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OZET

DEMIR NANOPARTIKULLERIN YESIL SENTEZI, KARAKTERIZASYONU VE
BIYOREMEDIASYONDA KULLANIMI

Nazlican TOPTAS
Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Bilge Hilal CADIRCI EFELI
Subat 2023, xiv + 115 sayfa

Bu tez c¢alismasinda topraktan izole edilen mikroorganizmalarin siderofor {iretim
kapasiteleri arastirilmis ve CAS s1vi deneyinde pozitif sonug veren, gram boyamada gram
(-) basil oldugu anlasilan mikroorganizmanin, 16S rRNA geni dizi analizi ile Cronobacter
turicensis oldugu tespit edilmistir. C. turicensis BHCO04 olarak adlandilan susun
optimizasyon oncesinde siderofor tiretim yiizdesi % 65 oldugu belirlenmistir. Optimum
siderofor TUretim saatinin belirlenmesi c¢alismasinda, farkli saatlerde CAS sivi
besiyerindeki renk degisimleri (turuncu ve mor), organizmanin iki farkli siderofor
sentezledigini isaret etmesi lzerine bu sideroforlar arastirilmigtir. Ortam kosullart
optimize edildiginde, 1. sideroforun ODago’de, 37 °C sicaklikta, 18. saatte, pH 8.5’te,
karbon kaynag: olarak gliserol, azot kaynagi olarak amonyum kloriir kullanilarak ve
FeCls ilave edilmeden hazirlanmig CDLIM besiyerindeki iiretiminin % 70’e yiikseldigi
goriilmustiir. 2. sideroforun ise ODsgo’de, 37 °C sicaklikta, 28. saatte, pH 6.5’te, karbon
kaynagi olarak gliserol, azot kaynagi olarak amonyum kloriir kullanilarak ve FeClz ilavesi
olmadan hazirlanmig CDLIM besiyerindeki iretiminin % 94’e yiikseldigi belirlenmistir.
C. truicensis BHC04’iin pH 8.5’ta az iirediginin belirlenmesi ve yapilan optimizasyonlar
sonucunda pH 6.5’ta belirlenen sideroforun daha yiiksek miktarlarda tretildiginin
Olciilmesi tizerine, calismaya 2. siderofor ile devam edilmistir. Biiyiik 6l¢ekli iiretimi
gerceklestirilen sideroforun liyofilizasyon ile konsantre hale getirilmesi sonrasinda
Sephadex LH-20 dolgulu kolon kullanilarak saflastirilmistir. Renk ve absorbans
miktarlart  degerlendirilerek 5-20. Fraksiyonlar birlestirilmistir. ~ Saflastirilmig
fraksiyonlar ile siderofor tipini belirlenmek {izere Arnow ve Csaky testi gerceklestrilmis

yiiksek oranda katekolat tipi siderofor i¢erdigi anlagilmistir. Saflagtirilmig sideroforun



karakterizasyonu amaciyla, sirastyla HPLC, FTIR ve !H-NMR analizleri
gerceklestirilmis ancak HPLC analizinde elde edilen piklerin, standart olarak kullanilan
desferal ve 2,3-dihidroksibenzoik asit (DHBA) larla eslesmedigi goriilmiistiir. Yapilan
FTIR ve 'H-NMR analizlerinde ise, CDLIM besiyerinde karbon kaynagi olarak
kullanilan gliseroliin girisim yapmas1 Sebebiyle, yeterli veri elde edilememistir. Bunun
lizerine tezin asil hedefi olan siderefor nanopartikiil sentezi ve sudaki arsenigin
temizlenmesi ¢alismalarinin gergeklestirilmesi amaciyla, ¢alismaya, BAP 2020/108 nolu
calismada ¢esitli analizlerle katekolat tipi siderofor oldugu kanitlanmis olan
Lactobacillus plantarum BHCO3 susu ile devam edilmistir. Optimum siderofor iiretim
kosullarinda iiretilen sus siipernatanti ile Fe2Oz’lin karistirilmasi ile hiicre dis1 biyolojik
demir nanopartikiil sentezlenmistir.  Sentezlenen FeNP’lerin  optimizasyonu
gerceklestirilmis ve optimum kosullarin ODzsso’de, 36 °C sicaklikta, 60. ve 80. saatte, pH
8.5’te absorbans verdigi gozlemlenmistir. 60. saat ve 80. saatte iiretilen FeNP’lerin
karakterizasyonu i¢in sirasiyla SEM, EDX, FTIR, XRD ve Zeta potansiyel 6l¢iim
analizleri gergeklestirilmistir. Yapilan karakterizasyon calismalari sonucunda, SEM
analiziyle 80-200 nm gaplarinda agromelere kiiresel forma sahip, EDX ile demir, oksijen
ve karbon varligi kanitlanmig, FTIR analizi ile biyolojik demir nanopartikiil
spektrumlarina sahip olan, XRD analizi ile ortalama ¢apinin 86 nm belirlenmis kristal
yapidaki, Zeta potansiyeli -43.9 mV olan biyolojik demir nanopartikiillerin tiretildigi
belirlenmistir. 60. saat biyolojik FeNP ile sudaki arsenik giderimi arastirtlmigtir. ICP
analizi ile biyolojik FeNP miktarinin artisina bagh olarak arsenik miktarinin azaldigi
gorilmistiir. Bu tez calismasi ile sudaki agir metallerden biri olan arsenigin, cevre
kirliligine sebep olabilecek kimyasal yontemler yerine daha ucuz ve ¢evre dostu olan

biyolojik demir nanopartikiil ile giderimi saglanabilecegi kanitlanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Siderofor, Cronobacter turicensis, Demir Nanopartikiil,

