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OZET

DEMIR, BAKIR VE KROM DIRENCI GOSTEREN BAKTERILERIN
MOLEKULER YONTEMLER KULLANILARAK TANIMLANMASI VE
BIYOSORPSIYON KAPASITELERININ BELIRLENMESI

Akin, frem
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Ortak Danisman: Dog. Dr. Biilent ICGEN

Mayis 2014, 108 sayfa

Sucul ekosistemlerde agir metal kirliligi niifus artisi, kentlesme ve sanayilesmenin
gelismesi gibi nedenlerden 6tiirii evrensel bir sorun halini almaktadir. Atik sulardan
agir metalin giderimi ile ilgili etkili biyolojik adsorbant ya da sorbant kullanilmasi
hem verimli hem de ekonomik bir ¢6ziim olusturmaktadir. Bu ¢alismanmn amaci daha
once laboratuvarimizda yapilan ¢aligmalar sonucu atik sularda bulunan demir, bakir
ve krom gibi metallerin uzaklastirilmasinda potansiyel olusturabilecek suslarin
molekiiler metodlar kullanilarak tanimlanmasi ve biyosorpsiyon yeteneklerinin
belirlenmesidir. Demir, bakir ve krom direnci gosteren suslar yag asidi (FAME)
analizi ve 16S rRNA sekans analizi kullanilarak tanimlanmistir. Tanimlanan
bakteriler daha sonraki asamada ise biyosorpsiyon Kkapasiteleri bakimindan

degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Demir, bakir, krom, 16S rRNA, FAME, biyosorpsiyon, FTIR,

zeta potansiyel.



ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOSORPTION ABILITIES OF IRON, COPPER AND
CHROMIUM RESISTANT ISOLATES IDENTIFIED BY MOLECULAR
METHODS

AKIN, Irem
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Co-supervisor: Assoc. Prof. Biilent I(CGEN

May 2014, 108 Pages

Heavy metal polluted aquatic systems, have become universal problem because of
urbanization, high population rate and industrialization. The use of efficient
biological adsorbants or biosorbants to remove heavy metals from wastewater is not
only efficient but also economical. The aim of this study was to identify the isolates
which were efficient in the biosorption of iron, copper and chromium metals. For this
reason river isolates of iron, copper and chromium resistant strains were first
identified through fatty acid methyl ester (FAME) and 16S rRNA sequence analyses.
After identification, the isolates were further investigated for their biosorption

abilities.

Keywords: Iron, copper, chromium, 16S rRNA, FAME, biosorption, FTIR, zeta

potential.
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1. GIRIS

Insan var olusundan itibaren cevreyi kendi istekleri dogrultusunda kullanmakta ve
degistirmektedir. Niifusun hizla artis1 ve sanayinin hizli gelisimi ¢evre sorunlarini
giindeme getirmis; nehirlere, gollere, denizlere aritilmadan akitilan bol miktardaki
evsel ve sanayi atiklart gevrenin asir1 kirlenmesine neden olmustur [1]. Cevre
sorunlar1 genis alan ve topluluklar1 etkilemesi nedeniyle oldukc¢a 6nemlidir. Cevre
kirliligini arttiran ve ekolojik dengenin bozulmasinda dnemli rol oynayan endiistri
kuruluslarmin basinda, atik sularinda agir metal iceren kuruluslar gelmektedir.
Canlilarin yasamimi zorlastiracak, ekosistemin dengesini bozacak ve kullanim
amacina uygun olmayan sulara kirlenmis veya kirletilmis su denilir. Etkili bir aritim
yapilmast durumunda bu tiir atiklarin go6l, nehir, deniz ve okyanus gibi alici
ortamlara desarj edilmesi, suda yasayan ve bu suyu kullanan canli sistemler ve
cevresi i¢in olduk¢a toksik olmaktadir. Bu atik sularin i¢inde bazen eser miktarda
bazen de yliksek derisimlerde agir metaller bulunmaktadir. Agir metaller, besin
zinciriyle girdikleri organizmadan atilamadiklar1 igin birikime neden olurlar ve

biinyede belirli sinir derisimlerinin asilmasi halinde toksik etki yaparlar [2].

Kirlilik; besin zincirine katilan ve ¢evresel degisikliklere duyarl birgok organizmay1
olumsuz yonde etkilemektedir [3]. Su kirliligini tetikleyici bir¢ok unsur vardir.
Bunlar ¢esitlerine ve bu c¢esitlilige sebep olan kaynaklarma gore bir¢cok gruba
ayrilmakla beraber en 6nemli grubu kimyasal kaynakli kirlenme olusturmaktadir. iz
metalle es anlamli olarak kullanilan agir metal terimi esansiyel olan ve olmayan iz
metalleri kapsar. Yani, kimyasal olarak; elektron verip (+) degerlikli iyon olabilen,
asitlerde bulunan H iyonlariyla yer degistirebilen, ametallerle bilesik olusturabilen
fakat kendi aralarinda olusturamayan, oksitleri bazik olan, fiziksel olarak ise; civa
hari¢ normal sartlarda kati olan, 1s1 ve elektrigi iyi ileten, levha ve tel haline gelebilen
ve metalik bir renk ve parlakliga sahip olan biitiin maddeler agwr metal olarak
tanimlanmaktadir. Bunlarin tamami, yiiksek konsantrasyonda canli organizmalar igin

potansiyel birer tehlikedir [4].



Bagslica kaynagim fosil yakitlarin kullanimi, madencilik, agir sanayi kuruluslar1 ve
tarimda kullanilan fertilizerler ve kimyasal ilaglarin olusturdugu toksik metaller,
biyolojik  olarak  ortadan  Kkaldirilamamasi  ve  canli  organizmalarda
birikebilmelerinden dolay1 insanlarinda dahil oldugu birgok canli igin 6nemli bir risk
olusturmaktadir [5]. Agir metallerin birgogu insan ve c¢evre sagligi agisindan
tehlikelidir ve biyolojik agidan pargalanamayip birikme egiliminde oldugundan
bir¢ok hastaligin da nedenidir. Agir metal kirliligi igeren sular1 uzaklastirmak icin
yaygm kullanilan metodlar; kimyasal ¢oktiirme, solvent ekstrasyonu, vakum
buharlastirma, membran teknolojileri, adsorpsiyon, iyon degisimi vb. gibi
siralanabilir. Adsorpsiyon teknikleri, biyolojik olarak pargalanamayan kirleticilerin
(boyalar, agir metaller, pestisitler, vb.) uzaklastirilmasi i¢in etkili ve cazip bir yontem

olmakla beraber, dogal adsorbentlerin kullanimiyla da oldukg¢a popiilerdir [6].

Yiiksek konsantrasyonda agir metal igeren endiistriyel atik sularin aritiminda
notralizasyon ve kimyasal ¢okeltim, adsorpsiyon, sorpsiyon, iyon degistirme, ters
osmoz, buharlagtrma ve  membran  yoOntemleri  uygulanabilmektedir.
Mikroorganizmalarin biosorban olarak agir metal gideriminde kullanimi yiiksek
performans ve diisiik sorban maliyetleri nedeniyle cazip alternatif olarak

goriilmektedir [7].

1.1. Literatiir Ozetleri

1.1.1. Cevre Kirliligi

Cevre, en genel anlamiyla, bir canlinin yasam ortami olarak tanimlanmaktadir.
Ekolojik anlamda, bireyle iliskili canli-cansiz her seyi kapsayan bir terimdir [8]. Bu
tanim dogal ve yapay cevreyi icermektedir. Cevre sorunlari, yasamla ilgili
gereksinimlerin karsilanmasini gii¢lestiren veya olanaksizlastiran engellere iliskin

sorunlardir. Bu engellere ¢evre kirliligi denilmektedir [9].



Cevre kirliligi; su, hava, toprak ve ses kirliligi olmak {izere dort baslik altinda ele
alinabilir. Bu dort temel unsurdan sadece su kirliligine sebebiyet veren agir

metallerin mikroorganizmalar tizerine etkisi tizerinde arastirma yapilmistir [10].

1.1.2. Su Kirliligi

Su kirliligi; kullanilacak bir su kaynagimin, dogal yapismin herhangi bir olumsuz
fiziksel veya kimyasal etmene bagli olarak bozulmasidir. Kirlilik; besin zincirine
katilan ve c¢evresel degisikliklere duyarli bir¢ok organizmayr olumsuz yonde
etkilemektedir. Su kirliliginin boyutlar1 sadece fizikokimyasal 6zelliklere bakilarak
degil ayn1 zamanda su i¢inde yasayan organizmalarin incelenmesi ile belirlenebilir.
Bu organizmalarin en 6nemlileri olan alglerden; su kirliliginin belirlenmesinde, tipta,
biyoteknolojide, kozmetik, besin ve giibre sanayilerinde ve tek hiicre proteininin elde

edilmesinde yararlanilmaktadir [3].

1.1.3. Agir Metallerin Fonksiyonlar: ve Toksik Etkileri

Agir metaller atomik yogunlugu 5 gr/cmg’ten fazla olan metaller olarak tanimlanirlar.
Metaller, canlilarin metabolik siireclerinde 6nemli rol oynarlar [11]. Metaller bilinen
elementlerin % 75’ini olustururlar ve biyosferde her yerde bulunabilirler. Sanayi,
altyap1 ve giinlik yasam icinde oldukca 6nemli bir yer teskil ederler. Sanayi
Devrimi’nden bu yana metallerin karasal ve sucul ortamda birikimi ile ¢evrede
yeniden dagilimi, biyota ve insan sagligina karst olumsuz etkileri ile

iligkilendirilmistir [12].

Metaller bosaltim ortamlarindaki canli yasamu {izerinde konsantrasyonlart ile orantili
olarak toksik etki yaparlar. Eser miktarlarda bile sakincali olabilen bu maddeler
arasinda en 6nemli grubu agir metalleri diye adlandirilan Sb, Ag, As, Be, Cd, Cr, Cu,
Pb, Mn, Hg, Ni, S, T, U, V, Zn gibi elementler olusturur [13,14]. Spesifik iz metaller
(Fe, Mn, Cu, Co, Zn, Mo, Se gibi) metalloenzimlerde tek bir katalitik fonksiyonu



yiiriiten spesifik bir protein ile birlesirler ve bir¢ok enzim sisteminde kofaktor olarak
gorev yaparlar [15,16]. Bu ifade edilen metallerin bazilar1 eser miktarlarda canlilarin

normal fizyolojik fonksiyonlar1 i¢in gereklidir [17].

Agir metaller kayaclarin ve dolayisiyla topraklarin dogal bilesenleridir ve topraklar
bilesimlerine bagli olarak farkli oranlarda ve formlarda agir metal igerirler. Cizelge
1.1°de yerkabugunda en bol bulunan 12 element ile daha az bulunan bazi elementler
gosterilmistir. En bol bulunan bu 12 elementin toplam kiitlesi, yerkabugu kiitlesinin
% 99.4’1 kadaridir [18]. Agir metallerin bollugunun temeli, fizyolojik durumlarma
bagl olarak ¢oziiniirliik ve toksisitedir. Metallerin indirgenmesini 3 grupta inceleriz.
Agir metaller; onemli diisiik toksisiteli iz elementler, orta onemlilikteki toksik iz
elementler ve smirli faydasi olan toksik elementler olarak ii¢ gruba ayrilmasi
miimkiindiir. Agr metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine gore yasamsal
ve yasamsal olmayan olarak siniflandirilirlar. Yasamsal olarak tanimlananlarin
organizma yapisinda belirli bir konsantrasyonda bulunmalar1 gereklidir ve bu
metaller biyolojik reaksiyonlara katildiklarindan dolay1 diizenli olarak besinler
yoluyla almmalar1 zorunludur. Ornegin bakir hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan
hiicrelerinin ve bir¢ok oksidasyon ve rediiksiyon prosesinin vazge¢ilmez pargasidir
[14]. Buna karsin yasamsal olmayan agir metaller ¢ok diisiik konsantrasyonda dahi
biyolojik yapiy1 etkileyerek saglik problemlerine yol acabilmektedirler. Bu gruba en

1yi 6rnek kiikiirtlii enzimlere baglanan civadir [15].

Bir metalin toksisitesi, makromolekiil, metabolit ve hiicre organelleriyle birlikte
biyolojik sistemlerdeki dinamik yasam proseslerine zarar verme kapasitesine dayanir.
Ornegin; hekzavalent krom (Cr*®) trivalent kroma (Cr*®) gére daha toksiktir [16,17].
Krom ii¢ bilesikleri kullanilan isletmelerde c¢alisan insanlarda kanser vakalarma
rastlanmamustir, ayrica Cr*° ile yapilan testlerde deney hayvanlari iizerinde herhangi
bir negatif etki gdzlenmemistir. Kimyasal ve biyolojik olarak kararl 6zellik gosteren
Cr*® (oksidant degildir, tahrip edici degildir, hiicre zarma gegmez.) kanserojen bir
madde olarak diisiiniilmemektedir. Ancak Cr*® hiicre zarmndan kolaylikla gegerek
Cr®a indirgenir. Hekzavalent kromun biyolojik etkisi bu indirgenme

reaksiyonundan kaynaklamir. Cr*® hiicre igindeki 6gelere Cr* gibi baglanarak bu



Ogelerin fonksiyonlarina zarar verdigi ve bu rediiksiyonun toksik o6zellik tasidigi

varsayilmaktadir [18].

Bir agir metalin yasamsal olup olmadigi dikkate alinan organizmaya da baghdir.
Ornegin, nikel bitkiler acisindan toksik etki gosterirken, hayvanlarda iz elementi
olarak bulunmasi gerekir. Bazi sistemlerde agir metallerin etki mekanizmas1 derisime
bagh olarak degisir. Ornegin, krom basta insan biinyesinde olmak iizere, canli
organizmalardaki davranisi oksidasyon kademesine, oksidasyon kademesindeki
kimyasal Ozelliklerine ve bulundugu ortamdaki fiziksel yapisina baghdir. Bu tiir
organizmalarda metallerin derisimi dikkate alinmalidir. Ornegin, metaller
mikroorganizmalarin yasamlarinda 6nemli roller alirlar. Kalsiyum, kobalt, krom,
bakir, demir, potasyum, magnezyum, sodyum, nikel ve cinko gibi bazi metaller
ihtiya¢ duyulan besinler oldugundan gereklidirler. Bunlarin disinda kalanlarin
(glimiis, aliminyum, kadmiyum, kursun ve civa) herhangi bir biyolojik fonksiyonlar1
yoktur. Hiicre i¢in en dnemli olan metaller, enzimlerin yapisina katilarak onemli
biyokimyasal reaksiyonlarin katalizlenmesinde rol alirlar. Bazilar1 proteinlerin
yapisina katilir, bazilar1 da bakteri duvarinda yer alarak ozmotik balansin

korunmasinda gorev yapar [19,20].

Demir, bakir ve nikel gibi metaller redoks prosesinde gorev yaparlar. Bunun disinda
magnezyum ve c¢inko gibi ¢esitli enzimleri ve DNA’y1 stabilize eder. Demir,
magnezyum, nikel ve kobalt ¢ok cesitli fonksiyonlar1i olan kompleks molekiillere
katilirlar. Sodyum ve potasyum, intraseliiler ozmotik basincin diizenlenmesi i¢in
gereklidir. Metaller yiiksek derisimlerde olduklarinda mikroorganizmalar ve diger
organizmalar i¢in toksiktir. Toksisite gerekli metallerin kendi dogal baglanma

yerlerinin degistirilmesi sonucu gergeklesmektedir [19].



1.1.3.1. Demir

1.1.3.1.1. Demirin Genel Ozellikleri ve Kullamim Alanlar

Demir, modern endiistrinin temel hammaddesi olup, yerkabugunun % 5.1’ini teskil
ederek, oksijen, silisyum ve alliminyumdan sonra en ¢ok bulunan doérdiincii element
durumundadir. Ancak, ¢cok degisik bilesikler halinde mevcut olan demirin ekonomik
olarak baslica manyetit ve hematit, daha az oranda da limonit ve siderit
cevherlerinden tiretimi miimkiin olabilmektedir [21]. Metaller arasinda en ¢ok
kullanilan demir ve celik giinliik yasantimizin her alaninda karsimiza ¢ikmaktadir.
Gilinlimiizde sanayinin temel hammaddesini olusturmakta ve Tllkelerin
ekonomilerinde dnemli roller oynamaktadir. Diinyada demir cevheri rezervlerinin
167 milyar ton olarak bilinmektedir. Demir cevherleri dogada Manyetit (Fe3O,),
Hematit (Fe,O3), Limonit (2Fe;03.2H,0), Gotit (Fe,03.H,0), Siderit (FeCO3) ve
Pirit (FeS,) mineralleri seklinde bulunmaktadir [22].

1.1.3.1.2. Demirin Fizyolojik ve Toksik Etkileri

Demir eser elementi, canli fonksiyonlar1 igin gerekli bir eser element olup insan
viicudunda toplam 4 g kadar bulunmakta ve eksikliginde ciddi sorunlarla
karsilagilabilmektedir [23]. Bu sebeplerden dolay1 toprak, bitki ve gida 6rneklerinde
agir metallerin tayini ve konsantrasyonlarinin izlenmesi biiyilk 6nem tasimaktadir.
Canli organizmalarin bir¢ok biyokimyasal olayinda demir olduk¢a Onemlidir.
Solunum ve hiicre boliinmesi gibi ¢ok 6nemli hiicresel olaylarda proteinlerin bir
bileseni olarak, terleme ve fotosentez gibi 6nemli biyolojik olaylarin indirgeme

asamalarinda ve klorofil biyosentezinde gorev alir [24].

Insanin beslenmesi igin gerekli olan demir, viicutta; hemoglobinin ve ¢esitli
enzimlerin yapisinda yer almaktadir. Hemoglobinin yapisinda yer alan demir
atomlari, oksijenin viicut dokularma ve kaslara tasmmasinda rol oynamaktadir. Fe*

iyonlar1 hiicre iginde proteinlere bagli bulunmakta ve bdylece bir¢ok bilesenin



parcalanma reaksiyonlarinda ve ¢esitli oksidasyonlarda gorev almaktadir. Agir1t demir
alimi viicut dokularmin zarar gérmesine 6zellikle karacigerde yapisal bozukluklara
sebep olmaktadir. Diger yandan viicutta agir1 demir birikmesi hemochromatosis ve
hemosiderosise yol agarak siroz hastaligina ve pankreatik diyabete neden olmakta;

kanser ve kalp hastalig1 riskini arttirmaktadir [25].

1.1.3.2. Bakir

1.1.3.2.1. Bakirin Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Atmosfer kosullarinda metalik gri tonunda bulunmayan 2 metalden biri olan bakir,
M.O. 5000 yilindan beri tanmmaktadir ve admi ilk bulundugu yer olan Kibris’mn
Latincesinden (aes cyprium, Kibris cevheri, Cyprium ve daha sonra Cuprum) almistir
[26,27]. Endiistride bakirm o©nemli rol oynamasinin ve ¢esitli alanlarda
kullanilmasinin nedeni ¢ok farkli 6zelliklere sahip olmasidir. Bakirin en 6nemli
Ozelliklerinin arasinda yiiksek elektrik ve 1s1 iletkenligi, asinmaya ve korozyon
direnci, cekilebilme ve doviilebilme ozellikleri sayilabilir. Ayrica alagimlar1 ¢ok
cesitli olup endiistride (otomotiv, basingli sistemler, borular, vanalar, elektrik

santralleri ve elektrik, elektronik vb.) degisik amacgl kullanilmaktadir [27,28].

