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OZET
HALOFILIK MIKROORGANIZMA IZOLATLARININ EKTOIN URETIM
YETENEKLERININ ARASTIRILMASI

Ezgi TOSUN

Ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Biyoteknoloji Bilim Dal1

Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak 2022

Danisman: Prof. Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU

Bu ¢aligmada Tunceli’de 1750 m rakimda bulunan Piiliimiir kaynak tuzlalarindan
Haziran ayinda alinan su numunelerinden halofilik mikroorganizmalarin izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen izolatlarin 16S rRNA gen analizine dayali karakterizasyonlari
gerceklestirilerek galisilmak iizere 2 halofilik sus se¢ilmistir. Secilen Halomonas sp. P-
6-8-3 ve Chromohalobacter israelensis Bal suslar1 ektoin iiretim yetenekleri acisindan
incelenmigtir. Farklr iki besiyeri kullanilarak yapilan bakteriyel sagim (hiperozmotik ve
hipoozmotik sok uygulanarak) yontemiyle elde edilen ektoinlerin analizi HPLC (Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi) yontemi ile yapilmistir. HPLC analizleri sonucunda
her iki susunda ektoin iirettigi, iiretilen ektoin konsantrasyonunun besiyerleri arasinda ve
farkli konsantrasyonlarda NaCl igeren ¢ozeltilerle yapilan hipoozmotik soklar arasinda

farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Bakteriyel sagim, Biyoteknoloji, Ektoin, Halofilik

mikroorganizmalar, Uyumlu ¢6zlinen madde.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ECTOINE PRODUCTION CAPABILITIES OF HALOPHILIC
MIKROORGANISM ISOLATES

Ezgi TOSUN

Department of Advanced Technologies
Programme in Biotechnology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, January 2022

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU

In this study, halophilic microorganisms were isolated from water samples taken in
June from the Piilimiir spring salts at an altitude of 1750 m in Tunceli. Characterization
of the obtained isolates based on 16S rRNA gene analysis was performed, and 2 halophilic
strains were selected to be studied. Selected Halomonas sp. P-6-8-3 and
Chromohalobacter israelensis Bal strains were examined for their ectoine production
abilities. Ectoines obtained by bacterial milking (by applying hyperosmotic and
hypoosmotic shock) method using two different media were analyzed by HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) method. As a result of HPLC analysis, it was
determined that both strains produced ectoine, and the concentration of ectoine produced
differed between the media and between hypoosmotic shocks with solutions containing

different concentrations of NaCl.

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

Compatible salute.



TESEKKUR

Calismalarim boyunca maddi ve manevi anlamda her zaman bana destek olan, beni
cesaretlendiren, tecriibesi ve bilgileriyle bana rehber olan, bilim insan1 kisiligini ve
insaniyetini hayatim boyunca 6rnek alacagim degerli hocam Sayin Prof. Dr. Mehmet

Bur¢in MUTLU’ya

Calismalarim sirasinda laboratuvarlarinin  kapilarini bana acarak bilgi ve

birikimleriyle desteklerini esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Ayca OZCAN’a
Bugiinlere gelmemde emegi gegen tiim hocalarima,

Yiiksek lisans egitimim boyunca yardimlarini ve manevi desteklerini esirgemeyen

sevgili calisma arkadaslarim Ece SENEL ve Senay ESER’e

Dogdugum giinden bugiine kadar maddi ve manevi anlamda her zaman yanimda

olan, bana her zaman giivenen, haklarini higbir zaman 6deyemeyecegim canim aileme,
Sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Ezgi TOSUN
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu ¢alismanin Eskisehir Teknik
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi™yla tarandigmni ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Ezgi TOSUN
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1. GIRIS

Diger mikroorganizmalarin hayatta kalamayacagi yiiksek sicaklik, tuz, basing,
asidik ve alkali pH gibi zorlu ortamlarda hayatta kalarak gelisme gdosterebilen
mikroorganizmalar ekstremofilik mikroorganizmalar olarak adlandirilir (Van den Burg,
2008; Cowan vd., 2015). Ekstremofiller; termal sular (termofiller), deniz buzlari
(psikrofiller), asir1 tuzlu sular (halofiller), asidik sicak su kaplicalar1 (asidofiller), soda
golleri (alkalifiller), derin su sedimentleri (barofiller) gibi ekstrem cevrelerde gelismeye
adapte olmuslardir. Sekil 1.1°de renk koduyla tanimlanmis, her cinsin en az bir tiiriinde
goriilen ekstremofiller ve direngli 6zelliklerini gosteren filogenetik agac yer almaktadir
(Dalmaso vd., 2015). Ekstremofilik mikroorganizmalar zorlu ¢evre kosullarinda hayatta
kalabilmek i¢in cesitli enzimler ve koruyucu biyomolekiiller iiretirler (Raddadi vd.,
2015). Bu enzimlerin ve koruyucu biyomolekiillerin endiistriyel ve biyoteknolojik

uygulamalarina son yillarda siklikla rastlanmaktadir.

Eukarya

Ammals
Algae Fung! Archaea

,—

Bacteria

m Fervidobacterium
; Aquifex

Thermeotoga

thiobacter

| Shewane:'s [
Moiiteiia
Eholobactenum
Alteromonas
Pseudoalteromonas

B Hyperthermophiles B Psychrophiles @ Halophiles Radiation resistants

B Themmaphiles B Piezophiles B pH extremes

Sekil 1.1. Renk koduyla tanimlanmug, her cinsin en az bir tiiriinde goriilen ekstremofilleri ve

direncli ozellikleri gésteren filogenetik aga¢ (Dalmaso vd., 2015)



Tablo 1.1. Halofilik mikroorganizmalarin tarihgesi (Edbeib vd., 2016)

Tarih
M.O. 2700

Antik Misir

Donemi

1920 sonlari
1940 baglar1

1932-1935

1936

1980

1980 ve

sonrasi

2000

2013-2015

Kesif
Bilinen en eski halofilik mikroorganizmanin kesfi

Halofilik mikroorganizmalarin izolasyonu ile ilgili rapor

edilen en eski bilgi (Pierce)

Birgok farkli kaynaktan (hayvan postlari, balik vb.)

halofilik mikroorganizmalarin izolasyonu

Tuzun doyma noktasina ulastig1 hipersalin ortamlarda
yasayan halofilik mikroorganizmalarin kesfi (Peter ve

Hof)

Olii Deniz’den bazi ekstrem halofillerin (Halobacterium
trapanicum ve Micrococcus morrhuae) ve tlimli
halofillerin (Chromohalobacterium marismortui,
Pseudomonas halestrogus,ve Flavobacterium

halmephium) izole edilmesi (Benjamin Elazari)

Olii Deniz’in mikrobiyal ekoloji arastirmalari (Antonio

Ventosa ve arkadaglari)

Hipersalin ortamlarin ekolojisi, fizyolojisi, biyokimyast,

mikrobiyolojisi ¢alismalari (Oren ve arkadaslar)

Bildirilen ilk genom dizisi (halofilik arke olan

Halobacterium sp. NRC-1 susuna ait)

Yaris1 Halomonas cinsinin liyeleri olan sekiz halofilik

tiiriin genomu dizilenmesi

1.1. Halofilik ve Halotolerant Mikroorganizmalar

Kaynak
Bass-Becking, 1931

Pierce, 1914

Baumgartner, 1937

Peter, 1932; Hof, 1935

Volcani, 1940, 1944

Ventosa vd., 1998,
2015

Oren, 1983, 2015; Oren
ve Gurevich, 1995;
Oren ve Litchfield,
1998

Ng vd., 2000

Oren, 2014; Edbeib,
2016

Halofiller; gelismeleri i¢in yiiksek miktarlarda tuz konsantrasyonlarma ihtiyag

duyan, tuzcul cevrelerde yasayabilmek i¢in farkli stratejiler gelistirmis olan hem

prokaryotik hem Okaryotik organizmalar1 i¢inde barindiran gruptur (Mutlu, 2006).

Yiiksek tuz konsantrasyonu varliginda veya yoklugunda gelisebilen organizmalar

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

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

tuz derisimlerinin disindaki derisimlerde morfolojilerini degistirebilirler. Ornegin; iireme

2



ortamlarinda Na* veya K* iyonlar1 yerine NH4* veya Li* ya da iki degerlikli katyonlar
bulunduran basil seklindeki halofilik bakterilerin kiiresel (sferik) bir morfoloji aldig:
gozlenmistir (Mohr ve Larsen, 1963; Aksoz, 1985).

1.2. Halofilik Mikroorganizmalarin Siniflandirilmasi

Halofiller; biiytimeleri ve gelismeleri i¢in farkli tuz konsantrasyonlarina ihtiyag
duyarlar. Kushner’e gore; halofiller, biliylimeleri i¢in ihtiyagc duyduklar1 NaCl
miktarlaria gore 4 sinifa ayrilabilirler. Bunlar; halofil olmayanlar, hafif halofiller, iliml
halofiller, ekstrem halofillerdir. Halofil olmayanlar; < 02M (<%1.2) NaCl
konsantrasyonunda (bazilar1 daha yiiksek konsantrasyonlar1 tolare edebilen
halotolerantlar), hafif halofiller; 0.2 — 0.5 M ( “Y%1.2 — 2.9) NaCl konsantrasyonunda
(deniz bakterileri), 1liml1 halofiller; 0.5 —2.5 M ( “%2.9 — 13.6) NaCl konsantrasyonunda,
ekstrem halofiller ise 2.5 — 5.2M ( “%13.6 — 30.4) (doygun) NaCl konsantrasyonlarinda
optimum gelisim gosterirler. (Kushner, 1985; Ventosa ve Nieto, 1995).

Halofilik mikroorganizmalar bakteri, arke ve oOkarya arasindaki yasamin tiim
alanlarinda bulunabilirler. Sekil 1.2’de kiiciik altbirim rRNA gen dizilimleri kullanilarak

yapilmis filogenetik agacta hayatin {i¢ alani i¢cinde bulunabilen halofillerin dagilimi

gosterilmistir.
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Sekil 1.2. Hayatin ii¢ alani i¢inde halofillerin dagilimi. Kirmizu ile ac¢iklanmus gruplar en az bir halofil
icerir. Agag, kiiciik alt birim rRNA gen dizileri kullanilarak insa edildi. GNU Gériintii Isleme Programi
(GIMP) ile ek bilgiler ve renkler eklendi. http://www.gimp.org (Ciccarelli vd., 2006, Edbeib vd., 2016)
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1.3. Halofilik Mikroorganizmalarin Adaptif Ozellikleri

Halofilik mikroorganizmalar tuzcul ¢evrelerde yasayabilmeleri i¢in farkli stratejiler
gelistirerek karsilastiklart osmotik giiglere karst koymak zorundadirlar. Bu stratejiler
Uyumlu Cozlinmiis Madde’” ve “’Salt-in’’ stratejileridir. NaCl’ce zengin habitatlar gibi
yuksek coziinlir madde iceren ortamlarda yasayan organizmalar osmotik gilice karsi
koyabilmek icin intraseliiler ¢Ozliniir maddeleri sentezlemek veya biriktirmek
zorundadirlar. Bu maddeler uyumlu ¢oziiniir maddeler olarak adlandirilir. Bu bilesikler
yiiksek osmotik sartlar altinda hiicrenin su kaybetme egilimini, hiicrenin ¢evresine gore
pozitif su dengesini saglayarak engellerler. Bu uyumlu ¢oziiniir maddelere ektoin, glisin-
betain, gliserol vb. 6rnek verilebilir. Bazi halofilik mikroorganizmalar ise ¢Oziiniir
uyumlu madde olarak organik madde yerine ¢evreden sitoplazmaya pompaladiklari
yikksek miktardaki K* iyonlarmi1 kullanirlar. Bu sayede hiicre igindeki K*
konsantrasyonunun hiicre disindaki Na* konsantrasyonuna goére daha yiiksek olmasi
saglanir ve bu iyonik durum pozitif su dengesinin korunmasim saglar (Madigan ve

Martinko, 2005; Karan vd., 2012).

