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Havasiz biyoreaktorlerde sintrofik butirati ayristiran

toplulugun stabil izotop i1saretlemesi ile tanimlanmasi
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ITU Fen Bilimleri Enstitiisii, Cevre Bilimleri ve Miihendisligi Programi, 34469, Ayazaga, Istanbul

Ozet

Biitirat, metanojenik sartlar altinda organik madde doniigiimiinde onemli bir ara iiriin olup havasiz
biyoreaktorlerde metanojenezin %6011 kapsayabilen bir maddedir. Organik maddenin ayrismasi
swrasinda olugan hidrojen ve/veya format, ortamdan uzaklastirilmadig siirece biitiratin ayrismasi
termodinamik a¢idan miimkiin degildir. Biitiratin ayrigsmast hidrojen tiiketen organizmalarla yapi-
lan sintrofik etkilesimlere dayali olup ayrisma mekanizmasu ile ilgili bilgiler saf kiiltiir calismalariy-
la stmirlidir. Bu agidan bakildiginda, biitirat ayrismasini yapan sintrofik bakterilerin cesitliligi ve
ekolojisi bir¢ok bilinmeyen ozelligi icermektedir Bu kapsamda yeni bir teknik olan stabil izotop isa-
retlemesi kullanilarak havasiz ortamlardaki biitirati ayristiran aktif mikroorganizmalarin kimligi
tespit edilmigstir. Sintrofik biitirat ayristiran bu aktif tiirlerin, filogenetik olarak bir gruba ait olma-
digr ve 9 farkli filum igerisinde yer aldigi bulunmustur. Ayrica bu ¢alismada saf kiiltiir tanimlamasi
yapilmamus tiirlerin varligina rastlanmistir. 16S ribozomal ribo niikleik asit sekans analizleri belir-
lenen klonlarin, veri bankalarinda yapilan karsilastirmali analizinde bakteriyel tiirlerin ¢ok c¢esitli
metabolik aktivitelere sahip olabileceklerini ve biiyiik bir kisminin havasiz ortamlardan izole edil-
mis klonlara benzerlik gosterdigi bulunmustur. Ozellikle, Proteobacteria filumunda yer alan klon-
lara benzerlik gosteren tiirlerin baskin oldugu belirlenmistir. Bunun yaminda sintrofik biitirat ay-
rismasinda baslica Syntrophus sp. tiiriiniin 6nemli rol aldig: tespit edilmistir. Bu bulgu, simdiye ka-
dar kabul goren biitirati ayristiran Syntrophomonas tiirlerinin ait oldugu Firmicutes ten farkl ol-
dugunu gostermistiv. Bununla birlikte sintrofik propiyonat oksitleyen Syntrophobacter tiiriiniin de
biitirat gideriminde aktif rol oynadigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Havasiz aritma, molekiiler biyolojik teknikler, stabil izotop isaretlemesi.
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Identification of syntrophic butyrate
degrading community with stable iso-
tope probing technique in anaerobic
bioreactors

Extended abstract

Anaerobic treatment is presently accepted as a sus-
tainable technology for a wide range of wastewater
and waste types; and its applicability is growing
each year. An important intermediate of organic
matter conversion under methanogenic conditions is
butyrate; which may account for up to 60 % of
methanogenesis in anaerobic bioreactors. The deg-
radation of butyrate is thermodynamically not fa-
vorable unless the H, and/or formate can be re-
moved by one of the hydrogen consumers. To pro-
ceed this reaction, the hydrogen level should be kept
below 107 to 10 atm. Butyrate oxidation requires
syntrophic interactions between p-oxidizing, hydro-
gen producing bacteria and hydyrogen and/or ace-
tate utilizers. To date, several butyrate as well as
some long-chain fatty acids (up to CIl8) oxidizing
bacteria have been isolated in co-culture with hy-
drogen utilizing partner. This could be either
methanogenic or sulfidogenic micro-organisms. The
information on the degradation of butyrate is limited
to the pure cultures. Diversity and ecology of syn-
trophic butyrate- degrading bacteria is sharing this
unknown characteristic and is waiting to be ex-
plored. In this concept, the novel SIP technique was
used in this study to identify the key microorganisms
of the syntrophic butyrate degrading communities.
The SIP incubation with >C labeled butyrate was
carried out on the wild anaerobic granular sludge of
Eerbeek paper mill wastewater treatment plant, in
the presence of sulfate (3 mM). It is very difficult to
assess the best method for observing the most active
microorganisms in mixed cultures. In this study, to
reveal the genetic diversity of the complex microbial
diversity, the conceptual design of the experiments
were conducted to mimic in situ conditions to ap-
proach more real conditions as much as possible.
For example, the °C labelled butyrate was fed to-
gether with the actual wastewater, which was fed to
the full scale anaerobic bioreactor. Since the feeding
conditions were not changed from the actual situa-
tion, the syntrophic butyrate degraders would be
selectively separated by the density of the nucleic
acids. These results can be assigned directly to natu-
ral systems, assuming the same environmental con-
ditions. Subsequently applied Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis (DGGE) profiling method was

also useful for following the changes of the presence
of species along the centrifugation gradient, and
was also helpful for observing the heavy and light
fraction differences. The composition of the bacteria
and archaea community in the syntrophic butyrate
degradation environment in the full-scale upflow
anaerobic sludge blanket reactor of paper mill
wastewater was determined by the 16S rRNA phy-
logenetic analyses of clone libraries derived from
RNA extracted from the density resolved gradient of
the SIP. Around 120 bacterial and 24 archaeal
clones from each heavy and light fraction of the en-
richment 16S rRNA gene libraries constructed from
the original sludge were analyzed by comparing the
DGGE and Terminal-Restriction Fragment Length
Polymorphism (T-RFLP) fragment patterns of the
amplified 16S rRNA genes. This diverse active mem-
ber of the syntrophic butyrate degraders were repre-
sented by grouping in 9 different phyla, which
showed more diversity than recent studies of the
bacteria capable of syntrophic metabolism in terms
of both phylogenetics and physiology. This func-
tional group of organisms did not fall into the phy-
logenetically consistent groups, rather, it spread out
into several lineages. In most cases, the closest un-
cultured relatives have been identified from anaero-
bic ecosystems. These were the majority of the mi-
crobial community associated with deep subsurface
aquifer, anaerobic dechlorinating mixed cultures
equine fecal contaminated sites and bioreactors. Se-
quence representatives of several bacterial divisions
have been identified in a wide range of habitats,
suggesting the sophisticated distribution of the cor-
responding organisms in the environment and, po-
tentially, their wide metabolic capabilities. The 16S
rRNA gene clone library showed that the largest
groups of clones belonged to the members of the
Proteobacteria, which were not what was expected
from the community of syntrophic butyrate degrada-
tion that belong to the phyla of Firmicutes. The main
possible role of the butyrate degradation was at-
tained to the Syntrophus sp., Sequence types associ-
ated with the genus Syntrophus sp. can produce en-
ergy from the anaerobic oxidation of organic acids,
with the production of acetate and hydrogen. How-
ever, it was also found that the Syntrophobacter sp.,
known as propionate degrader, also played an ac-
tive role in the butyrate degradation. By using these
techniques, potential roles of the strain specific mi-
croorganisms involved in the syntrophic butyrate
degradation were achieved.