Arsenik Biyoremediasyonu, Yesil Sentez



ABSTRACT

GREEN SYNTHESIS, CHARACTERIZATION OF IRON NANOPARTICLES AND
THEIR USE IN BIOREMEDIATION

Nazlican TOPTAS
Master’s Thesis, Bioengineering
Advisor: Prof. Dr. Bilge Hilal CADIRCI EFELI
February 2023 xiv + 115 page

In this study, the siderophore production capacity of microorganisms isolated from the
soil was investigated. The best siderophore-producing microorganism in CAS liquid test
was gram (-) bacil and identified as Cronobacter turicensis by 16S rRNA gene sequence
analysis. It was observed that the isolated strain called C. turicensis BHCO04 has a
siderophore with percentage of 65% before optimizing the production conditions. Two
different siderophores were investigated since the color changes (orange and purple) at
different production hours point to two different siderophores. It was observed that the
production of the optimized 1st siderophore increased to 70% in CDLIM medium
prepared at ODaoo, 37 °C, 18th hour, pH 8.5, 0 ul FeCI3 concentration, using glycerol as
carbon source and ammonium chloride as nitrogen source. On the other hand, the
production of the optimized 2nd siderophore increased to 94% in CDLIM medium
prepared at 37 °C, 28 hours, pH 6.5, 0 ul FeCls concentration, using glycerol as carbon
source and ammonium chloride as nitrogen source. The study was continued with the
second siderophore. After the large-scale production of the siderophore was concentrated
by lyophilization, it was purified using Sephadex LH-20 packed column. By evaluating
the color and absorbance amounts, 5-20. fractions have been merged. Arnow and Csaky
tests were performed to determine the siderophore type with the purified fractions, and it
was found that it contained a high percentage of catecholate type siderophores. For the
characterization of the purified siderophore, HPLC, FTIR and 'H-NMR analyzes were
performed, respectively, but sufficient data could not be obtained due to the
incompatibility with the standards in HPLC analysis and the inability to purify and

remove the glycerol used as a carbon source in CDLIM medium in FTIR and *H-NMR



analyzes. Due to the lack of characterization, the study was continued with the
Lactobacillus Plantarum BHCO3 strain, which was proven to be a catecholate type
siderophore by various analyzes in the BAP 2020/108 study. Extracellular biological iron
nanoparticle of Fe;Os was synthesized with the strain supernatant produced under
optimum siderophore production conditions. Optimization of the synthesized FeNPs was
carried out and it was observed that the optimum conditions were absorbance at ODa3sp,
36 °C, 60. and 80. hours, pH 8.5. SEM, EDX, FTIR, XRD and Zeta potential measurement
analyzes were performed for the characterization of FeNPs produced at 60th and 80th
Hours, respectively. As a result of the characterization, the arsenic removal in water with
the 60. hour biological FeNP was investigated, SEM analysis showed that it had a
spherical shape with agromes of 80-200 nm in diameter, the presence of iron, oxygen and
carbon was proven by EDX, it was observed that it had biological iron nanoparticle
spectra with FTIR analysis, and its mean diameter was 86 nm by XRD analysis
determined crystal structure, -43.9 mV by Zeta potential measurement analysis. With the
ICP analysis, it was observed that the amount of arsenic decreased due to the increase in
the amount of biological FeNP. With this thesis, it has been proven that heavy metal
(arsenic) in water can be removed with cheaper and environmentally friendly biological

iron nanoparticles instead of chemical methods that may cause environmental pollution.

KEYWORDS: Siderophore, Cronobacter turicensis, lIron nanoparticle, Arsenic

Bioremediation, Green Synthesis.
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1. GIRIS

Boyutlar1 100 nm ve altinda olan partikiiller olarak bilinen nanopartikiiller, nanometre
boyutunda olan malzemelerin ve boylelikle nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir.
Nanoteknolojik yontemlerle nano boyuta indirgenen demir partikiilleri (FeNP) temelde
biyomedikal ve fizikokimya olmak iizere biyoremediasyon, eczacilik, elektrik-elektronik,
otomotiv sanayi, gida sanayi, tip gibi pek ¢ok farkli alanda kullanilmaktadir. Fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olmak lizere li¢ farkli iiretim yontemi bulunan nanopartikiiller,
organik ve inorganik nanopartikiiller olarak siniflandiriimaktadirlar (Hammamchi H.,
2019). Organik ve inorganikler nanoyapilarin sentezi i¢in farkl fiziksel ve kimyasal
yontemler kullanilmaktadir. Ancak, bu yontemlerle nanopartikiillerin sentezlenme siiresi
ve maliyeti diisiik olsa da elde edilmis nanopartikiillerin birgogunda sentez asamasinda
toksik kimyasallar kullanilmaktadir. Dolayisiyla elde edilen nanopartikiillerin toksik
ozellikler tasimasi, giiniimiizde insanlarin yasam alanlarinda kullanilan bu
nanopartikiiller i¢in biiylik bir dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu da herhangi
bir toksik kimyasal madde kullanmadan, dogal yontemler kullanilarak nanopartikiillerin
sentezini gerekli kilmaktadir. Baz1 bitki ekstraktlariyla ve mikroorganizmalarin hiicre igi
ve hiicre dis1 salgilariyla birtakim indirgenme reaksiyonlar1 gerceklestirerek demir
nanopartikiiller iiretilebilmektedir.

Mikroorganizmalar dogadaki gesitlilikleri, kolay izole edilebilir olmalart ve nanopartikiil
tiretimindeki kolayliklari sebebiyle oldukga on plandadirlar. Bakteri, mantar, alg ve
aktinomisetler tarafindan diisiik demir konsantrasyonuna sahip ortamlarda yasadiklar
zaman salinan ve “demir tasiyicr” anlamina gelen sideroforlar, diisiik molekiil agirlikli
demir baglayan ajanlardir.