1.4. Halofilik ve Halotolerant Mikroorganizmalarin Biyoteknolojideki Kullanimlar:
ve Uygulama Alanlar

Halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar ve bu mikroorganizmalarin {irtinleri
ilgi cekici birgok biyoteknolojik uygulamalarda ve endiistriyel alanlarda yer bulmustur.
Halofilik mikroorganizmalardan 6zellesmis iirlinler (bakteriyorodopsin, uyumlu ¢éziinen
maddeler vb.) sentezlenir. Sentezlenen iiriinlerden biri olan bakteriyorodopsin adi verilen
protein havalandirmanin yetersiz oldugu kosullarda Halobacterium salinarum ve bazi
ekstrem halofiller tarafindan tiretilir ve retinal molekiilii ile baglanarak 15181 absorblayip,
protein motive giiciin olugmasini katalizler (Madigan ve Martinko, 2005). Ayrica
halografik real-time, foton degisimi, yapay retina ve halografik interferomteri gibi
ozellikleri ile pek ¢ok uygulama alanina sahiptir (Shakuri vd., 2016). Sitoplazmada
uyumlu ¢oziinen madde birikimi, halofilik mikroorganizmalarin adaptasyon
mekanizmalarindan biri olup, bu maddeler ¢esitli biyolojik yapilar i¢in dengeleyici gorevi
gorlir ve 1s1ya, soguga, kurumaya, donmaya, tuzlara vb. ortamlara adapte olmay1 miimkiin

kilar (Delgado-Garcia vd., 2012). Bu maddelere nemlendirici ve biyomolekiillerin
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stabilitesinde kullanilan ve ayni zamanda bu g¢aligmaninda konusu olan ektoin ve
tiirevleri, besin takviyesinde kullanilan glisin-betain ve yumusatici, koruyucu ve 6nemli
bir ticari besin kaynagi olan Dunaliella salina gliserolii 6rnek verilebilir (DasSharma vd.,

2010).

Gida endiistrisinde karsilagilan halofilik mikroorganizmalara 6rnek halofilik laktik
asit bakterileri verilebilir. Halofililik laktik asit bakterileri gelismeleri ve canliliklarini
devam ettirebilmeleri ic¢in yiiksek tuz (NaCl) konsantrasyonlarina ihtiya¢ duyarlar.
Fermente {iriinlerden izole edilen halofilik laktik asit bakterileri arasinda
Tetragenococcus ve Pediococcus cinslerine ait tiirlere siklikla rastlandig1 belirlenmistir.
Yiice ve arkadaslar1 (2017) yaptiklar1 calismalarda 7. halophilus, T. muriaticus,
Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus plantarum tiirlerinin fermantasyon
asamalarinda sik¢a bulundugunu tespit etmislerdir. Lactobacillus plantarum halofilik bir
laktik asit bakterisi olup, bagirsak florasini diizenlemek amaciyla probiyotik olarak

kullanilmaktadir (Uchida vd., 2014; Yiice vd., 2017).

Halofilik mikroorganizmalara cesitli ¢evresel uygulamalarda da siklikla
rastlanmaktadir. Mikroorganizmalar c¢ogalma sirasinda hidrofobik bilesiklerin
par¢alanmasini saglama, agir metalleri parcalama, yilizey gerilimi azaltma, emiilsiyon ve
biyofilm olusturma, patojen mikroorganizmalarin yiizeylere tutunmasini engelleme gibi
farkli 6zelliklere sahip biyosiirfektanlar sentezlemektedir (Kahyaoglu, 2008). Halofilik
ve halotolerant mikroorganizmalarin sentezledikleri biyostirfektanlar ise tuzcul
cevrelerde yag kirliliginin iyilestirilmesinde kullanilmaktadir. Ayrica  tekstil
endiistrisinde %15-20 tuz konsantrasyonlarina sahip olan, fazla miktarda azo boyalari,
fenol ve toksik anyonlar1 igeren atik sulardan bazi ilimli halofil tiirleri izole edilmistir.
Izole edilen bu tiirlerin fenolii birincil karbon kaynag olarak kullandig1 ve azo boyalarin

rengini giderdigi Guo ve arkadaslar1 (2008) tarafindan bildirilmistir.

Diinya capinda, enzimler i¢in ¢ok biiyiik bir yillik harcama vardir. 2011 yilinda
BCC Research, 6zellikle endiistriyel uygulamalar agisindan enzim pazariin gectigimiz
yil 3.3 milyar ABD dolarina ytikseldigini ve bu pazarin 2015 yilina kadar 4.4 milyar ABD
dolarina ulasmasi beklendigini belirtmistir (Delgado Garcia vd., 2012). Mikrobiyal
enzimler, bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlere gore daha yiiksek katalitik aktivite
gostermeleri, istenmeyen yan {riin olusturmamalari, stabilite 6zellikleri, ekonomik

olmalar1 ve fazla miktarlarda elde edilebilme 6zellikleriyle iistlinliik saglamaktadir (Yiice
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vd., 2017). Ancak ¢ogu enzimin yiiksek sicaklik, asit veya alkalin pH seviyeleri gibi asiri
kosullara maruz kaldiklarinda denatiire olup yiiksek performans gosterememesi
nedeniyle son yillarda halofilik enzimler ilgi cekmeye baslamis ve arastirmalar halofilik
ve halotolerant mikroorganizmalar {izerine yogunlasmistir (Delgado Garcia vd., 2012).
Halofilik enzimler, zorlu endiistriyel kosullarda gosterdikleri yiiksek aktivite, genis
substrat Ozgiilliigli ve kararliliklarindan dolay1 deterjan katkilarinda, biyoyakit
iiretiminde, tekstil sanayisinde, atik aritmada ve diger bir¢ok teknolojik uygulamada

kullanilmaktadir.

1.5. Ektoin ve Ektoin Sentezi Yapan Mikroorganizmalar

Ektoin (kimyasal adi1 (4S)-2metil-1,4,5,6-tetrahidropirimidin-4-karboksilik asit );
birgok ektremofilik mikroorganizma tarafindan iiretilen, ekstremolitler olarak da
adlandirilan uyumlu ¢oziinen maddeler sinifina ait, diisiik molekiiler agirlikli, siklik bir
aminoasit tlirevi olup kimyasal yapis1 Sekil 1.3’te gosterilmistir. Ektoin, ilk olarak
halofilik ve fototrofik bir tiir olan Halorhodospira halochloris (eski adiyla
Ectothiorhodospira halochloris)’ten izole edilmistir (Galinski vd., 1985). Daha sonra
tuzlu ortamlarda yasayan bircok halofilik ve halotolerant bakterilerin de ektoin {irettigi

tespit edilmistir.

Sekil 1.3. Ektoinin kimyasal yapist (Chen vd.,2020)

Ektoinin biiytik 6lcekli biyoteknolojik iiretimi i¢in seg¢ilecek mikroorganizmalarin

bazi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bu 6zellikler sunlardir;



1. Genis bir tuz toleransina sahip olmali (Diisiik ve yiiksek tuzlu ortamlarda

canliliginin devam etmesi ve iyi bir sekilde biiyiiyiip gelismeleri)
2. Birikmis ¢oziinenlerin hizli salinimi1 yoluyla hipoozmotik soka yanit vermeli

3. Ektoin iireticisi olan mikroorganizma, hiperozmotik bir ortama transfer
edildikten sonra atilan uyumlu c¢oziinenleri yeniden sentezleyebilmelidir (Sauer ve

Galinski, 1998).

Bunlara ek olarak halofilik mikroorganizmalarin patojen olmamasi ve kontamine
olma riskinin az olmasi da halofilik mikroorganizmalarin ¢alisilmasinda 6nemli bir rol

oynar.

Ik olarak Galinski ve arkadaslar tarafindan kesfedilen ektoin birgok orta derecede
halofilik bakteri ve halotolerant bakteriler tarafindan sentezlenir ve biriktirilir. Bu
biriktirme siiregleri Sekil 1.4’te gosterilmis olup, 3 asamada gergeklesmektedir; ilk olarak
L-2,4-diaminobutirat  transaminaz (Ect B) L-aspartat-B-semialdehitten 1.-2,4-
diaminobutirata (DAB) katalizler. Ardindan L-2,4-diaminobutirat asetiltransferaz (Ect A)
ile Ny- asetil-L-2,4-diaminobutirata doniistiiriiliir. Son asamada ise ektoin olusturmak
icin ektoin sentaz (Ect C) tarafindan katalize edilen dongiisel bir yogunlagsma reaksiyonu
gerceklesir (Zhao ve ark., 2006; Richter ve ark., 2019). Ektoin {ireticisi olan
mikroorganizmalarin 6nemli bir alt grubu, ektoin hidroksilazin (Ect D) aktivitesi ile
ektoini 5-hidroksiektoine doniistiirerek ektoin ile birlikte hidroksiektoini de lreterek

biriktirir (Becker vd., 2013).
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Sekil 1.4. Ektoin ve hidroksiektoin igin biyosentetik yol. EctB, ektoin biyosentezinin ilk adimini
katalize eder; L-aspartat-f3-semialdehit ve L-glutamatin PLP've bagh geri doniisiimlii doniisiimiine
aracilik eder (siyah ok). Kirmizi ok, ayni zamanda kofaktor PLP'ye (sary) bagimli olan ve bu ¢alismada
(Pl)EctB aminotransferazin biyokimyasal aktivitelerini degerlendirmek igin kullanilan EctB enziminin

(kirmizi) "ters reaksiyonunu" gosterir (Richter ve ark., 2019).

Bakteriler i¢in alaninda en yaygin olan ozmotik maddelerden biri olan ektoin;
bircok halofilik ve halotolerant bakteri tarafindan sentezlenmektedir. Ektoin sentezi
yapan halofilik mikroorganizmalara; Chromohalobacter israelensis, Chromohalobacter
salexigens, Halorhodospira halochloris, Halomonas elongata verilebilirken, ektoin
sentezi yapan halotolerant mikroorganizmalara Sporosarcina pasteurii, Brevibacterium
epidermidis, Thioalkalimicrobium aerophilum, Vibrio cholerae 06rnek verilebilir
(Roberts, 2005). Yang ve arkadaslar1 (2010) yapmis olduklar1 ¢alismalarda bugday
samani siyah likoriinden izole ettikleri Halomonas hydrothermalis Y2 susunun ektoin
sentezinden sorumlu olan EctABC gen kiimelerine ve bu gen kiimelerinden uzak
hidroksiektoin biyosentezinden sorumlu EctD genine sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Daha sonra Zhao ve arkadaslar1 2019 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarda Halomonas
hydrothermalis Y2 susunda ektoin katabolizmasindan sorumlu olan ektoin hidroksilaz

(EctD) ve ektoin hidrolaz (DoeA) genlerini gerceve ici silmistir. Bu genlerin silinmesiyle



ektoin kullanimina yonelik yollar1 bozarak, ektoin sentezindeki verimi artirmislardir (Liu

vd., 2021).