Keywords: Anaerobic treatment, molecular biologi-
cal techniques, stable isotope probing.
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Havasiz kogullarda sintrofik biitirat ayrismasi

Giris

Havasiz (anaerobik) aritma giiniimiizde genis
bir atik ve atiksu tiirleri yelpazesi i¢in kullani-
lan, uygulanabilirligi her y1l daha da biiyiiyen ve
kabul goren bir teknolojidir. Atik maddelerin
tamamen metana doniisimii i¢in kompleks
mikrobiyal topluluklara ve farkli fizyolojik tiir-
lerdeki mikroorganizmalar tarafindan gercekles-
tirilen bir dizi reaksiyona ihtiya¢ vardir. Biitirat,
metanojenik sartlar altinda organik madde do-
niisiimiinde 6nemli bir ara {iriin olup; havasiz
biyoreaktdrlerde metanojenezin % 60’11 kapsa-
yabilen 6nemli bir maddedir (Fang vd., 1995).
Standart sartlar altinda biitiratin  ayrigmasi
endojeniktir. Organik maddenin ayrigmasi sira-
sinda olusan H, ve/veya format, hidrojen tiiketi-
ciler tarafindan ortamdan uzaklastirilmadig: sii-
rece biitiratin ayrismast termodinamik agidan
miimkiin degildir (Schink ve Friedrich, 1994).
Bu reaksiyonun gerceklestirilmesi i¢in hidrojen
seviyesinin 10 ile 10~ atm in altinda tutulmast
gerekmektedir (Mclnerney vd., 1981).

Biitiratin ayrigmasi hidrojen tiikketen organizma-
larla yapilan sintrofik etkilesimlere dayali olup;
ayrigsma mekanizmasi ile ilgili bilgiler saf kiiltiir
calismalariyla sinirlidir. Biitiratt ve bazi uzun-
zincirli yag asitlerini (C18 e kadar) oksitleyen
bircok bakteri hidrojen tiiketen bir mikroorga-
nizma ile birlikte izole edilmistir. Syntrophomonas
wolfei (alt tiir wolfei) hidrojen kullanan
metanojenik arke veya siilfat indirgeyici bir
bakteri ile birlikte izole edilen ilk tiirdiir
(Mclnerney vd., 1981). Daha sonra giiniimiize
kadar Syntrophosphora bryantii (Stieb ve
Schink, 1985; Zhao vd., 1990), Syntrophomonas

sapovorans (Roy vd., 1986), Syntrophus
aciditrophicus (Jackson vd., 1999),
Syntrophomonas TB-6 (Zou vd., 2003),

Syntrophomonas erecta (Zhang vd., 2005),
Syntrophomonas curvata (Zhang vd., 2004) ve
diger mezofilik f-oksidasyonu yapan saf kiiltiirti
glinlimiize kadar korunamamis sintrofik mikro-
organizmalar da izole edilmistir (Wu vd., 1992;
Zhao vd., 1993).

Ekosistemin ¢ok ¢esitli olmasina ragmen izole
edilmis mikroorganizma sayis1 ¢cok azdir. Diger
yandan mikroorganizmayi izole etmek, emek ve
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zaman isteyen bir ¢alisma olup; ¢alismanin 6n-
ceden elde edilmis mikroorganizma ile sonug-
lanmasi ¢ok olas1 bir durumdur. Bu agidan ba-
kildiginda, biitirat ayrigmasini yapan sintrofik
bakterilerin ¢esitliligi ve ekolojisi bir¢ok bilin-
meyen Ozelligi icermektedir.