Endiistriyel atik sular tiim canlilar i¢in zehirli ve tehlikeli olan arsenik, kursun, bakir,
nikel, civa, demir ve krom gibi agir metaller igermektedirler. Bu agir metallerin ¢evreye
verilmeden Once aritilarak ¢esitli su standartlarina gore, izin verilen degerlerin altina
diisiiriilmesi gerekmektedir. Literatiirde sideroforlarin, cevresel sorunlara yol acgan
bircogu agir olan metalleri As®*, Fe** | Ag* , AI¥*, Cd?*, Co?", Cr?*, Cu?*, Eu®" Ga®*,
Hg?*, Mn?*, Ni?*, Pb%*, Sn?*, Tb%, TI" ve Zn?") belirli oranlarda bagladig1 (demir
affinitesi en fazla oldugu) bildirilmistir (Aydin B., 2014 ; Chen ve ark., 1994 ; Braud ve
ark., 2009).



Bu tez calismasinda, sideroforlardan iiretilen demir nanopartikiillerin segici, kolay, ucuz
ve ¢evre dostu olan biyolojik yontemle sentezlenerek atiksulardan agir metal giderim
yontemi arastirilmistir. Demir partikiillerin uygulanan manyetik alana cevap vererek
istenilen sekilde hareket ettirilebilmeleri bir¢ok uygulamada avantaj saglamaktadir.
Calismada nanopartikiil sentez asamasinda; kullanilacak siderofor miktarlari, agir metal
giderim analizleri i¢in de pH, sicaklik, zaman ve nanopartikiil miktar: gibi parametreler
degistirilerek optimizasyon yapilmis, partikiil karakterizasyonu gerceklestirilerek, metal
giderim testleri yapilmakla beraber, biiyiik ¢apl1 tiretimler i¢in de calismalara 6n basamak
olmasi hedeflenmistir.

Sideroforlarla ilgili bir¢ok aragtirma olmasina ragmen bu demir selatlayici ajanlarin hiicre
dis1 olarak senteziyle elde edilecek demir nanopartikiillerinin agir metal olan arsenik
iceren sulardaki arsenik giderimiyle ilgili heniiz bir ¢alismaya rastlanilmamigtir. Demir
afinitesine sahip sideroforlarin demir nanopatikiillerinin biyolojik {iretiminde rol
oynayabilecegi fikriyle bu tez kapsaminda, son yillarda dikkatleri iizerine toplayan demir
selatlatyici ajanlarin, biyoteknoloji disiplinleri kullanilarak biyolojik iiretim yontemiyle
demir nanopartikiilleri sentezleyerek, ¢evre kirliligine dnemli 6l¢iide sebebiyet veren agir

metalden biri olan arsenik giderimi {izerine etkisi arastirilmistir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Sideroforlar

Demir, neredeyse tlim aerobik organizmalarin biiylimesi i¢in gerekli olan temel bir
elementtir. Okaryotik organizmalarin demiri ¢6zmesi ¢ok zor olmasina ragmen, bakteriler
kendileri icin gerekli olan demiri kullanmak ic¢in farkli stratejiler gelistirmislerdir.
Demirden yoksun ortamlarda bakterilerin cogu, dis ortamdan demir aliminda gérev yapan
siderofor adi verilen molekiiller tiretmektedir. Yunanca’da “demir tasiyict” anlamina
gelen sideroforlar 400-1500 Da molekiiler agirligina sahip, bakteri, mantar, alg ve
aktinomisesler tarafindan salinan diigiik molekiil agirlikli demir baglayan ajanlardir
(Miethke ve Marahiel, 2007). Sideroflarin yapisi, tiirler arasinda olduk¢a biiylik
degisiklikler gostermekle birlikte simdiye kadar farkli mikroorganizmalardan yaklasik
500 siderofor tiirii izole edilmistir (Boukhalfa ve Crumbliss, 2002). Pseudomonas,
Azotobacter, Bacillus, Enterobacter, Serratia, Azospirillum ve Rhizobium (Glick ve ark.,
1999, Loper ve ark., 1999) gibi mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen bu diisiik
molekiiler agirlikli demir selatlayici bilesikler, serbest demir ile kompleks olusturarak
membran reseptor molekiilleri tarafindan hiicreye tasinmaktadirlar ve tasmiminin
ardindan hiicreye yeterli miktarda demir alindiginda iiretimden sorumlu genlerin
operonlar1  kapatilmaktadir (Lewin, 1984). Sideroforlar c¢ogunlukla kimyasal
kompozisyon ve mikrobiyal orijinlerine gore hidroksamat, katekolat (fenolat) ve
karboksilat ve karigik ligantlar olmak {izere dort 6nemli gruba ayrilmaktadir (Modi ve
ark. 2012).

2.1.1. Siderofor Tipleri

Mikrobiyal sideroforlar, hem bakteri (ferrioxamine B) hem de mantarlar (ferrichrome)
tarafindan tiretilen hidroksamatlar, katekolatlar (enterobactin), karboksilatlar (rizobactin)
ve bakteriler tarafindan iretilen karigik tipte (pyoverdin) olmak iizere dort ana tipten

olusmaktadir (Ahmed ve Holmstrém, 2014).

