumaktadir. Bu sebeple siderofor iiretimi ISR’ da dnemli

bir biyokontrol mekanizmasi olusturmaktadir [73, 74, 75].

Kok bakterilerinden olan floresan pseudomonaslarin bitki bliylimesini tesvik
edici bir ajan oldugu ve bitkilerde hastaliklarin baskilanmasinda rol oynayan

hidroksamat tip siderofor {irettigi cesitli arastirmalarla tespit edilmistir[76].

Arastirmamizda M. yunnanensis DT1, B. tequilensis DT2, B. invictae DY1, B.
cereus DY2, B. subtilis DY3, Cellulosimicrobium sp. DY4, B. subtilis DY5, B.
cereus DY6 , B. pumilus 44/1, P. aeruginosa ATTC 9027 ve E. coli KKU bakterileri
tarafindan tiretilen sideroforun tespiti ve B. subtilis DY3, B. subtilis DY5, B. pumilus
44/1 bakterilerinde yiksek verim elde etmek icin, siderofor Uretimini etkileyen
gevresel sartlarin optimizasyonunu kapsamaktadir. Arastirmamizda kullanilan bitln
suslar tarafindan {iretilen sideroforlarin tespiti icin CAS deneyi yapilmistir.
Deneylerimizde yiiksek oranda siderofor tirettigini bildigimiz P. aeruginosa ATTC
9027 ve E. coli KKU bakterileri pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Siderofor tayini
oncelikle CAS agarda gerceklestirilmis ve kullanilan tiim bakteri tiirlerinde siderofor
varhigimi gosteren turuncu renkteki zonlar gbzlenmis ve bu turuncu zonlar pozitif

olarak degerlendirilmistir.

Chrome Azurol S sivi deneyi, Chrome Azurol S agar deneyine gore daha kisa
stirede sonug vermesi ve sonuglariin kantitatif yonden yeterli olmasi nedeniyle daha
avantajli bir metot olarak bulunmustur. CAS agar ve CAS likit deneyleri sonucunda
en fazla siderofor iireten ii¢ sus secilmis ve bundan sonraki optimizasyon c¢alismalari

bu ii¢ izolat izerinden devam etmistir.

En yiksek siderefor Gretimi B. subtilis DY3 susu i¢in % 42 , B. subtilis DY5

icin % 33 ve B. pumilus 44/1 susu i¢in % 48 olarak siderofor tiretimi tespit edilmistir.
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B.pumilus 44/1, B. subtilis DY3 ve B. subtilis DY5 bakterilerinin maksimum
siderofor iiretim zamani, hiicre biiylimesinin duraklama donemine rastlamaktadir ki
bu da sideroforlarin sekonder bir metabolit oldugunu gostermektedir. Maksimum
siderofor Uretim zamani arastirma sonuglarmna gore en yiiksek siderofor Uretimi
sirasiyla  B. subtilis DY3, B.pumilus 44/1 ve B. subtilis DYS seklinde tespit
edilmistir.

Sekonder metabolit olarak duragan fazda iiretilmekte olan sideroforlar i¢in
optimum gelisim parametrelerinden olan sicaklik 6nemlidir. Buradan hareketle
optimum sicaklik deney sonuglar1 B. subtilis DY5 igin 25°C, B.pumilus 44/1 igin
30°C ve B. Subtilis DY3 i¢in 37°C olarak tespit edilmistir.

Siderofor iretimini etkileyen diger onemli faktor pH’dir. pH demir
¢oziinlirliigiinde 6nemli bir katalizordiir, ortamdaki pH’in durumu bakteri gelisimini

ve dolayistyla da siderofor iiretimini etkilemektedir.

Maksimum siderofor uretimi B.subtilis DY5 ve B. pumilus 44/1 bakterileri igin
tiremenin en az oldugu pH 5.2” de sirayla % 33 ve % 30 olarak tespit edilirken B.
subtilis DY3 i¢in ise hiicre bityiimesinin en az oldugu pH 7.3’de % 38 olarak tespit
edilmistir. Hu, ve Xu’ nun B. subtilis ile yaptig1 ¢alisma sonuglarina gore siderofor
iiretim optimizasyon sonucuna goére pH 7.0’de siderofor iiretiminin arttig1 tespit

edilmistir [79].