Gilintimiize kadar, kompleks ortamlardaki 6nem-
li biyodoniisiimleri gerceklestiren mikroorga-
nizmalarin kimligini tespit etmek bircok calis-
manin asil hedefi olmustur. Ancak mikroorga-
nizmalarin tanimlanmasindaki en kisitlayici
adim; uygulanan tekniklerin gercek ortam sart-
larinda yiirtitmedeki yetersizliklerdir. Bununla
birlikte, mikrobiyolojik analizlerden elde edilen
bilgilerin yorumlanmasinda ve gergek sistemle-
re uygulanmasinda asil sorun ne dlgiide ekolojik
bir bilgiyi bize ulastirdigidir. Bu ¢ercevede, bu
caligmada, yukarida bahsedilen sorunlara ¢6ziim
olarak biitirat1 ayristiran sintrofik toplulugun
tammlanmas1 i¢in Stabil Izotop Isaretlemesi
(Sil) teknigi uygulanmugstir. SIi teknigi aktif
bakteriyel topluluklar1 belirlemek amaciyla isa-
retlenmis substratlarin inkiibasyonu ile uygula-
nan ve kiiltiir ¢aligmasi gerektirmeyen bir tek-
niktir (Radajewski vd., 2000). Bu teknik ile, izo-
top (°C, *H, "N) ile isaretlenmis substratlarin
hiicre i¢ine asimilasyonu ve ardindan isaretli
niikleik asitlerin isaretli olmayan niikleik asit-
lerden izofinik yogunluk-gradyan santrifiijii yo-
luyla ayrilmas1 saglanmaktadir. SiI ile elde edi-
len isaretli ve isaretsiz niikleik asitlerin
Denatiire Gradyan Jel Elektroforezi (DGJE) ve-
ya  Terminal-Restriksiyon Par¢ga  Uzunluk
Polimorfizmi (T-RPUP) gibi yontemlerle par-
makizleri (fingerprints) ¢ikartilabilmektedir.
Ribozomal Ribo Niikleik Asit (rRNA)’in kiiclik
alt birim genleri ise (Lu vd., 2005; Lueders vd.,
2004b; Mahmood vd., 2005; Manefield vd.,
2002;)  ve/veya  fonksiyonel  genlerinin
(Hutchens vd., 2004; Lin vd., 2004; Radajewski
vd., 2002) sekans analiziyle karakterize edile-
bilmektedir. Izotopun mikroorganizmalarin bii-
tiin genlerine ideal bir bi¢cimde islenmesi tiim
aktif mikroorganizmalarin tanimlanmasina ola-
nak saglamaktadir. Boylece bu teknik organiz-
manin kimligini ve fonksiyonunu eslestirmede
kullanilan diger metotlara gore daha avantajh
hale gelmektedir. Bu teknik niikleik asitlerin
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agir (°C) ve hafif (*?C) kisimlarini ayirmada
cok hassas sonuglar vermektedir. Ayirma islemi
ultrasantrifiij kullanarak *C ile '“C arasindaki
kiitle farkina dayali olarak yapilmaktadir. Tek-
nigin glvenilirligi agisindan, bu ayirma isle-
minde agir gradyan fraksiyonu sadece °C
niikleik asitleri icermelidir. Daha diisiik santrifiij
hiz1 (140 000 g) ve daha uzun santrifiij zama-
ninda (69 saat) agir ve hafif kesitler verimli bir
sekilde ayrilabilmektedir (Hutchens vd., 2004).
Ote yandan, hafif ve agir kesitlerin ayrilma ve-
rimini organizmanin niikleik asitteki G+C igeri-
gi gibi baska faktorler de etkilemektedir. iginde
yiiksek oranda G+C bulunan organizmanin kiit-
lesi artacagindan organizma '*C isaretli niikleik
asitin kiitlesine yaklasarak gradyanin agir tarafi-
na dogru hareket edebilmektedir (Lueders vd.,
2004a). Gradyanin agir olan kesiti degerlendi-
rirken bu olasilik dikkate alinmalidir.

Bu calismanin amaci, havasiz biyoreaktorde
biitiratin ayrismasindan sorumlu anahtar mikro-
organizmalarin kimligini tespit etmektir. Bu
kapsamda Eerbeek Kagit Fabrikas1 (Hollan-
da)’nin atiksu aritma tesisine ait havasiz
graniiler ¢amur kullanilmistir. S6z konusu ¢a-
murun C isaretli bitirat ile inkiibasyonu ya-
pilmistir. Atiksu igerisindeki mevcut siilfatin
metanojenik mikrobiyal topluluga olan etkisi de
SII inkiibasyonuna siilfat eklenmesi ile incelen-
mistir. °C isaretli biitirat ve siilfat inkiibas-
yonunda, 5., 20., 30. ve 40. giinlerde SiI analizi
icin ornekler alinarak en uygun inkiibasyon sii-
resi parmak izi profillerine gore belirlenmistir.
Sonrasinda ise klonlama ve sekans analizleri ile
aktif mikroorganizmalar tanimlanmastir.

Materyal ve yontem

As1

Bu c¢alismada kullanilan graniiler yapidaki asi
Eerbeek Kagit Endiistrisi atiksuyunu aritan Ha-
vasiz Camur Yatakli (HCY) reaktorden alinmis-
tir (Paques Environmental Technology, BV,
Balk, Hollanda). Bu reaktérde ~%70-80 KOI
giderimi ile birlikte metanojenik aktivite ve siil-
fat indirgenmesi gozlenmistir. Reaktérde olusan
gazda %80 CHs, %19 CO, ve %1 H,S tespit
edilmistir. Reaktdre beslenen atiksuyun KOI/SO42'
oran1 ~9.5-10 olup; toplam KOI’si 1700 mg/L’dir.
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Inkiibasyon

500 pL as1, makro ve mikro besi maddelerini
iceren 15 mL’lik stvi hacime sahip 35 mL’lik
serum siselerine transfer edilmistir (Plugge,
2005). Makro besi madde miktarlar1 reaktoriin
icerisinde (mg/L); KH,POy4: 408;
Na,HPO4.2H,0: 534; NH4Cl: 360; NaCl: 360;
MgCI.6H,0: 120; CaCl,.2H,0: 132; NaHCOs: 4
000, mikro besi madde miktarlar1 ise; H3;BOs:
0.062; MnCl,: 0.061; FeCly: 0.944; CoCly:
0.065; NiCl,:0.013; ZnCl,: 0.068; CuCly: 0.05;
AICls: 0.05; (NH4)6Mo07024: 0.05; NaSeOs:
0.017; Na;WOy4: 0.029; Na,MoOy: 0.021 olacak
sekilde hazirlanmistir. Serum siseleri biitil tapa
ile kapatilip aliiminyum kapaklar ile tapa sabit-
lenmistir. °C4-Biitirat (Sigma-Aldrich, ingilte-
re), inkiibasyon basina 200 pmol olacak sekilde
ilave edilmistir. Daha 6nce yapilmis ¢amur akti-
vite testlerine bagli kalinarak substrat tamamen
tiikenmeden hemen once serum siselerine *C4-
Biitirat ilavesi yapilmistir. Toplam dort fakli
inkiibasyon siiresi secilmis ve her bir siire i¢in
farkli sisede inkiibasyon tamamlanmistir. inkii-
basyon sonrasi serum sigelerinden almman 1
mL’lik gaz numunelerde metan konsatrasyonu
belirlenmistir. Metan, Packard-Becker 417 mo-
del gaz kromatografta (Chrompack B.V.,
Middelburg,. Hollanda) De Bok ve digerlerinin
(2002) kullandig1 yonteme gore Olglilmiistiir.
Serum siselerinden alinan 1 mL hacmindeki sivi
numuneler ise 10 dakika ve 14 000 rpm’de sant-
rifiij edilmistir. Ust fazdan alinan numunelerde
stilfiir, biitirat ve asetik asit konsantrasyonlari
belirlenmistir. Siilfiir, Truper ve Schlegel (1964)’de
belirtildigi gibi Ol¢iilmiistiir. Biitirat ve asetat
konstanstrasyonlar1 ise Stams ve digerleri
(1993) tarafindan belirtilen yonteme gore LKB
model yiiksek performansh likit kromatograf
(Chrompack B.V., Middelburg, Hollanda)ta 6l-
cllmiistiir. Serum siselerinde kalan numuneler
ise santrifiij (10 dakika ve 14000 rpm) edildikten
sonra st fazi atilmig ve -20°C’de RNAlater™
(Ambion Inc., Austin, Amerika) igerisinde iire-
tici firmanin 6nerdigi sekilde saklanmustir.