Hidroksamat Sideroforlar

Hidroksamat tipindeki sideroforlar, dogada en sik bulunan siderofor gruplarindan biri

olmakla birlikte Ustilago sphaerogena mantar1 tarafindan iretilen ilk ferrikrom
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siderofordur. Bu sideroforlar, basta mantarlar ve bakteri olmak iizere birgok
mikroorganizma tarafindan iiretilmektedir. Tiim hidroksamatlar N -acyl-Né -hydroxy-
L-ornitin igcermektedir (Van der Helm ve Winkelmann, 1994). Cogu hidroksamat
sideroforu, bir C(=O)N-(OH)R grubu igermektedir; buradaki R, bir amino asit ya da
bunun bir tiirevidir. Hidroksamat grubundaki iki oksijen molekiilii, iki degerlikli bir demir
ligand: olusturur ve dolayisiyla siderofor Fe®* ile alt1 degerli bir oktahedral kompleks
olusturabilmektedir. Ayrica hidroksamatlar, ferrik Fe'ye baglanmak igin 10?2 - 1032 M 1
araliginda bir baglanma sabitlerine sahip (Rezanka ve ark., 2018) olmasi ile birlikte,
hidroksamat bir siderofor demire baglandiginda 425 ile 500 nm arasinda gii¢lii bir
absorpsiyon gosterdigi bildirilmektedir (Messenger ve Ratledge, 1985). Demir ve
siderofor arasindaki bu gii¢lii bag, demir siderofor komplekslerini hidroliz ve enzimatik

bozulmaya kars1 korumaktadir.

Hidroksamat tipinde sideroforlar Neilands (1993), O-CAS (Pérez-Miranda ve ark., 2007)
olmak tizere birgok yolla tespit edilebilmektedir. (Pluhacek ve ark., 2016). Hidroksamat
sideroforlara Ornek olarak, Desferrioksamin B (deferoksamin), desferrioksamin E,
fusarinin C, ornibaktin, enterobaktin, ferrioksamin ve ferrikrom verilebilir (Crosa ve
Walsh, 2002).

Katekolat (Fenolat) Sideroforlar

Cogunlukla bakteriler tarafindan iiretilen katekolat sideroforlar1 en sik goriilen ikinci
siderofor tipidir. Her katekolat grubu, demir iyonu icin, demir iyonunun (Fe® *) ¢ok
yiiksek bir afinite gosterdigi (kompleks sabiti) K=10°2 M sabitine sahip oldugu, alt1 dall
bir oktahedral kompleks olusturan, iki oksijen atomu icermektedir. Genellikle Neilands
testi ile tespit edilmekte ve kompleksler 495 nm'de absorbans sergilemektedirler
(Rezanka ve ark., 2018). Katekolat sideroforlara bacillibaktin, enterobaktin, vibriobaktin,

agrobaktin, pyochelin ve yersiniabaktin 6rnek verilebilir (Neilands, 1981).

Karboksilat Sideroforlar

Cogunlukla Rhizobium veya Staphylococcus bakteriler ve Mucorales sinifi mantarlar
tarafindan iiretilen karboksilat grubu sideroforlar, hidroksamat ve fenolat ligandlara sahip

olmamakla birlikte, Fe**’ii baglamak igin, o-hidroksikarboksilat ve karboksilat tarafindan



0zel olarak elde edilmektedirler. Ayrica, karboksil ve hidroksil gruplari yoluyla demire
baglanmaktadirlar. Rhizobactin, Fe ile bir selat bagi olusturan etilen diamin dikarboksil
ve hidroksil kisimlarindan olusan bir amino polikarboksilik aside sahip sideroforlardan
biridir. Karboksilat sideroforlar, O-CAS veya bakir kompleksi kullanilarak
spektrofotometrik (UV 190-280 nm) yontemlerle teptit edilebilmektedir (Pluhacek,
2016). Staphyloferrin A, mikobaktin, rhizoferrin, petrobaktin, piyoverdin, azotobaktin ve
ferribaktin bu gruba ait sideroforlara 6rnek verilebilmektedir (Dave ve Dube, 2000).

Karisik Ligand (Fitosiderofor)

Hem karboksilat hem de hidroksil gruplarini iceren siderofor tipi olan karisik ligand
sideroforlar, heterosiklik selatlama gruplari da icerebilmektedir. Ik siderofor olan
mikobaktin, Gram-pozitif bir bakteri Mycobacteria’lar tarafindan iiretilmis (Francis ve
ark., 1949). ve Nocardia’lar tarafindan iiretilen bir bagka siderofor tiirii olan karisik ligant
siderofor nocobaktin, mycobaktinler ile olduk¢a benzer 6zellik ve yap1 icermektedir.
Nocobaktinler lipit igerisinde ¢ozilinebilir sideroforlardir ve bakterilerin lipit zengini
kisimlarinda lokalize olmaktadir. Karisik sideroforlara 6rnek olarak mikobaktin,
petrobaktin, azotobaktin, pyoverdin, yersiniabaktin ve maduraferin verilebilmektedir
(Modi ve ark., 2012 ; Ratul ve ark., 2012).

Tablo 2. 1. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen siderofor gruplari (Modi ve ark.
2012).

Sideroforun Kimyasal Tipi Siderofor Mikroorganizma
Ferrikrom U. sphaerogena

Hidroksamat Desferrioksamin B S. pilosus
Desferrioksamin E S. coelicolor
Fusarinin Fusarium roseum
Ornibaktin Burkholderia cepacia
Enterobaktin Escherichia coli

Katekolat Bacillibaktin Bacillus subtilis

B. anthacis

Vibriobaktin Vibrio cholerae




Rhizobaktin Rhizobium meliloti
Karboksilat
Rhizoferrin Rhizopus microspores
Staphyloferrin A Staphylococcus hyicus
Azotobaktin Azotobacter vinelandii
Karisik Ligand Pyoverdin ve pyochelin Pseudomonas aeruginosa
Yersiniabaktin Yersinia pestis
Maduraferrin Acinomadura madurae
Catecholate Hydroxamate Mixed Type
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Sekil 2. 1. Dort sinifin her biri igin temsili sideroforlar (Holden ve Bachman, 2015).