Halomonas elongata’dan almman ektoin sentezinde gorev alan EctABC genleri,
Escherichia coli’ye dahil edilerek rekombinant Escherichia coli olusturulmustur.
Olusturulan rekombinant Escherichia coli’nin tam hiicre biyokatalizinin kullanilmasiyla,
karbon kaynagi olarak aspartat ve gliserol kullanilarak biiyiik miktarlarda ektoin
sentezledigini tespit etmislerdir. 1 litrelik hiicreleri kullanarak, ayn1 hiicre partisinden 3
dongii olarak sentezlenen ektoinlerden toplam 63.4g ektoin verimi elde edilmistir (He vd.,
2015). Yine patojen olmayan, gram pozitif bir toprak bakterisi olan Corynebacterium
glutamicum’a ektoin ve hidroksiektoin sentezinden sorumlu EctABCD gen kiimelerini
Pseudomonas  stutzeri AI1501 susundan alimip dahil edilerek rekombinant
Corynebacterium glutamicum susu olusturulmustur. Ayrica olusturulan bu rekombinant
suslardan metabolik miithendislik yoluyla yan iirlin olusumu engellenmistir. Rekombinant
Corynebacterium glutamicum susu, glikozu karbon kaynagi olarak kullanarak ektoin ve
hidroksiektoin sentezlemis ve sentezlenen bu ektoinlerin ¢ogunu ortama salgilamistir

(Becker vd., 2013).

1.6. Ektoinin Gorevleri ve Kullanim Alanlar

Ektoin artan dis ozmotik basinca karst osmoprotektan olarak goérev yapmakta,
bunun yani sira hiicreleri yiiksek tuzluluk, termal denatiirasyon, kuruma ve donmanin
zararl etkilerine kars1t korumaktadir. Radyasyon, iire ve diger denatiire edici ajanlarin
biyomolekiillerin ve hiicre biitiinliigiinlin tizerindeki zararli etkilerini azaltmakta, ayni
zamanda biyomolekiillerin stabilizasyonunu saglamaktadir (Da Costa vd., 1998; Lentzen
ve Schwarz, 2006; Pastor vd., 2010). Bu 6zellikleri sayesinde kozmetik, tip ve endiistri
gibi bir¢ok alanda kendine yer bulmustur ve bu alanlarda ektoinle ilgili calismalar devam

etmektedir.

Laktik dehidrojenaz (LDH) ve fosfofruktokinaz (PFK) enzimleri destabilize edici
faktorlere (dondurma-¢dzme, 1sitma ve dondurarak kurutma gibi) kars1 yiiksek hassasiyet
gostermektedir. Lippert ve Galinski (1992) yaptiklar calismalarda ektoinin stabilize edici
ozelliklerini LDH ve PFK enzimleri iizerinde incelemislerdir. Dondurmanin ve

¢coziinmenin (hizli/yavas) en inaktive edici oldugu kombinasyonlarini segerek yaptiklar



calismalarda ektoinin hem LDH hem de PFK enzimleri iizerinde en iyi koruma (%100)

ve stabilize etme 6zelligi gosterdigini tespit etmislerdir.

Kanapathipillai ve arkadaslar1 (2005), ektoin ve hidroksiektoinin Abeta42 (beta-
Amiloidpeptit42) agregasyonunun inhibasyonu ve insan ndroblastom hiicrelerine
toksisitesi lizerindeki etkilerini gostermek amaciyla yapmis olduklar1 ¢alismalarda;
ektoinin amiloid olusumunu oOnledigi ve Alzheimer hastaliginin baglamasini ve
ilerlemesini geciktirdigini tespit etmisler ve norodejeneratif hastaliklarla ilgili olarak
potansiyel inhibitorler olarak ektoin ve hidroksiektoinin gelistirilmesi gerektigini
belirtmislerdir (Bownik ve Stgpniewska, 2016). Yine ektoin ve hidroksiektoinin birlikte
uygulandigi in vitro ¢aligmalarda bir hayvan modelinde immiinotoksitlerin yan etkilerini
azalttig1 tespit edilmis ve kanser terapotikleri i¢in bir eksipiyan olarak uygulamaya sahip

olabilecegi belirtilmistir (Barth vd., 2000; Waditee-Sirisattha vd., 2016).

Radyasyon, riizgar, nem gibi dis etkenlerin sebep oldugu cildin yaslanmasi, UV
isinlarinin sebep oldugu hiicre hasarlarinin yani sira kimyasal igerikli kozmetik
tiriinlerden kaynakli cilt kurulugu basta olmak tizere hiicrelerin yaslanmasi ve 6liimiiyle
beraber ciltte kirisiklik ve lekelenmelerin meydana gelmesi giiniimiizde ¢ok karsilasilan
bir sorundur. Ektoin; cilt dehidrasyonuna yol agabilecek stres faktorlerine ve yiizey aktif
maddelere karsi cilt direncini artirir ve cildi nemlendirir. Yapilan ¢alismalar ektoinin;
gliserol ve membran stabilizatorii olan fosfotidilkolinden daha uzun stireli ve daha etkili
nemlendirme 6zelligine sahip oldugunu gostermistir (Graf vd., 2008; Pastor vd., 2010;
Bownik ve Stepniewska, 2016). Ayrica Marini ve arkadaslarinin (2014) yapmis oldugu
calismalar ektoin icerikli kremlerin cilt iltihabin1 hafiflettigi, hafif ve orta dereceli atopik
dermatit (egzama) tedavisinde etkili oldugu ve yeni bir segenek olarak kullanilabilecegini
gosterdi. Schréter ve arkadaslart (2017), jel elektroforezi ve atomik kuvvet mikroskobu
uygulayarak, ilk kez ektoinin iyonlastirict elektron radyasyonunun neden oldugu DNA

zincir kopmalarini 6nledigini yaptiklari ¢aligmalarla kanitlamislardir.

Giliniimiizde ektoin; giinesten korunmak, cilt kirisikliklarini azaltmak ve cildi
nemlendirmek i¢in cilt bakim {iriinleri basta olmak {izere, alerji tedavisinde kullanilan
nazal spreylerin, goz damlalarinin; soguk alginliginin neden oldugu semptomlari
azaltmak i¢in bogaz pastilleri ve spreylerinin iceriginde bulunmaktadir. Alzheimer ve

norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde potansiyel ilaglardir. Son yillarda ektoin hayvan
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sagliginin korunmasinda kullanilan birgok iiriinlin igerigine de girmeye baslamistir

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

Ektoin; biyoteknoloji, kozmetik ve tiptaki genis uygulamalari nedeniyle yliksek
talep edilen bir iirlin haline gelmis olup yillik yaklasik 15.000 ton talep edilen ve yaklasik
1000 USD/kg parakende fiyatlariyla milyarlarca dolarlik bir pazari temsil etmektedir
(Strong vd., 2016; Liu vd., 2021). Czech ve arkadaslarinin 2018 yilinda yapmis olduklari
arastirmalar laboratuvar kimyasallar1 saticilarinin listelenen katalog fiyatlarinin 1 kg
ektoin i¢in 9.000 Euro — 17.000 Euro arasinda degistigini gostermistir. Giiniimiizde,
biyoteknoloji siirecine dayanan ana ektoin iireticisi Alman sirketi Bitop olup, ektoin
tiretiminde kullanilan organizma, Hollanda da yer alan giines tuzu tesisinden izole edilen

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

1.7. Bakteriyel Sagim Yontemi

1998 yilinda Sauer ve Galinski tarafindan gram negatif bir bakteri olan Halomonas
elongata kullanilarak uyumlu ¢odziinen maddelerin {iretimi icin “’bakteriyel sagim’’ adi
verilen biyoteknolojik bir yontem kurulmustur. Bu yonteme goére; uyumlu ¢oziinen
maddelerin iiretimini yapan mikroorganizmalardan iiretilen ektoin ve hidroksiektoini
hasat etmek (toplamak) icin capraz akigh filtrasyon teknigi ile birlikte ozmotik sok
uygulanmigtir. Yiiksek tuzlulukta bir ortama alinan Halomonas elongata ortamin
tuzluluguna yanit olarak ektoin iiretmis olup hiicrelere asagi ozmotik sok (osmotic
downshock) (diisiik tuzlulukta bir ortama alinmasi) uygulandiginda osmotik dengenin
saglanmasi i¢in hiicrelerin uyumlu ¢oziinenleri hizla salgiladiklarini ve yiiksek tuzlulukta
bir ortamda yeniden inkiibe edildiginde bu c¢oéziinenleri tekrar sentezledikleri tespit
edilmistir. Daha fazla verim icin bakteriyel sagim islemi tekrarlanmistir. Sauer ve
Galinski’nin 1998 yilinda kurmus olduklar1 “’bakteriyel sagim prosesi’” Sekil 1.5°te
gosterilmektedir. Bakteriyel sagim siirecinde; ektoin biyosentezini uyarmak icin
kullanilan yiiksek tuzlu ortam, ¢elik fermentasyon tanklar1 i¢in agindirici olmakla birlikte,
atik su aritimmin zorlugunu da artirir. Bu nedenle aragtirmacilar ektoinin verimli
sentezlenmesi icin gerekli tuzlulugu azaltmaya yonelik ¢alismalar yapmaktadir (Liu vd.,

2021).
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Sekil 1.5. Bakteriyel sagim prosesi (Samuer ve Galinski, 1998)

1.8. Ektoinin Saflagtirilmasi

12

edildiginden dolay1 ektoinin saflastirilmast gerekmektedir. Bu nedenle ektoinin
saflagtirilmasi, iki bilesigin ¢6ziiniirliik farklarina veya kromatografik izolasyona dayali
ek bir ayirma siirecini gerektirir (Onraedt, vd., 2005). Sauer ve Galinski (1998), ektoinin
saflagtirilmasinda katyon degisim kromatografisi ve kristalizasyonu igeren iki agamali
basit bir prosediir kullanmiglardir. Bu prosediisere gore ilk asama katyon degisim
kromatografisi olup bu asamada ektoinler katyon degisim recinesine baglanir ve
kirlilikler yikanarak uzaklastirilir. Kirliligi uzaklastirilan ektoinler eliie edilerek

kristalizasyon asamasina gegilir. Bu asamada karigik ektoin c¢ozeltisi (ektoin +




hidroksiektoin) liyofilize edilir ve daha sonra metanol i¢inde ¢oziiliir. Metanoliin yavasca
buharlastirilmasiyla ¢oken hidroksiektoin ayrilir ve kalan saf ektoini elde etmek igin

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

Ektoinin ekstraksiyonu ve saflastirilmasinda Lang ve arkadaslar1 (2011), i¢i bos
fiber ile ultrafiltrasyon, etanol ile sedimantasyon ve iyon degisimi ile ayirma asamalarini
kullanmiglardir. Literatiirde ektoinin saflagtirilmasinin etanol kristalizasyonu ve cok
asamal1 iyon degisim kromatografisi gibi kimyasal ekstraksiyon teknikleri kullanilarak
gerceklestirildigini ve bunun genel iliretim maliyeti ve istenmeyen iirlin verimini
arttirdigini belirten Ng ve arkadaslari1 (2020), calismalarinda ektoin verimini artirmak ve
ektoinin saflastirilmasi i¢in tek asamali iyonik sivi bazli sulu bifazik sistem (ILABS)
kullanmiglardir. Ektoinin geri kazanilmasi i¢in kullanilan ILAB sirasiyla sitrat ve siilfat

tuzlari ile (Bmim) BF4’ten olugsmaktadir.