Niikleik asit ekstraksiyonu

Camurdan RNA ekstraksiyonu TRIZOL® ile
yapilmigtir (Invitrogen, Breda, Hollanda). Yak-
lagik 25 mg ¢amur, 500 mg zirkonyum boncuk-



Havasiz kogullarda sintrofik biitirat ayrismasi

lar1 ve 1.5 ml TRIZOL® igeren 2-mL’lik tiiplere
transfer edilmistir. Graniiler ¢amur boncuklu
doviiciide (45 s, 6.5 m/s) pargalandiktan sonra
18 000 g’de 5 dakika siire ile santrifiijlenmistir.
Sonrasinda s1v1 fazdaki RNA kloroform kullani-
larak saflastirilmistir. Son olarak RNA 2-
propanol kullanilarak ¢oktiiriilmiis ve 100 pul EB
tamponu (EB, 10 mM Tris-HCI, pH 8.5) kulla-
nilarak tekrar sivi faza gegirilmistir. RNA Easy
Kit (Qiagen, Hamburg, Almanya) kullanilarak
RNA saflagtirmasina devam edilmistir. Elde
edilen RNA {iriinii rutin olarak agaroz jelde
kontrol  edilmistir. ~ NanoDrop  ND1000
Spectrophotometer (Intas, Gottingen, Almanya)
kullanilarak miktarlar belirlenmistir.

Santrifiijleme
Yogunluk gradyan santrifiji 11 mL’lik
ultrasantrifiij tlipleri (Polyallomer, Sorvall,

Minnesota, Amerika), Kontron TVF 65.13 dii-
sey rotora sahip Centrikon T-1065 santrifiijii
(Kontron Instruments, Bletchley, Ingiltere) ile
gerceklestirilmistir. Santrifiij islemi 20°C’de 65
saat ve 37 000 rpm’de (130 000 g,,) sezyum
trifloroasetat (CsTFA) gradyaninda yapilmustir.
rRNA, ortalama yogunlugu 1.795 g/mL olan
CsTFA gradyaninda ayrilmistir. Cozeltiler; 2
gmL CsTFA stok c¢ozelti (Amersham,
Roosendaal, Hollanda), gradyan tamponu (0.1
M Tris-HCI, pH 8; 0.1 M KCI; | mM EDTA) ve
rRNA (1000 ng)’nin son hacim 11 mL olacak
sekilde karistirilmasiyla elde edilmistir. Buna
ilave olarak, RNA nin stabilitesi i¢in 350 pL
formamit eklenmistir.

Gradyanin fraksiyonlarina ayrilmasi

Santrifiij sonras1 gradyan, tiiplin alt tarafindan
baslayarak yukar1 dogru peristaltik pompa
(Watson Marlow, Rotterdam, Hollanda) kulla-
narak 11 esit hacimde fraksiyonlarina ayrilmis-
tir. Her bir fraksiyonun yogunlugu, 75ulL’lik
numunelerin tartilmasiyla belirlenmistir. CsSTFA
gradyan fraksiyonlarindaki niikleik asitler 1:1
hacimde iso-propanol eklenerek ¢oktiiriilmiistiir.
Cokelekler %70’lik etanol ile bir kere yikanip
30 pL’lik temizleme tamponu (10 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) icerisinde s1v1 faza
gecirilmistir.  Toplam  rRNA  miktarlari,
RiboGreen™ RNA Quantitation Kiti (Molecular
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Probes, Leiden, Hollanda) kullanilarak belir-
lenmistir.

Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) sentezi

16S rRNA’Tyl tamamlayict tek zincirli DNA,
SuperScript'™ Il RNase H™ Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Breda, Hollanda) kul-
lanilarak tiretici firmanin talimatlarina gore sen-
tezlenmistir. Ters Transkriptaz - Polimeraz Zin-
cir Reaksiyonu (RT-PCR) analizleri i¢in hazir-
lanan 13 pL’lik reaksiyon karigimi, 10 ng top-
lam RNA, 10 pmol tiim organizmalar1 kapsayan
ters primer 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Lane, 1991),
10 pmol dNTP karisimi ve steril RNaz-
icermeyen su (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya)
ihtiva etmektedir. 16S rRNA nin ikincil yapisin
bozmak icin karisim 65°C’de 5 dakika, hemen
arkasindan buz iizerinde 1 dakika inkiibe edil-
mistir. Sonrasinda cDNA sentezi i¢in 13 pL’lik
reaksiyon karistmina 4 pL. 5% Tekil zincir tam-
ponu, 1 pL 0.1 M DTT, 1 pL (40 birim)
RNaseOUT™ RNase inhibitérii (Invitrogen,
Breda, Hollanda), 1 pl (200 birim) Superscript
[II™ RT eklenmistir. Bu karigim 50°C°de 1 sa-
at, arkasindan reaksiyonu durdurmak igin 15
dakika 70°C’de inkiibe edilmistir. cDNA’yi ta-
mamlayicit kisim olan RNA’y1 gidermek icin
ise, reaksiyon karisimi RNAse H (2 birim) ile
37°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir.

Amplifikasyon

cDNA c¢ozeltisinden 2 pL’lik kisim, bakteri ve
arke PCR amplifikasyonu i¢in kullanilmigtir.
PCR 50 pL’lik reaksiyon karisimlarinda 7Tag
DNA polimeraz:1 (Invitrogen, Breda, Hollanda)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Amplifikasyon
islemi Roest ve digerleri (2005) tarafindan yiirii-
tillen calismada belirtildigi gibi yapilmistir. Co-
galtma iglemi Biometra Thermocycler (Goettingen,
Almanya) kullanilarak gerceklesmistir. Tim
primerler MWG-Biotech (Ebersberg, Almanya)
firmasindan saglanmistir. Olusan {iriiniin boyutu
ve kalitesi % 1 (a/v)’lik agaroz jel ile
elektroforez yapilarak belirlenmistir.