Desferrioxamine B bir hidroksamat sideroforlar1 (Moore ve Emery 1976), enterobaktin

ve salmochelin MGE bir katekolat sideroforu (Pollack ve Neilands 1970 ; Lin ve ark.,

2005), stafiloferrin A bir polikarboksilat sideroforu (Konetschny - Rapp ve ark. 1990 ;

Meiwes ve ark. 1990) ve yersiniabactin, pyochelin, aerobactin, demiri koordine etmek

icin hem karboksilat hem de hidroksamat gruplarin1 kullanan karigik bir hidroksamat-

polikarboksilat sideroforudur (Gibson ve Magrath 1969). Demir selatlamak ig¢in

kullanilan fonksiyonel grupla

r renkli ile gosterilmistir.



2.1.2. Siderofor Ureten Mikroorganizmalar

Son yillarda sideroforun sentezi, yapilari, 6zellikleri ve kullanim alanlarina yonelik
bilimsel arastirmalar giderek artmis ve bakteri, aktinomiset, mantar, bitki ve alglerin

farkli siderofor tiirlerini tirettigi bildirilmistir (Winkelmann, 2002 ; Giiney, 2014).

Aktinomisetler

Aktinomisetler, aerobik, gram pozitif, aseksiiel spor formunda bulunan hetetrofik
bakterilerdir. Dogada saprofit olarak bulunmkla birlikte, yogunlugu fazla olan metalleri
tolere edebilme Ozelliklerine sahiptirler. Aktinomisetler, hidroksamat ve karisik tiptee
siderofor tiretebilme yetenegine sahiptirler. Siderofor iireten aktinomisetler arasinda, A.

madurae, N. asteroides, ve S. griseus vardir (Bergeron ve Burne, 2001).
Mantarlar

Mantarlar oldukg¢a fazla siderofor iiretme yetenegine sahiptir. Esas olarak hidroksamat
tipi siderofor irettigi bilinen mantarlar ayrica katekolat (Capon ve ark., 2007) ve
karboksilat tipte de sideroforlar iiretebildigi bildirilmektedir (Holinsworth ve Martin,
2009). Baslica siderofor tireten mantarlar, Aspergillus nidulans, Penicillium
chrysogenum, Trametes versicolor, U.sphaerogina, Saccharomyces cerevisiae,
Rhodotorula minuta’dir. Ote yandan S. cerevisiae, siderofor demir alma mekanizmasina
sahiptir fakat siderofor liretmedigi i¢in diger mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
sideroforu kullanmaktadir (Eisendle ve ark., 2006; Philpott ve Protchenko, 2008; Ozan
ve Maden, 2010).

Algler

Yapilan caligmalarda alglerin de siderofor iiretimi gerceklestirdigi verilmektedir.
Schizokinen, Anabaena sp. tarafindan iretilen hidroksamat tipi sideroforun demir
alinimin1 kolaylastirdigr bildirilmistir. Ayrica, A. flosaquae ve A. cylindrica bakir

biriktiren siderofor iirettigi gozlemlenmistir (Lesuisse ve ark., 2001).



Bakteriler

Siderofor iiretiminin en fazla gergeklestigi mikroorganizmalardan biri bakterilerdir.
Bakterilerin metal bulunan ortamlarinda yaygin olarak bulunmasi ve agir metallere
tutunarak birikmesi siderofor iiretimlerini etkilemektedir. Ozellikle Gram-pozitif
bakterilerin hiicre duvarlari metal baglama yetenegine sahiptir. Ayrica, baz1 bakteriler
metal baglayan polisakkarit de iiretebilmektedir. Ek olarak, nikel, manganez ve demir
gibi metalleri 6zel reseptorler yardimiyla absorbe edebilmektedirler. Demir bulunan
ortamda, bakteriler ferrik demiri baglayan ve tasiyan siderofor {iretirler. Bu sideroforlar
mineral ya da organik maddelerden demirin hiicre disinda ¢6ziiniir duruma getirilmesinde
onemli bir rol oynamaktadirlar. Siderofor tireten bazi 6nemli bakteriler E. coli, Klebsiella
pneumoniae, V. cholerae, V. anguillarum, Aerobacter aerogenes ve Mycobacterium
tuberculosis ‘dir (Crosa ve Walsh, 2002).

2.1.3. Cronobacter sp.

Cronobacter (eski adiyla Enterobacter sakazakii), Enterobacteriaceae familyasina ait,
Enterobacter ve Ctirobacter cinsleri ile yakin akrabaligi olan patojen bir bakteri cinsidir
(Chenu ve Cox, 2009, Kucerova ve ark. 2011, Grim ve ark. 2012). Bu cinse ait bakteriler,
Gram-negatif, cubuk seklinde, hareketli, fakiiltatif anaerob spor olusturmayan
ozelliktedirler. (Iversen ve ark. 2008, Jaradat ve ark. 2009, Jaradat ve ark. 2011, Joseph
ve ark. 2012). ilk zamanlarda sar1 pigment olusturmasi sebebiyle E. cloacea olarak
tanimlanan Cronobacter spp., antibiyotik direnci, katalaz iiretiminin goriilmesi, oksidaz
noksanligi, DNA-DNA homolojisi, sar1 pigment gozlemlenmesi sebepleriyle Farmer
(1980), yeni bir tiir olarak siniflandirmig, Enterobacter sakazakii olarak isimlendirmistir
(Acer O., 2014).

Cronobacter familyasina ait, C. sakazakii, C. malonaticus, C. muytjensii, C. turicensis,
C. dublinensis, C. universalis ve C. condimenti olmak tizere 7 tiir bulunmaktadir (Grim

ve ark. 2012; Jaradat ve ark. 2014). Bu tiirler yeni yeni aydinlatilmaya baslanmaistir.