1.9. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kromatografi, ilk olarak 1906 yilinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan bitki
pigmentlerinin ayrilmasinda kullanilmasma karsin ilerleyen yillarda biyokimyasal
molekiillerin 6l¢timiinde ve tanimlanmasinda kullanilmistir. Kromatografi; bir karisimin
sabit bir faz iizerinde, hareketli (mobil) bir faz yardimiyla karigimi olusturan maddelerin
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore c¢oziinerek ayrimlarimin ve miktar tayinlerinin
yapildig1 ayirma islemlerine verilen isimdir (Y1ldiz vd., 1997; Eser ve Dingel, 2018). Bir
kromatografi sistemini olusturan temelde sabit faz, hareketli (mobil) faz ve ayristirilmak
istenen karisim olmak {izere ii¢ bilesen vardir. Sabit faz; bir kati veya kati iizerine
tutturulmus bir sivi fazdir. Kati sabit fazin yapist kullanilan kromatografiye gore
degismekle beraber genellikle kati sabit fazlar silika ya da aliimina gibi gozenekli
maddelerdir. Hareketli faz; numune (ayristirilmak istenen karisim) ile birlikte sabit faz
tizerinde hareket eden, sivi veya gaz olan, cesitli fiziksel veya kimyasal 6zelliklere sahip
olan ¢oziicii karisimlardir. Kromatografi kullanilan sabit ve hareketli fazlarin
ozelliklerine, teknigin verimliligine ve incelenen maddelere gore bir¢ok farkli sekilde
simiflandirilmaktadir.  Giinlimiizde en yaygin kullanilan HPLC ve LC-MS, sivi
kromatogrofisi temeline dayanmaktadir. HPLC analiz yontemi, ilgilenilen bilesikleri
tanimlamak, miktar tayinlerini yapmak veya saflagtirmak i¢in gelistirilmistir (Sing, 2013;

http-2). HPLC; solvent rezervuari, pompa, enjektor, kolon, dedektor, kaydedici ve atik
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kisimlarindan olugsmaktadir. Bu kisimlardan bazilart (kolon tipi ya da dedektor cesidi
gibi) calisilacak bilesene gore degisiklik gosterebilmektedir. HPLC’nin ¢alisma prensibi
temelde 4 adimdan olusur. ilk adim numunenin uygun bir ¢dziiciide ¢dziinmesidir. Ikinci
adimda ¢oziinen numune kolona enjekte edilir, li¢lincii adimda ise kolonda bilesenlerin
ayrimi gergekleserek kolon boyunca sivinin hareket etmesi i¢in bir basing uygulanir. Bu
stv1 karigimina hareketli faz denir. Son adim ise ayrilan bilesenlerin ve miktarlarinin
tayinleri yapilarak dedektorden elde edilen kromatogramlarin c¢esitli bilgisayar

programlari araciligiyla yorumlanmasidir (http-3).

Yiiksek Basin¢h
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Sekil 1.6. HPLC (Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi) yontemi (http-4)

2006 yilinda Doganay; tuzlalar tuz ¢ikarilan kaynaklar olarak tanimlamis ve bu
kaynaklarin deniz tuzlalari, gol tuzlalari, kaya tuzu tuzlalar1 ve kaynak tuzlalari olmak
tizere dorde ayrildigimi belirtmistir. Kaynak tuzlalari; yer alti sularinin kaya tuzu
yataklarindan ge¢gmesi sirasinda bir miktar tuzu eritip iyon halinde biinyesine tuzu alarak
kendiliginden veya disaridan bir miidahale ile ylizeye ¢ikartilmasiyla olugur. Tiirkiye’de
Corum, Cankiri, Sivas, Erzincan, Tunceli, Erzurum, Mus, Siirt dahil daginik halde ¢ok
sayida kaynak tuzlasi bulunmaktadir. Toplam say1 65 civarinda olup, yaklasik 56 kaynak
tuzlasindan tuz liretimi yapilmaktadir (Yasar ve Uygun, 1979; Ergin, 1988; Yazic1 ve
Bagibiiytik, 1998; Polat ve Giiney, 2018). Bu ¢alismada kaynak tuzlalarindan alinan

numunelerle ¢alisildigindan diger tuz ¢ikarilan kaynaklar hakkinda bilgi verilmeyecektir.
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Calismamizda geleneksel yontemlerle kaynak tuzu iiretimi yapan, 1750 m rakimda
bulunan Piiliimiir (Tunceli) kaynak tuzlalarindan aliman su numunelerinden
mikroorganizmalar izole edilmistir. Izole edilen mikroorganizmalarin tiirleri 16S rRNA
geninin PCR ile cogaltilmasi, agaroz jel elektroforezi yapilarak goriintiilenmesi,
dizilemeye gonderilmesi ve akabinde dizileme sonuglarinin BLAST analizi ile gen
bankalarinin veritabanlarinda karsiliklarinin bulunmasiyla tespit edilmistir. Ttirleri tespit
edilen mikroorganizmalar i¢in laboratuvar imkanlar1 g6z Oniine alinarak bir protokol
olusturulmus, olusturulan bu protokol dogrultusunda biyokiitle ve ektoin {iiretimi
yapilmustir. Uretilen ektoinlerin miktarlari HPLC (Yiiksek Performansli Sivi

Kromatografisi) analizi ile belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Cahiymada kullanilan besiyerleri

2.1.1.1. Halomonas medium

NACT (S1ZMA).ccuvvieriiieiiieeeiieeree et 80,00 g
Cosamino acids(with vitamins) (Difco)..........ccouu.... 7,50 g
Proteose pepton No:3 (Himedia).........cccceeevveennnneen. 5,00 g
Yeast Extract (Acumedia) ...........eevevvvvvveeevenvevennnnnnnns 1,00 g

Naz — citrate (Sigma).......ccocveeevveeerieernieennieennns 3,00 g
MgSO04.7H20 (EmproveR).........ccooveveveveveeeecceenae 20,00 g
KoHPO4 (FIUK)....coiieiiieieeiieiceeeeeeseeee 0,50 g
Fe(NHa4)2(S04)2.6H20 (Riedel-de Haén)..................... 0,05¢g
Agar (Sigma-Aldrich)........cooceiiiiiiiiiniiiiniceneees 15,00 g
DISHIE SU.eiiiieiieeeeeeeeeeeeeee ettt 1000,00 ml

Otoklavlanmadan 6nce pH NaOH ile 7,5’e ayarlanir. 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir (Atlas, 2004).

2.1.1.2. MG1 medium (Monosodyum Glutamat medium 1)

L-Monosodium Glutamat (Havancizade)......................... 150 mmol I
NACT (S1ZMA).0cnuvieiiiieeiieeeiieeeieee e 1 mol I
Inorganik Tuz Karisimi.............cocoeveveuereverevereeeenenenne, 500 ml I

Inorganik Tuz Karisim1 (%, w/v);

KH>2PO4 (MerckK) ..coceevveveeennnee. 0,6
K>HPO4 (Fluka) ........................... 1,8
MgSO4.7H20 (Merck)................. 0,08
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MnS04.4H>0 (Fluka)................... 0,002
+0,01 g L Yeast Extract (Acumedia).

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

2.1.1.3. MG2 Medium (Monosodyum Glutamat medium 2)

L-Monosodium Glutamat (Havancizade)......................... 320 mmol I
NACT (S1ZMA).0cuutieiiiieiiiieiiieeeree et 0,5mol I
Inorganik Tuz Kari$imi..............ocoevevevereeererecreeerennnnn, 500 ml I

Inorganik Tuz Karisim1 (%, w/v);

KH>PO4 (MercK) .....ooovvvveeeeeennnnn. 0,6
K2HPOg4 (Fluka)........oooveeeieennennee 1,8
MgS04.7H20 (Merck)................. 0,08
MnSO04.4H>0 (Fluka)................... 0,002

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

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

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

KH2PO4 (MErCK) ..vvvieiiiieeeeeeeeeeee e 13,61 ¢g
KOH (MErcK).....cuuviiiiieeieiieeiciiieeee et 421 ¢g
(NH4)2S04 (S1ZMA)....ceiuiieiieiiieiieeieeieeeve e eve e 37¢
MgSO4.7TH20 (MErck).....eeevviriiiniiiiieienieceeeeeeeeneen 0,15¢
FeSO4.7H20 (Merck).....cuvviieeiiiee e 0,0011 g
Glukoz.H>O (Riedel-de Ha€n).........ccceeevvveeiieeniieeeieens 10.7 g
NaCl (TeKKIm) ...oovveeeiiiriiiiieniceececeeeeeeecee e 89 g
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pH (7,1) ayarlamas1 NaOH ile yapilir ve glikoz ayr1 olarak 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir. Otoklav sonras1 1lidiktan sonra steril kabinde besiyerine

ilave edilir (Parwata vd., 2018).

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

KH2oPO4 (MErCK) ..vvvieiiiieeeeieeeeeeee et 13,61 ¢g
KOH (MercK).....ccoooiiiiiiiiiiie 421 ¢g
(NH4)2S04 (S12MA)....ieiuiieiieiieeiieeieeieeeie e 37¢
MgSO4.7H20 (MErcK)....ccouveiniiiiiiiiiiiiiiiceieeeeeeeee 0,15¢g
FeSO4.7H20 (Merck).....ccuveiieeiiiieeeeiiee e 0,0011 g
Glukoz.H2O (Riedel-de Haén)...........ccocueeveinieenieniienen. 10.7 g
NaCI (TeKKIM) .ovveiiiiiiiiiiiiiieiieeceeeeeireeee e 175 g

pH (7,1) ayarlamasi NaOH ile yapilir ve glikoz ayri olarak 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir. Otoklav sonrasi 1lidiktan sonra steril kabinde besiyerine

ilave edilir (Parwata vd., 2018).

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

Peptone (Biomatik).........ccoeviiiriiiiniiiiniiiicccceee e 10g
Yeast Extract (Acumedia)......ccceeeeeeeeeieiiinneeeeieeeeiininreeeeeen. 5¢g
NACI (TeKKIM)..oooiiiiiiiiiiiieeiiee et eeeans 89¢g
Agar (Sigma-Aldrich).......ccccoviriiiiiniiieeeee 15¢

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

2.1.2. Calismada kullanilan soliisyonlar

2.1.2.1. %0, %1,5 ve %3 NaCl i¢eren tuzlu su soliisyonlar
%0 Icin;
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500ml distile su 0,2 pm filtreden gecirilerek steril edilir.
%1,5 i¢in;

7,5 g NaCl 500 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek 0,2 um filtreden gegirilerek

steril edilir.
%3 I¢in;

15 g NaCl 500 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek 0,2 um filtreden gegirilerek

steril edilir.

2.1.2.2. TAE 50X

Trisbase......cccooovvivinnnnnn. 242 g
Asetik asit............ooenlll 57.1 ml
EDTA(0.5 M pH 8)............ 100 ml

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 8’e ayarlanarak oda sicakliginda muhafaza

edilir (Sambrook vd., 1989)

2.1.3. Calismada kullanilan primerler

Calismada kullanilan primerler Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Kullanilan primerler ve baz dizilimi

Primer Adi Baz Dizilimi Spesifitesi

27F 5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3' Bacteria (Lane vd., 1985)
1492R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ Evrensel (Lane vd., 1985)
2.2. Metod

2.2.1. Calisma alani
Dogu Anadolu Bolgesi 39°30'25.5"N 39°52'42.6"E koordinatlarinda bulunan

Tunceli Piiliimiir’iin kaynak tuzlalarindan 1750 m rakimdan 2019 yili Haziran ayinda su

Ornegi alinmigtir.
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Sekil 2.1. Piiliimiir Kaynak Tuzlalari, rakim: 1750m, GPS konum: 39°30'25.5"N 39°52'42.6"E

2.2.2. Su érneginin tuzluluk oraninin dl¢iimii
Piillimiir (Tunceli) kaynak tuzlalarindan 2019 yili Haziran ayinda alinan su

orneginin tuzluluk oran1 Refraktometre (Eclipse) ile belirlenmistir.