Klonlama ve sekans analizi

PCR’de c¢ogaltilan bakteri ve arke {iriinleri
(~400 baz cifti) tretici firmanin talimatnamesi-
ne gore QIAquick PCR kiti (Qiagen, Hilden
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Almanya) kullanilarak saflastirilmistir. Saflasti-
rilan PCR fdirlinlerinin miktar ve kalitesi % 1
(a/v)’lik agaroz jel ile elektroforezde DNA isa-
retleyici (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder
Plus, MBI Fermentas, Vilnius, Litvanya) ile bir-
likte elektroforezi yapilarak belirlenmistir. Son-
rasinda tiriinler pPGEM®-T Easy Vector System I
(Promega, Madison, Amerika) kullanilarak vek-
tore baglanmig ve arkasindan XL1-Blue
Compotent Cells (Stratagene, Amerika) hiicrele-
rine {iretici firmanin talimatnamesine gore klon-
lanmistir. Klonlar amfisilin ve mavi-beyaz renk
ayrimimna dayanan yontem ile 20 pl TE tampon
¢Ozeltisine aktarilarak 95°C’de 10 dakika
inkiibe edilmis ve hiicreler parcalanarak DNA
siv1 faza gegirilmistir. DNA pGEM®-T spesifik
PGl (5'-TGGCGGCCGCGGGAA-3") ve PG2
(5'-GGCCGCGAATTCACTAGTG-3") primer-
leri ile ¢ogaltilmis ve iiriinlerin Alu 1, Cfo 1, ve
Msp 1 (Promega, Madison, Amerika)
restriksiyon  enzim  karisgimi  kullanilarak
37°C’de 90 dakika siireli inkiibasyonu sonucun-
da fraksiyonlarina ayrilmistir. Enzim reaksiyonu
ile kisa zincirlerine ayrilmis klonlar1 birbirinden
ayirmak i¢in  Elchrom  Submerged Gel
Electrophoresis System (Elchrom, Cham, Isvic-
re) kullanilarak RPUP  analizi yapilmistir.
Uriinler bu elektroforezde % 12 (a/v)’lik hazir
agaroz jellerde DNA isaretleyici (GeneRuler™
50 bp DNA Ladder Plus, MBI Fermentas,
Vilnius, Lithuania) kullanilarak 100 V, 55 °C’de
45 dakika stire ile kosturulmustur. Sonrasinda
DNA etidyum bromit ile boyanarak UV 15181
altinda goriintilenmistir. Farkli profile sahip
klonlar DGJE ve sekans analizleri i¢in se¢ilmis-
tir. DNA; QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) kullanilarak saflastirilmistir.
Saflastirilan klonlarin sekans analizleri vektor
lizerinde yer alan dizinlere uygun T7 (5'-
TAATACGACTCACTATAGG G-3') ve Spb6
(5'-GATTTAGGTGACACTATA G-3")
(Promega, Madison, Amerika) primerleri kulla-
mlarak yapilmistir. iki yonli yapilan sekans
analizleri DNA STAR, Seqman II program
(expert sequence analysis software) kullanilarak
birlestirilmistir. Elde edilen sekans analizlerin
veri  bankalarindaki  homoloji  arastirmasi
BLAST (Altschul vd., 1997), dizinleme calis-
malar1 ise Clustal X (Chenna vd., 2003) prog-
rami kullanilarak gerceklestirilmistir. Tiim se-
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kans dizinleri CHIMERA CHECK programi
stirtim 2.7, Ribosamal Database Project II (RDP
IT) (Maidak vd., 2001) ile hatali (chimeric) gen-
lerin olup olmadigi kontrol edilmistir.

DGJE
Bakteri ve arke i¢cin GC ekli PCR iirlinleri
DCode TM System cihazinda, (BioRad,

Hercules, Amerika) iire ve formamit igeren % 8
poliakrilamit (37.5:1 akrilamit-bisakrilamit) jel-
de kosturulmustur. Kosturulma ve jelin boyan-
mast Roest ve digerlerinde (2005) belirtildigi
gibi yapilmistir.

Deneysel calisma sonuclar:

Santrifiij gradyanlarinda SSU rRNA
dagilim

5, 20, 30 ve 40 giinliikk inkiibasyon siirelerinin
ardindan ekstrakte edilen rRNA o6rnekleri, isa-
retli niikleik asitleri isaretsiz niikleik asitlerden
ayirmak icin CsTFA kullanilarak izofinik yo-
gunluk-gradyan1 santrifiijiine tabii tutulmustur.
CsTFA ile santrifiijiin ardindan 10 ayr tiipe bo-
liinen rRNA o6rneklerinin yogunlugu belirlene-
rek; elde edilen sonuclar bir grafik {izerinde isa-
retlenmis ve daha sonraki klonlama ve sekans
islemleri icin hafif ve agir fraksiyonlar deger-
lendirilmistir. ['*C] biitirat ve 3 mM siilfat kari-
simi ile 5, 20, 30, ve 40 giinliik inkiibasyonu so-
nunda camurdan ekstrakte edilen rRNA’larin
CsTFA yogunluk gradyami santrifiij sonuglari
Sekil 1°’de gosterilmektedir. Gradyanin agir ve
hafif boliimleri arasindaki belirgin farklilik bu
sekilden gozlenmektedir.
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Sekil 1. Camurdan ekstrakte edilen rRNA larin
CsTFA yogunluk gradyani santrifiij sonuglart
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40 giinliik inkiibasyonun “zaman serileri” agir
ve hafif fraksiyonlar arasindaki belirgin farki
ortaya koymaktadir. Genellikle, isaretli niikleik
asit igermeyen hafif fraksiyon CsTFA sonugla-
rinda 1.79 g/mL’den daha az bir yogunluk dege-
ri gozlenmistir (Lueders vd., 2004a). 40 giinliik
inkiibasyon siireci sonrasinda, agir fraksiyonun
yogunlugu CsTFA’da agir kisimlar igin sapta-
nan kritik degerin {lizerinde olan 1.82 g/mL de-
gerine ulagmustir.