C. turicensis tiirti 2008 yilinda yeni bir tiir olarak tanimlanmistir (Iversen ve ark., 2008).
Fakiiltatif anaerobik, Gram negatif ve hareketli olan, kokoid cubuk seklinde bakterilerdir.

Hicreleri 1.0 pm genigliginde ve 1.5-2.5 pm uzunlugundadir ve tek tek veya ciftler



halinde bulunmaktadir. TSA ortaminda 37 °C'de 24 saatlik aerobik inkiibasyondan sonra
koloniler sar1 pigmentlidir ve digbiikeydir. Katalaz pozitif ve zayif oksidaz pozitif
gostermektedirler. Koloniler 10 °C'de (3 giin i¢inde) iyi biiylidiigii, ancak 44 °C'de zayif
biiylidiigli bilinmektedir. Ayrica ornitin ve malonat dekarboksilaz reaksiyonlar1 pozitif,
iireaz, arginin dihidrolaz ve lisin dekarboksilaz testleri negatiftir. Indol ve H2S iiretimi

testleri ve VVoges-Proskauer testleri negatiftir (Stephan, 2007).

Carranza ve arkadaslar1 2009°da yayinladiklari ¢alismalarinda C. turicesis 3032 susu ile
calismis ve fenotipik deneylerle dogrulanan birkag¢ virlilans faktorii tanimlamislardir.
Konakg1 hiicrelerde C. turicensis devamliliginda yer alan bir makrofaj enfektivite
giiclendiricisi, patojeni reaktif oksijen tiirlerine karsi koruyan bir siiperoksit dismutaz ve
siderofora bagli demir alimi igin bir enterobaktin-reseptor proteini oldugunu
bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada, bdceklere ve mantarlara karsi etki gosterebilecek bir
Kitinaz ve bir metaloproteaz bulundugunu, ancak higbir kazein hidrolize edici enzim

bulunmadigini, dolayisiylan da C. turicensis 3032'nin ¢evresel bir dogal yasam alani

olabilecegini ifade etmislerdir (Carranza ve ark., 2009).

2.1.4. Cronobacter spp.’nin Siderofor Baglantisi

Franco ve arkadaslar1 2011°de yayinladig1 ¢alismalarinda, biitiin Cronobacter RepFIB
plasmidlerinin, bir siderofor aracili demir toplama sistemi (iucABCD/iutA operonu)
kodladigini bununla birlikte ATP baglayici kaset aktarimi aracili demir alimi ve siderofor
sistemi (eitCBAD operonu) olmak f{izere iki demir toplama sistemi kodladigini
ispatlamiglardir. Franco ve arkadaslarinin 2011°de yayinladigi bir diger ¢alismalarinda,
IuCABCD/iutA sideroforunun (cronobactin), Cronobacter'in sahip oldugu tek
fonksiyonel siderofor mekanizmast oldugunu bildirseler de Grim ve arkadaslarinin
(2013), hidroksamat tipi aerobaktin benzeri bir siderofor olan cronobactinin, Cronobacter
sp. igerisinde sahip olunan tek demir kazanim mekanizasi olmadigini bildirmislerdir.
Cronobactinin DNA {izerindeki fiziksel konumu, biyosentetik genler iucABCD'ye ve

reseptor geni iutA'ya homolog olan bes genden meydana gelir (Joseph ve ark, 2012).

Grim ve arkadaslarinin 2013 yilinda yapmis olduklar1 c¢aligmasinda, dokuz tane
Cronobacter genomunu incelemis ve siliko i¢i hedefli sekans analizini bildirmistir. Bunun

sonucunda Cronobacter’in, yedi tiir arasinda demir kazanim mekanizmalarim
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paylastigint ve bununla birlikte ferréz ve ferrik tastyicilart kodlayan demir kazanim
genlerine ve hem-demir selatlayicilarina ve ayn1 zamanda putatif TonB'ye bagimli demir
reseptorlerine ve ferrik rediiktazlara sahip oldugunu kanitlamistir. Ferr6z demir kazanimi
icin, tiim Cronobacter cinsi bakterilerin Efe ve Feo mekanizmalarina sahip oldugu
bildirilmistir. Ayrica, ferrik demirin taginmasi icin, biitiin plazmit barindiran suslarin (%
97) aerobaktin benzeri siderofor cronobactinine sahip oldugu bildirilmistir. Buna ek
olarak, biitiin cronobacter cinsinin, 22 enterobactin benzeri siderofor kodlayan genlere

sahip oldugunu fakat bu sideroforun fonksiyonel olmadig: diisiinmektediler.

Ayrica Grim ve arkadaslar1 (2013), enterobactin ve cronobactin reseptorlerine ek olarak,
biitin Cronobacter cinsi bakterilerin, sideroforlar igin ayrica diger organizmalar
tarafindan da tretilen bes ortak reseptore (FhuA, YncD, FoxA, FhuE ve PfeA) sahip
bulundugunu bildirmistir. Bununla birlikte, Ferrik disitrat aktarim mekanizmas1 spesifik
olarak, C. sakazakii ve C. malonaticus suslarinin (bir¢ogu klinik numeden izole edilmis)
kiigiik alt kiimesinde gozlemlenmistir. Bu da bu demir kazanim mekanizmasinin
Cronobacter virulansinda iligkili oldugunu gostermektedir. Calismalar sonucunda, C.
dublinensis ve C. muytjensii‘nin, bitki patojenleri tarafindan {iretilen heterolog
sideroforlar i¢in Fct ve FcuA olmak iizere iki bagka reseptore sahip olduguna dair kanit

niteligindedir (Grim ve ark., 2013).