Bakir genel kimyasal 6zelliklerinden dolayr dogaya yaymimi agisindan “Atmofil”
(hava sever) grupta yer almasina ragmen, havada bulunan bakir konsantrasyonu
iiretim yapan sanayi birimine uzakligina baghdir. Bakir “Lithofil” (kaya sever)
elementler gibi suda ¢oziinerek genis bir alana dagilabilir. Bu nedenle de gevresel
acidan iki grubun arasinda degerlendirilir. Atmosfere yayilan bakirm ancak % 1’1
biyolojik kullanilabilir iyon halinde kalirken diger kisim sedimente olarak ¢okelir
[29]. Tarimsal kesimlerde havadaki ortalama bakir konsantrasyonu 5 to 50 ng/m®
iken endiistriyel kirletilmemis bolgelerdeki deniz suyundaki bakir konsantrasyonu
0.15 pg/L ve tath suda ise 1-20 pg/L’dir. Dogal sularin pH degerine bagl olarak
¢oziinilirlik sinirindaki azalma sonucu sularm dibinde ¢okelir ve dogal yeralt1 tath

sularin c¢okeleklerinde yaklasik 16-5000 mg/kg (kuru agirlik) arasinda ve deniz



dibinde ortalama 2-740 mg/kg (kuru agirlik) bakir bulunur. Kirletilmemis toprakta
bakir konsantrasyonu ortalama 30 mg/kg (sinir degeri 2-250 mg/kg) seviyelerindedir
[27].

1.1.3.2.2. Bakirin Fizyolojik ve Toksik Etkileri

Bakirin bitkiler ve canlilar {izerindeki etkisi, kimyasal formuna ve canlinin
biliytikligline gore degisir. Kiiciik ve basit yapili canlilar i¢in zehir 6zelligi
gosterirken biiyiik canlilar i¢in temel yap1 bilesenidir. Bu nedenle bakir ve bilesikleri
fungusit, biyosit, antibakteriyel madde ve bocek zehri olarak tarim zararlhilarina ve
yumusakcalara karsi yaygin olarak kullanilir [30]. Ornegin % 1-20 CuSO, iceren
kire¢ sitii karisimi “Bordo-Karigimi” olarak bilinir ve iiziim tariminda fungusit
olarak kullanilir. Hastanelerde kap1 kollar1 ve elle sik¢a temas edilen bdlgeler bakir
alagsimlarindan 1imal edilen malzemelerden yapilir ve malzemenin antiseptik
Ozelliginden yararlanilarak mikroplarin yayilmasi engellenir. Bakir dogada pek c¢ok
sebzede ve meyvede bulunur. Ornegin elmada ortalama 0.1-2.3 mg/kg bakir
mevcutken, kuru erikte bu deger 3.7-5.0 mg/kg’ a ¢ikar, ay ¢ekirdeginde ise 14.3-19
mg/kg bakir bulunur. Anne siitii ortalama 200-400 pg/L bakir igerir ve bebek agirligi
basina 50 pg bakir alir. Bakir eksikligine bagli olarak hayvanlarda ve insanlarda
biliylimede gecikme, solunum sisteminde enfeksiyonlar, kemik erimesi, anemi, sa¢ ve
deride renk kayb1 gibi rahatsizliklar kendini gosterirken, bakir bilezikler eklemlerin

kire¢clenmesine ve romatizmaya kars1 kullanilir [27-31].

Bakir viicut fonksiyonlar1 agisindan dnemli olmakla beraber 6zellikle sag, deri esnek
kisimlari, kemik ve bazi i¢ organlarin temel bilesenidir. Erigkin insanlarda ortama
50-120 mg bulunan bakir, amino asitler, yag asitleri ve vitaminlerin normal
kosullarda metabolizmadaki reaksiyonlarinin vazgecilmez 6gesidir. Bir¢ok enzim ve
proteinin yapisinda bulunan bakir, demirin fonksiyonlarmni yerine getirmesinde
aktivator gorevi Ustlenir. Bakir eksikliginde hayvanlarda anormallikler, kansizlik,

kemik hatalar1 ve sinir sisteminde bozukluklar tespit edilmistir [30].



Bakir elementi kollojen sentezini iceren insan viicudunda 30 enzimden daha fazla
bilesenin aktivasyonunda gerekli elementlerdendir. Diger yandan yiiksek
konsantrasyonda insan sagligma kansizlik ve Kkaraciger tahribiyeti, sindirim
rahatsizlig1 ve bagirsak tahrisine sebep olacak sekilde yan etkiye sebep olur. Bakir,
demir elementine benzer sekilde yaglarin perokside olmasi ve ileri derecede

oksidasyonuna sebep oldugu rapor edilmistir [25].

1.1.3.3. Krom

1.1.3.3.1. Kromun Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Ik kez 1789°da Fransiz L. N. Vauquel’in tarafindan iiretilmis ve ¢ok renkliliginden
dolay1r Yunanca renkler anlamina gelen krom olarak adlandirilmistir. Gliniimiizde
Ozellikle alagim elementi olarak kullanilmaktadir [32]. Krom paslanmaz celigin ana
hammaddesidir. Paslanmaz c¢elik ve 06zel alasim celikleri Ozellikle havacilik
endiistrisi, otomotiv, petrokimya, insaat sektorii, mutfak esyalari vb. ¢evremizde

gordiigiimiiz hemen hemen her alanda kullanilmaktadir [33].

Krom igeren minerallerin endiistriyel oksidasyonu ve fosil yakitlarin, aga¢ ve kagit
uriinlerin  yanmasi neticesinde dogada alti degerlikli (hekzavalent) krom
olugmaktadir. Okside krom havada ve saf suda nispeten kararli iken ekosistemdeki
organik yapilarda, toprakta ve suda {li¢ degerlige geri rediiklenir. Kromun kayalardan
ve topraktan suya, ekosisteme, havaya ve tekrar topraga olmak iizere dogal bir
doniisiimii vardir. Ancak yilda yaklasik olarak 6700 ton krom bu ¢evrimden ayrilarak
denize akar ve okyanus tabaninda c¢okelir. Krom, metal alasimlandirmada ve boyalar,

cimento, kagit, kaucuk ve diger malzemeler icin pigment olarak kullanilmaktadir

[32].



1.1.3.3.2. Kromun Fizyolojik ve Toksik Etkileri

Kromun bagta insan biinyesinde olmak tiizere canli organizmalardaki davranisi
oksidasyon kademesine, oksidasyon kademesindeki kimyasal 06zelliklerine ve
bulundugu ortamdaki fiziksel yapisina baglidir. Giinde ortalama krom alimi ortalama
30-200 pg’dir. Bu oranda aliman kromun toksikolojik bir etkisi yoktur ve yetiskin bir
insanda giinliikk krom ihtiyacin1 karsilar. Giinde 250 pg’ a kadar alinan kromun viicut
saglhigina zarar1 yoktur. Yaklasik olarak alinan Cr*®tin % 0.5-3’i viicut tarafindan
adsorbe edilirken Cr'®nin sindirim sistemindeki adsorbsiyonu Cr**’iin 3-5 kat
(yaklasik % 3-6 Cr*®) daha fazladir. Adsorbe olan krom genelde iire bilesigi olarak
atilir ve gilinliik atilan krom 0.5-1.5 pg olup bu da giinliikk alinan kroma yaklagik
olarak esittir. Cozeltideki krom deri tarafindan hemen adsorbe edilir ve kirmizi kan
hiicreleri vasitasiyla bobreklere gider ve disar1 atilir [26,34]. Giinliik alinan krom
miktar tiikketilen besin maddeleri ile ilintilidir. Et, hububat, bakliyat ve baharatlar en
iyi krom kaynagidir. Siit trlinleri, pek ¢ok sebze ve meyve ise az miktarda krom
ihtiva eder. Insan viicudundaki krom eksikligi, seker hastalig1 olarak kendini gdsterir
[31]. Krom eksikligi, kursunun toksikligini arttirirken, biyolojik sistemlerdeki asiri
Cr*® farkli tipte kanser olusumuna sebep olmaktadir. Kromat bilenen en genel alerjen
maddedir. Ancak krom kaynakli cilt kanserine rastlanmamustir. Pek ¢ok arastirma
sonucunda, solunum ve deri temas1 sonuncunda kroma maruz kalan kisilerin saglik
sorunu ile karsilastiklar1 tespit edilmesine ragmen kesin smir degerleri
belirlenmemistir. Cr*® nin hava yoluyla viicuda alinmasi ile burun akmalari, burun
kanamalari, kaginma ve iist solunum yollarinda delinmelerin yani sira kroma karsi
alerji gdsteren insanlarda da astim krizleri goriilmektedir. Cr™*’nin hava ile alinmasi
solunum yollarma Cr*® kadar negatif etki yapmamaktadir. Yetigkin bir insan icin

agizdan alinan ldiiriicii doz 50-70 mg Cr"/kg’dir [26].

Hekzavalent krom (Cr*®) trivalent kroma (Cr*®) gére daha toksiktir [32,31]. Krom iig
bilesikleri  kullanilan isletmelerde ¢alisan insanlarda kanser vakalarma
rastlanmamustir, ayrica Cr* ile yapilan testlerde deney hayvanlari iizerinde herhangi
bir negatif etki gdzlenmemistir. Ancak Cr*® hiicre zarindan kolaylikla gecerek Cr**’a

indirgenir. Hekzavalent kromun biyolojik etkisi bu indirgenme reaksiyonundan
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kaynaklanir. Cr*® hiicre igindeki o8elere Cr'® gibi baglanarak bu 6gelerin
fonksiyonlarmma zarar verdigi ve bu rediiksiyonun toksik oOzellik tasidigi
varsayilmaktadir [26]. Yiiksek dozda Cr*® bilesiklerinin alimina bagl olarak siddetli
ve siklikla 6liimle sonuglanan patolojik degisimler ortaya ¢ikar. Giinliik doz sinirlar1
icinde alman Cr*® bilesiklerinin insanlara veya hayvanlara zararlar1 goriilmemistir.
Alt1 degerlikli krom bilesikleri deri, sindirim sistemi ve akcigerler igin temas ettikleri
durumlarda tahris edici ve korozif oOzellik gosterirler. Hekzavalent krom
bilesiklerinden en yaygm olani kromik asittir (CrO3z). Kromik asit banyolarmin,
laboratuvar cam malzemelerinin 1slatilmasinda ve temizlenmesinde kullanilmaktadir
ve ortak laboratuvar kosullarinda bu uygulama hayati risk olusturmaktadir.
Laboratuvar denemelerinde Cr**’tin kanserojen ozelligi tespit edilmistir ve
kanserojen etki Ozellikle brons sisteminde etkindir. Kromatlama yapan ve krom
iretiminde calisan is¢iler lizerinde yapilan arastirmalarda, cevherden dikromatlarin
(Cr,07?) iiretilmesinde ve izolasyonunda calisan iscilerde bronsit kanserinin arttigi
tespit edilmistir. Kanser olusum mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle beraber
Cr'®nin cift-iplikli deoksiribontikleik asit (DNA) ile baglandig1 kabul edilmektedir.
Dolayisiyla, Cr* gen kopyalanmasini, onarmmin1  ve  duplikasyonunu
degistirmektedir. Diisiik seviyelerde kroma maruz kalindiginda, deride iritasyon ve
iilser meydana gelir. Uzun siireli maruz kalindiginda bobreklerde ve karacigerde
hasara yol agabildigi gibi kan dolasim sistemini ve sinir dokularini tahrip edebilir.
Krom daha ¢ok sulu ortamlarda birikerek ¢ogalir. Dolayisiyla yiiksek seviyelerde
kroma maruz kalmis balik yemek oldukga tehlikelidir [26].

1.1.4. Bakterilerde Metal Direnclilik Mekanizmalari

1.1.4.1. Gegirgenlik Bariyeri ile Metallerin Hiicre Disinda Tutulmasi

Hiicre duvarinda ya da hiicre zarmda metale karst bir gecirgenlik bariyeri
olusturularak metaller hiicre disinda tutulur. Boylece metale hassas hiicresel

komponentler korunmus olur. Buna en giizel 6rnek Escherihia coli’deki Cu*?

direngliligidir. E. coli’de bir membran kanal proteini olan porin proteinlerinin iiretimi
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degistirilerek Cu*#nin hiicreye girisi engellenir [35]. Bu tek bir gen mutasyonu
sonucu membranin metal iyonlarma karst permeabilitesinin azaltilmasi ile
gerceklesmektedir [36]. Diger bir 6rnek, dis membran veya zarf tarafindan spesifik
olmayan metallerin baglanmasidir. Bu oOrnekler baglayict yerlerin doygunlugu
nedeniyle kisithh metal koruma saglamaktadir. Tamamen ispatlanamasa da bakir
direngliliginin bazi bigimlerinin periplazmik baglayicilik 6zelligi iizerine kurulu
olduguna inanilmaktadir [37]. Diger taraftan mikroorganizmalarin dig yiizeyini
kusatan ekstraseliiler polisakkarit tabakasi da metal iyonlarin1 absorblayarak hiicre
icine girigini engellemektedir [38]. Bu ekzopolisakkarit tabakasinin metal iyonlarini
baglayict gruplar1 vardir. Bu 6zellik Klebsiella aerogones, Pseudomonas putida,
Arthrobacter viscosus gibi bakterilerde gosterilmistir. Diger bazi bakterilerdeki Cd*?
direncliligi de boyledir. Ekzopolisakkaritten olusan bir koruyucu tabaka Cd*?
cozeltilerinde K. aerogenes tiirlerinin hassasiyetini diizenlemektedir. Ekstraseliiler
koruyucu tabakasi olmayan tiirlerde de Cd*? birikimi ispatlanmustir [39]. K.
aerogones’in  ekstraseliiler kapsiilii  kapsiilstiz formlara benzedigi zaman
kadmiyumun 1 nM’nin girisini engelleyebilmektedir. P. putida et suyuna eklenen 2.5
mg/L derisimindeki Cd**nin tamamin1 baglayabilmekte oldugu [38], A. viscous’un
tiirleri et suyuna 100 mg/L katildig1 zaman Cd**un 30 mg/g’mi biriktirebildigi rapor
edilmistir. Her iki durumda baglayici 6zellik pH’ya bagimlidir ve optimum pH 4-9
arasindadir. Ekzopolisakkarit tabaka tek basma Cd*? baglayiciliginda, ekstraseliiler
tabakas1 saglam bir mikroorganizma gibi verimli degildir. Bu koruyucu tabaka,
duyarl hiicresel bilesenler i¢in metal iyonlarii tutarak alimi 6nledigi goriilmektedir.
Pseudomonas sp.’de bulunan bir operonda kodlanmis olan dort genin Cu**nin
periplazmik baglayic1 6zelliginin kodlar1 oldugu bulunmustur. Bunlar; copA, copB,
copC, copD’dir. Cu*? direngliligi; copA, copB ile copC, copD’nin 6zelliklerinin
toplaminin eklenmesi sartiyla saglanmaktadir. copA ve copC proteinleri i¢ ve dis
membranlar arasinda ve copB ise dis membranda bulunmaktadir. Bu proteinlerin
lokalizasyonu, periplazmik baglayict veya ekstraselliiler alikoyma her ikisinden
dolay1 diren¢ hipotezini destekler goriinmektedir. Staphylococcus aureus’un bazi
tiirlerinde, peniklinazin kodlarint bulunduran plazmidler, hiicre membran1 degisimi
aracihg1 ile Cd*? gecirgenligini engellemede diger metaller kadar iyi direng

olusturmada ara¢ olabilmektedir. Bu durum metal iyonlarmin girisini engellemek
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igin zardaki uyumsal degisimler olarak goriilmektedir. Bu Cd*#’nin 0.01-0.1 nM

seviyelerinde genelde diistik diizeyde direng olarak goriiliir [40].

1.1.4.2. Metallerin Hiicre Disina Dogru Aktif Transportu

Aktif transport ya da akig sistemleri metal direnglilik sistemleri arasinda en yaygin
olan mekanizmalardir. Mikroorganizmalar toksik metalleri sitoplazmalarindan
uzaklastirmak i¢in aktif transport mekanizmasini kullanirlar. Bu mekanizma,
kromozomal ya da plazmid kodlu olabilir. Hiicre icin gerekli olmayan metaller
hiicreye normal besin transport sistemleri ile alinir, ancak hemen disariya atilir. Bu
pompalama sistemleri ATPaz’a bagimli yada ATPaz’dan bagimsiz sistemler olabilir
[41]. Bakterilerdeki arsenat, kadmiyum, bakir direnclilikleri ¢ogunlukla bu tip
direnclilik mekanizmalar1 ile gerceklesir. Ornegin arsenat direngliligi icin ars
operonu aracilig1 ile E. coli (Sekil 1.1) ve S. aerous’ta; Cd** diren¢ kodu cad operonu
araciligi ile S. aureus, Bacillus sp., ve Listeria sp’de, veya Alcaligenes eutrophas’ta
eze operonu bulunmustur. Pb*? direnci zntA araciligi ile E. coli’de ve cadA ise
S.aureus’ta bulunmustur. Bu tip direnglilikte kromozomal plazmid ya da transpozon

kodlu bazi genler rol oynamaktadir [36].

Fosfat .4;. 0*0 Arsenat

PP PP LI PP PP P s TR IR = > > o XXX >+ > > e

Dis membran

Periplazmik
boshik

Ic membran

Sitoplazma

Sekil 1.1. E. coli’de arsenik’in hiicre digina aktif taginimi [42]
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Bakir mikroorganizmalarin ¢ogu igin gerekli bir besindir, bununla birlikte, (Cu*?)
serbest iyonik formu yiiksek konsantrasyonlarda toksiktir. Bu ¢ift etkinin 1s181nda,
bakteriler orta seviyelerdeki hiicre i¢ci konsantrasyonlarda yasayabilme
yetenegindedirler. Pseudomonas syringae' debakirm tutulmasi da dahil diger
mekanizmalar tanimlanmasina ragmen bakir direnclilik mekanizmalarinin en iyi
calisilani hiicreden bakirin pompalanmasi sistemine dayanmaktadir. (Ornegin; E. coli
ve Enterococcus hirea) [42]. Bakir direngliliginin bagka bir potansiyel mekanizmasi,

kapsiilasyon aracilig ile hiicreden ¢ikarma yoluyla olmaktadir [43].

1.1.4.3. Metallerin Hiicre i¢ine Alinmasi

Hiicre i¢i alikonma, metallerin birikiminde sitoplazma i¢indeki gerekli olan hiicresel
bilesimlerin etkilenmesini engellemektedir. Bu mekanizma ile genellikle Cd*?, Cu*?
ve Zn*? metalleri alikonmaktadir (Sekil 1.2). Bu tip metal direngliligine 2 6rnek
bulunmaktadir.

a) Synechococcus cinsinde metallothionein tiretimi,

b) Pseudomonas cinsinde sistein bakimindan zengin proteinlerin tiretimi [44].

F,IHF 1

I CusA I CnrA/

Sekil:1.2. Bakterilerde ¢inko direngliliginin mekanizmasi [45]
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Synechococcus denizlerde yasayan bir Cyanobacteria’dir. Bu mikroorganizmada
smtA ve smtB olmak {izere iki gen bulunmaktadir (Sekil 1.3). Bunlardan SmtA, Cd*?
ve Zn*? *ye baglanan bir metallothioneini kodlamaktadir. Bu gen yiiksek diizeydeki
Cd*, Zn*? ve Cu* konsantrasyonlarinda indiiklenmektedir. smtB geni de smtA
geninin repressori olan SmtB proteinin iiretilmesinden sorumludur. Bu repressor

protein metallothionein tiretimini transkripsiyon asamasinda durdurmaktadir [46].