Fraksiyonlar arasindaki popiilasyon degisimle-
rini gozlemlemek icin, 40 giin /”°C] biitirat ve 3
mM siilfat karisimi ile inkiibasyona tabi tutulan
camurun, santrifiij gradyanlarimin her boliimii
DGIJE parmakizi profilleri ile analiz edilmistir
(Sekil 2, 1-10 arasi profiller, gradyanin agirdan
hafife giden fraksiyonlarina karsilik gelmekte-
dir). DGJE profilinde gorildiigii gibi, 40 giin
inkiibasyona tabi tutulan ¢amurun fraksiyonlar
arasinda ¢ok az bir degisim oldugu belirlenmistir.
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Sekil 2. PCR ile ¢ogaltilan 16S rRNA larin
bakteriyel DGJE profilleri

DGIE profilindeki farkliliklar her bir fraksiyon-
daki bantlarin zayiflik ve kalinliklarina bakila-
rak belirlenmistir. Sekil 2°de, 5 numaral1 fraksi-
yonda bantlarin kalinlig1 goze ¢arparken, 8 nu-
marali fraksiyonda bu bantlarin zayifladigi go-
rilmistiir. Bu nedenle, DGJE jelinde 5 numara
ile gosterilen fraksiyon, agir kisim olarak kabul
edilmis ve bu kisimdaki mikroorganizma toplu-
lugu filogenetik karakterizasyonda ele alinmis-
tir. Bu kriterler goz onlinde bulundurularak, 8
numarali fraksiyon da hafif olan kisim olarak
ele alinmistir.
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Yogunluguna gore ayrilmis niikleik asitleri-
nin DGJE profilleri ve sekans analizleri
Camurun incelenmesi i¢in toplam 230 adet 16S
rRNA bakteriyel gen klonu (116 hafif ve 114
agir) analiz edilmistir. 16S rRNA genlerinin
RPUP analiz sonuglar1 40 degisik grupta top-
lanmistir. Analiz sonuglarinin veri bankasinda
karsilastirilmast  sonucunda s6z konusu 16S
rRNA genlerinin 12 temel bakteriyel filum ile
baglantili oldugunu tespit edilmistir (Altschul
vd., 1997). Tablo 1°de toplu halde verilen bu
tirler; o, a, B, y- Proteobacteria, Firmicutes,
Chloroflexi, Bacteroidetes, Verrucomicrobia,
Acidobacteria, Actinobacteria, Nitrospirae ve
Chlorobi olarak belirlenmistir.

Tablo 1. Sintrofik biitirat ayristiran toplulugun
filogenetik tanimlamast ve tiirlerin ytizde dagilimi

Taksonomik Klonlarin dagilim

Siiflandirma Agir Hafif
Deltaproteobacteria 50 (43.1) 39 (%34.2)
Syntrophobacter sp. 4 14
Desulfovibrio sp. 20 13
Desulforegula 1 -
conservatrix
Desulfobacterium - 3
cetonicum
Desulfacinum sp. 1 -
Desulfomonile limimaris - 1
Syntrophus sp. 6 5
Bacteriovorax sp. 11 -
Thermodesulforhabdus 3 -
norvegicus
Digerleri 4 3
Gammaproteobacteria 6 (%5.2) 1(%0.9)
Betaproteobacteria 1(%0.9) 2 (%1.8)
Alphaproteobacteria - 1(%0.9)
Firmicutes 8 (%6.9) 8(%7)
Syntrophomonas sp. 2 -
Thermoanaerobacter sp. 2 4
Digerleri 4 4
Chloroflexi 23 (%19.8) 54 (%47.4)
Anaerolinea thermophila 13 49
Caldilinea aerophila 5 2
Dehalococcoides sp. 5 3
Bacteroidetes 19 (%16.4) 2 (%1.8)
Verrucomicrobia - 1(%0.9)
Acidobacteria 2(%1.7) 1(%0.9)
Actinobacteria 2(%1.7) -
Nitrospirae - 3(%2.6)
Chlorobi 5(%4.3) 2(%l1.8)
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Yogunluguna gore ayrilmig niikleik asitlerin
agir olan kismi géz oniine alindiginda klonlar 9
ana grupta toplanmistir. Bu gruplar; o, f, y-
Proteobacteria (srastyla  %43.1, %0.9, ve
%035.2), Chloroflexi (%16.4), Firmicutes (%6.9),
Bacteroidetes (%16.4), Acidobacteria (%1.7),
Actinobacteria (%1.7), Chlorobi (%0.9) dir.
Diger yandan, hafif olan fraksiyonun klonlar1 11
ana grupta toplanmistir. Bu gruplar; J, a, S, y-
Proteobacteria (sirasiyla %34.2, %0.9, %1.8 ve
%0.9), Chloroflexi (%47.4), Firmicutes (%7),
Verrucomicrobia (%0.9), Bacteroidetes (%1.8),
Acidobacteria (%0.9) Nitrospirae (%2.6),
Chlorobi (%1.8) dir.

Biitirat1 ayrigtiran aktif mikrobiyal toplulugun
onemli bir béliimiiniin siilfat indirgeyen bakteri-
ler (SRB) olarak gruplandirilan Desulfovibrio
tiirleriyle yakindan ilgili oldugu belirlenmistir.
Bu SRB popiilasyonunun varligi, bu popiilasyo-
nun hidrojen ve/veya format tiiketen met-
anojenler ile is birligi icinde proton indirgeyici
olarak gorev aldigimi gostermektedir. Biitirati
ayristiran toplulugun yapist fizyolojik agidan
incelendiginde, SRB ve metanojenlerin varligi
daha net bir sekilde agiklanabilmektedir.

Teorik olarak 1 mol biitiratin havasiz ortamda
ayrismasi ile aciga cikan proton indirgeyici, 2
mol H, (Esitlik 1) veya 2 mol formata (Esitlik
2) esdegerdir. Bu calismada yapilan inkiibas-
yonda verilen biitirat miktarinin 18 mol olmasi
ile 36 mol H; agiga ¢ikmaktadir. Termodinamik
acidan SRB’nin metanojene gore daha iistiin
olmasindan dolay1 a¢iga ¢ikan H; ilk 6nce SRB
tarafindan kullanilacaktir. Ancak ortamda bulu-
nan 3 mol siilfat, mevcut biitiratin proton esde-
gerinden disiiktiir. Ciinkli 1 mol siilfatin indir-
genmesi icin 4 mol hidrojen gerekmektedir
(Esitlik 3). Bu nedenle biitiratin ayrigsmasindan
aciga c¢ikan 36 mol H,’in sadece 12 mol’liik
kismint SRB’nin kullanabildigi goriilmektedir.
Sonug olarak, biitlin siilfatin indirgenmesi i¢in
hidrojenin bir kismi1 yeterli oldugu diisiiniiliirse,
metanojen tarafindan indirgenmek {izere ortam-
da 24 mol H, kalmaktadir. SRB’lerin oksitleye-
bilecegi hidrojen miktarindan daha fazla hidro-
jenin ortamda bulunmasindan dolay1 hidrojen
kullanan metanojenler biitirat1 ayristiran karigik
kiiltiirde tespit edilmistir.
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CH,CH,CH,COO™ +2H,0 —