Jang ve arkadaglar1 (2020) Cronobacter’in toksin ve diger ekzoprotein salgilarini,
virlilans, adaptasyon ve devamliliklarinin iizerine ¢alismis ve iirettiklert pESA3, pCS2,
pSP291-1 ve pCTU1 plazmidlerinin dizi hizalamasin1 yaparak siderofor bolgelerini
belirtmislerdir.

2.1.5. Sideroforlarin Bakterilerdeki Tasiimi

Sideroforlar  6zel tasima  sistemleri ile hiicre igerisine  taginmaktadir.
Mikroorganizmalarda siderofor aracilifiyla demir alimi hem reseptdr hem de enerjiye
bagiml bir siiregtir (Sigel ve Sigel, 1998). Sideroforlar, ferrik (Fe*®) demirini hiicre
icerisine tasimak icin ¢ok bilesenli bir sistemin Onemli bir pargasi olarak islev
gormektedir. Diger bilesenlerden biri, i¢ zardaki spesifik dis membran reseptor
proteinleridir; E. coli’de bu reseptorler, FhuA, (ferrikrom i¢in ), FecA (ferriksitrat igin)

ve FepA (enterobaktin igin), iken P. aeruginosa ise FpvA (piyoverdin igin) ve FptA
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(piyokelin i¢in) dig membran reseptorleri olarak bilinmektedir (Ferguson ve ark., 2001).
TonB-ExbB-ExbD protein kompleksi, periplazmik siderofor baglayici proteini (PBP) ve
i¢ membranda ATP'ye bagh kaset (Fec CDE - Fep CDE) proteini diger bilesenler
arasindadir (Ratul ve ark., 2012).

Demir eksikligi altinda olan bir bakteri siderofor sentezler ve siderofor molekiili,
hiicrenin membran reseptoriiniin digina atildigr durumda, siderofor-demir kompleksi ile
baglanarak, demiri Fec A ve Fep A dis membran reseptorii (OM) yoluyla hiicre igerisine
tasimaktadir. ABC-Transporter sistemleri (ATP-baglayici kaset) olarak adlandirilan Fec
C, D, E ve Fep C, D, E'ye (Davidson ve Nikaido, 1991, Boos ve ark., 2001) biri protein
ve bir gecis hiicresi olarak hareket eden membrani kapsayacak sekilde, digeri de tasima
icin enerji saglamak iizere ATP'yi hidrolize edebilen iki proteinden olusmaktadir.
Sonrasinda, membran proteini Ton B'min yardimiyla sitoplazmada siderofor-demir
kompleksi salimini gergeklestirmektedir. Siderofor-demir kompleksleri dis zar boyunca
TBDT'ler (TonB'ye bagh tasiyicilar) ile tasinmaktadir (Isabelle ve ark., 2012). Bu
tastyicilar, gram negatif bakteriler tarafindan, 600 Da'dan daha yiiksek veya bakteri
hiicresinin ortaminda diisiik konsantrasyonlarda bulunan molekiiler agirliktaki
bilesiklerin alimi i¢in gerekmektedir. TBDT'ler, siderofor aliminda ve bazi durumlarda,
demir aliminda rol alan genlerin ekspresyonunu diizenleyen sinyal kaskadlarina
katilmaktadirlar. Hiicre dig1 ortamdan gelen siderofor-demir kompleksleri, periplazmaya
tasinirken spesifik TBDT'leriyle taninmaktadirlar. Bazt TBDT'ler ayrica demir aliminda
yer alan proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu da diizenleyen sinyal
kaskadlarin1 da igcermektedirler. Bu sinyal kaskadi, siderofor-demir kompleksinin
TBDT'ye baglanmasiyla baslatilmakta ve birkag¢ bilesen icermektedir: N-terminal sinyal
alani, TBDT, i¢ zar sigma regiilatorii proteini ve sitoplazmik ekstraktoplazmik fonksiyon
(ECF) sigma faktorii gibi. Ayrica, hem tagima hem de indiiksiyon fonksiyonlart i¢in, i¢
zardaki TonB mekanizmasindan enerji iletimi gerektirmektedir. Hiicre sitoplazmasinda,
hala siiphe duyulan bir mekanizma ile kompleksden salinan demir: siderofor
molekiiliiniin NAD (P) siderofor rediiktaz tarafindan hidrolitik yikim1 veya Ent A, B, C,
D proteinleri nedeniyle Fe**’{in azalmasma yol acabilmektedir. Ortaya cikan Fe?*,

siderofora yliksek bir afiniteye sahip olmadigindan dolay1r kompleksden ayrilmaktadir.
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Sekil 2. 2. Siderofor araciligla demir taginimi ve diizenlenmesi, siderofor-demir
komplekslerinin dis zar boyunca TBDT (Ton B’ye bagh tasiyicilar) ile tasinma
mekanizmasi (Isabelle ve ark., 2012).

2.1.6. Sideroforlarin Biyosentezi

Siderofor biyosentezi non-ribozomal peptidil sentetazlar (NRPS) ve NRPS’den bagimsiz
siderofor sentetazlar (NIS) olmak {izere iki ana yol ile gerceklesmektedir. NRPS,
adenilasyon, tiyolasyon ve kiimelenme alanlarinin, amino asitleri tiyol bazli ara maddeler
yoluyla baglamak i¢in koordineli ve sirali bir sekilde islev gordiigii modiiler, ¢ok bolgeli
enzimlerdir (Carroll ve Moore, 2018). NRPS modiilleri kullanacaklar1 substratlar i¢in
oldukea secici olmakla birlikte, (bu 6zellikle adenilasyon alani i¢in gecerlidir) her modiil
sadece bir substrat amino asidi igermektedir. Bu nedenle, NRPS enzimleri yoluyla peptit