Cinko Bagh
smiA

smiB

Ara cisimeigi

Sekil 1.3. Synechococcus’ta smtA ve smtB genleri ve Zn’yi baglamasi [46]

Prokaryotlarda metallothionein iiretimi sadece Syenochococcus tiirlerinde
goriilmektedir. Bu tip metallothionein okaryotlardaki  metallothioneinlerde
bulunanlardan daha az sistein kalmntilar1 icermektedir. SmtA’daki metalothionindeki
sistein kalintilari, ¢ok zehirli katyonlar i¢in bir azaltici olarak davranabilmektedir.
Son zamanlarda SmtB’nin yapisi belirlenmistir. SmtB proteini DNA’nin diger
baglayici proteinlerine benzer motifli doner sarmal yapili bir dimerdir. Yap1 analizi
proteinde dort Zn*? baglayic1 yer gostermektedir [47]. Metallerin hiicre iginde
alikonmasma iligkin diger bir 6rnek de P. putida’da goriilmektedir. Bu bakteri

metallothioneinlere benzeyen 3 farkli sistein bakimindan zengin protein
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uretmektedir. Mycobacterium scrofulaceum’da siyah bakir siilfat formunun

cokelmesinde alikoyma araciligi ile hiicre i¢i birikimi de ispatlanmistir [37].

1.1.4.4. Ekstraseliiler Ahkonma

Bu tip metal direncliliginin dnceleri sadece bakterilerde oldugu diisiiniilmiigse de,
daha sonralari, maya ve funguslarda da bulunmustur [48]. Saccharomyces
cerevisiae’deki Ni*? direngliliginin bu sekilde oldugu diisiiniilmektedir. S. cerevisiae
fazla miktarda glutatyon iireterek Ni*? absorbsiyonunu azaltabilmektedir. Glutatyon
agr metallere ¢ok yiiksek bir affinite ile baglanmaktadir. Yapilan arastirmalar
mayalarin metalce zengin besi ortamlarina ekstraseliiler glutatyon salgiladiklarini
gostermektedir. Toksik metaller glutatyon ile birleserek hiicre membranindan
gecememektedir. Benzer bir mekanizmada Cu*? direncli mantarlarda goriilmektedir
[49]. Bu funguslar metal-okzalat formunda okzalat bilesikleri salgilamaktadirlar.
Mayalar gibi diger organizmalar ve Citrobacter sp. tiirleri kalsiyum fosfatin
¢Ozlinmez bilesik formlarma direng gostermektedirler [56]. Maya formlar1 hidrojen
stilfid tretimi boyunca gesitli kompleksler kullanirken Citrobacter sp. fosfat
kullanmaktadir. K. aerogenes’in bir tiirii siilfiir ¢ikararak smirli miktardaki metali
iceri alirken, yakiinda dis ¢coktiirme araciligi ile Cd*? iyonlarmi etrafini ¢evreleyen

ortamdan kaldirma yetenegini gostermektedir [38,50].

1.1.4.5. Enzimatik Detoksifikasyonla Metallerin Daha Az Zararh Fonksiyonlara

Doniistiiriilmesi

Tanimlanmis olan bir¢ok bakteriyel agir metal direncliligi icinde, civa direngliligi en
iyi incelenmis olanidir. Civa genis bir yayilma alanina sahiptir ve diger agir metal
direngliliklerinden farklidir, civa direngli mikroorganizmalarm izole edildikleri yerler
ile memelilerin florasi hemen hemen aynidir [51]. Civa direnglilik mekanizmasi i¢in
yapilan ¢alismalarin cogu reaktif iyonik Hg*? formundan elementel ve daha az reaktif

Hg® formuna detoksifikasyonuna baghdir. Bazi civaya direngli bakteriler civaya
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genis spektrumlu direngli esas bilesiklere sahiplerdir [51]. Detoksifikasyona ilave
olarak, civa bilesiklerinin tutulmasi ve dimetillenmesi ile hiicresel gecirgenligin
azalmasindan dolayr civa iyonlarinin alinimimnin azaldigi rapor edilmistir [52].
Mikroorganizmalarda enzimatik detoksifikasyonun en iyi 6rnegi civa direncliligidir.
Bu direnglilik tipi hakkinda digerlerine nazaran c¢ok daha fazla bilgi mevcuttur.
Gerek gram pozitif gerekse de gram negatif bakterilerde Hg**ye karsi direnclilik
gosterilmistir [53]. Civa hiicrede enzimlerin ve proteinlerin yapilarinda bulunan
tiyollere baglanarak inaktive olmalar1i nedeni ile toksik etkiye sahiptir. Bazi
bakterilerde Hg*? direngliligi ile ilgili genlerin yer aldig1 mer operonu bulunmaktadir.
Bu operon sadece Hg+2 ‘nin detoksifikasyonundan degil ayn1 zamanda transferinden
ve direncin ayarlanmasindan da sorumludur [53,54]. Civanin bulunmadigi
zamanlarda diizenleyici proteinler i¢in operon kodlar1 transkripsiyon diizenlenmesini
azaltmaktadirlar. Bu genler bir periplazmik baglayici proteinin iiretimini ve membran
baglantili tagima proteinlerini de sifrelemektedirler. Detoksifikasyon i¢in etrafini
cevreleyen ortamdan periplazmik baglayici proteinler ve tasima proteinleri araciligi

+2’yi sitoplazmaya tasimaktadirlar. HgJ'2 direngliliginden sorumlu olan mer

ile Hg
operonu ayni zamanda detoksifikasyonda kullanilan 2 enzimi de kodlamaktadir. Bu

enzimler; organomerkiirial liyaz, merkurik rediiktaz’dir [53,55].

Organomerkiiriyal liyaz, stabil durumdaki civa-karbon bagi iizerine etki etmektedir.
Enzim kofaktore gerek olmaksizin sistein siilfohidril kalintilarinin bulundugu aktif
bdlgesi ile Hg*?’ye baglanmaktadir. Enzimin iiriinii civa tiyolattir. Merkiirik rediiktaz
elektron tastyan NADPH’tan flavine hidrid tasimayi gerektiren bir yontem ile
Hg*?yi Hgo’a indirgemektedir [53]. Metalik civa hiicre zar1 ve etrafin1 ¢evreleyen
ortam arasinda difiize olarak disar1 verilir (Sekil 1.4). Mikroorganizmalarda civa
direnci dar spektrum ve genis spektrum olmak iizere iki kategoride olabilir. Dar
spektrumlu organizmalar organomerkiiriyal enzim kodlu genden yoksundurlar ve bu
nedenle, bu organizmalarin ¢ogu organomerkiiriyal enzim kodlu dirence sahip
degillerdir. Genis spektrumlu organizmalar hem enzimleri hem de yiiksek oranlarda
civa icereFn bilesiklere direngliligin her ikisini de i¢ermektedirler. Mer operonu
kapsamli olarak birka¢ mikroorganizmanin plazmidlerinde calisilmistir ve bes-alt1

genden olustugu saptanmistir [56].
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Sekil 1.4. Gram negatif bakterilerde Hg*? ye enzimatik detoksifikasyon ile metal
direngliligi [57]

1.1.4.6. Hiicresel Komponentlerin Metale Olan Hassasiyetlerinin Azaltilmasi

Bazi mikroorganizmalar toksik metallerin varliginda, hiicresel kompenentlerin
metale olan hassasiyetlerini degistirerek adaptasyon saglamaktadir [36]. Hiicre bunu
ya mutasyonlar yolu ile belli bazi proteinlerin hassasiyetlerini azaltmak sureti ile ya
da metal inaktivasyonunda kullanilan belli baz1 hiicresel komponentlerin iiretimini
arttrmak sureti ile gergeklestirmektedir. DNA tamir mekanizmalar1 plazmid ve
genomik DNA ile smirli koruma saglamaktadir. Bir de mikroorganizmanin iirettigi
metal direncliligi olan komponentler veya alternatif yollar, duyarli komponentlerden
gecen bir Ozellik ile kendi kendini koruyabilmektedir. Adaptasyon E. coli’de de
bulunmustur. Adapte olmamis E.coli Cd*?’a maruz kaldiginda 6nemli DNA hasarlar1
olustugu bildirilmistir, ayrica aynm1 organizmalarin alt kiltiirlerinde direng
goriilmiistiir [40]. Cd**’ye maruz birakilan organizmalarin bityiime fazmnm kisaldig:
rapor edilmistir. Uygun bir baglatici olarak DNA tamir mekanizmasinin, gorevinin
bir pargast olarak lag fazin uzatilmasinda goérev aldigi varsayilmaktadir. Dogal

direng, toleransin temel bir seviyede olmasina izin veren normal hiicresel islevlerden
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meydana gelebilmektedir [36]. Glutatyon Ag®, Cu*, Cu™?, Cd** ve Hg*" gibi
metallerden korumasi i¢in bir Ornek teskil etmektedir [55]. Glutatyon serbest

2 ve Fe'”den korumay: saglayabilmektedir [36]. Gram

radikalleri baglayarak Cu®
negatif ve gram pozitif bakterilerde bulunan direnglilik yetenekleri arasinda
farkhiliklar bulunmaktadir [35]. Cd*®nin varhginda protein sentezi gram negatif
bakterilerde, gram pozitiflerden ¢ok daha iyidir. Pseudomonas’in bir tiirii gram
pozitif bakterilerin (S. aureus, S. faecium,ve B. subtilis) protein sentezinin % 50
azaldig1 Cd*#nin konsantrasyonlarmm 5-30 katina kadar direnglilik gdstermektedir.
Gram pozitif organizmalar E. coli ile karsilastirildiklarinda 28-30 kez daha fazla

Cu*? baglayabilmektedir [58].

1.1.5. Biyosorpsiyon

Endiistriyel atiklardaki boya ve metal iyilestirilmesi igin gelistirilen teknikleri
abiyotik ve biyotik metotlar olmak iizere iki ana smifta incelemek miimkiindiir.
Abiyotik metotlar; presipitasyon, adsorbsiyon, iyon degisim, membran ve
elektrokimyasal teknolojilerdir. Bu metotlarm bir ¢gogu pahali, ¢evre dostu olmayan
ve genellikle atigim konsantrasyonuna bagli teknolojiler oldugundan uygulamada
fazla ragbet gormemektedir. Giiniimiizde daha etkili, ekolojik anlamda dost ve ucuz
yontemler arastirilmaktadir [59].

Abiyotik sistemler yiiksek enerji gereksinimi, yiiksek maliyet nedeni ile 6zellikle
sucul ekosistemlerdeki metallerin uzaklastirilmasi i¢in uygun goriilmemektedir. Son
yillarda yapilan calismalar atiklarin iyilestirilmesi igin ticari 6lgekte biyolojik
metotlar lizerine yogunlagmistir. Biyosorpsiyon bu dezavantajlar1 tasimadigindan
daha c¢ok tercih edilmektedir. Biyolojik materyaller kullanilarak atik sulardan ya da
topraktan agr metallerin metabolizmalar araciligi ile biriktirilmesi i¢in
fizikokimyasal yollarla alinmasi olarak tanimlanan biyosorpsiyon i¢in, yaygin olarak

kullanilan biyosorbentler ise algler, bakteriler ve mayalardir [60,61].

Biyolojik yontemlerin avantajlarindan biri de kirlenmis bolgelerde in situ

uygulamaya izin vermesi, digeri ise biyoproses teknolojilerinin ¢evresel olmasi yani
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ikinci bir kirlilige neden olmamalar1 ve etkili yontemler arasinda yer almasidir [59].
Bunlarin disinda diisilk maliyet, yiiksek verim, ek besinlere gereksinim olmamasi,
biyosorbentin rejenerasyonu, metalin geri kazanilma ihtimali de avantajlar1 olarak

gorilmektedir [28].

Metal giderimi i¢in kullanilan biyosorbentler arasinda bakteriler, mayalar,
siyanobakteriler, funguslar, algler, endiistriyel ve tarimsal atiklar ile polisakkarit
yapisindaki diger maddeler bulunmaktadir. Belirli mikroorganizmalarin metal
iyonlarma kars1 giiglii biyosorbent olmasi mikrobiyal hiicrelerin kimyasal yapisindan
kaynaklanmaktadir. Bu tiir biyosorbentler 6lii ve metabolik olarak inaktif hiicrelerdir.
Baz1 biyosorbentlerin biyosorpsiyon araligi genistir, bu tiir biyosorbentler ¢ogunlukla
agir metalleri spesifik etkinlik olmadan baglar ve biriktirirler. Bazilar1 ise belirli

metallere kars1 spesifiktirler [61].

1.1.5.1. Bakterilerde Biyosorpsiyon Mekanizmalari

Biyosorpsiyon mekanizmalari mikroorganizma yapilarinin kompleks olmasi nedeni

ile cesitlilik gostermektedir. Bu mekanizmalar 2 ana baslhk altinda toplamak

miimkiindir [51]. Sekil 1.5 ’de bakteriyal biyokiitlelerde biyosorpsiyon

mekanizmalar1 6zetlenmektedir
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Sekil 1.5. Bakterilerde biyosorpsiyon mekanizmalari [51]

Metal ve hiicre yiizeyindeki fonksiyonel gruplar arasindaki fizikokimyasal etkilesim
sirasinda fiziksel adsorpsiyon, iyon degisimi ve kompleks olusumu gergeklesir. Buna
hiicre yiizeyinde sorpsiyon denir ve metabolizmadan bagimsizdir. Mikrobiyal
biyokiitlenin hiicre duvar1 biiyiik oranda polisakkarit, protein ve yaglar igerir, ¢ok
sayida metal baglama fonksiyonel grubuna sahiptir. Bu gruplar; karboksilik,
hidroksil, siilfat, fosfat ve amino gruplariddir. Bu fizikokimyasal metal
biyosorpsiyonu, metabolizmadan bagimsizdir ve nispeten hizlidir; alglerde 5-10
dakika icerisinde gerceklesir [62-64] ve metaller geri kazanilabilir [65,66]. Metal
baglama siireci iki basamakta gerceklesmektedir. Birinci basamak, hiicre duvarinda
metal ve reaktif kimyasal gruplar arasinda sitokiyometrik etkilesimdir. ikincisi ise
artan metal miktarlarimin inorganik birikimidir. Bakteri hiicre duvari, metal iyonlar1
ile temasta bulunan ilk bilesendir. Olii veya inaktif hiicre ile metal sorpsiyonunun tipi
ekstraselliiler oldugu i¢in hiicre duvarinin kimyasal fonksiyonel gruplari
biyosorpsiyonda oOnemli rol oynamaktadir. Bakteri hiicre duvarinda bulunan
fonksiyonel gruplar karboksil, fosfonat, amin ve hidroksil gruplaridir [59]. Bakteri ve
siyanobakterilerin hiicre duvarlar1 temelde peptid zincirleri ile birlikte N-
asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asit (NAM) disakkaritlerini igeren
peptidoglikan tabakadan meydana gelmistir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvari,

gram pozitiflere nazaran daha ince olup, kuvvetli ¢apraz baglara sahip degildir dis
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zar lipopolisakkarit (LPS), fosfolipid ve protein tabakalarindan olusmaktadir [66].

Sekil 1.6 ’da gram pozitif ve gram negatif hiicre yilizeyi sematize edilmektedir
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Sekil 1.6. Gram pozitif ve gram negatif bakteri hiicre membranlari [67]

Cd*? biyosorpsiyonu agisindan gram pozitif, gram negatif bakterileri karsilastirmiglar
ve gram pozitif bakteri hiicre duvarlarinda bulunan glikoproteinlerin, LPS ve

+25

fosfolipidlerden daha fazla Cd™’yi baglama bdlgesine sahip oldugunu ayrica her iki
grubun da metal baglama acisindan farkli kapasitelere sahip olduklarini rapor
etmiglerdir. Bakteri hiicre duvarlarinin yapisinda sadece bu yapilar metal baglama
gorevi yapmazlar; bundan baska gram pozitiflerde teikoik asit ve teikronik asitte
metal baglamada 6nemli rol oynamaktadir. E. coli dis zarinda bulunan fosfolipid ve
LPS’nin sahip oldugu fosforil gruplar1 da metal katyonlarinin baglanabilecegi
muhtemel bolgeler arasinda yer almaktadirlar [69]. Streptomyces pilosus’un
karboksil gruplarinin bakir baglamadan sorumlu oldugu, bundan bagka amin
gruplarmin da metal uzaklastirmada etkili oldugu, katyonik metal iyonlarini

selatlamakla kalmayip ayni zamanda hidrojen bagladig1 ya da elektrostatik etkilesim

sonucu anyonik metal tiirlerini ve boyalar1 adsorblayabildikleri rapor edilmistir [69].
Giliniimiizde biyosorpsiyon mekanizmalarmnm anlagilabilmesi i¢in farkli yontemler

gelistirilmistir. Mikrobiyal biyokiitle ilizerinde veya igerisinde metallerin yerlesimi

elektron mikroskobu ve X-isin1 enerji dagitict (EDAX) analiz ¢alismalari
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kullanilarak anlasilmaya c¢alisilmaktadir. Kimyasal analizi i¢in X-15m1 fotoelektron
spektroskopisi kullanmaya baglanmis olup, atom ya da molekiillerde elektronlarin
baglanma enerjisini tayin eden yeni bir teknik atom/iyonun oksidasyon derecesi
hakkinda bilgi vermektedir. Bundan baska FTIR( Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) analizi de biyosorpsiyon mekanizmasi hakkinda bilgi vermektedir
[70].

1.1.6. Adsorbsiyon

Adsorpsiyon, birden fazda bulunan iyon ya da molekiillerin, bir diger fazin
ylizeyinde yogunlagsmasi ve konsantre olmasi islemi olarak tanimlanmaktadir. Cevre
miihendisligi agisindan en genel olarak bir kirleticinin bir fazdan baska bir faza
taginmast olarak tanimlanabilir. Adsorpsiyon prosesi bir yiizey olayr olmasindan
dolay1 adsorplama islemini yapan katinin ylizey 6zellikleri son derece dnemlidir.
Yiizey alani ne kadar genisse o kadar iyi bir adsorban 6zelligi tagir. Diger bir deyisle,
bu fazdaki iyonlar ya da molekiiller, ¢cekim kuvvetlerince dengelenmistir. Ancak
adsorban yiizeyindeki atomlarin dengelenmemis kuvvetleri, ¢ozeltideki maddeleri
adsorban ylizeyine ¢ekerler ve yilizey kuvvetleri dengelenmis olur. Bu sekilde
cozeltideki maddelerin adsorban ylizeyine adsorpsiyonu gerceklesir. Adsorpsiyon
isleminde adsorplanan tiirlere adsorbant denir. Adsorbantlar bir ya da birden fazla
sayida olabilir. Yiizeyinde adsorpsiyon gerceklesen madde ise (adsorbent)
adsorbandir. Gliniimiizde adsorpsiyon bircok dogal fiziksel, kimyasal ve biyolojik
islemde Onem tagimaktadir. Ayrica adsorpsiyon prosesi, atik sulardaki organik ve
kimyasal Kirleticilerin uygun bir kat1 yiizey {izerine tutularak giderilmesi isleminde
de siklikla kullanilmaktadir [71].

1.1.6.1. Adsorbsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermleri bir yiizeye adsorbe olan madde i¢in denge sartlarmni gosterir.