(1
2CH,COO™ +H" +2H,
CH,CH,CH,COO™ +2HCO, —> o
2CH,COO™ +2H" +2HCOO~
4H, +SO; + H* — HS™ +4H,0 (3)

Syntrophobacter sp. (propiyonat oksitleyici bak-
teri) tiirti, gradyanin hafif fraksiyonunda 14 klon
(%12.3), agir fraksiyonda ise 4 klon (%3.5) gibi
diistik bir oranda saptanmistir. Klonlarin bu da-
gilim1 propiyonat oksitleyici bakterilerin biitirat
ayrismasinda rol aldigini fakat etkinliginin az
oldugunu gostermektedir. SRB’nin agir fraksi-
yondaki azinhik  gruplari,  Desulforegula
conservatrix ve Desulfacinum sp. olarak ve hafif
fraksiyondaki azinlik gruplar ise; Desulfomonile
limimaris ve Desulfobakterium cetonicum ola-
rak tespit edilmistir.

16S rRNA gen bankasi, klonlarin biiylik bir
kisminin Proteobacteria grubunun iiyesi oldu-
gunu ortaya ¢ikarmistir. Bunun yaninda biitirat
gideriminde baslica Syntrophus sp. tiirliniin go-
rev aldig1 tespit edilmistir. Bu bulgu, simdiye
kadar  kabul gbren  biitirati  ayristiran
Syntrophomonas  tiirlerinin ~ ait  oldugu
Firmicutes’ten farkli oldugunu gostermistir. Se-
kans analizi Syntrophus sp. geni ile benzerlik
gosteren tlrler, organik asitlerin havasiz
oksidasyonu sonucunda asetat ve hidrojen gibi
ara lrlinler iiretmektedir. Bununla birlikte
sintrofik propiyonat oksitleyen Syntrophobacter
tiirlinlin de biitirat gideriminde aktif rol oynadigi
tespit edilmistir.

Bir¢ok yag asidi kullanan bakterilerin; saf kiiltiir
icerisinde homoasetojen, siilfat indirgeyici veya
fermentasyon ile ¢ogaldigi bilinmektedir (Beaty
ve Mclnerney, 1987; Chen vd., 2005; Stams vd.,
1993). Yag asidi kullanarak ¢cogalan organizma-
larin bu 6zelliklerini, ortamin enerji seviyesine
bagli olarak, karigik kiiltiirde de goOstermesi
miimkiin olabilmektedir. Buna benzer olarak
sintrofik bakterilerde, Syntrophomonas wolfei
tirtiniin krotonat1 indirgemesi (Wallrabenstein
ve Schink, 1994) gibi organizmalarin ara {iriin-
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leri indirgenmesi ve elektron transfer zinciri ile
ortaya ¢ikan enerjinin korunmasi séz konusu
olabilmektedir. Sitokromlarin Syntrophomonas
wolfei i¢inde bulunmasi bu mikroorganizmanin
bir elektron transfer zincirine sahip olabilecegini
de isaret etmektedir (Mclnerney ve Wofford,
1992).

Filogenetik gruplar igerisinde en ¢ok bulunan
ikinci tlrtin (biitin rRNA gen klonlarinin %
16.4°1) ise Chloroflexi grubuna ait, hidrokar-
bonlar1 ayristiran toplulukta bulunan klonlarla
ilgili oldugu bulunmustur. Ancak, Chloroflexi
grubuna ait bakterilerin, gradyanin hafif kis-
minda artarak toplulugun % 47’sini olusturdugu
saptanmustir. Degerlendirme yapilirken Chloroflexi
grubunun bir¢ok bilinmeyen tiir igerdigi ve tem-
sil edici tlirlerin azlhig1 goz Oniine alinmalidir.
Bu yiizden, veri bankasindan karsilastirilarak
belirlenen ve degerlendirilen organizmalar yan-
l1s sonuglara varilmasina neden olabilmektedir.

Gradyanin agir kisminda % 16.4’lik oranda
Taxeobacter sp., Reichenbachia agariperforan,
Rhodothermus marinus, ve Saprospira tiirleri-
nin bulundugu tespit edilmistir. Bu tiirler
Bacteroidetes filumuna ait olup sakkarolitik
Ozellige sahip bu tiirlerin sintrofik bir ortamda
bulunmasi siiphe olusturmaktadir.

Chlorobium filumuna ait olan klon, kagit fabri-
kas1 atiksular1 aritma tesisinden ekstrakte edilen
16S rRNA’sia diisiik bir oranda benzerlik gos-
termistir (<%93). Aym1 zamanda bu klonlarin,
petrol rafinerileri, diger yiizey alt1 yasam alanla-
r1 ve hidrokarbon ile kirlenmis alanlardan izole
edilmis Chlorobium sp tiirlerinin 16S rDNA di-
zinlerine olan benzerligi de oldukca diistiktiir
(Heising vd., 1999).

Agiz bolgesinden izole edilmis sakkarolitik ol-
mayan FEubacterium brachy (Cheeseman vd.,
1996), agir fraksiyonda tespit edilen diger bir
klondur. Bu tiire, ayn1 ¢camur iizerinde yiiriitiilen
asetat, propiyonat ve biitirat karisgmindan olu-
san ve 25°C ve 37°C’de inkiibasyonu yapilan
bir baska kiiltiir calismasinda da rastlanmustir
(Altinbas, 2007). Bu tiirler siilfat indirgeyen
mikrobiyal toplulukta homoasetojenik bakteri
gibi ¢alisarak aktivitelerini siirdiirebilmektedir.
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Homoasetojenik bakteriler; hidrojenin karbon-
dioksit ile reaksiyona girerek asetat olusturmasi
icin ortam hazirlama 6zelligine sahip olan gruptur.