2.2.3. Mikrobiyal cesitliligin belirlenmesi ile ilgili metodlar

2.2.3.1. Kaynak tuzlas: su orneklerinden izolasyon ve saflastirma

Piilimir  (Tunceli) kaynak tuzlalarindan alinan su  Orneklerinden
mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in Halomonas medium (agar) kullanilmigtir. Su
orneklerinden 100 pl yayma plak yontemi ile Halomonas mediuma (agar) inokiile
edilmistir. Halomonas mediuma inokiile edilen 6rnekler 37°C etiivde 48 saat inkiibasyona
birakilmis ve gelisen karisik koloniler alinarak saf koloniler elde etmek amaciyla

Halomonas mediuma ¢izgi ekim yontemiyle ekilmistir. Elde edilen saf kiiltiirlerden 20
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tanesi secilerek calisilmak iizere tekrar saflastirilmistir. Calisilacak olan saf haldeki 20

kiiltiir %20’1ik gliserol stoklarin igerisinde -86°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.3.2. PCR ile 16S rRNA geninin amplifikasyonu (¢ogaltilmast)

2 mI’lik eppendorflara 200 pl steril ultra saf su konularak, suyun i¢ine kiirdan ucu
ile (piring tanesi kadar) saf koloni orneklerinden alinarak siispanse edilmistir.
Eppendorflarin kapaklar1 hafif gevsetilerek (su kagmamasi i¢in tam agilmamali) kopiik
icine yerlestirilmis ve bu kopiik beherde kaynamakta olan suyun i¢ine konulmustur.
Eppendorflar 10 dk kaynayan suda bekletildikten sonra alinarak 12.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant steril ayr1 bir eppendorfa aktarilmistir. Caligsmada secilen
20 ornek i¢in Bacteria spesifik primerler kullanilarak koloni PCR kurulmustur. PCR
reaksiyonu i¢in 27F ileri primer, 1492R geri primer, template (kalip) DNA ve One Taq
2X Master Mix (New England, Biolab - M0486S) kullanilmistir. PCR karigiminin

hazirlanmas1 Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2.2. PCR karisiminin hazirlanmasi

Icerik 25l 50 pul Final Konsantrasyon
One Taq 2X Master Mix 12,5 pl 25 ul 1X

10uM fileri Primer (27F) 0,5 ul 1 pl 0,2 uM

10uM Geri Primer 0,5 ul 1 ul 0,2 uM

(1492R)

Template (kalip) DNA degisken degisken <1,000 ng

Niikleaz Iigermeyen Su 25 ul’ye kadar 50 ul’ye kadar

Tiim ¢aligmada her reaksiyon seti ile birlikte hem pozitif hem negatif kontrol
reaksiyonlart kullanilmistir. Pozitif kontrol reaksiyonu i¢in Bacteria domainine ait
halofilik bakterinin kalip DNA’s1 kullanilirken, negatif kontrol reaksiyonlarinda DNA
icermeyen reaksiyon karigimlart kullanilmistir.  PCR reaksiyonu i¢in Applied

Biosystems® Thermal Cycler kullanilmistir. PCR karisimi ve kontrol reaksiyon
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karigimlart hazirlandiktan sonra 16S rRNA amplifikasyonu i¢in Bacter50 programi

kullanilmis olup, programin reaksiyon kosullar1 agagida yer alan Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3. Bakteri 16S rRNA reaksiyonlari icin PCR sartlart (Bacter50 programi)

Dongii (X kez) Sicakhik Siire

1. Dongii (X1) 94°C 3 dakika
94°C 30 saniye

2. Déngii (X30) 50°C 1 dakika
72°C 2 dakika

3. Dongii (X1) 72°C 10 dakika
4°C sliresiz

PCR sonucu olusan firiinleri goriintillemek amaciyla agaroz jel elektroforezi
yapilmistir. 1X TAE buffer icine %1 olacak sekilde agaroz jel tartilarak mikrodalgada hig
agaroz kalmayacak sekilde eritilmistir. Jel ilidiktan sonra DNA’larin gozlenebilir
olabilmesi icin igerisine 0,05 upl/ml olacak sekilde RedSafe Niikleik asit boyama
soliisyonu (iNtRON Biotechnology-Cat. No:21141) ilave edilmistir. Tablaya dokiilerek
tarak yerlestirilen jel donmaya birakilmistir. Elde edilen PCR f{irlinlerinin boyutlarinin
saptanmasi i¢in Thermo Scientific Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder kullanilmis olup
jelin ilk kuyucuguna yiiklenmistir. 1X TAE Buffer i¢inde donan %1’lik agoroz jelin
kuyucuklarma 4 pl PCR f{irini, 1 pl yiikleme boyasi (Fermentas 6X Loading Dye
Solution) toplam 5 pl PCR {iriinii karistirilarak yiliklenmistir. Kuyucuklara yiikleme islemi
bittikten sonra PCR {iriinleri 300 A, 90 V altinda 20 dk yiirtiitiilmiistiir. Yiiriitme isleminin

sonunda jeller UV 1s1k altinda goriintiilenmistir.

2.2.3.3. Dizi analizi
PCR ile DNA’larinin 16S rRNA bolgeleri ¢ogaltilmis olup pozitif sonu¢ veren
orneklerin amplifikasyon triinleri dizi analizine (BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd.

Sti. (BMLabosis) ) gonderilmistir. Dizi analizi i¢in 1492R primeri kullanilmastir.
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Dizi analizi sonrasi elde edilen kromatogramlar incelenerek BioEdit programa ile
FASTA formatina doniistiiriilmiis, gen analizleri i¢in NCBI ‘National Center dor

Biotechnology Information’ (www.ncbi.nlm.nih.gov) gen bankas1 veritabininda yer alan

BLAST araylizii kullanilmistir. Dizi analizi sonuglarina gore filogenetik benzerlikleri

tespit edilmis, ¢aligilacak tiirler belirlenmistir.

2.2.3.4. Mikroorganizmalarin epifluoresan mikroskobunda incelenmesi
Calismamizda kullanilacak olan tilirlerin morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla

DAPI boyama yapilarak epifluoresan mikroskobunda goriintiilenmistir.
Fiksasyon

Taze bakteri kiiltiiriinden alinan 450 pl 6rnegin lizerine 450 pl steril distile su ilave
edilerek o6rnek seyreltilmis daha sonra {izerine 100 pl formaldehit (Sigma) eklenerek bir
gece +4°C’de fikse edilmistir. Ertesi glin 500 ul fikse edilen 6rnegi alarak iizerine 500 pl
1X PBS (MULTICELL) soliisyonu eklenerek fiksasyon durdurulmus ve inceleme i¢in
ornek tekrar seyreltilmistir. 1 ml’lik karisim 0,2 pm por ¢aph filtreden (ISOLAB)
gecirilmis ardindan 10 ml 1X PBS alinarak filtre yikanarak kurumaya birakilmigtir.
Filtreler kuruduktan sonra isaretlenmis boyama islemine kadar -20°C’de muhafaza

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

Kurutulan filtrelere DAPI boyama yapilmistir. Incelenmek iizere filtrelerden kiigiik
parcalar kesilmis, orneklerin ayirt edilmesi amaciyla filtrelere farkli sekillerde kesikler
atilmistir. Karanlik bir ortamda kesilen pargalarin iizerine 25 ul DAPI eklenerek bir siire
beklenilmistir. Bekleme siiresinin sonunda sirasiyla 6nce saf etanol daha sonra MQ (ultra
saf su) su ile yitkanmistir. Yikama sonrasit havada kurutulan filtreler lam {izerine alinarak
tizerine citiflour/gliserol damlatilmis ve lamel ile kapatilarak preparasyonu
tamamlanmistir. Preparat epifluoresan mikroskopta 100X objektifte incelenmis,

mikroorganizmalarin morfolojileri tespit edilmistir.
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2.2.4. Mikroorganizmalarin ektoin iiretim yeteneklerinin belirlenmesi ile ilgili

metodlar

2.2.4.1. Biyokiitle ve ektoin iiretimi

Calismada biyokiitle tiretimi i¢in %8,9 NaCl (w/v) igeren MM63 (Minimal Medium
63) ve MG1 (Monosodyum Glutamat Medium 1) besiyerleri kullanilirken ektoin tiretimi
icin %17,5 NaCl (w/v) iceren MM63 (Minimal Medium 63) ve MG2 (Monosodyum
Glutamat Medium 2) besiyerleri kullanilmistir. MG besiyeri ile yapilmis olan biyokiitle

ve ektoin liretimi deneme amagli olup calismaya MM63 besiyeri ile devam edilmistir.

Secilen saf bakteri kolonilerinin biyokiitle iiretimi %8,9 NaCl (w/v) igeren sivi
(broth) MM63 besiyerinde yapilmistir. Calismamizda her biyokiitle {iretimi 6ncesi stok
kiiltiir ve 24 saatlik ara kiiltiir hazirlanmistir. Biyokiitle tiretimi i¢in hazirlanan, taze 24
saatlik ara kiiltlirler kullanilmistir. Stok kiiltiir i¢in 5 ml %8,9 NaCl (w/v) igeren broth
MMG63 besiyerine saf tek bir koloni ekimi yapilarak ¢alkalamali etiivde 37°C, 150 rpm’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin 24 saatlik ara kiiltiir i¢in 20 ml %8,9 NaCl
(w/v) iceren MM63 besiyerine %2 (400ul) stok kiiltiirden asilama yapilmis 37°C, 150
rpm’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi 150 ml %8,9 NaCl (w/v)
iceren MMG63 besiyerine ara kiiltiirden %2 (3 ml) asilama yapilarak calkalamali etiivde
37°C, 150 rpm’de 48 saat inkiibasyona (OD:1,00 olacak sekilde) birakilmistir. 48 saatin
sonunda bakteri hiicreleri, 20 dakika boyunca 4°C, 7000 rpm’de santrifiij edilerek
kiiltiirden ayrilmistir. Hiicreler, %17,5 NaCl (w/v) igeren 150 ml MM63 besiyeri i¢inde
aseptik olarak siispanse edilerek, ektoin iiretimi i¢in ¢alkalamali etiive 33°C, 150 rpm’de

24 saat inkiibasyona birakilmistir (Parwata vd., 2018).

MG besiyeri ¢alismasinda; biyokiitle tiretimi i¢in %8,9 NaCl (w/v) iceren MM63
besiyeri yerine MG1 besiyeri, ektoin {iretimi i¢in %17,5 NaCl (w/v) iceren MM63
besiyeri yerine MG2 besiyeri kullanilarak yukarida verilen biyokiitle ve ektoin {iretimi

protokolii uygulanmistir (Zhang vd., 2009; Lang vd., 2011).