Genel olarak, adsorbe olan madde miktari, adsorplayan maddenin
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konsantrasyonunun kompleks bir fonksiyonudur. Adsorpsiyon izotermi, adsorban
yiizeyinde biriken madde konsantrasyonu ve ¢ozeltide kalan madde konsantrasyonu
arasinda bir denge olusuncaya kadar devam eder [72]. Sabit sicaklikta adsorban
tarafindan adsorplanan madde miktar1 ile denge basinci veya konsantrasyonu
arasindaki bagmtiya adsorpsiyon izotermi denir [73]. Adsorpsiyon izotermleri,
adsorbent iizerinde biriken adsorbandin miktar1 ile sabit sicaklikta sivi fazda kalan
adsorbant konsantrasyonu arasindaki denge iliskilerini agiklar. Adsorpsiyon
izotermleri, adsorpsiyonun aritma prosesi olarak kullanilabilirligi hakkinda bilgi verir
[74]. Agr metal iyonlarmin biyosorbent yiizeyine baglanmasi, adsorpsiyon
izotermlerine uygunluk gosterir. Bunlardan en sik kullanilanlar;; Freundlich ve

Langmuir izotermleridir [72].

1.1.6.1.1. Langmuir izotermi

Langmuir izotermi, kat1 ylizeyler iizerinde aktif adsorpsiyon alanlarinda meydana
gelen tutulmanin fiziksel ya da kimyasal adsorpsiyon olup olmadigini diger
izotermlere gore daha iyi agiklamaktadir. Langmuir izoterminde adsorpsiyon,
adsorplanan maddenin baslangi¢c konsantrasyonu ile birlikte dogrusal olarak artar.
Maksimum doyma noktasinda, yiizey tek tabaka ile kaplanmakta ve ylizeyde
tutulmus madde miktar1 sabit kalmaktadir. Adsorpsiyon hizi, adsorplanacak madde
konsantrasyonu ve ylizey lizerinde bulunan bos adsorpsiyon alanlar1 ile dogru
orantilidir. Desorpsiyon hizi ise yiizeydeki adsorplanmis molekiil sayisi ile dogru
orantilidir [74]. Bu kabullerden yola ¢ikarak Langmuir asagidaki esitligi ortaya

koymustur.

ge = X/M = a.b.C/(1+hC) (1.1)

x = Co -Ce (1.2)

Burada;

qe = X/M = Birim adsorplayic1 agirhig1 bagina adsorplanan madde miktari, (g/g)
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a = Birim adsorplayici agirligi basina tek sirali filmde tutulan mol sayisi ile ilgili
sabit

b= Enerji ile ilgili sabit

C = Adsorpsiyondan sonra ¢ozeltide kalan madde derisimi (mg/L)

Langmuir adsorpsiyon izotermi linerize edilmis sekli ile;
Clge = C/(XIM) = 1/a.b + C/a veya 1/ge = 1/(X/M) =1/a + (1/a.b) (1/C)(1.3)
denklemi elde edilir. C ye karst C/(X/M) degerleri veya 1/C ye kars1 1/(X/M)

degerleri kullanilarak elde edilen bu grafikler yardimi ile a ve b degerleri

hesaplanabilir [74].

Vgden /
. Egim: I/ Q"*b

Kayma=1/Q"

1/Cden

Sekil 1.7. Langmuir Izotermi [74]

Langmuir modelinden elde edilen a ve b degerlerinin biiyiikligi iyi bir

biyosorpsiyona isaret etmektedir [74].

1.1.6.1.2. Freundlich izotermi

Freundlich (1926), adsorpsiyon prosesini ifade eden bir ampirik esitlik gelistirmistir.
Freundlich’e gore bir adsorplayict maddenin ylizeyi lizerinde bulunan adsorpsiyon
alanlar1 heterojendir. Diger bir ifade ile farkl tiirdeki adsorpsiyon alanlarmdan

olusur. Freundlich izotermi asagidaki sekilde ifade edilir [71].
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ge = Kf.CcM" (1.4)
ge : Birim adsorban {izerine adsorblanan madde miktar1 (mg/g)
Kf': deneysel olarak belirlenen adsorbsiyonun kapasitesini gosteren sabit
N : Adsorbsiyonun yogunlugunu gosteren sabit (Freundlich izotermi sabiti)
Ce : denge halindeki ¢ozeltide adsorban (adsorbent) konsantrasyonu, (mg/L veya

mol/L)

Freundlich denkleminin her iki tarafinin logaritmasi alinirsa, esitlik asagidaki bigimi

alir:
log ge =log Kf + 1/n log C. (1.5)

Boylece, log ge degerlerine kars1 log Ce degerleri grafik lizerinde gosterildiginde,
eger izoterm Freundlich izotermine uyuyorsa Sekil 1.7. gibi bir dogru elde edilir.

Burada n ve Kf sabitleri dogrunun egimi ve ekseni kesme noktalaridir [71].

Log g

Egim=1/n

log Ce

Sekil 1.8. Freundlich izotermi [71]

1.1.6.2. Adsorbsiyon Kinetigi

Bir olayin mekanizmasinin aydmlatilmast ve buna bagli olarak dizayn edilecek

stiregler i¢in deneysel verilerin yorumlanmasi olduk¢a O6nemlidir. Bunun i¢in de
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olayin hiz belirleme basamagmin bulunmasi elzemdir. Adsorpsiyon kinetiginin
anlasilmasi ile etkin adsorbat adsorban temas siiresi yani alikoyma stiresi bulunur.
Kinetik, adsorpsiyon isleminin hizina etki eden adsorpsiyon basamaklarinin
anlasilmasi ig¢in Oonemli bir adimdir. Bir ¢bzeltide bulunan maddenin adsorban

tarafindan adsorplanmasi isleminde 4 ana basamak vardir:

1. Gaz ya da s1v1 fazda bulunan madde, adsorbani kaplayan bir film tabakasi sinirina
dogru difiize olur. Bu basamak, adsorpsiyon diizeneginde belirli bir hareketlilik
(karigtirma) oldugu i¢in cogunlukla ihmal edilir.

2. Film tabakasina gelen madde buradaki durgun kisimdan gecerek adsorbanin
gozeneklerine dogru ilerler.

3. Sonra adsorbanin gézenek bosluklarinda hareket ederek adsorpsiyonun meydana
gelecegi yiizeye dogru ilerler.

4. En son olarak da adsorbatin adsorbanin gézenek yiizeyine tutunmasi meydana

gelir [37].

Eger adsorbanin bulundugu faz hareketsiz ise, 1. basamak en yavas ve adsorpsiyon
hizin1 belirleyen basamak olabilmektedir. Eger akiskan harcket ettirilse, ylizey
tabakasinin kalinligi azalacagi ic¢in adsorpsiyon hiz1 artar. Son basamagin
Olciilemeyecek kadar hizli oldugu ve ilk basamakta da iyi bir karistirma oldugu
diisiiniilerek adsorpsiyon hizina aksi bir etki yapmayacaklari i¢in 2. ve 3. basamaklar
stirecte hiz belirleyicidir. 2. basamak adsorpsiyon isleminin ilk dakikalarinda, 3.
basamak ise adsorpsiyon isleminin geri kalan daha uzun bir siiresinde meydana
geldigi i¢in, adsorpsiyon hizini tam olarak etkileyen basamagin 3. basamak oldugunu

sOyleyebiliriz. Adsorpsiyon hizini belirlemek i¢in kullanilan esitlikler sunlardir:

* Yalanci 1. dereceden reaksiyon hiz esitligi, Lagergren esitligi:

log (ge - qt) = log gqe — (k; / 2.303) t (1.6)
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Bu denklemi deneylerden elde edilen sonuglarda kullanabilmek igin, deneysel
verilerin t=f igin ekstrapolasyonunu hesaplanarak qe (dengedeki adsorpsiyon

kapasitesi) degeri onceden bulunmalidir.
* Yalanci 2. dereceden reaksiyon hiz esitligi, Ho esitligi:
t/qt=[1/k;qe’] + (1/qe)t (1.7)

ki: Lagergren, yalanci 1. dereceden, adsorpsiyon hiz sabiti (min™)

K»: Ho yalanci 2. dereceden adsorpsiyon hiz sabiti (g/mg.min)

ge: Birim adsorban iizerine adsorplanan madde miktar1 (mg/g)

gt: t zamanda adsorplanan boyar madde miktar1 (mg/g)

log (ge - qt) degerlerinin t ve t / gt nin t degerine karsi ayr1 ayr1 grafige
konulmalariyla k; ve

K, degerleri hesaplanir [36].

1.1.7. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR matematiksel Fourier doniistimii yontemi ile 1518 infrared yogunluguna karsi
dalga sayismi Olgen bir kimyasal analitik yontemdir. Elektromanyetik 151k dizisinin
kizil 6tesi bolgesi 14000 cm™ ile 10 cm™ arasindadir ve yakin dalga boylu kizil Gtesi
(NIR; 4000-14000 cm™), orta dalga boylu kizil dtesi (MIR; 400-4000 cm™) ve uzak
dalga boylu kizil dtesi (FIR; 4-400 cm™) olmak iizere ii¢ ana bolgeden olusmaktadir
MIR bolgesindeki bantlar ile hiicre duvari bilesenleri, proteinler ve niikleik asitler
gibi bakteri hiicrelerinin toplam bilesenleri belirlenebilir ve tekrarlanabilir
biyokimyasal parmak izlerini olusturan organik bilesenlerin tanimlanmasini saglar.
Bir organik maddenin 1sik dizisinde 3600-1200 cm™ araligma, fonksiyonel gruplar
bolgesi denir. ikinci bolge parmak izi bolgesi olarak tanmimlanan 1200-700 cm™
bolgesidir. Bu bolge, 6zellikle molekiildeki kiigiik yapisal ve bilesim degisikliklerini
incelemekte kullanilir. Molekiiliin yapisinda ve bilesiminde meydana gelen kiigiik

degisiklikler, bu bdlgedeki absorpsiyon piklerinin biiylik 6l¢iide yer degistirmesine

28



neden olur. Bundan dolayi, bu bolgede iki 151k dizisinin c¢akismasi, bu iki 151k
dizisinin aynt maddeye ait olduguna bir isarettir. Tek baglarin ¢ok biiylik bir kismi1
bu bolge veya aralikta absorpsiyon bantlari verir. Bolgenin olduk¢a dar olmasi
nedeniyle, bu bolgedeki titresim frekanslari, enerjilerinin birbirine ¢ok yakin olmasi
sebebiyle birbirlerini ¢ok etkiler. Bu nedenle, maddelerin 1g1k dizilerinde goriilen
absorpsiyon bantlar1 kompozit bantlardir, yani sadece bir bag frekansindan ileri gelen
saf bir absorpsiyon bandi degildir. Bu bolge 1sik dizisinin en karmagik kismidir ve
ancak diger bolgelerden elde edilen bilgiler de dikkate alinarak bir sonuca varilabilir.
Ayrica madde miktarlariyla orantili olarak kizil oOtesi 1s1k dizisindeki bantlarin
yogunlugu degismekte ve bu 6zellikten kantitatif analizde yararlanilmaktadir. FTIR

cihazinin ¢alisma prensibi Sekil 1.9.'da verilmistir [76].

L hareketli ~ | F\/_
ayna bilgisavar

elektronik baglantilar
| Lo 151 Byimcy — = P —— dedektor
sabit aynasi 1 ormek

| i | | interferometre’

. kaynak

Sekil 1.9. FTIR ¢alisma prensibi [76]

1.1.8. Zeta Potansiyeli

Zeta potansiyel partikiillerin ylizey yiiklerinin olusturdugu potansiyelin dolayli
olarak 6l¢iimiidiir. Baska bir ifade ile partikiiller arasindaki itme veya ¢cekme degeri
dlgiimiidiir. Olgiimii ve tanmmu ¢ift iyon tabakasi teorisine gore yapilir. Bu teoriye
gore, negatif yiiklli partikiillerin etrafinda iki ayr1 bolge bulunur, bunlardan birincisi
Stern Tabakas1 olarak bilinir ve partikiil yiizeyine ¢ok yakin bir sekilde smirlanmis

yiiksek derisimde zit (pozitif) iyonlardan olusur. Stern tabakasi ve dagilimli tabaka
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arasindaki iyon dagilimi ortamda potansiyel ylikler 6nem kazanmaktadir (Sekil
1.10.). Siv1 ¢ozelti igerisinde bulunan kat1 pargaciklarin veya mineralin 6lgiilebilen
yiizey potansiyeli olan zeta potansiyelinin birimi milivolt (mV) veya volttur. Zeta
potansiyel degeri pozitif ve negatif degerli (bu ylizeyin elektriksel ylikiinii gosterir)
veya sifir olabilir. Zeta potansiyel degeri ¢ozeltinin pH’sina, ortamdaki iyonlara

(elektrolitlere) ve ¢ozeltinin cinsine, iyon konsantrasyonuna baglidir [77]

;.—-.i Elektriksel cift
! ! tabaka

Kayma diizlemi

: Negatif yiizey
‘ yviikiine sahip
| @ parcacik ¢
O o : E °
i :
arka katmani i vaygm katman
100+

Yiizey potansivel
Arka potansiyvel

mV

Zeta potansiyel

0 —
parcacik viizevinden mesafesi

Sekil 1.10. Zeta potansiyeli [78]

1.1.9. Mikrobiyal Identifikasyon

Identifikasyon, tanima anlamima gelir. Bir mikroorganizmanin kimliklendirilmesi de
identifikasyon adin1 alir. Identifikasyon islemleri, o bakterinin ait oldugu genusun ve
spesifik epitetinin belirlenmesine kadar devam ettirilir. Gerektiginde tiplerine ve
varyetelerine kadar ilerletilir [79]. Identifikasyon amaci ile de kullanilan basit
biyokimyasal testler ile immiinolojik, genetik, immiinoenzimatik vb. pek cok

gelismis yontem bulunmaktadir. Identifikasyon zor, deneyim isteyen, uzun siire alan
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ve pahali bir uygulamadir. Yiizlerce identifikasyon testi arasindan belirli bir
sistematik yaklasim ile en basit ve en ¢abuk sonug¢ verecek olanlar se¢ilmelidir [80].
Mikroorganizmalarin smiflandirilmasinda ve tanimlanmasinda kullanilan klasik
tekniklerin smirli olmasindan dolayi, mikrobiyal ¢esitlilik ve mikroorganizmalarin
ekosistemdeki rolii ile ilgili bilgilerimiz olduk¢a azdir. Mikroorganizmalar birbirine
benzerliklerinden dolayi, morfolojik yapilarina gore smniflandirma yapmak zordur.
Metabolik ve biyokimyasal Ozelliklere dayanan siniflandirmada karsilagilan en
biliylik problem ise; mikroorganizmalarin birebir kendi dogal ortamlarmi yansitan
kiiltiir ortamlarinda yetistirilememesidir. Bu nedenle mikrobiyal c¢esitliligi ve
mikroorganzimalarin ekosistemdeki roliinli daha iyi anlayabilmek i¢in, tamamlayic1
mikrobiyolojik yaklagimlara ihtiyag¢ vardir [82].

Mikrobiyal ¢esitliligi ve dagilimi belirleme ¢alismalarinda, 16S rRNA gibi molekiiler
isaretlerin kullanilmasi ile “molekiiler mikrobiyal ekoloji” olarak tanimlanan yeni bir
disiplin ortaya ¢ikmustir. Termal su kaynaklari, sediment yapilar ve deniz suyu gibi
farkli habitatlardan alman numunelerde, molekiiler tekniklerin temelini olusturan
yontemlerle yapilan ¢alismalar sonucunda, mikrobiyal ¢esitliligin bildigimizden ¢ok
fazla oldugu ve klasik tanimlama tekniklerinin ne kadar yetersiz kaldig1 anlagilmistir

[83].

1.1.9.1. Geleneksel Yontemler

Suslar arasindaki ayrimi saglayabilmek igin gen ekpresyonunun iiriiniinii karakterize
eden (gozlemlenebilir karakterleri) ve genelde cins-tiir diizeyinde identifikasyona
olanak saglayan geleneksel fenotipik yOontemler arasinda morfolojik, fizyolojik,
metabolik, biyokimyasal Ozellikler ve kemotaksonomik markoérler (hiicresel yag
asitleri, mikolik asit, polar lipitler, quininler, poliaminler, hiicre duvari bilesikleri,
ekzopolisakkaritler) ile beraber faj tiplendirmeleri, hiicre yiizeyindeki antijenler,
antimikrobiyal duyarlilik profilleri ve toplam hiicre ya da hiicre duvar1 proteinlerinin
elektroforetik  patternleri yer almaktadwr. Farkli pH, sicaklik ve tuz
konsantrasyonunda gelisme, gaz lretimi gibi bazi basit fizyolojik testler cins

identifikasyonunda kullanilmaktadir. Karbonhidrat fermantasyonu gibi biyokimyasal
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testler fenotipik yontemler olarak kullanilmakta ve tiir bazinda aymrim

saglayabilmektedir [80,81].

1.1.9.2. Yag Asidi Metil Ester (FAME) Analizi

Hiicresel yag asitlerinin belirlendigi gaz-sivi kromatografisi metodu ¢evre ve klinik
kokenli bakterilerin, mikobakterilerin ve mayalarm tiir diizeyinde tanimlanmasinda
kullanilmaktadir. Mikrobiyal identifikasyon Sistemi (MIS=Microbial Identification
System, MIDI, INC, Newark, DE, USA) tiirlere 6zgii olan tiim yag asidi metil
esterleri, dimetil asetil, aldehit gibi bilesikleri yiiksek ayristirma ozelligindeki gaz-
stvi kromatografisi vasitasiyla tanimlar. MIS tam otomotik bilgisayar destekli, hizli
sonu¢ veren, distik maliyetli olup laboratuvarda izole edilen bir¢ok
mikroorganizmanin identifikasyonunda kullanilmaktadir [84]. Mikrobiyal hiicrelerde
yag asitlerinin kaynagi hiicre membranlarinin baglica bilesigi olan lipitlerdir veya
gram negatiflerde lipopolisakkaritlerin liptid A bilesigi ve gram pozitiflerde
lipoteikoik asittir. Tim lipidlerin yag asidi igerigi tlire 06zgli biyosentez
basamaklariyla belirlenir. Kii¢iik genoma sahip organizmalar genellikle az sayida
yag asitleri bulundururken biiylik genomlu Obakterler 20°den fazla yag asidine
sahiptirler [85]. Bakteriler Okaryotlarda bulunmayan 06zgiin bazi1 yag asitlerini
icerirler. Genellikle dall1 zincirli yag asitleri gram pozitifleri, siklopropan yapida olan
yag asitleri gram negatif bakterileri karakterize eder. Gram negatif bakteriler, gram
pozitif bakterilere oranla daha ¢ok sayida karbon igeren doymus ve tekli doymamis
yag asidi igerirler. Analiz i¢in 0rneklerin hazirlanmasi, saponifikasyon, metilasyon,
ekstraksiyon ve yikama olmak ilizere 4 basamaktan olusur [85]. Sekil 1.11'de
gorildigi gibi oncelikle, 24-48 saat inkiibe edilmis hiicreler kiiltiirden almr,
sponifikasyon i¢in sodyumhidroksit-metanol karsimi ile muamele edilir. Bu
basamakta yag asitleri hiicresel lipitlerden ayrilir. Ikinci adimda HCI-metanol
karsimi ile metilasyon basamag: gerceklestirilir. Ugiincii basamakta, meydana gelen
yag asidi metil esterleri hekzan ve metil terbiitil eterden olusan soliisyonla ekstrakt
edilir. Son olarak ekstrakt sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile yikanip gaz kromatografisi

icin GLC tiiplerine aktarilir. Orneklerin degerlendirilmesi Microbial Identification
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System (MIS) ile yapilir. Sistem, alev iyonizasyon dedektorii, kapiler silikon kolon,

otomatik 6rnekleyici, entegrator, bilgisayar ve yazicidan olusur [85].