Deniz dibinde biriken sedimentte ve kagit fabri-
kast ¢ikis suyu aritma tesisinde tespit edilen 7
klon sekansinin; Proteobacteria  olmayan
Chloroflexi, ve Bacteroidetes filumundan
Chlorobi, Acidobacteria, Actinobacteria, ve S1-
niflandirilmamis OP8 grubunda bulunan bakte-
rilere ait oldugu belirlenmistir. Tanimlanmis
tirlerle benzerligi diisikk olan Acidobacteria/
Holophaga grubu klonlar, hava numunesinden
ve derin yeralt1 suyu 0.2 mikrometre’lik por ¢a-
pma sahip filtreden gegen mikroorganizmalar-
dan izole edilmislerdir.

Gradyanin agir kismindan elde edilen klonlarin
izole edildikleri yasam alanlar1 ve klonlarin top-
luluk igerisindeki yiizdeleri Tablo 2’de veril-
mektedir.

Tablo 2. Gradyamn agir fraksiyonunda bulunan
tiirlerin yagam alanlarina bagh klon yiizde

dagilimlart (Altschul vd., 1997)

Oran
Yasam Alani

(%)
Derin yiizey alt1 akiferi 17.1
2-dikloropropan ayristiran havasiz reaktor 16.2
Ahir atigryla kirlenmis bolge 10.8
Yiizey alt1 toprak 6.3
Piring tarlalar1 6.3
Kagit fabrikasi, havasiz reaktor 4.5
Yag asitlerini ayrigtiran havasiz reaktéor 3.6
Asetat indirgeyen metanojik topluluk 3.6
Asidik sedimentler 2.7
2,3,4,5-klorobifenil ayristiran sediment 2.7
Havasiz domuz lagiinleri 2.7
Proteini ayristiran havasiz reaktor 2.7
Metan hidrat ile iligkili deniz dibi 2.7
sedimenti
Hidrotermal menfez 1.8
Amonyak oksidasyonu gozlenen anoksik 1.8

deniz sedimenti

Izole edilen filototipler icerisinde varligi sadece
birer kez belirlenen klon tiirleri ise, hidrokarbon
ve klorirlii ¢ozelti ile kirlenmis akifer, pilot 6l-
cekli perklorat indirgeyici biyoreaktor, 4-
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metilbenzoat1 ayristiran metanojenik topluluk,
trikloroetanla kirlenmis derin akifer, dolgu alani
stizlintiileriyle kirlenmis akifer, peyniralt1 atik-
sulariin psikofilik sicaklikta havasiz biyoreak-
torde aritan camur, amonyak nisastasi iiretim
atiksularini aritan graniiler camur, soda golii,
hava numuneleri ve derin yeralt1 sularinda yasa-
yan mikroorganizmalardir. Ozetle, biitiin klonlar
farkl1 ¢ogunlukla havasiz yasam ortamlarindan
elde edilmistir.

Siilfat indirgeyici bakteriler; basta delta-
Proteobacteria olmak lizere, birgok taxonomic
gruptan  olugsmakla beraber baz1 {iyeler

Nitrospira tiriine aittir. Ancak, bu filum i¢inde
bulunan klonlar hafif fraksiyonda gozlendigi
icin bu tiirlerin sintrofik biitirat giderilmesinde
gorev almadigi sOylenebilir.

Arke niikleik asitlerin sekans analizleri
Arkeler Euryarchaeota filumu iginde yer alan 3
farkl tiir ile temsil edilmistir. Bu 3 arke tiiri;
Methanobacterium  formicicum (Bryant ve
Boone, 1987), Methanobacterium beijingense,
ve Methanosaeta concilii olarak tanimlanmak-
tadir. Bu tiirler hidrojen ya da format kullanan
metanojenler (M. Beijingense ve M. formicicum)
ve asetat kullanan metanojenler (M. Concilii)
olmak iizere 2 fonksiyonel gruba ayrilmaktadir.
Hidrojen kullanan metanojenler % 62.5 oranin-
da iken, asetat kullanan metanojenler tiim klon-
larin geri kalan kismin1 olusturmaktadir.

Sonuglar

Kagit fabrikas1 atiksu aritma tesisine ait tam 6l-
cekli HCY reaktdriinde, sintrofik biitirat gideren
ortamda bulunan bakteri ve arke topluluklarinin
kompozisyonu; Sii yogunluk gradyanin-dan ay-
rilan agir ve hafif fraksiyonlarindan 16S rRNA
sekans analizi yapilarak tespit edilmistir.
Sintrofik biitirat gideren bu aktif tiirler, 9 farkli
filum igerisinde yer almaktadir. Bu daha once,
sintrofik metabolik aktiviteye sahip bakterilerle
yapilan filogenetik ve fiziksel 6zellik ¢alismala-
rindan elde edilen sonuglara gore daha fazla ge-
sitlilik oldugunu gostermektedir.

Farkli besin grubuna ait mikroorganizmalarin
mevcut oldugu ortamda isaretlenmis substrati
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kullanan toplulugun yapisi tanimlanirken bunun
disindaki mikrooranizmalara da besin zinciri ile
bulasmasi SiI tekniginde problem teskil etmek-
tedir. Isaretlenmis substratin kullanilmasinin
ardindan, organizma isaretlenmis ara {riin iire-
tebilmekte ve bu ara {irlin diger besin gruplari
tarafindan kullanilabilmektedir. Bu 6zellik bir-
¢ok calismada SiI tekniginin dezavantaji olarak
ifade edilirken; bu caligmada teknigin Onemli
iistiin bir 6zelligi olarak kullanilmistir. Biitirati
ayrigtiran  bakterilerin  olusturdugu iirlinler
metanojenik arkeler tarafindan kullanilmaktadir.
Boyle bir besin zincirinin olmasi ile biitirat1 ay-
ristiran aktif bakteri ve arke tiirleri tanimlana-
bilmistir.

Mikrobiyal toplulugun yapisini ve fonksiyonunu
eslestiren SiI teknigi; farkli mikrobiyal toplu-
luklarin 6zelliklerini agiklamak amaciyla tek
basina ya da tamamlayici olarak kullanilabilen
giicli bir tekniktir. Bu yontem dogal ortamla-
rinda sintrofik biitirat ayristiran mikroorganiz-
malarla ilgili etkili bir bakis ag¢is1 saglamistir.
Bununla birlikte, aktif popiilasyonda yer alan
tiirlerin metabolik 6zelliklerini belirlemek ama-
ciyla yapilacak saf kiiltiir calismalarinda da kulla-
nilacak bilgiler bu teknik ile ortaya ¢ikarilmustir.
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