2.2.4.2. Bakteriyel sagim asamast
Inkiibasyon sonunda bakteri kiiltiirii esit hacimlerde (50 ml) ii¢ falkona
aktarilmistir. Falconlarda yer alan bakteri kiiltiirleri 20 dk boyunca 4°C, 7000 rpm’de

santrifiij edilerek bakteri hiicreleri (pelet) toplanmis ve siipernatant uzaklastirilmistir.
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Daha sonra peletler 15 ml farkli seviyelerde (%0, %1,5 ve %3) NaCl igeren steril distile
su icerisinde siispanse edilerek (hipoozmotik sok) 27°C 200 rpm’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Hiicre igerisinde yer alan ektoinlerin salinimi i¢in siispansiyonlar 4°C, 7000
rpm’de 20 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant icerigindeki ektoinin analizi i¢in steril
bir erlene aktarilmistir. Peletler (bakteri hiicreleri) tekrardan %17,5 NaCl (w/v) igeren 50
ml MMG63 besiyeri i¢inde slispanse edilmis ve farkl steril erlenlere alinmistir. Erlenlerde
bulunan bakteri kiiltlirlerinden alinan 50 pl numunelere seri seyretme yapilarak %38.,9
NaCl (w/v) iceren Luria Bertani (agar) besiyerine yayma plak yontemiyle ekim yapilmis
ve 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilmistir. Erlenlerde bulunan bakteri kiiltiirleri ise
150 rpm, 37°C galkalamali etlive 24 saatlik inkiibasyona alinmistir. Hiperozmotik sok ve
hipoozmotik soku iceren ektoin iiretimi ve bakteriyel sagim {i¢ dongii seklinde
tekrarlanmis olup her bakteriyel sagim sonrasi siipernatantlar analiz i¢in ayrilmigtir
(Kunte vd., 2014; Parwata vd., 2018). Ugiincii déngii tamamlanip siipernatant ayrildiktan
sonra hiicre peletlerinin tizerine 10 ml %17,5 NaCl (w/v) iceren MM63 besiyeri eklenerek
hiicreler sonikasyon yontemiyle, Sonics & Materials Inc. markasinin VCX 400 model
(400 Watts, 230 Volts) (Sekil 2.2°de gosterilmistir) sonikatoriinde (ultrasonik
homojenizatorde) 4°C, 20 dk, %30 genlikte (Amplitude) patlatilmistir. Patlatilan hiicreler
4°C, 7000rpm’de 25 dakika santrifiij edilerek siipernatant ektoin analizi i¢in ayrilmistir.

MGT1 besiyeri ile biyokiitle liretimi yapilarak mikroorganizmalar toplandiktan ve
MG?2 besiyerinde ektoin iiretimi gergeklestirildikten sonra bakteriyel sagim asamasi
gerceklestirilmistir. Yukarida bahsedilen bakteriyel sagim asamasindan farkli olarak tek
bir dongii gerceklestirilmistir. Ektoinin hiicre disina salinim miktarini arttirmak amaciyla
bu tek dongilide bir hiperozmotik sok ve ii¢ hipoozmotik sok olacak sekilde bakteriyel
sagim yapilarak hiicre i¢inde kalan ektoin miktar1 en aza indirilmistir. Ugiincii
hipoozmotik sok gerceklestikten sonra, kiiltiirleri santrifiijlemeden 6nce 50 pl numune
alarak seri seyreltme yapilmis ve %8,9 NaCl (w/v) igeren Luria Bertani (agar)
besiyerine yayma plak yontemiyle ekim yapilarak 37°C etiivde inkiibasyona birakilmistir.
MG besiyerine uygulanan bir hiperozmotik sok {i¢ hipoozmotik sok olacak sekilde
bakteriyel sagim asamasini igeren dongii karsilastirma yapilabilmesi amaciyla MM63

besiyeri i¢in de uygulanmustir.
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Sekil 2.2. Calismada kullanilam sonikator (ultrasonik homojenizator)

2.2.4.3. Ektoinin HPLC ile belirlenmesi

Hiicre dis1 ve hiicre i¢i ektoinleri igeren slipernatantlar 4°C, 7000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildikten sonra 0,2 um porlara sahip seliiloz asetat filtrelerden gecirilerek
analize hazirlanmistir. Ektoinin tutulma siiresini belirlemek amactyla BLDpharm’dan
ticari ektoin temin edilmis ve ticari ektoin ile farkli derisimlerde (1 ppm, 5 ppm, 10 ppm,
50 ppm ve 100 ppm) ektoin ¢ozeltileri hazirlanmistir. Analizler Agilent 1100 Series
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), GL-Sciences Inc.-Inertsil ODS-3
marka 3 pm, 4,6*150 mm o6zelliklere sahip C18 kolonu ile gradiyent eliisyon (sartlar
Tablo 2.4’te gosterilmistir) yapilarak analiz edilmistir. Analiz siiresi 12 dakika, akis hiz1
0,900 ml/dk olup UV/VIS dedektor kullanilarak 220 nm’de emilimi 6lctilerek izlenmistir
(Onraedt vd., 2005; Guzman vd., 2009; Shivanand ve Mugeraya, 2011; Parwata vd.,
2018). Oncelikle farkli derisimlerde hazirlanan ektoin ¢ozeltilerin tutulma siireleri ve
alanlar1 belirlenerek bir kalibrasyon grafigi c¢izilmis ve bu kalibrasyon grafiginin

denklemi belirlenmistir. Daha sonra filtreden gecirilen numunelerin analizi yapilmis,
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analiz verilerinde yer alan piklerin alanlar1 belirlenmistir. Alanlar1 bilinen numunelerin

miktarlar1 kalibrasyon grafiginden elde edilen denklem yardimiyla hesaplanmistir.

Tablo 2.4. Ektoinin tespitinde kullanilan HPLC analizi gradiyent eliisyon sartlari

Zaman (dk) % A (distile su) %B ( metanol) Akis Hiz1 (ml/dk)

0 100 0

2 100 0

3 100 0

4 90 10

5 20 20

6 100 0 0,900
7 100 0

8 100 0

9 100 0

12 100 0
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3. BULGULAR

3.1. Su Orneginin Tuzluluk Oraninin Belirlenmesi
Piiliimiir (Tunceli) kaynak tuzlalarindan aliman su Orneginin tuzluluk orani

Refraktometre (Eclipse) ile %18 olarak dl¢lilmiistiir.

3.2. Mikrobiyal Cesitlilik le flgili Bulgular
3.2.1. Kaynak tuzlasi su 6rneklerinin izolasyon ve saflastirmasi

Piiliimiir (Tunceli) kaynak tuzlalarindan alinan su Orneklerinden izolasyon ve
saflastirma yapilmistir. {zolasyon ve saflastirma icin Halomonas medium (agar)
kullanilmistir. ik olarak su drneginden yapilan ekimlerden 74 tane koloni segilerek
Halomonas mediuma inokiile edilerek inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda
secilen 20 tane izolata saflastirma islemi uygulanmistir. Asagidaki Sekil 3.1°de izolasyon
ve saflastirmasit yapilan bazi izolatlarin Halomonas mediumundaki goriintiileri

verilmigtir.
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Sekil 3.1. [zolasyon ve saflastirilmast yapilan bazi izolatlarin Halomonas medium(agar) goriintiileri

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

Calismada kullanilacak izolatlarin secilmesi ve 16S rRNA geninin
amplifikasyonu (¢ogaltilmasi) i¢in koloni PCR yapilmigtir. PCR sonrasinda iiriinler
%1°lik agoroz jelde yiiriitiilmiis ve UV sonuglar kaydedilmistir. Koloni PCR kurulan 20
Oornegin 15 tanesinden pozitif sonu¢ elde edilmis olup, sonuglar Sekil 3.2°de

gosterilmistir.

1KB
MARKER PK NK 1T 21 3T 4T 5T 6T m 8T T 10T
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Sekil 3.2. 16S rRNA geninin amplifikasyonunun agoroz jel elektroforezi sonucunda UV gériintiileri

3.2.3. Dizi analizi sonuglari

Koloni PCR ile 16S rRNA genleri ¢ogaltilarak pozitif sonug alinan 15 izolatin DNA
analizi i¢in hizmet alimi yapilmistir. Dizilemede 1492R primeri kullanilmis olup, 14
izolatin dizilemesi yapilabilmistir. Dizi analizi sonras1 elde edilen veriler dizileme
programlar1 (BioEdit) yardimiyla gen bankalarinin (NCBI) veri tabanlarinda analiz
edilmistir. Dizi analizi sonucunda gelen kromatogramlara ait 6rnekler Sekil 3.3’te, NCBI

veritabaninda bulunan referans drneklerle benzerlikleri Tablo 3.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 3.3. Dizi analizi sonug¢larina ait kromatogramlarin BioEdit programi goriintiisii (14T isimli 6rnege

ait)

Tablo 3.1. Dizi analizine gonderilen érneklerin analiz sonrasi BLAST sonuglart

Bant Dizi Accession Gen Bankasindaki Yiizde Eslenen
Adi Analizinde Numarasi Karsihg1 Benzerlik | Niikleotid
Kullamilan Miktari
Primer
1T 1492R MNO043885.1 Halomonas sp. strain 99% 7781782
P149-L03a 16S ribosomal
RNA gene, partial
sequence
3T 1492R MT126287.1 Chromohalobacter 99% 842/847
salexigens strain SYA72
16S ribosomal RNA gene,
partial sequence
5T 1492R KF322103.1 Halomonas sp. csb 4 16S 99% 868/877
ribosomal RNA gene,

partial sequence
7T 1492R MNO043885.1 Halomonas sp. strain 99% 923/925
P149-L03a 16S ribosomal

RNA gene, partial

sequence
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN043885.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S69UYMMT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT126287.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6BVF3W7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF322103.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6JK7N4901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN043885.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6ME7JR0016

Tablo 3.1. (devam) Dizi analizine gonderilen 6rneklerin analiz sonrasi BLAST sonuglart

9T 1492R MT126287.1 Chromohalobacter 100% 843/843
salexigens strain SYA72
16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

10T 1492R EU868853.1 Halomonas sp. $96-2 16S | 99% 847/850
ribosomal RNA gene,

partial sequence

11T 1492R MT126287.1 Chromohalobacter 99% 875/876
salexigens strain SYA72
16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

14T 1492R NR_025431.1 Chromohalobacter 99% 851/855
israelensis strain Bal 16S
ribosomal RNA, partial

sequence

15T 1492R MT126287.1 Chromohalobacter 99% 831/832
salexigens strain SYA72
16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

16T 1492R MT126287.1 Chromohalobacter 99% 829/832
salexigens strain SYA72
16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

17T 1492R KF934471.1 Halomonas sp. P6-8-3 16S | 100% 913/913
ribosomal RNA gene,

partial sequence

18T 1492R KF934471.1 Halomonas sp. P6-8-3 16S | 99% 831/833
ribosomal RNA gene,

partial sequence

19T 1492R MT126287.1 Chromohalobacter 100% 954/954
salexigens strain SYA72
16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

20T 1492R KF934471.1 Halomonas sp. P6-8-3 16S | 99% 845/851
ribosomal RNA gene,

partial sequence

32



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT126287.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6N0SZY9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU868853.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6NWY55M016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT126287.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6NXDWG1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025431.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6R7EAVG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT126287.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6S06BK7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT126287.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6TWY7ZV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF934471.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6V68DJE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF934471.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6V6RM15016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT126287.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6V77CEZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF934471.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6V7WXVJ014

Tablo incelendiginde dizilemeden gelen sonuglara gore, 14 Ornekten 6 izolatin
Chromohalobacter salexigens SYA72 susuna, 3 izolatin Halomonas sp. P-6-8-3 susuna,
2 izolatin Halomonas sp. P149-L03a susuna, 1 izolatin Halomonas sp. csb 4 susuna, 1
izolatin Halomonas sp. $96-2 susuna ve 1 izolatin Chromohalobacter israelensis Bal

susuna ait oldugu gozlenmistir.