olusumu i¢in kullanilan substratlarin, NRPS modiillerinin sayis1 ve sirasina gore daha
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kolay tahmin edildigi gézlemlenmistir (Marahiel ve Essen, 2009). NRPS enzimleri,
amino asitlere ek olarak, yag asitlerini, a-keto asitlerini ve a-hidroksi asitlerini,
antibiyotikler ve antifungal ajanlar gibi diger ikincil metabolitlerin biyosentezinde de
benzer bir sekilde koordineli olarak baglayabilmektedirler (Wilkinson ve Micklefield,
2009). ATP hidrolizi ile substratin aktivasyonundan sorumlu olan Adenilasyon domaini
(A domain), 55 kDa agirliginda olup substrat se¢cimini gergeklestirmektedir (Turgay ve
ark. 1992; Stachelhaus ve ark. 1996). Peptidil tasiyici protein domain (PCP), 10 kDa
agirhiginda olup tiyoester olusumunu gerceklestirmektedir (Stachelhaus ve ark.1996).
Kiimeleme domaini (C domain), 50 kDa agirliginda olup peptit baginin olusumunu
katalizleyerek bunun sonucunda zincir uzamasi ger¢ceklesmesini saglamaktadir. Ayrica
iriinlerin ¢esitliligine katki saglamak icin epimerizasyon domaini (E domain) tarafindan
modifikasyon gergeklestirilmektedir (Konz ve Marahiel, 1999). Son domain de
genellikle bir TE (tiyoesteraz) alani bulundurmaktadir. TE domaininden hidroliz veya
siklizasyon sonucunda toplanan zincir NRPS’den salinmaktadir. NRPS enzimleri yoluyla
biyosentezlenen sideroforlar arasinda yersiniabaktin (Y. pestis; Gehring ve ark., 1998),
vibriobaktin (V. cholerae; Keating ve ark., 2000), mikobaktin (M. tuberculosis; Quadri
ve ark., 1998) ve enterobaktin (Escherichia; Gehring ve ark., 1998) bulunmaktadir.

NIS sentetazlar ise tek bir enzimatik reaksiyondan sorumludur ve tipik olarak sitrik asit
veya tiirevini, bir amin veya alkol grubu ile kiimelemek i¢in ¢alismaktadir. Karakterize
edilen tiim NIS enzimleri korunmus bir N-terminal demir alim selat alanina (Tuc) A / (Iuc)
C ve demir taginmasi veya metabolizmas ile ilgili bir C-terminal alanina sahiptir (Carroll
ve Moore, 2018). NIS yolu esas olarak polikarboksilat veya karisik tip sideroforlarin

biyosentezinde kullanilmaktadir.
2.1.7. Sideroforlarin Kullanim Alanlari

Tarimsal uygulamalari

Tarimda topragin psodobaktin {ireten P. putida ile asilanmasi, cesitli bitkilerin
biliyiimesini ve verimini arttirdigin1 gostermistir (Kloepper ve ark., 1980). Bitki
bliylimesini  tesvik edici  faaliyetler arasinda HCN, sideroforlar, proteaz,
antimikrobiyaller, fosfat ¢oziindiiriicii enzimlerin iiretimi bulunmaktadir (Chaiharn ve

ark., 2008). Powell ve arkadaslar1 (1980), hidroksamat sideroforlarinin ¢esitli topraklarda
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mevcut oldugunu ve ayrica su ortamlarinda da tiretildigini gostermistir. Agir metallerin
daha fazla birikmesi, ¢ogu bitki i¢in toksiktir ve topragi kirletir, bu da toprak mikrobiyal
aktivitesini ve toprak verimliligini azaltir ve verim kayiplarina neden olmaktadir
(McGrath ve ark. 1995). Bu baglamda, toprakta bulunan hidroksamat tipi sideroforlar,
metallerin hareketsizlestirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Burton ve ark. (1954), bazi
bakterilerin sideroforlar1 sentezledigini, bazilarinin da bunlar1 sentezlemeden

kullandiklarini gostermistir.

Biyokontrol Ajan

Bircok bakteri, siderofor, antibiyotik ve siyaniir iireterek zararli mikroorganizmalarin
biliylimesini baskilamaktadir (Edi Husane, 2005). Sideroforlar kendi kendilerine,
Phytophthora parasitica (Seuk ve ark., 1988), Phythium ultimum (Hamdan ve ark., 1991),
ve Sclerotinia sclerotiorum (Mc Loughlin ve ark., 1992) gibi ¢esitli patojen inhibitorleri
biiylitmektedirler. Ayrica, Kloepper ve arkadaslari (1980), Erwinia carotovora'nin birkag
bitki biiytimesini tesvik eden P. floresens suslarmin A1, BK1, TL3B1 ve B10 tarafindan
biyolojik kontrol mekanizmasinda siderofor iiretiminin Onemini ilk kez ortaya
koymustur. Fliioresan psddomonadlarda siderofor sentezi ile F. o0xysporum'un
klamidosporlarinin ¢imlenmesini énleme kapasiteleri arasinda in vitro olarak dogrudan
bir iliski kurulmustur (Elad ve Baker, 1985; Sneh ve ark., 1984). Antibiyotiklerde de
oldugu gibi, baz1 sideroforlar iirectemeyen mutantlar, 6rnegin Pyoverdin, farkli bitki
patojenlerini baskilama kapasitelerinde azalma gozlemlenmistir (Keel ve ark., 1989 ;

Loper ve Buyer, 1991).

Tibbi Uygulamalari

Aswrt Demir Yiikii Hastaliklar, [3-Talasemi

Talasemi ve diger bazi anemilerin tedavisinde periyodik olarak tam kan transfiizyonu
gerekmektedir (Hershko ve ark. 2002). Demirin insandan atilimi i¢in spesifik bir
f