Metilasyon Ekstraksivon Ayirma
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Sekil 1.11. FAME Analizi [86]

1.1.9.2.1. FAME’in Avantaj ve Dezavantajlan

Yag asitleri ile bakterilerin tanilanmasi sistemi ile bakteriyel organizmalar alttiir
diizeyinde bile tanimlanabilmekte ve birbirlerinden ayirt edilebilmektedir. MIS ile
elde edilen sonuglarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglarindan daha duyarh ve
cabuk, molekiiler temele dayali tani testleriyle ile % 100’e yakin bir benzerlik
gosterdigi ve bu sistemin Dbakteriyel organizmalarin tanisinda basariyla
kullanilabilecegi gosterilmistir. MIS sisteminin rutin ¢aligmalar i¢in nispeten klasik
yontemlerden pahali olsa da 6zellikle zaman agisindan ¢ok uygun bir tan1 yontemi
oldugu disiiniilmektedir [87]. Ayrica Orneklerin hazirlanmasi yaklagik 1 saat
siirmekte ve ayni giin igerisinde sonug¢ alimabilmektedir [85]. Ancak yag asidi
analizinin enstriimantasyonu diger analizlere nazaran maliyetli ve komplekstir [85];

kimi zaman dogru sonug vermeyebilir [84].
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1.1.9.3. 16S rRNA Dizi Analizi

Son yillarda mikrobiyal tiirlerin belirlenmesinde kiiltiiriin  hangi bakterilerden
olustugunu belirlemek amaciyla 16S rRNA genlerinin incelenmesine dayanan
molekiiler metotlar ve denatiire gradyan jel elelektroforezi (DGGE) kullanilmaktadir.
Bu metot farkli isletme kosullarinda mikroorganizma populasyonunda meydana
gelen degisimleri izlemek amaciyla kullanilan bir tekniktir. Mikrobiyal tiir tayininde,
kiiltiirden izole edilen 16S rRNA Ornegi birlestirilmis zincir reaksiyonu (PZR)
yontemi ile c¢ogaltilmakta ve RNA profili belirlenerek karigik kiiltiiriin hangi
bakterilerden olustugu belirlenmektedir [84].

Dizi analizi Oncesi tiir farkliliklari, denatiire gradyan jel elektroforezi (DGGE)
teknigi ile Guanin (G) ve Sitozin (C) igerigine gore tespit edilmektedir. DGGE, PZR
ile cogaltilmis DNA 6rneklerindeki tek baz degisimlerinin belirlenmesinde etkili bir
genetik analiz yontemidir. DGGE analizinde denatiire madde (formamit ve iire
karisimi), poliakrilamit jellerdeki yari erimis, ¢ift sarmalli DNA molekiillerinin
elektroforetik hareketine baglidir. Mevcut ¢caligmalarda bu deneyden faydalanilarak

tiirlerin zamana bagh degisimleri gozlemlenmektedir [85].

Tirlerin birbirinden ayirt edilmesi icin klasik PZR ile 16S rRNA genlerinin
cogaltilmasindan sonra, DGGE analiziyle tiirler birbirinden ayirt edilmektedir. Dizi
analizi i¢in segilecek klonlarm miktar1 PZR ve DGGE analizleri sonunda tespit
edilmektedir. PZR ya da DGGE jellerinde goriintiilenen bantlar, uygun saflastirma
kitleri kullanilarak saflastirilmakta, bu {iriinler daha sonra “dye terminator cycle
sequencing” reaksiyonuna sokularak floresan isaretli fragmanlarm amplifikasyonlar1
gerceklestirilmektedir. Elde edilen {iriin saflastirilmakta ve formamid ¢ozeltisi i¢inde
stispanse edilmektedir. Kapiler elektroforez teknigi ile calisan cihazdan elde edilen
dizi analizi wverileri, A-G-C-T dizin dosyalar1 bi¢iminde kopyalanarak,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ internet sitesinde =~ BLAST  programinda
degerlendirmeye alinmakta ve bu veri tabaninda tanimlanmis mevcut tiirlerle olan

muhtemel farkliliklar raporlanmaktadir (Sekil 1.12.) [88].
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Sekil 1.12. 16S rRNA Sekans Analizi [89]

1.1.9.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, klasik tanimlama yontemlerin yani sira bakterilerin molekiiler diizeyde
tanimlanmas1 amaciyla yaygin olarak bagvurulan bir teknik haline gelmistir. Yeni ve
giiclii bir teknik olan PZR ’nin laktik asit bakterileri i¢in de uygulanmasi kolay ve ¢ok
duyarl bir tanimlama yontemi oldugu bildirilmektedir [90-93].

PZR teknigi bir organizmaya ait genomik DNA’daki 6zgiil bolgelerin primerler
aracilig1 ile amplifikasyonunu saglayan basit ama ¢ok basarili bir in vitro DNA
sentezi yontemidir. PZR ile hiicre igerisinde meydana gelen dogal DNA replikasyonu
bir tlip icerisinde taklit edilerek gergeklestirilmektedir. Hiicre igerisinde DNA
replikasyonunun gergeklesebilmesi i¢in bir kismu enzim ozelligi tasiyan bir¢ok
proteinin gorev yaptig1 bilinmektedir. PZR tekniginde, replikasyonun baglayabilmesi
icin gerekli olan iki DNA zincirinin birbirinden ayrilmasi, ortam sicakligmi 94°C’ye

kadar ytikseltilmesi ve bdylece iki zincir arasindaki hidrojen baglarinin kirilmasi ile
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saglanabilmektedir. Canli bir hiicrede DNA zincirlerinin ayrilma islemi ise, bu
hiicrenin optimum gelisme sicakliginda ve bu amagla gorev yapan yardimci
proteinlerin sayesinde gerc¢eklesmektedir. Hiicre i¢i replikasyonun baglamasinda bir
baska Onemli olay primaz adi verilen enzim tarafindan genellikle 12 niikleotit
uzunlugunda, replikasyonun baglayacagi bolgede, bir RNA primerinin yapilmasidir.
DNA polimeraz bu primere baglanip, 3’ ucuna niikleotidleri ekleyerek DNA
sentezini gerceklestirmektedir. PZR’de ise replikasyonun baglatilacagi bolgeye
O0zgiin olarak baglanan primerler, reaksiyon karigiminin igerisine Onceden
eklenmekte ve DNA sentezi termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’dan elde
edilen sicakliga direngi Taq DNA  polimeraz  enzimi tarafindan

gerceklestirilmektedir [94].
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Sekil 1.13. PZR asamalar1 [94]

PZR tekniginde Sekil 1.13'de gdriilen bu temel ii¢ basamak bir dongiiyli olusturur.

Bu dongii genelde 25-35 kez tekrarlanir ve her tekrarlaniginda iki primer arasinda
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kalan 6zgiin DNA par¢asinin her iki zincirinin birer kopyast c¢ikarilmis olur.
Baslangicta DNA molekiil sayisi, PZR isleminin ka¢ dongli sonunda bitirilecegini
belirler. Bir PZR uygulamasinda n sayida dongii varsa, ortamda maksimum 2 sayida
cogaltilmis DNA beklenir. Bu dongiiler sonunda elde edilen PZR iiriinlerinin
tanimlanmasinda siklikla kullanilan yontem agaroz jel elektroforezidir. Elde edilen
irliinler agaroz jel kullanilarak elektroforezle ayristirilir ve DNA zincirleri etidyum
bromiir ile boyanarak ultraviyole 151k kaynaginda floresans vererek goriiniir hale
getirilir. Agaroz jel elektroforezinde, jel hazirligindaki agaroz derisimi DNA

molekiillerinin ylirimesini etkileyen 6nemli bir faktor olarak gdsterilmektedir [94].

1.1.9.3.2. 16S rRNA Analizinin Avantajlar ve Dezavantajlan

Tiim bakterilerde ortak genler bulunmasi bilinen bir gergektir ve bu genlerin baz
dizilerinde tiirden tiire degisen kisimlar bulunur. 16S rRNA molekiilii yasayan tiim
canlilarda bulunmaktadir ve evrim siireci boyunca korunmustur [95]. Bu ozellik
organizmalarin karsilastirilmasina, hatta ayni tiirdeki farklilagsmalarmn tespitine imkan
vermektedir. Dahas1 gen dizilimi ile ilave istatistiki olarak ilgili verilerin elde
edilmesi miimkiin olabilmektedir. Tiim organizmalarda ¢ok miktarda bulunan
ribozomlarm {iiretilmesinden sorumlu 16S ve 23S rRNA genleri molekiiler teknikler
kullanilarak yapilan arastirmalarda en ¢ok tercih edilen genlerdir. Bununla birlikte,
pek ¢ok mikroorganizmanin 16S rRNA geninin dizi analizi bilgilerini i¢eren ve
giinden giine genisleyen bir veri bankasmin bulunmasi da bu geni hedef alan
molekiiler tekniklerin kullanim alaninmn artmasimni saglamistir [96]. 16S rRNA dizini
bilinmeyen bakterilerin tanimlanmasinda diinyada genis bir yelpazede uygulanan bir
biyo belirleyicidir. Ayrica farkli 16S gen dizilimi olan organizmalarin istatistiki
olarak karsilastirilmasina da olanak saglar. Buna ragmen nispeten pahali olabilir,

hassas caligma gerekir ve sekanslamada tiirler aras1 yiiksek benzerlik ¢ikabilir [97].
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1.2. Cahsmanin Amaci

Laboratuvarimizda daha once yapilan c¢alismalar sonucu Kirikkale Kizilirmak’tan
demir, bakir ve krom direngli bakteriler izole edilmis ve kiiltiire almmustir [109,110].
Bu calismada ise izole edilen bu bakterilerin molekiiler teknikler kullanilarak

tanimlanmasi ve biyosorpsiyon kapasitelerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.1. Nutrient Agar (NA) Besiyerinin Hazirlanisi

Izole edilen bakterilerin stok kiiltiir seklinde saklanmasi i¢in kullanilmistir. Nutrient
agar besiyeri; pepton (5 g), et 6ziitii (5 g), maya oziitii (1 g) ve agardan (12 g)
olusmaktadir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanmadan 6nce 121°C’de 1

atm basingta otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.2. Nurient Broth (NB) Besiyerinin Hazirlanisi

Izole edilen bakterilerin iireme egrisi, DNA izolasyonu, biyosorpsiyon gibi deneyler
icin kullanilmistir. Nurient broth besiyeri; pepton (5 g) ve et Oziitiinden (3 g)
olugmaktadir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanmadan once 121°C’de 1

atm basingta otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.3. Plate Count Agar Hazirlanisi

Bakteri sayiminda kullanilan inhibitdr veya indikatér icermeyen genel kati
besiyeridir. Koloni olusturan birim sayimminda kullanilmistir. Plate count agar
besiyeri; tripton (5 g), maya Ozitii (2.5 g), glukoz (1 g) ve agardan (12 Q)
olusmaktadir. Kullanilacak miktarda besiyeri, dncesinde otoklavda 121°C’de 1 atm

basingta steril edilmistir.
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2.1.1.4. Tripticase Soy Broth Agar Hazirlamisi

Indikatdr veya inhibitér icermeyen, bircok mikroorganizmanin gelisebilmesi igin
yeterince zengin besin maddesi igeren genel kullanim amagli besiyeridir. Yag asidi
analizi 6ncesinde bakteri drneklerinin inkiibasyonunda kullanilmistir. Tripticase soy
broth agar; tripticase soy broth (30 g) ve agardan (15 g) olugsmaktadir. Kullanilacak
miktarda besiyeri, dncesinde otoklavda 121°C’de 1 atm basingta steril edilmistir.
2.1.2. Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

Calisma siiresince kullanilan kimyasallar Merck ve Sigma firmalarindan temin
edilmistir.

2.1.2.1. Agir Metal Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

2.1.2.1.1. 0.5 M Demir Klorit Cozeltisi (FeCl;6H,0)

3.379 g FeCl36H,0 tartilarak 20 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Uzerine 250 uL %
37 lik HCI ilave edilerek karistrilmistir. Son olarak 4.75 mL distile su eklenerek
¢cOzililmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti 0.2 pL’luk filtre ile steril edilmistir.

2.1.2.1.2. 0.5 M Bakar Siilfat Cozeltisi (CuSO45H,0)

3.121 g CuSO45H,0 tartilarak 25 mL distile suda ¢ozlilmiistiir ve hazirlanan ¢ozelti
0.2 pL’luk filtre ile steril edilmistir.
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2.1.2.1.3. 0.5 M Krom Nitrat Cozeltisi (CrN3;9H,0)

5 g CrN39H,0 tartilarak 25 mL distile suda ¢oziilmiistiir ve hazirlanan ¢ozelti 0.2
puL’luk filtre ile steril edilmistir.

2.1.2.2. Kullanilan Tampon Cozeltiler

2.1.2.2.1 Kromozomal DNA izolasyonunda Kullamlan Tampon Cézeltiler

2.1.2.2.1.1. Tris/ EDTA Tamponu (250 mL)

0.3 g Tris ve 0.008 g EDTA tartilarak 250 mL distile suyla (pH 8.0) tamamlanmustir.

2.1.2.2.1.2. % 10’luk SDS Tamponu (100 mL)

10 gram SDS tartilarak 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir.

2.1.2.2.1.3 Proteinaz-K’nin Hazirlanmasi (10 mL)
0.0384 g CaCl,2H,0 tartilarak 5 mL gliserol ve 100 pL IM Tris-HCI (pH 8.0) ile

¢Ozililmiistiir. Son hacim 10 mL oluncaya kadar distile su eklenmistir. Hazirlanan bu

¢ozeltiden 10 mL almarak 100 mg proteinaz-K ¢oziilmiistiir.

2.1.2.2.1.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 mL)

20 g NaCl tartilarak 100 mL distile su ile ¢ozililmiistiir.
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2.1.2.2.1.5. CTAB/NaCl tamponu (100 mL)
4.1 g NaCl tartilarak 90 mL distile suda ¢oziilmiistir ve 10 g CTAB yavasca

soliisyona eklenerek 65 °C’ye kadar 1sitilmigtir. Son hacim 100 mL oluncaya kadar

distile su ile tamamlanmistir.

2.1.2.2.1.6. Kloroform/ izoamil Alkol Tamponu (100 mL)

96 mL kloroform 4 mL izoamil alkol ile karistirilarak 100 mL tampon hazirlanmistir.

2.1.2.2.1.7. Kloroform/ izoamil Alkel/ Fenol Tamponu (100 ml)

48 mL kloroform 2 mL izoamil alkol ve 50 mL fenol ile karistirilarak 100 mL

tampon hazirlanmistir.

2.1.2.2.1.8. izopropanol Alkol (100 mL)
Izopropanol alkolden 100 mL alinarak kromozomal DNA izolasyonunda

kullanilmstir.

2.1.2.2.1.9. % 70’lik Etil Alkol (100 mL)

70 mL % 100’liik etil alkol ile 30 mL distile su karigtirilarak hazirlanmistir.

2.1.2.2.1.10. Tris-HCI Tamponu (50 mM, 100 mL)

70 mL % 100’liik etil alkol ile 30 mL distile su karistirilarak hazirlanmaistir.
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2.1.2.2.1.11. Tris-HCI Tamponu (1 M, 100 mL)

0.12 g Tris-HCl tartilarak 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir.

2.1.2.2.1.12. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

242 g Tris, 37.2 g Na,EDTA.2H,0 tartilarak 57.1 mL glasiyel asetik asit ile

¢Oziilmiistiir. Son hacim 1000 mL olacak sekilde saf su ile tampon tamamlanmistir.

2.1.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Primerler ve Ozellikleri

Cizelge 2.1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Dizi (5°-3°) Ozelllik Tm(°C)  Referans

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  Obakteriyel, diiz 48 Britschgi ve Giovannoni
[98]

1492R ACCTTGTTACGACTT Universal, ters 43 Edgcomb ve dig., [99]

2.1.2.4. Yag Asidi Analizi Cahsma Soliisyonlar1 ve Hazirlanmisi

2.1.2.4.1. Soliisyon I

45 g sodyum hidroksit 150 mL metanol ve 150 mL distile su karistirilarak stok

soliisyon hazirlanmstir.
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2.1.2.4.2. Soliisyon 11

325 mL 6.0 N hidroklorik asit ve 275 mL metil alkolle karistirilarak stok soliisyon

hazirlanmstir.

2.1.2.4.3. Soliisyon III

200 mL hekzan ve 200 mL metil tert-biitil eter karistirilarak stok soliisyon

hazirlanmistir.

2.1.2.4.4. Soliisyon 1V

20.8 g sodyum hidroksit tartilarak 900 mL distile su i¢inde eritilerek stok soliisyon

hazirlanmustir.

2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Alami ve Orneklerin Toplanmasi

Kizilirmak, Tirkiye topraklarindan dogup yine Tiirkiye topraklarindan denize
dokiilen en uzun akarsuyumuzdur. Admi akarsu yataginda bulunan, 3. zaman
ortalarinda ¢okelmis kirmizi renkteki kumlu-killi tortudan almaktadir [101]. Baslica
kollar1 Delice, Devrez ve Gokirmak’tir. Yagmur ve kar sulariyla beslenen nehrin
rejimi diizensizdir. Ortalama debisi 184 m*/sn olan nehrin 35 yillik gozlem siiresince
ortalama akimi en az 18.4 m¥sn ve en ¢ok 1.673 m%sn debiye ulastigi tespit
edilmistir. Kizilirmak Nehri, Sivas, Kayseri, Nevsehir, Kirsehir, Kirikkale, Ankara,
Cankiri, Corum ve Samsun illerinden gecerken ¢ok sayida dere ve c¢aym sularini

toplayarak Bafra Burnu’ndan Karadeniz’e ulasir. Nehir {izerinde 12 6nemli baraj
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vardir. Bunlar sirasiyla; Imranli, Yamula, Bayramhacili, Hirfanli, Kesikkoprii,

Kapulukaya, Bugra, Obruk, Dutludere, Boyabat, Altinkaya ve Derbent’dir [100].