3.2.4. Mikroorganizmalarin epifluoresan mikroskobunda incelenmesi

Taze bakteri kiiltlirlerinden yapilan fiksasyon sonrasinda DAPI boyama yapilarak
epifluoresan mikroskopta incelenmistir. Incelemeler sonucunda 14T olarak isimlendirilen
Chromohalobacter israelensis Bal susunun ve 17T olarak isimlendirilen Halomonas sp.
P-6-8-3 susunun kisa basil sekilli halofilik bakteriler olduklar1 goézlenmistir.
Chromohalobacter israelensis Bal ve Halomonas sp. P-6-8-3 suslarina ait epifluoresan

mikroskobu goriintiileri Sekil 3.4 (a ve b)’te gdsterilmistir.
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Sekil 3.4. Epifluoresan mikroskobu gériintiileri a) Chromohalobacter israelensis Bal susu ve b)

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

3.3. Mikroorganizmalarin Ektoin Uretim Yeteneklerinin Belirlenmesi le lgili

Bulgular

3.3.1. Biyokiitle ve ektoin iiretimi

Calismada biyokiitle iiretimi icin %8,9 NaCl (w/v) iceren MM63 besiyeri
kullanilirken, organizmalarin yliksek tuz stresine girerek ektoin liretmelerini saglamak
amactyla %17,5 NaCl (w/v) iceren MM63 besiyeri kullanilmistir. Calismada kullanilan
temel besiyeri MM63 olmakla beraber farkli bir besiyerinde ektoin iretimini
gozlemlemek amaciyla biyokiitle liretiminde MG1 besiyeri, ektoin iiretiminde MG2

besiyeri kullanilmistir.
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Sekil 3.5. Biyokiitle ve ektoin tiretimi asamalarinda MMG63 besiyeri icerisinde yer alan bakteri kiiltiirleri

3.3.2. Bakteriyel sagim asamasi

Bakteriyel sagim asamasinda hipoozmotik sok oncesi ve sonrasinda %8,9 NaCl
(w/v) igeren Luria Bertani besiyerine ekim yapilmistir. Bu besiyerinde gelisen izolatlar
incelenmistir. Farkli tuzluluklarda yapilan hipoozmotik sok sonrasinda bakteri
hiicrelerinin sirastyla %3 NaCl, %1,5 NaCl ve %0 NacCl iceren steril distile sularda daha
fazla hayatta kaldig1 gézlenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Farkl: tuzluluklarda (yukaridan asagiya dogru %0, %1,5 ve %3 tuzluluk) hipoozmotik soklarda
bakteriyel sagim yapilan Chromohalobacter israelensis Bal ve Halomonas sp. P-6-8-3 suslarina ait

goriintiiler
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3.3.3. Ektoinin HPLC ile belirlenmesi

Farkli derisimlerde ticari ektion ile hazirlanan ektoin ¢ozeltilerinin HPLC ile
tutulma stireleri ve alanlar1 220 nm dalga boyunda goriintiilenerek belirlenmistir. Yapilan
analizlerde ektoinin tutulma siiresi yaklasik 2.5 dakika olarak gdzlenmis olup ektoine ait
standart analize ait 6rnek kromatogram Sekil 3.7°de gosterilmistir. Hazirlanan standart
cozeltiler ile tekrarli Olgiimler yapilarak belirlenen kalibrasyon verileri Tablo 3.2°de

verilirken, kalibrasyon grafigi ve denklemi Sekil 3.8’de verilmistir.

MWD1 D, Sig=220,16 Ref=360,100 (ECTOINWKALIBOOS.D)
)

mAaU -
.50 _': ?

-250 - )

-300 - —_—

-350 - ‘ .

Sekil 3.7. Standart ektoin ¢ozeltisine ait kromatogram

Tablo 3.2. Ticari ektoin ile hazirlanan ektoin ¢ézeltilerine ait kalibrasyon verileri

Ektoin Cozeltisinin Derisimi (ppm) | Alan (Ortalama)
0 0
1 36
5 176
10 335
50 1735
100 3584
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Sekil 3.8. Ticari ektoin ile hazirlanan ¢ézeltilere ait kalibrasyon grafigi ve denklemi

Bakteriyel sagim sonrasi 0,2 pm porlara sahip seliiloz asetat filtrelerden gegirilen
numunelerin hiicre i¢i ve hiicre dist ektoin konsantrasyonlart HPLC analiziyle tespit
edilmistir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 ektoin konsantrasyonlari ayr1 ayri tespit edilmis olup,
tim analizler iki tekrarli olarak yapilmistir. Chromohalobacter israelensis Bal ve
Halomonas sp. P-6-8-3 suslarina ait hiicre dis1 ve hiicre i¢i ektoinlere ait %3 tuzluluktaki
kromatogram Ornekleri Sekil 3.9°da verilmistir. Analizleri yapilan numunelerin
kromatogramlarinda ektoin disinda yaklasik 1.9’uncu dakikada hidroksiektoin oldugu

diisiiniilen pik gozlenmistir.

MINDA D, Sig=220,16 Ref=380,100 (ECTOINVORNEKDSZ.D)

1280

1670
59483
7.7498
7928
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d)

Sekil 3.9. Numunelere ait kromatogram ornekleri. a) Chromohalobacter israelensis Bal susu hiicre
disi ektoin numunesi kromatogrami. b) Chromohalobacter israelensis Bal sugu hiicre i¢i ektoin numunesi
kromatogrami ¢) Halomonas sp. P-6-8-3 susu hiicre dist ektoin numunesi kromatogrami. d) Halomonas sp.

P-6-8-3 susu hiicre i¢i ektoin numunesi kromatogrami

Toplam ektoin konsantrasyonu, hiicre i¢i ve hiicre dis1 ektoin konsantrasyonlarinin

toplam1 olup elde edilen verilen Sekil 3.10, Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de gosterilmistir.
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Elde edilen verilere gore; MM63 besiyerinde yapilan iiretim ve bakteriyel sagim islemleri
sonucunda en iyi salinimin ve toplam ektoin eldesindeki maksimum verimin her iki sus
icin %3 NaCl igeren steril distile suda oldugu gozlemlenirken, MG besiyerinde
maksimum verimin Chromohalobacter israelensis Bal susu i¢in %1,5 NaCl iceren steril

distile suda oldugu gozlenmistir.

Toplam Ektoin

250,0000 215,3897

196.2766
2000000 1792371 1926940 189,2231

166,4334
150,0000
100,0000
50,0000
0,0000

MM63 - %0 MM63- MM63- %3 MM63-%0 MM63- MMG63 - %3
NaCl - 14T %1.5NaCl- NaCl- 14T NaCl- 17T %1.5 NaCl- NaCl- 17T
14T 17T

TURLERIN HIPOOZMOTIK SOK TUZ DERISIMI (%)

DERISIMI (PPM)

Sekil 3.10. MMG63 besiyerinde tek dongii (bir hiperozmotik sok, ti¢ hipoozmotik sok) sonucu elde edilen

toplam ektoin konsatrasyonlart grafigi

Toplam Ektoin
500,0000 437,5012
4500000 392,5576
400,0000 :

350,0000

290,5689
300,0000 246,8444 244,0801
250,0000 211,5907
200,0000
150,0000
100,0000
50,0000
0,0000

MM63 - %0 MM63- MM63 - %3 MM63 - %0 MM63- MM63 - %3
NaCl - 14T %1.5NaCl- NaCl- 14T NaCl- 17T %]1.5 NaCl- NaCl- 17T
14T 17T

TURLERIN HIPOOZMOTIK SOK TUZ DERISIMI (%)

EKTOIN DERISIMI (PPM)

Sekil 3.11. MMG63 besiyerinde 3 déngii (tek déngiistinde bir hiperozmotik sok, bir hipoozmotik sok)

sonucu elde edilen toplam ektoin konsantrasyonlar: grafigi
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Toplam Ektoin

2500000 2283723
220.3317 5108145

200,0000
150,0000
117,0832
100,0000 83,6462 74,5355
50,0000 l I
0,0000

MG2- %0 MG2-%15 MG2-%3 MG2-%0 MG2-%1.5 MG2- %3
NaCl - 14T NaCl- 14T NaCl- 14T NaCl-17T NaCl-17T NaCl- 17T

TURLERIN HIPOOZMOTIK SOK TUZ DERISIMI (%)

EKTOIN DERISIMI (PPM)

Sekil 3.12. MG besiyerinde tek dongii (bir hiperozmotik sok, ii¢ hipoozmotik sok) sonucu elde

edilen toplam ektoin konsantrasyonlar: grafigi
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Tuz iiretilen ve ¢ikarilan kaynaklar tuzla olarak tamimlanir. Tiirkiye I¢ Anadolu
Bolgesi’nde Cankiri’dan baslayarak Yozgat, Sivas, Erzincan, Erzurum, Kagizman ve
Tuzluca iizerinden Iran’a kadar uzanan tuz yataklarma sahip olmakla birlikte bu
yataklarda ¢ok sayida (30’dan fazla) kaya ve kaynak tuzlasi bulunmaktadir (Doganay,
2006; Gilingérmez, 2015). Bu ¢alismada Tunceli’nin Piiliimiir ilgesinde bulunan kaynak

tuzlalarindan alinan su 6rnekleri kullanilmistir.

Bir¢ok ekstremofilik mikroorganizma g¢evrelerine adaptasyonlarinin bir sonucu
olarak biyoteknolojik ve ticari Oneme sahip bir¢ok madde iiretmektedir. Halofilik
Archaea’lar (arkeler) hipersalin ortamlarda yiiksek miktarlarda tuz biriktirerek,
sitoplazmalarinin osmotik dengesini korurken ( ki bu osmoregiilasyon mekanizmasi; tuz
varliginda hiicre i¢i enzimlerin 6zel uyarimlarimi gerektirir); halofilik ve halotolerant
Eubacteria  (Obakteriler) hiicre i¢inde ¢esitli ozmotik ¢dziinenleri yliksek
konsantrasyonlarda biriktirerek dis ortam ile sitoplazmalarinin ozmotik dengesini
korurlar (burada hiicre i¢i enzimlerin 6zel bir tuz toleransi yoktur). Bu ozmotik
¢ozlinenlerin baginda ektoin ve hidroksiektoin gelmektedir (Margesin ve Schinner, 2001).
Ektoin, betain tipi uyumlu ¢6ziinen maddelerin aksine giiclii bir UV emicidir ve cilt
bakimindan goéz damlalarina, burun spreylerinden, inflamasyon iizerindeki hafifletici
etkisi olan kremlere kadar birgok saglik ve bakim iiriinlerinde basariyla tanimlanan tek
uyumlu ¢oziinen maddedir (Kunte vd., 2014). Bu calismada Piilimiir (Tunceli) kaynak
tuzlalarindan yapilan izolasyon ve tiir tayini sonucu segilen Halomonas sp. P-6-8-3 ve

Chromohalobacter israelensis Bal suslarinin ektoin liretim yetenekleri arastirilmistir.

2005 yilinda Onraedt ve arkadaslarinin Brevibacterium epidermis DSM 20659
susunda yiiksek hiicre yogunluguna sahip kesikli beslemeli fermantasyon ile yapmis
olduklar1 calismalarda; ektoin konsantrasyonundaki bir artisin hiicre yogunlugundaki bir
artisa bagli oldugunu bildirmislerdir. 100 saatlik fermantasyon sonunda 1 mol/L NaCl
iceren ortamda 49 g/L hiicre yogunlugu ve 8 g/L ektoin konsantrasyonu elde etmislerdir.
Ektoin iiretkenligi ve verimini hesapladiklarinda sirasiyla 1,92 g/L/giin ve 0,05 g/g

bulmuglardir.