Artan ve azalan pH degerleri ortamdaki demir ¢dziiniirliigiinii arttirmaktadir.
Ortamdaki artan bu demir seviyesi mikroorganizmalarin gelisimini etkilemektedir.
Nortal pH’da demir ¢oziinlirliigliniin azalmasiyla, besi otamindaki kisith demir
miktart siderofor iiretimini attirmaktadir. Calismamiza gore B. subtilis DY3, B.
subtilis DY5 ve B. pumilus 44/1 suslarindan alinan 6rneklere gore bu suslarda asidik
pH’dan hafif alkali pH’ya dogru gectikc¢e siderofor iiretiminde artis gozlenirken. pH

10.0°da higbir susta siderofor iiretimi tespit edilememistir.
Calismamiza gore P. aeruginosa bakterisi i¢in pH 5.2°de en yiiksek siderofor

tiretimi %31 verimle tespit edilmistir. Diger kontrol susu olan E. coli’nin maksimum

siderofor Uretimi ise pH 7.3’de %39 verimle tespit edilmistir. Nagar ve arkdaslarinin
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P. aeruginosa ile yaptigi calijmada maksimum siderofor iiretiminin pH 7.0°de
oldugu tespit edilmistir [66]. Benzer olarak Tailor ve arkadaslarinin P. fluorescens ile
yaptig1 c¢alismada en ylksek siderofor dretiminin pH 7.0’de, en az siderofor

uretiminin ise pH 5.0’te oldugu belirlenmistir [67].

Perinbam ve Kanimozhi’ nin P. fluorescens ile yaptig1 ¢alisma sonucuna gore
siderofor Uretiminin, nétr pH'da 24 ile 30 saatlik inklibasyon suresince optimum

oldugu bulunmustur [77].

Sayyed ve arkadaslarinin A. faecalis BCCM 2374 ile yaptig1 ¢alismaya gore
pH 5.5 degerinde siderofor iiretiminde ve bitki gelisiminde artis oldugu tespit

edilmistir [78].

Siderofor iiretimini etkileyen diger faktdr karbon kaynaklaridir[67]. Karbon
kaynaklarinin, biiylime ve siderofor iiretimine etkisini belirlemek i¢in yapilan deney
sonuclarina gore en yiliksek siderofor iiretimi glikoz varliginda tespit edilmistir.
Glikoz igeren besi ortaminda siderofor tiretimi sirasiyla B. pumilus 44/1 igin % 26, B.
subtilis DY3 icin % 38 ve B. subtilis DYS i¢in % 33 olarak bulunmustur. Bitin

suslar glikoz besi ortaminda yliksek oranda siderofor tiretmislerdir.

Melasl besi ortaminda ise B. subtilis DY3 ve B. subtilis DY5 suslan diisiik
miktarda siderofor retirken B. pumilus 44/1 susunda %29 oraninda siderofor iiretimi

tespit edilmistir.

Bir diger karbon kaynagi olan laktoz varliginda; B. subtilis DY3 ve B. subtilis
DY5 suglarinda en yiiksek hiicre biiylimesi gozlenmistir, fakat siderofor tiretimi diger
karbon kaynaklarina gore daha dusiiktiir. Buna gore karbon kaynagi olarak glikoz
kullanimina oranla laktoz kullaniminda, B. subtilis DY3’te % 84 ve B. subtilis

DY5’te % 61 oraninda siderofor iiretiminde azalma gozlenmistir.

Diger karbon kaynagi olan {iziim pekmezi en yiiksek ikinci siderofor iiretimine

sahip karbon kaynagi olarak tespit edilmistir.

Biyomas miktarlarinin siderofor {iretimine etkisini belirlemek i¢in yaptigimiz

calismaya gore 5 fakli biyomas miktar1 denenmis ve buna gore en yiiksek siderofor
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uretimi B.subtilis DYS5 igin 0.5/100 biyomas oraninda %29, B. subtilis DY3 igin
1/100 biyomas oraninda %38, B. pumilus 44/1 icin 1,5/100 biyomas oraninda %35

olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak yaptigimiz ¢alismada; B. subtilis DY3 bakterisinin siderofor tretimi
icin optimum kosullar; 37°C’de, pH 7.3’de, 1M glikoz varliginda 1/100 oraninda

inokiile edildiginde 24 saat olarak tespit edilmistir.

B. subtilis DY5 bakterisinin siderofor Gretimi i¢in optimum kosullar; 25°C’de,
pH 5.2°de, 1M glikoz varliginda, 0.5/100 oraninda inokiile edildiginde 48 saat olarak

tespit edilmistir.

B. pumilus 44/1 bakterisinin siderofor tretimi i¢in optimum kosullar; 30°C’de,
pH 5.2°de, IM melas varliginda, 1.5/100 oraninda inokiile edildiginde 48 saat olarak
tespit edilmistir.

Buna gore ¢alismamizda siderofor tirettigi tespit edilen B. subtilis DY3’{in, en
yuksek siderofor Ureten B. pumilus 44/1 susuna gore kisa siirede daha fazla siderofor
iretmesi dolayisiyla endiistriyel proseslerde starter sus olarak kullanilmasi
onerilmektedir. Optimizasyonu yapilan bu stareter susun kullanilmasi igin optimum
parametreler 37°C’de, pH 7.3’de, 1M glikoz varliginda 1/100 oraninda inokiile
edildiginde 24 saat olarak tespit edilmistir.
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