Kirikkale ulasim bakimindan Tiirkiye’nin doguya agilan kapisi olma, Makine Kimya
Endiistrisi ile Tipras Rafinerisi gibi biiyiik sanayi kuruluslarini biinyesinde
barindirma ve Kizilrmak gibi Tiirkiye’nin en biiylik nehirlerinden birinin
giizergahinda yer almasindan dolay1 oldukca 6nemli illerden biridir. Kirikkale ilinde
sanayi oldukca gelismis bir durumdadir. Hemen hemen biitiin sanayi kuruluglari

Kizilirmak Nehri’nin ¢evresinde bulunmaktadir [101].
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Sekil 2.1. Ornekleme bolgesi (Google Earth goriintiisii)

Kirikkale Kizilirmak {iizerinde Cizelge 2.1'de goriildiigii gibi ve endiistriyel

kuruluglara yakin olarak belirlenen Eyliil 2012'de su 6rnekleri toplanmaigtir.
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Cizelge 2.2. Orneklerin alindi81 bdlgeler ve koordinatlar:

Bolge No Bolge Ad1 Bolge Koordinatlar:
1 Kesikkoprii Barajt 39°22°16.39 ° ’K, 33°26°49.26 ' 'D, 890
m

2 Kesikkoprii Baraji Su Tutma 39°23'43.98 ' 'K, 33°25'38.24 "' 'D, 833 m
Bendi

3 Erdemli Mah. - Sarimusalli 39°26'03.30 ' 'K, 33°24'08.43''D, 781 m
Mevkii

4 Akkosan Merkez Mevkii 39°28'39.46 ' 'K, 33°24'26.73 ' 'D, 740 m

5 Egribiik - Akkosan Y. Mevkii 39°31'09.87 ' 'K, 33°24'39.32 "' 'D, 738 m

6 Bucakyazi - Sazbucagi Mevkii 39°34'34.39 ' 'K, 33°26'11.61 ' 'D, 763 m

7 Sulubiik - Kiyibagi Mevkii 39°37'02.34 ' 'K, 33°26'38.26 ' 'D, 773 m

8 Kapulukaya Baraji Girisi 39°39'53.04 ' 'K, 33°28'55.46 ' 'D, 852 m

9 Kapulukaya Baraji Su Tutma 39°43'59.01 ' 'K, 33°28'25.63 ' 'D, 737 m
Bendi

10 Asagiyazi Kum Ocag1 Mevkii 39°48'38.97 ' 'K, 33°29'14.57 ' 'D, 684 m

11 Mezbahane - MKE Tesisleri 39°50'28.41 ' 'K, 33°28'02.13''D, 686 m
Mevkii

12 Irmak Mevkii - Kizilirmak 1 39°57'22.98 ' 'K, 33°25'04.35"' 'D, 679 m
Sinirt Cikist

2.2.2. Demir, Bakir ve Krom Direncli Bakterilerin izolasyonu

Demir, bakir ve krom agir metaline direngli bakterilerin se¢imi i¢in agir metal igeren
ortamlar kullanilmistir. 12 bdlgeden alinan su 6rneklerinden demir, bakir ve krom
agir metaline direncli suslar1 se¢gmek i¢in her {i¢ metal ve 6rnek i¢in ayr1 ayri nutrient
agar igeren petriler hazirlanmig ve petrilere literatiirde belirlenen konsantrasyonlarda
demir ic¢in FeCl36H,0, bakir icin CuSO45H,O ve krom igin CrN3z9H,0
konusulmustur. Bu petrilere her bolgeden alinan su 6rnekleri seyreltilerek ekilmistir.
30°C’de 48 saat inkiibe edilen 6rneklerden iireme olan koloniler segilerek saflastirma

yapilmustir. Direncli olan suslar, toplandiklar1 bolgeleri ve direngli olduklar1 metali
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temsil edecek bigimde kodlanmustir. Demir direngli sus, Fel0O, bakir direngli sus

Cul2 ve krom direncli sus Cr07 olarak kodlanmustir.

2.2.3. Bakterilerin Maksimum Tolere Ettikleri Metal Konsantrasyonu

Degerlerinin Belirlenmesi

Maksimum tolere edilebilen konsantrasyon (MTK) degerlerinin belirlemek amaciyla
suglarm her biri agarli ortamda giderek artan konsantrasyonlarda demir igin
FeCls6H,0, bakir i¢in CuSO45H,0 ve krom igin CrN39H,0 eklenerek gerekli
sicakliklarda 48 saat inkiibe edilmistir. Ureme olan petrideki koloniler daha yiiksek
konstrasyonda agir metal igeren petrilere ekilmistir. Bu islem {ireme
gozlemlenilmeyinceye kadar tekrarlanmistir. Uremenin goriildiigii en yiiksek

konsantrasyon MTK degeri olarak belirlenmistir [109].

2.2.4. FAME Analizi

Secilen Fel0, Cul2 ve Cr07 suslarmin tiim yag asit analizleri i¢in gerekli olan tiim
kimyasallar ve uygulama prosediirleri Sherlock tarafindan tarif edilen metoda gore
gerceklestirilmistir [103]. Ornekler nutrient agara dort bolgeden olusan ¢izgi ekim
yapilmis 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra iiciincii bdlgede
gelisen hiicrelerden steril cam tiiplere 6ze ile 40 mg tartilmustir. ilk basamakta
saponifikasyonla hiicresel lipitlerin pargalanip, yag asitlerinin serbest kalmasi
saglanmistir. Bunun i¢in 40 mg 6rnek bulunan tiiplerin iizerine Soliisyon I’den 1 mL
ilave edilmis ve 5-10 saniye vortekslenmistir. 100°C’lik su banyosunda 5 dakika
tutulduktan sonra tekrar vortekslenmis ve daha sonra tekrar 100°C’lik su banyosunda
25 dakika tutulmustur. ikinci basamakta yag asitlerin metilasyonu saglanmis, serbest
yag asitlerine ester baglariyla metil eklenmis ve yag asit metil esterler elde edilmistir.
Bunun i¢inse 100°C’lik su banyosundan ¢ikarilan tiiplere Soliisyon II’den 2 mL ilave
edilmis ve 5-10 saniye vortekslenmis ve 80°C’lik su banyosunda 10 dakika

tutulmustur. Ugiincii basamak olan saflastrma basamaginda sogutulan tiiplerin
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iizerine Soliisyon III’den 1.25 mL ilave edilmis ve 10 dakika karistiricida
calkalanmistir. Bu basamak sonunda tiiplerde altta asidik, iistte organik sivi faz
olmak tzere iki faz gozlenmistir. Tiplerdeki asidik faz pastor pipeti ile
uzaklagtirilmig, yag asit metil esterler asidik fazdan ayrisarak organik faz bolgesinde
toplanmis ve organik faz muhafaza edilmistir. Son basamakta ise tiiplerin iizerine
Soliisyon IV’den 3 mL ilave edilmis ve 5 dakika karistiricida ¢alkalanmistir. Boylece
serbest yag asit metil esterlerinin saf olarak elde edilmesi saglanmistir. Tiiplerde
gbzlenen {ist faz pastdr pipeti ile 2 mL viellere almmistir. Orneklerin yag asidi
analizi gaz kromotografisi (Agilent 6890N GC, USA) ile gerceklestirilmistir. Gaz
kromotografisinin c¢alisma prensipleri verilmistir. Yag asitleri metil esterlerinin
kromatogramlar1 ve toplam yag asitleri miktarlari, analiz edilen Orneklerin
kromatogramindaki pikleri, standarttaki biitiin yag asitlerinin alikonma zamanlar1

teshis edilmistir.

2.2.5. Kromozomal DNA izolasyonu ve DNA Miktar Tayini

Izole edilen demir, bakir, krom direngli bakterilerin kromozomal DNA izolasyonu
Cutting ve Horn tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir [104,105]. 15 mL’ ik
kiiltiir 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve slipernatant atilmistir. Pellet {izerine
5.7 uL TE tampon eklenmistir ve karistirilmistir. Daha sonra 30 pL. % 10 SDS, 30
uL proteinaz-K ve 30 uLL RNAaz eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra 100 pL 5 M NaCl eklenerek karistirilmistir. 800 pL
CTAB/NaCl tamponu karisimin iizerine eklenmis ve 10 dakika 65°C’de tekrar
inkiibe edilmistir. Ayn1 hacimde kloroform/izoamil alkol soliisyonu eklenerek 5
dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Stipernatant yeni tiiplere alinarak esit
hacimde fenol/kloroform/izoamil alkol tamponu eklenerek 5 dakika 13.000 rpm’de
santriflij edilmistir. Pellet tizerine 0,6 hacim izopropanol eklenmis ve karistirilip 10
dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant atilarak pellet tizerine 5 mL % 70°lik etanol
eklenmis ve 10 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Son olarak etanol
uzaklastirilmis ve pellet tlizerine 200 pL TE tamponu eklenmis ve -20°C’de

saklanmustir. Izolatlardan elde edilen genomik DNA’lar biitiinliikleri bakimmndan
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agaroz jel elektroforezinde kontrol edildikten sonra, saflik kontrolleri ve miktar

tayinleri Qubit Fluorometer (Invitrogen) ile yapilmistir.

2.2.6. Kromozomal DNA Amplifikasyonu

16S rRNA oOrneklerini amplifiye etmek i¢in standart 16S rRNA gen sekansma
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primer ¢ifti, 27F
primer: 5’- CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ [98];
ve 1492 R primer: 5’-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-
3’ [99] kullanilacaktir. PZR amplifikasyonunda toplam hacmi 100 pL PZR karisimi
icin 10 pLL kromozomal DNA (100 ng), 5 uL. 16S Forward Primer (20 pmol), 5 puL
16S Reverse Primer (20 pmol), 4 uL. 5 mM 4 dNTP karisimi, 4 uL. 50 mM MgCly, 10
pL 10x Taq Buffer (Taqg DNA polymerase igeren), 61.5 pL steril distile su, 0.5 pL
(2.5U) Taq DNA polymerase karistirilip santrifiijlenecektir. Thermal cycler da 30
dongii ile ¢ogaltilan ornekler sekans analizi yapilana kadar -20°C’de saklanacaktir

[106].

PZR protokoliiniin optimizasyonu i¢in ¢esitli denemeler yapilmistir. Bu denemeler
sonucunda optimum protokol tespit edilmis olup tiim Ornekler spesifik primerler
kullanilarak bu protokole goére PZR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Son hacim
steril distile su ile 50 uL’ye tamamlanmistir. Techne TC-Plus marka otomatik
termocycler PZR amplifikasyonu amaciyla kullanilmistir. Dongiiler; 95°C’de 5
dakika denatiirasyon, 30 dongl seklinde 94°C’de 1 dakika, 59°C’de 30 saniye
baglanma basamagi, 72°C’de 2 dakika uzama ve bu dongiileri takiben 72°C’de 10

dakikalik bir inkiibasyon siiresinin tamamlanmasiyla gergeklestirilmistir [107].

2.2.7. PZR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

% 1’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 0.5 g agaroz tartilip 50 mL 1x TAE tamponu ile

coziildiikten sonra mikrodalga firinda isitilarak eritilmistir. Jel yatagma oOnceden
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tarak yerlestirilmis ve yatak su terazisi ile dengeye getirilmistir. Cozelti yaklasik 45-
50°C’ye kadar sogutulmus, 4 pL Etidyum Bromiir ilave edilmis ve jel yatagina
dokiilmistiir. Jel tamamen polimerize olduktan sonra tarak dikkatlice alinmuis, jel
yatagr oOrneklerin yiiriiyecegi icinde tampon ¢oOzeltinin bulundugu elektroforez
tankina aparat yerlestirilmistir. Her bir 6rnekten 8 puL almarak 2 pL. 6X Bromphenol
Mavisi yiikleme boyasi ile boyanmisti. DNA ornekleri mikropipet yardimiyla
kuyucuklara yiiklenmistir. Orneklerin molekiiler agirliklarmi belirlemek amaciyla
kuyucuklardan birine 3 pL marker DNA O’RangeRuler™ 100 bp DNA Ladder
yiklenmistir. Aparata jelin lizerini kaplayacak kadar yiiriitme tamponu eklenmistir.
80 V/cm? voltaj ve 40 mA amper uygulanarak yaklasik 45 dakikada yiiriitme islemi
tamamlanmistir. PZR {iriinlerinin elektroforez ile yiiriitiildiigii jel daha sonra jel
gorlintiileme cihazi (Gel Logic 2200 Pro Imaging System, USA) kullanilarak

bantlarin goreceli miktarlarini belirlemek i¢in taranmistir [107].

2.2.8. DNA Sekans Analizi

Izole edilen Fel0, Cul2 ve Cr07 suslarinin 16S rRNA gen sekanslar1 yapilacaktir.
Saflastirilmis PZR iiriinleri, DNA sekans analizi i¢in Gazi Universitesi Molekiiler
Biyoloji Arastrma ve Uygulama Merkezi’'ne (Ankara, Tiirkiye) gonderilmistir.
Gelen niikleotid dizilerinin, ¢ift yonlii dizi analizi ile 16S rRNA sekanslarimnim NCBI

Gen Bankasi sonuglarma gore % benzerlikleri bulunmustur [115].

2.2.9. Filogenetik Soy Agaclarinin Olusturulmasi

Izole edilen demir, bakir ve krom direngli bakterilerin 16S rRNA gen sekans dizileri
Clustal Multiple Alignment Program (ClustalW 2.0) kullanilarak dizinler

olusturulmustur. Filogenetik agaglari, Mega 5.2 programmda komsu baglanti

(neighbour-joining) metodu ile ¢izilmistir [115].
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2.2.10. Bakteri Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

Her bir susun metal igeren ve igermeyen bir gecelik kiiltiirlerinden 100 pL 6rnek
alinarak yine Her bir sus icin MTK degerleri belirlenmis metal iceren 100 mL NB
ortamma ekim yapilmistir. Kiiltiirle 30°C ve 37°C’de calkalamali etiivde inkiibe
edilmis ve 0. saatten itibaren optik density ODgyp nm’de, her iki saatte bir

spektrofotometre ile 6l¢tim degerleri alinarak {ireme egrisi ¢ikarilmistir [109].

2.2.11. Koloni Olusturan Birim Sayimi

Bir gecelik kiiltiirlerden 100 pL alinip her bir sus i¢in ilgili metali igeren ve
icermeyen s1v1 ortamlara ekim yapilip ekim yapilan ortamlardan her 2 saatte bir 1
mL Ornek alinip seyreltme yapilmis, seyreltilmis drnekler plate count agarlara ekilip

bir giin beklenerek koloni olusumu gézlemlenip sayilmistir. [102].

2.2.12. Biyosorpsiyon Kapasitelerinin Belirlenmesi

MTK degerleri dikkate alinarak Fel0 kodlu sus i¢in 16, Cul2 kodlu sus i¢in 12, Cr07
kodlu sus i¢in 8 tane sivi besi yeri hazirlanmistir. Besiyerlerine bir gecelik
kiiltirlerden 100 pL konulup; 30°C sicaklikta calkalamali etiivde iiremeye
brrakilmistir. Sirasiyla her iki saatte bir besiyerlerinden birisi alinip 20 dakika, 5000
rpm’de santriflij edilip slipernatant ayri bir tiipe alinarak besiyeri ortamindan bakteri
uzaklastirilmistir. Besiyeri ortaminda kalan agir metal miktar1 atomik absorbsiyon
spektrofotometresi (Perkin Elmer, USA) ile olgiilerek bakterinin biyosorpsiyon

yetenegi degerlendirilmistir [108].
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2.2.13. izolatlarin SEM Analizleri

Biyosorpsiyon kapasitesi gosteren Cr direngli saf kiiltiir direngli oldugu metali iceren
ve icermeyen ortamda gerekli lireme sicakliginda 24- 48 saat inkiibe edildikten
paraformaldehit ile fiksayonu yapilarak ornekten S5u numune tutucu {izerine
konularak altin kaplama yapilmistir. Kaplama isleminden sonra elektron
mikroskobunda incelenmistir. [115].

2.2.14. izoterm Calismalan

Biyosorpsiyon izotermleri sabit sicaklikta ve dengede metal konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak metal biyosorpsiyonunu tanimlar. Bu ¢alismada izoterm esitlikleri
metal biyosorpsiyonu i¢in uygulanmis ve biyosorpsiyon i¢in en iyi uyumu hangi
denklemin sagladig1 tespit edilmeye calisilmistir. Igerisinde 4, 8, 12, 16 ve 20
mg/L’lik konsantrasyonlarda krom iceren 25 mL’lik 5 adet erlene, kurutulan
bakteriler, her bir erlen i¢cin 15 mg olacak sekilde eklenmistir. 120 dakika sonra
erlenlerden ornekler ependorf tiiplere alinmistir. 20 dakika, 10000 rpm’de santrifiij
edildikten sonra siipernatant ayri bir tiipe almarak besiyeri ortamindan bakteri
uzaklastirilmistir. Besiyeri ortaminda kalan agir metal miktar1 atomik absorbsiyon
spektrofotometresi (Perkin Elmer, USA) ile 6l¢iilmiis ve izoterm egrileri ¢izilmistir
[122].

2.2.15. Kinetik Calismalar

Icerisinde 20 mg/L krom igeren 15 mL’lik 6 adet erlene, kurutulan bakteriler, her bir
erlen i¢in 15 mg olacak sekilde eklenmistir. 20, 40, 60, 80, 100 ve 120. dakikalarda
erlenlerden ornekler ependorf tiiplere alinmistir. 20 dakika, 10000 rpm’de santrifiij
edildikten sonra siipernatant ayr1 bir tlipe almnarak besiyeri ortamindan bakteri

uzaklagtirilmistir. Besiyeri ortaminda kalan agir metal miktar1 atomik absorbsiyon
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spektrofotometresi (Perkin Elmer, USA) ile dl¢lilmiis ve Kinetik egrileri ¢izilmistir
[122].

2.2.16. FTIR Analizi ile Bakterilerin Yiizey Ozelliklerinin incelenmesi

Yeterli miktarda sivi besiyeri hazirlandiktan sonra bakteriler tiremeye birakilmustir.
Ureyen bakteriler 10000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir ve siipernatant kismi
uzaklastirilmigtir. Bakterilerin bulundugu pellet kism1 2 kere distile su ile yikanip
tekrar santrifiijlenmistir. Pellet kismu 55°C’de etiivdebir gece kurumaya birakilmustir.
Sividan tamamen ayrilan kuru bakterilerin analizi FTIR spektrum cihazi (Bruker,
Vertex 70V, USA) ile yapilarak fonksiyonel gruplarin degerlendirilmesi yapilmistir
[120].

2.2.17. Zeta Potansiyeli Ol¢iimii

Bir gecelik kiiltiirlerden ependorfa alinan bakteriler 14500 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Besiyeri ortamdan uzaklastirilmis ve bakterinin {izerine 1 mL
distile su konularak siispanse edilmistir. Bu karigimdan 100 pL gekilerek hazirlanan
5 farkli metal konsantrasyonu igeren deney tiiplerine eklenmistir. Ornekler, oda
sicakliginda, 120 rpm’de calkalamali etiivde 2-5 saat brrakilmistir. Siire sonunda
alinan Orneklerin analizi (Zeta Sizer Nano, Malvern, UK) vyapildiktan sonra
degerlendirilmistir [130].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Bakterilerin izolasyonu

Laboratuvarimiz tarafindan daha once yapilan ¢alismalar [109,110] ile Kirikkale-
Kizilirmak’tan demir, bakir ve krom direngli suslar izole edilmis ve suslar direngli
olduklar1 metalleri ve izole edildikleri lokasyonu temsil edecek sekilde kodlanarak
kiiltiire alinmigtir. Demir direngli olan sus FelO, bakir direngli olan sus Cul2 ve

krom direngli olan sus ise Cr07 olarak kodlanmustir.