Zhang ve arkadaslar1 (2009), Halomonas salina DSM 5928 susunda karbon kaynagi
olarak monosodyum glutamat igeren ortam kullanarak ektoin liretimini arastirmiglardir.

Yaptiklar calismalarda Halomonas salina DSM 5928 susu tarafindan ektoin iiretildigini,
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ektoinin kismen hiicreler tarafindan ortama atildigim1 ve ortamda biriktirildigini
dogrulayarak, bu sustan en yiiksek ektoin iiretkenligi diizeyi olan 7.9 g/L/d ektoin elde

etmislerdir.

Guzman ve arkadaslar1 (2009), iki beslemeli kesikli kiiltliir iceren bir siireg
kullanarak, ektoin ve PHB (3-hidroksibiitirat)’in birlikte iiretimi i¢in orta diizey halofilik
bir tiir olan Halomonas boliviensis ile ¢alismiglardir. Yaptiklar1 ¢calismalar Halomonas
boliviensis’in ektoin iiretimi i¢in potansiyel aday oldugunu ayrica ektoin iiretimiyle
beraber PHB {iriinlerinin {iretiminin birlestirilme olasiliginin oldugunu goéstermistir. Elde
edilen 11.7 g/L hiicre kuru agirhiginin; agirlikca %8.9’u PHB, %8.4’1i ektoin olarak
biriktirildigini tespit etmislerdir.

Parwata ve arkadaslar1 (2018); calismalarinda Halomonas elongata BK-AG25
susunun ektoin tiretimi {izerindeki tiretkenligini hiicre kuru agirliginin her bir grami i¢in
yaklagik olarak 206.4 mg olarak belirlemistir. Bakteriyel sagim teknigi; bakteriler
tarafindan Tretilen ektoinin c¢ikarilmasinin etkili bir yolu olup, ektoinin ¢ogu
hiperozmotik ve hipoozmotik sokun ¢oklu dongiilerinden sonra hiicrelerden salinabilir.
Uretilen toplam ektoin, iki giinliik kiiltivasyondan sonra yaklasik 1.11 g/L iken bakteriyel
sagim isleminin dort dongiisiinden sonra yaklasik 2.26 g/L ektoin elde etmislerdir.
Yaptiklar1 calismalarda Halomonas elongata BK-AG25 susunun ektoin iiretkenliginin
Halomonas elongata DSM 1427 susundan oldukea yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.
Sauer ve Galinski (1998), Halomonas elongata DSM 1427 susunda ektoin iiretkenliginin

hiicre kuru agirliginin her grami i¢in 155 mg oldugunu tespit etmislerdir.

MM63 ve MG besiyerleri kullanilarak 48. saat (OD:1,00) iislii bliylime fazinda
hiicreler santrifiijlenerek toplanmis ve ektoin {iretimi i¢in yiiksek konsantrasyonda tuz
iceren MM63 ve MG besiyerlerine aktarilmigtir. Ektoin iiretimi yapan hiicreler
hipoozmotik sok sonrast ektoinin biiylik bir kismini hiicre disina salgilarken
(ekstraselliiler ektoin); bir kisim ektoin hiicre i¢inde (intraselliiler ektoin) kalmustir.
Toplam ektoin konsantrasyonu; hiicre i¢i ve hiicre dis1 ektoin konsantrasyonlarinin
toplamidir. Ektoin tayini HPLC cihazi ile yapilmistir. Ticari bir ektoinle; ektoinin
alikonma siiresi tespit edilerek numuneler igin kalibrasyon grafigi ¢izilip denklem
belirlenmigtir.  Stipernatantlar 0.2um filtrelerden gecirilmis, filtratlarin  ektoin
konsantrasyonu C18 kolonda, 0,900 ml/dk akis hizinda, gradiyent eliisyon yapilarak ve

220 nm’de goriintiilenerek belirlenmistir.
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Halomonas sp. P-6-8-3 ve Chromohalobacter israelensis Bal susuna ait hiicre ici
ve hiicre dis1 ektoin konsantrasyonlar1t MM63 ve MG besiyerleri i¢in ayr1 ayri
belirlenmistir. Her iki tiir igcin MM63 besiyeri kullanilarak bir hiperozmotik sok ve {i¢
hipoozmotik sok olarak bakteriyel sagimi igeren tek dongii ve tek dongilisii bir
hiperozmotik sok ve bir hipoozmotik sok olacak seklinde bakteriyel sagimi igeren ii¢
dongii; MG besiyeri kullanilarak bir hiperozmotik sok ve ii¢ hipoozmotik sok olarak
bakteriyel sagimi iceren tek dongii, farkli tuzluluklarda hipoozmotik soka maruz
birakilarak uygulanmistir. Elde edilen hiicre i¢i ve hiicre dis1 ektoin konsantrasyonlari
Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te verilmistir. Her iki susa ait en yiiksek toplam ektoin
konsantrasyonu MM63 besiyerinde %3 tuzlulukta uygulanan hipoozmotik sokta
gozlemlenirken; MG besiyerinde Halomonas sp. P-6-8-3 susunda %3 tuzlulukta ve
Chromohalobacter israelensis Bal susunda ise %1,5 tuzlulukta gozlenmistir. Yapilan
caligmalarda hiicre canliligini kontrol etmek amaciyla LB besiyerine yapilan ekimlerde
farkli tuzluluklarda yapilan hipoozmotik sok sonrasinda hiicre canlilifinin sirastyla %3
NaCl, %1,5 NaCl ve %0 NaCl iceren steril distile sularda daha fazla oldugu tespit

edilmistir.

Tablo 4.1. MM63 besiyeri tek dongii (bir hiperozmotik sok, ii¢ hipoozmotik sok) ektoin konsantrasyonlar

Ornek Hiicre Dis1 (ppm) | Hiicre ici (ppm) | Toplam (ppm)
MMBG63 - %0 NaCl - 14T 178,2338 1,0033 179,2371
MMBG63 - %1.5 NaCl - 14T 182,5439 10,1501 192,6940
MMBG63 - %3 NaCl - 14T 160,4092 35,8674 196,2766
MMBG63 - %0 NaCl - 17T 165,2333 1,2001 166,4334
MMBG63 - %1.5 NaCl - 17T | 180,1741 9,0490 189,2231
MM63 - %3 NaCl - 17T 156,4640 58,9257 215,3897

Tablo 4.1 incelendiginde tek dongii olarak MM63 besiyeri ile yapilan ¢alismalarda
Halomonas sp. P-6-8-3 ve Chromahalobacter israelensis Bal susuna ait en yiiksek hiicre
dis1 ektoin konsantrasyonunun %1,5 tuzlulukta oldugu goériiliirken, Halomonas sp. P-6-
8-3 ve Chromahalobacter israelensis Bal susuna ait en yiiksek hiicre i¢i ektoin

konsantrasyonunun ise %3 tuzlulukta oldugu gorilmiistiir.
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Tablo 4.2. MMG63 besiyeri ii¢ dongii (tek dongiistinde bir hiperozmotik sok, bir hipoozmotik sok) ektoin

konsantrasyonlart
Ornek Hiicre Dis1 (ppm) | Hiicre ici (ppm) | Toplam (ppm)
MMBG63 - %0 NaCl - 14T 200,4672 11,1235 211,5907
MMBG63 - %1.5 NaCl - 14T | 226,6526 20,1917 246,8444
MMBG63 - %3 NaCl - 14T 369,6016 67,8996 437,5012
MMBG63 - %0 NaCl - 17T 233,9497 10,1304 2440801
MMBG63 - %1.5 NaCl - 17T | 279,2359 11,3330 290,5689
MMG63 - %3 NaCl - 17T 342,6662 49,8914 392,5576

Tablo 4.2 incelendiginde ii¢ dongii olarak MM63 besiyeri ile yapilan ¢calismalarda
Halomonas sp. P-6-8-3 ve Chromahalobacter israelensis Bal susuna ait en yiiksek hiicre
dis1 ektoin konsantrasyonunun %3 tuzlulukta oldugu gozlenirken, en yiiksek hiicre igi

ektoin konsantrasyonun yine %3 tuzlulukta oldugu gézlenmistir.

Tablo 4.3. MG besiyeri tek dongii (bir hiperozmotik sok, ii¢ hipoozmotik sok) ektoin konsantrasyonlar

Ornek Hiicre Disi (ppm) | Hiicre i¢i (ppm) | Toplam (ppm)
MG2 - %0 NaCl - 14T 76,1027 7,5435 83,6462

MG?2 - %1.5 NaCl - 14T | 72,0347 148,2970 220,3317
MG?2 - %3 NaCl - 14T 41,8422 168,9723 210,8145

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

MG2 - %1.5 NaCl - 17T | 76,7951 40,2881 117,0832
MG2 - %3 NaCl - 17T 44,8582 183,5142 228,3723

Tablo 4.3 incelendiginde tek dongii olarak MG besiyeri ile yapilan ¢aligmalarda ise
MMG63 besiyerinden farkli olarak hiicre i¢indeki ektoin konsantrasyonlarinin daha ytiksek
oldugu gorilmekte ve bu farkliigin kullanilan besiyerinden kaynaklandigi
diistintilmektedir. Halomonas sp. P-6-8-3 ve Chromahalobacter israelensis Bal susuna
ait en yiiksek hiicre i¢i ektoin konsantrasyonunun %3 tuzlulukta oldugu tespit edilirken,
en yiiksek hiicre dis1 ektoin konsantrasyonu Halomonas sp. P-6-8-3 susu i¢in %]1,5
tuzlulukta iken Chromahalobacter israelensis Bal susu i¢in %0 tuzlulukta oldugu tespit

edilmistir.
Sonug olarak;
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1.

. Plliimiir (Tunceli) kaynak tuzlalarindan kiiltiir bagimli yontemlerle izolasyon ve

saflagtirma yapilmis; mikroorganizmalarin 16S rRNA geninin analizine dayali

filogenetik identifikasyonlar1 gerceklestirilmistir.

Epifluoresan Mikroskopi ile yapilan incelemeler sonucunda c¢alisilan

mikroorganizmalarin kisa basil morfolojiye sahip olduklar1 gézlenmistir.

Yiiksek tuz stresine sokulduklari zaman Halomonas sp. P-6-8-3 ve
Chromohalobacter israelensis Bal suslarinin ektoin sentezledikleri ve

biriktirdikleri tespit edilmistir.

Halomonas sp. P-6-8-3 ve Chromohalobacter israelensis Bal suslarmin ektoin
konsantrasyonlar1t HPLC (Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi) yontemiyle

belirlenmistir.

Calisilan suslarin farkli besiyerlerinde, farkli tuzluluklarda hipoozmotik soka
maruz birakildiklarinda ektoin konsantrasyonlarinda farkliliklar meydana geldigi
tespit edilmistir. Ayrica uygulanan bakteriyel sagim prosesindeki dongii sayisinin
toplam ektoin konsatrasyonu ve canli hiicre sayisi {izerine 6nemli Slgiide etki

ettigi belirlenmistir.
Bu ¢alismanin devaminda;

Halomonas sp. P-6-8-3 ve Chromohalobacter israelensis Bal suslarinin sise
kiltiiriinde yapilan calismalari biyoreaktorlere aktarilarak, optimal kosullar
biyoreaktorde tespit edilmeli ve bu kosullar saglanarak ektoinin biiylik 6l¢ekli
biyoteknolojik tiretimi yapilmalidir.

Uretilen ektoinler saflastirilarak NMR ( Niikleer Manyetik Rezonans
Spektroskopisi) ve LC-MS (Sivi Kromotografisi — Kiitle Spektrometresi)
analizleri yapilmalidir.
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