3.2. Bakterilerin Tanimlanmasi

3.2.1. FAME ile Tamimlama

3.2.1.1. Fel0 Kodlu Susun FAME Analizi

Fel0 kodlu susun igerdigi yag asitleri yiizde oranlar1 Cizelge 3.1°de ve GC
kromotogrami Sekil 3.1°de verilmistir. Fe10 kodlu susun yag asidi profilinin % 32.26
oraninda Cigg WI9C, % 15.87 oraninda Ciso ve % 5.52 oraninda Cip igerdigi
belirlenmistir. % 24.16 oraninda yag asidi ise tanimlanamamistir. Yag asidi profili
temel alinarak yapilan veri tabani analizi sonucu FelO kodlu sus 0.334 SI ile

Acinetobacter calcoaceticus olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 3.1. Fel0 kodlu susa ait yag asidi profilleri (Agilent 6890N GC, USA cihazi

ciktist)
RT | Response | Ar/Ht | RFCt | ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1678 | 3792648 | 0.026 | — | 7011 [ SOLYENT | <mintt
1.958 1287 | 0.025 - 7.557 -—-- | <minrt
2.060 326 | 0.040 - 7.754 -—-- | <minrt
2.337 277 | 0023 | — | 8294 — | <mintt
2.666 370 | 0.028 - 8.933 -—-- | <minrt
3.095 9790 | 0.020 P 9.770 -
3.213 434 | 0.023 | 1.232 | 10.000 | 10:0 0.28 | ECL dev. 0.000 Reference -0.001
3.406 226 | 0.030 ---- | 10.273 -
3.858 273 | 0.024 | 1.134 | 10.914 | Sum InF2 0.16 | ECL dev. 0.000 12:0 ALDE ?
3.919 283 | 0.025 | 1.126 | 10.999 | 11:0 0.17 | ECL dev.-0.001 Reference -0.002
4.448 11887 | 0.026 ---- | 11.568 -
4.594 278 | 0.030 ---- | 11.725 -
4.851 10061 | 0.032 | 1.045 | 12.001 | 12:0 5.52 | ECL dev.0.001 Reference -0.002
5.420 759 | 0.033 | 1.014 | 12.489 | unknwn12.484 0.40 | ECL dev. 0.005
5.692 221 | 0.027 -—-- | 12,722 -
6.267 4577 | 0.035 | 0.978 | 13.182 | 12:0 20H 2.35 | ECL dev.0.005
6.458 9042 | 0.032 ---- | 13.320 —---
6.653 8617 | 0.037 | 0.966 | 13.461 | 12:0 30H 4.37 | ECL dev.0.007
7.399 969 | 0.038 | 0.947 | 14.000 | 14:0 0.48 | ECL dev0.000 Reference -0.003
8.140 814 | 0.039 | 0.934 | 14478 | Sum InFeature1 |  0.40 | ECL dev.0.000 1oL 1S01130
8.878 7674 | 0.035 | 0.924 | 14.953 | unknwn 14.959 3.72 | ECL dev. -0.006
8.953 1116 | 0.035 | 0.923 | 15.002 | 15:0 ---- | ECL dev.0.002
9.779 5003 | 0.042 | 0916 | 15.494 | SumInF 2.40 | ECL dev. 0.006 |40 30RELISO
10326 | 50440 | 0.045 | 0913 | 15.820 | Sum InF3 24.16 | ECL dev.-0.002 poLwidsiso
10.627 33178 | 0.041 | 0.912 | 15.999 | 16:0 15.87 | ECL dev.-0.001 Reference -0.004
11.498 6682 | 0.040 | 0.909 | 16.501 | 15:0 30H 3.19 | ECL dev.-0.002
12.009 5625 | 0.046 | 0.909 | 16.795 | 17:1w8c 2.68 | ECL dev.0.003
12.366 1896 | 0.042 | 0.909 | 17.000 | 17:0 0.90 | ECL dev.0.000 Reference -0.003
13.018 823 | 0.043 ---- | 17.369 -
13.733 67520 | 0.048 | 0.911 | 17.773 | 18:1w9c 32.26 | ECL dev.0.004
13.820 1443 | 0.037 | 0.911 | 17.822 | 18:1w7c 0.69 | ECL dev.-0.001
14.168 6935 | 0.042 ---- | 18.019 ----
16.730 6183 | 0.043 ---- | 19.485 ----
-—-- 814 - ---- ---- | Sum F1 0.40 ggi} 1SO H/13:0 13:0 30H/15:1i I/H
SN R — —- [ 15:11S0 1/13:0 30H
-—-- 5276 - ---- ---- | Sum F2 2.57 | 12:0 ALDE ? unknwn 10.928
S - | 16:11SO 1/14:0 30H |14:0 SOH/16:11S0
50440 ---- | SummFee 3 24.16 | 16:1 w7c/15 is20H 15:0 1ISO /16:1w7c
Library Sim Index Entry Name
TSBA50 5.00 0.334 Acinetobacter-calcoaceticus
0.278 Acinetobacter-haemolyticus
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Sekil 3.1. Fel0 kodlu susa ait GC kromotogrami (Agilent 6890N GC, USA cihazi
ciktist)

3.2.1.2. Cul2 Kodlu Susun FAME Analizi

Cul2 kodlu susun igerdigi yag asitleri yiizde oranlar1 Cizelge 3.2.’te ve GC
kromotogrami Sekil 3.2’de verilmistir. Cul2 kodlu sus % 19.85 oraninda Cig.0, %
17.2 oraninda Cig1 w7c¢c ve % 5.63 oraninda Cip0 20H igermektedir. % 38.80
oraninda yag asidi ise tanimlanamamustir. Yag asidi profili temel alinarak yapilan
veri tabani analizinde Cul2 kodlu susun 0.331 SI ile Pseudomonas syringae ile

eslestigi tespit edilmistir.
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Cizelge 3.2. Cul2 kodlu susa ait yag asidi profilleri (Agilent 6890N GC, USA cihazi

ciktist)
RT Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1.678 | 3.809E+8 | 0.026 ---- | 7.015 | SOLVENTPEAK --- | <minrt
1.958 1157 | 0.024 7.561 -—-- | <minrt
2.333 260 | 0.023 - | 8290 - | <minrt
2.667 580 | 0.027 - | 8940 --- | <minrt
3.096 9637 | 0.020 - | 9774
3.212 386 | 0.027 | 1.232 9.999 | 10:0 0.12 | ECL de -0.001 Ref-0.004
4318 17748 | 0.030 | 1.089 | 11.429 | 10:0 30OH 4.98 | ECL dev 0.007
4.449 10703 | 0.026 ---- | 11.570 ----
4.593 226 | 0.028 - | 11.724
4.852 14892 | 0.031 | 1.045 | 12.002 | 12:0 4.01 | ECL dev 0.002 Ref-0.001
6.268 22329 | 0.034 | 0.978 | 13.182 | 12:0 20H 5.63 | ECL dev0.005
6.458 8101 | 0.032 --- | 13.320
6.655 21753 | 0.036 | 0.966 | 13.461 | 12:0 30H 5.42 | ECL dev 0.007
7.399 1424 | 0.036 | 0.947 | 13.999 | 14:0 0.35 | ECL dev-0.001 Ref -0.003
8.880 6635 | 0.036 | 0.924 | 14.953 | unknwn 14.959 1.58 | ECL dev0.006
8.953 420 | 0.036 | 0.923 | 15.000 | 15:0 ---- | ECL dev0.000
10330 | 164992 | 0.043 | 0913 | 15820 | SumInF 3 38.80 | ECL dev -0.002 poLwidsiso
10.629 84533 | 0.042 | 0.912 | 15.999 | 16:0 19.85 | ECL dev -0.001 Ref -0.003
11.500 5903 | 0.038 | 0.909 | 16.499 | 15:0 30H 1.38 | ECL dev -0.004
12.177 3039 | 0.044 | 0.909 | 16.889 | 17:0 CYCLO 0.71 | ECL dev0.001 Ref 0.000
13.827 72555 | 0.049 | 0.911 | 17.823 | 18:1w7c 17.02 | ECL dev 0.000
14.169 6100 | 0.045 ---- | 18.017
14.279 647 | 0.036 | 0912 | 18.079 3v17'g‘ethy' 181 0.15 | ECL dev -0.002
16.731 5552 | 0.045 ---- | 19.481
| 164092 | | | —|sumF3 38.80 | 16:1w7c/15is020H | 220150
Library Sim Index Entry Name
TSBA50 5.00 0.331 Pseudomonas-syringae-syringae
0.308 Pseudomonas-fluorescens-biotype A
0.279 Pseudomonas-fluorescens-biotype B
0.270 Paucimonas-lemoignei
0.229 Vibrio-hollisae
0.225 Pseudomonas-huttiensis
0.214 Pseudomonas-syringae-maculicola
0.200 Neisseria-sicca
0.199 Vibrio-cholerae-Ogawa
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Sekil 3.2. Cul2 kodlu susun GC kromotogram (Agilent 6890N GC, USA cihazi
ciktisi)

3.2.1.3. Cr07 Kodlu Susun FAME Analizi

Cr07 kodlu susun igerdigi yag asitleri yiizde oranlar1 Cizelge 3.3’de ve GC
kromotogrami Sekil 3.3’da verilmistir. Cr07 kodlu susun yag asidi profilinin % 49.62
oraninda Cig1 w7¢, % 17.52 oraninda Cigo Ve % 6.19 oraninda Cjg9 Cyclo w8c
icerdigi belirlenmistir. % 13.39 oraninda yag asidi ise tanimlanamamistir. Yag asidi
profili temel alinarak yapilan veri tabani analizi sonucu Cr07 kodlu sus 0.373 SI ile

Enterococcus faecium olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 3.3. Cr07 susuna ait yag asidi profilleri (Agilent 6890N GC, USA cihazi

ciktist)

RT Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2

1.678 | 3.76E+8 | 0.026 7.014 | SOLVENT P -—-- | <minrt

1.958 1345 | 0.026 ----| 7.558 --- | <minrt

3.096 6895 | 0.020 - | 9772

4.449 11908 | 0.026 -—-- | 11571

4.597 260 | 0.032 --—-- | 11.730

4.850 486 | 0.027 | 1.045 | 12.001 | 12:0 0.30 | ECL dev 0.001 R -0.003

6.458 9357 | 0.032 --- | 13.321

7.019 294 | 0.035 ---- | 13.725

7.144 1615 | 0.044 ---- | 13.815 -

7.399 7869 | 0.036 | 0.947 | 14.000 | 14:0 4.45 | ECL dev 0.000 R -0.003

8.879 7608 | 0.036 | 0.924 | 14.953 | unknown 14.959 4.20 | ECL dev-0.006
10.323 16830 | 0.043 | 0.913 | 15.817 | Sum In Feature 3 9.18 | ECL dev -0.005 16:1 w7c/15 i20H
10.385 7718 | 0.040 | 0.913 | 15.854 | Sum In Feature 3 4.21 | ECL dev 0.002 15:0 ISO 20H/wT7c
10.531 720 | 0.043 ---- | 15.940
10.628 32164 | 0.043 | 0.912 | 15998 | 16:0 17.52 | ECL dev-0.002 R -0.004
11.499 7957 | 0.043 | 0.909 | 16.500 | 15:0 30H 4.32 | ECL dev -0.003
13.825 91162 | 0.043 | 0.911 | 17.823 | 18:1w7c 49.62 | ECL dev 0.000
14.169 7840 | 0.050 ---- | 18.017
15.725 11306 | 0.048 | 0.916 | 18.903 | 19:0 CYCLO w8 6.19 | ECL dev 0.001 R 0.001
16.731 6439 | 0.039 ---- | 19.480

24547 ---- | Summed Feat 3 13.39 | 16:1 w7c/151SO20H | 15:0 1ISO 20H/16:1
Library Sim Index Entry Name
TSBAS50 5.00 0.373 Enterococcus-faecium-GC subgroup A
0.351 Enterococcus-durans-GC subgroup A
0.285 Enterococcus-durans-GC subgroup B
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Sekil 3.3. Cr07 kodlu susa ait GC kromotogrami (Agilent 6890N GC, USA cihazi
ciktisi)

3.2.2. 16S rRNA Sekans Analizi ile Tanmimlama

Yag asidi analizinden elde edilen bulgular diisiik SI degerlerine sahip oldugu i¢in
bakteriler ayrica 16 S rRNA sekans analizi kullanilarak da tanimlanmistir. Bu amagcla
bakterilerden kromozomal DNA izole edilmis, PZR optimizasyonu caligmalar1
yapilmis ve saflastirilmis PZR {iriinleri DNA sekans analizi i¢in kullanilmistir. 16 S
rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen niikleotid dizileri, BLAST programi

kullanilarak bakteriyel tanimlama yapilmaistir.

3.2.2.1. Kromozomal DNA izolasyonu

PZR amplifikasyonu oncesi izole edilmis suslardan kromozomal DNA izolasyonu

yapilmis ve % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek belirlenmistir.
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3.2.2.2. Fel0 Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rRNA bolgeleri PZR’da ¢ogaltildiktan sonra % 1’°lik agaroz jelde yiirtitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iiriinlerinin yaklagik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.4’de FelO kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR iiriinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 54°C oldugu goriilmektedir.

1500bp — 5
1000 bp —

500 bp —»

Sekil 3.4. Farkli primer baglanma sicakliklarinda Fel0 kodlu susa ait PZR firtinleri (M,

marker)

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu swrada diger PZR
sartlar1  sabit tutulmustur. Sekil 3.5’de FelO0 susuna ait farkli MgCl;
konsantrasyonlarindaki PZR iirlinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl, konsantrasyonu 2 mM olarak belirlenmistir.
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M 2omM 225mM 25mM 275mM 3 mM

1500bp — 5

1000 bp —>

Sekil 3.5. Farkli MgCl2 konsantrasyonlarinda Fel0 susuna ait PZR trtinleri (M, marker)

3.2.2.3. Fel0 Kodlu Susun 16 S rRNA Sekans Analizi ile Tanimlanmasi

16S rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen niikleotid dizileri, National Center
of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusunda
yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir. Gen bankasinda yapilan BLAST analizlerinde
Fel0 kodlu susun % 99 oraninda Acinetobacter calcoaceticus ile homoloji gosterdigi
saptanmis ve bu tiir i¢in gen bankasindan KJ395366 kodu alinmistir. Fel0 kodlu
susun filogenetik agaci, 16S rRNA gen sekans dizisi kullanilarak MEGA 5.2
programinda neighbour-joining metodu kullanilarak ¢izilmistir. Sekil 3.6’da
goriildiigli gibi FelO kodlu susun homoloji gosterdigi ilk 15 bakteri ile soy agaci

olusturulmustur
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4?0|: Acinetobacter soli (EU280133)
B8 Acinetobacter baylvi (AF309820)

Acinetobacter towneari (AF309813)

35

5 Acinetobacter puyagensis (TN664227)

Acinetobacter baumarii (X81660)
3 = _E‘{cz'nerabacrer Fuil (X81664)

Bl Acinetobacter gerneri (AF500529)
Acinetobacter parvis (AJ293601)

Acinetobacter lwoffii (X81663)

70

aq {Acmerobacre}‘ haemolyticus (X81662)
45 45 Acinetobacter ursingii (AI275038)

Acinetobacter fjernbergias (AF509823)

Acinetobacter calcoacaticus (AJ383983)
Acinetobacter tandoii (AF309830)

Fel0 (KJ395366)

01

Sekil 3.6. Fel0 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram

(0.1; niikleotidler arasindaki farki gostermektedir)

Soy agacmi desteklemek amaciyla uzaklik matriksleri (distance matrix) MEGA 5.2
programi ile hesaplanmistir (Cizelge 3.4). Filogenetik analizler sonucunda FelO
kodlu susa en yakin tiir Acinetobacter calcoaceticus en uzak tiir ise Acinetobacter

baylyi oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.4. Fel0 kodlu sus i¢in 16S rRNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. FelO
2. Acinetobacter calcoaceticus 1.124
3. Acinetobacter haemolyticus 1.155 0.019
4.  Acinetobacter soli 1.201 0.022 0.034
5. Acinetobacter Iwoffii 1.180 0.027 0.024 0.026
6. Acinetobacter tandoii 1.129 0.035 0.022 0.043 0.043
7. Acinetobacter tjernbergiae  1.157 0.032 0.027 0.046 0.043 0.032
8.  Acinetobacter baumanni 1.169 0.027 0.025 0.022 0.036 0.037 0.041
9.  Acinetobacter ursingii 1.180 0.025 0.028 0.034 0.033 0.041 0.045 0.033
10. Acinetobacter puyagensis 1.180 0.030 0.030 0.023 0.033 0.047 0.045 0.027 0.041
11.  Acinetobacter junii 1.169 0.032 0.031 0.027 0.036 0.038 0.045 0.015 0.033 0.031
12. Acinetobacter gerneri 1.186 0.046 0043 0.039 0.047 0.047 0.048 0.029 0.044 0.038 0.027
13. Acinetobacter parvus 1.162 0.031 0.024 0.025 0.034 0.028 0.034 0.024 0.033 0.031 0.019 0.041
14. Acinetobacter baylyi 1,189 0.030 0041 0.013 0.032 0.043 0.043 0.031 0.040 0.031 0.034 0.037 0.032
15. Acinetobacter towneri 1.177 0.053 0.057 0.041 0.053 0.062 0.063 0.045 0.062 0.049 0.045 0.055 0.049 0.038




3.2.2.4. Cul2 Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rRNA bolgeleri PZR’da ¢ogaltildiktan sonra % 1’°lik agaroz jelde yiirtitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iiriinlerinin yaklagik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.7°de Cul2 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR {iriinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 58°C oldugu belirlenmistir.

Sekil 3.7. Farkli primer baglanma sicakliklarinda Cul2 kodlu susa ait PZR {irtinleri
(M, marker)

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi i¢in farklt MgCl, konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu sirada diger PZR sartlar1
sabit tutulmustur. Sekil 3.8’de Cul2 susuna ait farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki PZR
uriinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu 2

mM olarak belirlenmistir.

65



12 mM 13mM 14mM 15mM 2.0mM

1500 bp — 5

1000 bp —>

Sekil 3.8. Farklt MgCl, konsantrasyonlarinda Cul2 susuna ait PZR iriinleri (M, marker)

3.2.2.5. Cul2 Kodlu Susun 16S rRNA Sekans Analizi ile Tamimlanmasi

16S rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen niikleotid dizileri, National Center
of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusunda
yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir. Gen bankasinda yapilan BLAST analizlerinde
Cul2 kodlu susun % 99 oraninda Pseudomonas koreensis ile homoloji gosterdigi
saptanmig ve bu tiir i¢in gen bankasindan KJ395364 kodu alinmistir. Cul2 kodlu
susun filogenetik agaci, 16S rRNA gen sekans dizisi kullanilarak MEGA 5.2
programimda neighbour-joining metodu ile ¢izilmistir. Sekil 3.9°da gorildigia gibi

Cul2 kodlu susun homoloji gosterdigi ilk 15 bakteri ile soy agact olusturulmustur.
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o Pseudomonas cedrina (AF064461)
100 { Pseudomanas gessardi (AF0T4384)
49 Pseudomonas migulae (AF074383)

Pseudomonas reinekei (AM293563)
il Pseudomonas jessennii (AJ068239)

93 Preudomonas vancouverensis (AI011307)

{ Pseudomonas moarei (AM293366)

94 Pseudomonas umsongensis (AF4684350)
{ Pseudomonas mohmii (AM293367)
{ Cul? (KJ395364) .

&0 Pseudomonas moraviensis (AY970952)

Pseudomonas koreensis (AF463432)

B3 Pseudomonas punonensis (1Q344321)

q7 { Pjewromﬂmjfuliva (_313060136}
100 Pseudomenas parafulva (AB060132)

———
0.002

Sekil 3.9. Cr07 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram

(0.002; niikleotidler arasindaki farki gostermektedir)

Soy agacimi desteklemek amaciyla uzaklik matriksleri (distance matrix) MEGA 5.2
programi ile hesaplanmistir (Cizelge 3.5). Filogenetik analizler sonucunda Cul2 kodlu
susa en yakin tiir Pseudomonas koreensis en uzak tiir ise Pseudomonas punonensis

oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.5. Cul2 kodlu sus i¢in 16S rRNA dizi verileri kullanilarak gerceklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. Cul2
2. Pseudomonas koreensis 0.017
3. Pseudomonas moraviensis 0.018 0.003
4.  Pseudomonas reinekei 0.019 0.003 0.006
5. Pseudomonas vancouverensis 0.024 0.007 0.009 0.007
6. Pseudomonas jessenii 0.020 0.004 0.007 0.001 0.006
7. Pseudomonas umsongensis 0.024 0.007 0.010 0.007 0.003 0.007
8.  Pseudomonas mohnii 0.024 0.007 0.010 0.007 0.002 0.007 0.001
9. Pseudomonas fulva 0.027 0.010 0.013 0.012 0.015 0.011 0.017 0.016
10. Pseudomonas parafulva 0.027 0.010 0.013 0.012 0.015 0.011 0.017 0.016 0.000
11. Pseudomonas moorei 0.024 0.007 0.009 0.007 0.000 0.006 0.003 0.002 0.015 0.015
12. Pseudomonas cedrina 0.034 0.018 0.021 0.017 0.021 0.018 0.020 0.021 0.028 0.028 0.021
13. Pseudomonas gessardii 0.033 0.017 0.020 0.015 0.020 0.016 0.018 0.019 0.027 0.027 0.020 0.004
14. Pseudomonas migulae 0.030 0.014 0.017 0.012 0.017 0.013 0.015 0.016 0.024 0.024 0.017 0.006 0.004
15. Pseudomonas punonensis 0.035 0.020 0.021 0.021 0.019 0.021 0.022 0.021 0.015 0.015 0.019 0.037 0.036 0.033




3.2.2.6. Cr07 Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rRNA bolgeleri PZR’da ¢ogaltildiktan sonra % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iiriinlerinin yaklagik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.10°da Cr07 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR {iriinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 55°C oldugu belirlenmistir.

1500bp — 5

1000 bp —>

500bp —»

Sekil 3.10. Farkli primer baglanma sicakliklarinda Cr07 kodlu susa ait PZR {iriinleri
(M, marker)

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi i¢in farklt MgCl; konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu sirada diger PZR sartlar1
sabit tutulmustur. Sekil 3.11’de Cr07 susuna ait farkli MgCl, konsantrasyonlarindaki
PZR irilinleri gorilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az oldugu MgCl;

konsantrasyonu 2 mM olarak belirlenmistir.
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M 125mM 15eM 175mM

1500 bp —

1000 bp —>

500bp —»

Sekil 3.11. Farkli MgCl; konsantrasyonlarinda Cr07 susuna ait PZR {iriinleri
(M, marker)

3.2.2.7. Cr07 Kodlu Susun 16S rRNA Sekans Analizi ile Tanimlanmasi

16S rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen niikleotid dizileri, National Center
of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusunda
yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir. Gen bankasinda yapilan BLAST analizlerinde
Cr07 kodlu susun % 99 oraninda Enterococcus faecalis ile homoloji gosterdigi
saptanmis ve bu tiir i¢in gen bankasindan KJ395365 kodu alinmistir. Cr07 kodlu
susun filogenetik agaci, 16S rRNA gen sekans dizisi kullanilarak MEGA 5.2
programinda neighbour-joining metodu ile ¢izilmistir. Sekil 3.12°de gorildiigii gibi

Cr07 kodlu susun homoloji gosterdigi ilk 15 bakteri ile soy agaci olusturulmustur.
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39 Enterococcus mundtii (AF061013)
34 —|: Enterococcus villorum (AJ271329)

61 L Enterococcus hirae (Y17302)

83

Enterococcus durans (AJ276354)

94

Enterococcus thailandicus (EF197994)

Enterococcus phoeniculicula (AY028437)

Enterococcus saccharolyticus (AF061004)

_': Enterococcus casseliflavus (AF039903)

99 Enterococcus gallinarium (AF039900)

n
wn

Vagococcus lutrae (Y17152)

—|: Cr07 (KJ395365)
100

Enterococcus faecalis (AB012212)

80 ——— Enterococcus moraviensis (AF286831)

100 _|: Enterococcus haemoperoxidus (AF286832)
Enterococcus caccae (AY943820)

Sekil 3.12. Cr07 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram

(0.005; niikleotidler arasindaki farki géstermektedir)

Soy agacimi desteklemek amaciyla uzaklik matriksleri (distance matrix) MEGA 5.2
programi ile hesaplanmistir (Cizelge 3.6). Filogenetik analizler sonucunda Cr07 kodlu
susa en yakin tiir Enterococcus faecalis, en uzak tiir ise Enterococcus phoeniculicula

oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.6. Cr07 kodlu sus icin 16S rRNA dizi verileri kullanilarak gerceklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. Cr07
2. Enterococcus faecalis 0.021
3. Enterococcus haemoperoxidus  0.044 0.026
4.  Enterococcus caccae 0.047 0.027 0.003
5. Enterococcus moraviensis 0.044 0.025 0.002 0.002
6. Enterococcus hirae 0.062 0.040 0.036 0.036 0.034
7. Enterococcus durans 0.062 0.041 0.036 0.037 0.035 0.003
8.  Enterococcus thalandicus 0.064 0.042 0.035 0.036 0.033 0.006 0.005
9.  Enterococcus mundtii 0.063 0.041 0.038 0.038 0.036 0.007 0.007 0.011
10. Enterococcus saccharolyticus  0.067 0.045 0.050 0.050 0.047 0.033 0.033 0.037 0.036
11. Enterococcus casseliflavus 0.063 0.041 0.045 0.046 0.044 0.021 0.020 0.019 0.024 0.021
12. Enterococcus gallinarium 0.063 0.041 0.045 0.046 0.044 0.022 0.020 0.019 0.024 0.022 0.001
13.  Vagococcus lutrae 0.068 0.048 0.046 0.047 0.046 0.056 0.056 0.058 0.057 0.050 0.052 0.052
14. Enterococcus villorum 0.066 0.044 0.040 0.041 0.039 0.008 0.009 0.013 0.011 0.030 0.021 0.022 0.056
15. Enterococcus phoeniculicula ~ 0.068 0.046 0.038 0.039 0,037 0.022 0.020 0.016 0.026 0.039 0.024 0.024 0.059 0.024




3.3. Bakterilerin Optimum Ureme Kosullar

Izole edilmis olan suslar optimum iireme kosullarmin belirlenmesi amaciyla degisik

pH’larda tireme egrileri ¢ikartilmustir.

3.3.1. A. calcoaceticus’un Degisik pH’lardaki Ureme Egrileri

A. calcoaceticus’un optimum iireme kosullarin belirlenmesi amaciyla tireme egrileri
olusturulmus ve A. calcoaceticus i¢in optimum pH’ nin 7 oldugu belirlenmistir. A.
calcoaceticus pH 7°de 32 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda demir i¢eren ortamda
44x10"°, demir icermeyen ortamda ise 47x10"™ hiicre sayisina ulastigi
gbzlemlenmistir. pH 7'de demir varliginda hiicre sayisinda % 7 oraninda bir diisiis

tespit edilmistir (Sekil 3.13). pH 7’de ki hiicre sayisina baglh standart egrileri Sekil
3.14°de verilmistir.

45 ot
w40 w 45
= < 40
- 35 Y
i # 35
;30 E 30
=
g2 g 25
20 .
2 ) g 20 == Feiceren
5 15 —#— Feigeren 3 15 =@ Feigermeyen
= 10 =@ Feicermeyen = 10
5 5
0 0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 0 4 8 12 16 20 24 28 32
zaman (saat) zaman (saat)
(a) ®)

hiicre sayis x 1015
~
o

== Fe iceren
=@ Feigermeyen

0O 4 8 12 16 20 24 28 32

zaman (saat)

©

Sekil 3.13. A. calcoaceticus’un pH 6 (a), pH 7 (b), pH 9’daki (c) iireme egrileri
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L 50 v=1,4041x < 45 y=1,5224x
S a5 R?=0,9919 — 40 R?*=0,993
40 * 35
E 35 = 30
Z 30 & 25
- 25 -
@ 2 20
s 20 S
:2 15 E 15
=~ 10 10
5 5
0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 0 4 8 12 16 20 24 28 32

zaman (saat)

@

zaman(saat)

(®)

Sekil 3.14. A. calcoaceticus’un pH 7°’deki demir igeren (a) ve icermeyen (b)

ortamlardaki standart egrileri

3.3.2. P. koreensis’in Degisik pH’lardaki Ureme Egrileri

P. koreensis’in optimum tireme kosullarin belirlenmesi tireme egrileri olusturulmus
ve P. koreensis i¢in optimum pH’nin 7 oldugu belirlenmistir. P. koreensis pH 7°de
24 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda bakir iceren ortamda 12x10", bakir icermeyen
ortamda ise 16x10"" hiicre sayisina ulastigi gdzlemlenmistir. pH 7'de bakir
varliginda, hiicre sayisinda % 15 oraninda bir diisiis tespit edilmistir (Sekil 3.15). pH

7’de ki hiicre sayisia bagli standart egrileri sekil 3.16’da verilmistir.
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Sekil 3.15. P. koreensis’in pH 7 (a) ve pH 9’ daki (b) iireme egrileri
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Sekil 3.16. P. koreensis'in pH 7’deki bakir igeren (a) ve igermeyen (b) ortamlardaki

standart egrileri

3.2.3. E. faecalis’in Degisik pH’lardaki Ureme Egrileri

E. faecalis’in optimum iireme kosullarm belirlenmesi amaciyla tireme egrileri

olusturulmus ve E. faecalis kodlu sus i¢in optimum pH’nin 7 oldugu belirlenmistir.

E. faecalis pH 7’de 16 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda krom igeren ortamda

37x10’, krom igcermeyen ortamda ise 42x10" hiicre sayisma ulastigi gozlemlenmistir.

75



pH 7'de krom varliginda, hiicre sayisinda % 12 oraninda bir diisiis tespit edilmistir

(Sekil 3.17). pH 7’de ki hiicre sayisina bagli standart egrileri Sekil 3.18°de

verilmistir.
45 e 45
= 0 — 40
: 35 »
s Cri = 35
; 30 | =t r.u;eren % 30 | == Crigeren
& 25 el Crigermeyen = @ Cricermeyen
o 20 E 20
3 15 z 15
2
10 10
5
0
0 4 8 12 16 0 4 8 12 16
zaman (saat) zaman (saat)

(a)

Sekil 3.17. E. faecalis’in pH 7 (a) ve pH 9’daki (b) tireme egrileri

a5 y=2,4628% 40
2 -

= ap R?=0,9913 S = 27179
=
# 35 T R?=0,9917
= 30 = 25
B g
E 2 g 10
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s T
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10 =

5 5
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0 4 8 12 16 0 4 B 12 16
zaman (saaf) zaman (saaf)
(a) ®)

Sekil 3.18. E. faecalis'in pH 7’deki krom igeren (a) ve icermeyen (b) ortamlardaki

standart egrileri
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3.4. Bakterilerin Biyosorpsiyon Kapasitelerinin Belirlenmesi

Suglarin tanimlamalar1 yapildiktan sonra biyosorpsiyon degerleri atomik absorbsiyon
spektrofotometresi ile incelenmistir. A. calcoaceticus, 28 mg/L demir varliginda 32
saatlik inkiibasyon sonrast ortamdaki demir konsantrasyonunda herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir. P. koreensis 50 mg/L bakir varliginda ise 24 saatlik
inkiibasyon sonrasit ortamdaki bakir konsantrasyonunda herhangi bir degisiklik
gozlemlenmemistir. E. faecalis 72.8 mg/L krom varliginda 16 saatlik inkiibasyon
sonucu ortamdaki krom konsantrasyonu degistirmedigi belirlenmistir. Bu suslarin
daha diisik konsantrasyonlarda biyosorpsiyon kapasitesinin olup olmadigini
belirlemek amaciyla ayni1 sartlarda 10 mg/L demir, 20 mg/L bakir ve krom varliginda
biyosorpsiyon yetenekleri incelenmistir. Demir direngli A. calcoaceticus ve bakir
direngli P. koreensis herhangi bir biyosorpsiyon kapasitesi gostermezken, krom

direngli E. faecalis 20 mg/L krom varliginda %100 biyosorpsiyon Kkapasitesi

gosterdigi belirlenmistir.
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0 ¢e 0 0 e * " =il
4 8 12 16 20 24 28 32 0 4 8 12 16 20 24 28 32
zaman(saat) zaman(saat)
(a (b)

Sekil 3.19. A. calcoaceticus’un 28 mg/L (a) ve 10 mg/L (b) demir varligindaki
biyosorpsiyonu
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Sekil 3.20. P. koreensis’in 50 mg/L (a) ve 20 mg/L (b) bakir varligindaki

biyosorpsiyonu
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Sekil 3.21. E. faecalis’in 72.8 mg/L (a) ve 20 mg/L (b) krom varligindaki
biyosorpsiyonu
3.5. SEM Goriintiileri

Agir metallerin bakteri morfoloji iizerine etkisini gozlemlemek amaciyla direngli
suslar taramali elektron mikroskobunda incelenmistir. E. faecalis'in metal icermeyen

ortamda boyutlarmin ortalama 619x669 nm iken metal iceren ortamda 736x748

78



nm'ye yiikseldigi gozlemlenmistir. Boyutlardaki bu degisiklik biyosorpsiyonun

gerceklestigi seklinde degerlendirilmistir (Sekil 3.22.).

Sekil 3.22. Krom igermeyen (a) ve krom igeren (b) ortamdaki E. faecalis'e ait SEM

goriintiileri

3.6. E. faecalis’e ait izoterm Egrilerinin Degerlendirilmesi

Biyosorpsiyon yetenegi belirlenen E. faecalis susu izoterm egrileri ¢ikartilmak igin

atomik absorbsiyon spektrofotometresinde incelenmistir.
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Sekil 3.23. E. faecalis'in Langmuir (a) ve Freundlich (b) izotermi

Elde edilen izoterm sabitleri Cizelge 3.7.’de topluca verilmistir. E. faecalis ’in krom
iizerinde Langmuir ve Freundlich izotermlerine uygunluk durumu korelasyon

katsayisi (R?) ile bulunmustur.

Cizelge 3.7. Izoterm sabitleri

Langmuir izotermi Freundlich izotermi
E. faecalis gmax b R’ N Kf R
0,645 4,306 0,8169 0,389 0,45 0,9063

Elde edilen izoterm sabitleri dikkate alindiginda Freundlich izotermi daha biiyiik R

degerine sahip oldugu i¢in Freundlich izotermine uygun oldugu tespit edilmistir.

3.7 E. faecalis' e ait Kinetik Egrilerinin Belirlenmesi

Biyosorpsiyon yetenekleri belirlenen E. faecalis'in kinetik egrilerinin ¢ikarilmasi igin

atomik absorpsiyon spektrofotometresinde incelenmistir.
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Sekil 3.24. E. faecalis'in krom biyosorpsiyonu i¢in kesikli kinetik c¢aligmasinda

biyosorsiyon kapasitesinin zamana bagli degisimi
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Sekil 3.25. E. faecalis'in yalanci birinci ve (a) yalanci ikinci dereceden (b) kinetik

grafikleri

Cizelge 3.8. E. faecalis igin yalanc1 birinci ve yalanci ikinci derece Kinetik sabitleri

Yalanci1 Birinci Derece Yalana ikinci Derece
E. faecalis Oen e ky R Olden Qe ¢ R’
17 12 0.0143 0.9082 17 16.94 0.032 0.9998
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Cizilen grafikler ve hesaplamalar sonucunda yalanci ikinci dereceden kinetik modeli
daha biiyilk R? degerine sahip oldugundan E. faecalis'in yalanc1 ikinci dereceden

kinetik modeline uyumlu oldugu gorilmiistiir.

3.8. FTIR Analizi

E. fecalis’in krom biyosorpsiyon yetenegi belirlendikten sonra hiicre yiizeyindeki
krom baglayan fonksiyonel gruplar1 belirlemek amaciyla meydana gelen farkliliklar:
belirlemek i¢in FTIR analizi yapilmistir. Sekil 3.26.’e bakildiginda bakterinin hiicre
yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplar ve biyosorpsiyondan sorumlu sonraki
fonksiyonel gruplar FTIR spektrumundaki degisimlere gore degerlendirilmistir (Sekil
3.26).
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Sekil 3.26. E. faecalis susunun krom metali igeren (kirmizi) ve igermeyen (mavi)

ortamda FTIR analizi sonuglar1
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Cizelge 3.9. E. faecalis’e ait FTIR sonuglari

Frekans(cm™) Frekans(cm™) Fonksiyonel Grup

Cr yiiksiiz bakteri Cr yiiklii bakteri

3227.84 3278.97 O-H (alkol, fenol) Stretching
2924.79 2954.86 C-H (alkil) Stretching
2854.04 2923.63 C-H (alkil) Stretching
2166.11 2013.17 C=C (alkinil) Streching
1627.95 1639.82 N-H (amin) Stretching
1452.74 1450.42 =-CHs; (metil) Bending
1335.50 1229.42 C-N Stretching
1221.53 1046.47 C-O-C Stretching
1154.04 884.62 R,C=CH, Bending

FTIR analizlerinden anlasilacag: gibi; metal biyosorpsiyonunun mekanizmasinin,
biyosorbentin yapisindaki bulunan fonksiyonel gruplar ve metal iyonlar1 arasindaki
kompleks olusumu ve iyonik etkilesim gibi mekanizmalara baglh oldugu
gorilmiistiir. Swras1 ile krom igermeyen ve krom iceren bakterilerin frekanslarina
bakildiginda, 2854.04 cm™den 2923.63 cm™e C-H (alkil) gruplarmnm, 2216.11 cm™
den 2013.17 cm™ 'e C=C (alkinil) gruplarinin, 1335.50cm™den 1229.42cm™ ‘e C-N
gruplarinmn, 1221.53cm™den 1046.47cm™ e C-O-C gruplarnin ve 1154.04cm™den
884.62cm™e R,C=CH, gruplarmin krom metalinin etkisiyle degistigini ve bu

gruplarm metalin tutunmasinda etkili oldugu belirlenmistir.

3.9. Zeta Potansiyelinin Degerlendirilmesi

E. faecalis’in farkli konsantrasyonlarda metal iceren ortamlarda hiicre yiizeyinde

meydana gelen degisimler zeta potansiyeli 6lgiilerek incelenmistir (Sekil 3.27).
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Sekil 3.27. E.faecalis’in krom konsantrasyonuna bagl zeta potansiyeli

Diisiik krom konsantrasyonunda zeta potansiyelinde diisis goriilse de
konsantrasyonun artmasiyla zeta potansiyelinde ilk olarak artis daha sonra azilis
goriilmektedir. Hiicre yiizeyi yilkiiniin -25 mV ile +25 mV arasinda Olgiilmesi
metalin hiicre yiizeyine baglandiginin bir gostergesidir. E. faecalis'in7.5 ile 12 mg/L

krom konsantrasyonunda kromun daha stabil baglandigi goriilmektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu tezin amaci daha oOnce laboratuvarimizda yapilan c¢alismalar sonucunda
[109,110] izole edilen demir, bakir ve krom direngli bakterilerin molekiiler
teknikler  kullanilarak ~ tamimlanmast  ve  biyosorpsiyon  kapasitelerinin
belirlenmesidir. Kahyaoglu’nun [109] yaptigi c¢alismada FelO kodlu sus
biyokimyasal yontemler kullanilarak tanimlanmis; gram negatif, kok oldugu
belirlenmistir. Turali’'nin [110] yaptig1 caligmada ise Cul2 ve Cr07 kodlu suslar
biyokimyasal yontemler kullanilarak sirasiyla gram negatif basil; gram pozitif kok
olduklar1 belirlenmistir. MTK degerleri ise FelO icin 500 mg/L, Cul2 i¢in 450
mg/L ve Cr07 i¢in ise 1100 mg/L olarak belirlenmistir.

Biyokimyasal testler tiir diizeyinde bir tanimlamada varyasyonlar gosterdigi i¢in bu
caligmada molekiiler teknikler ( FAME ve 16S rRNA sekans analizleri kullanilarak
bakterilerin tanimlamas1 yapilmistir. Bu tez kapsaminda yapilan FAME analizleri
sonucunda Fel0 kodlu susun Cig1 WIC, Ci6:0, C12:0 yag asitlerini sirasiyla % 32.26,
% 15.87, % 5.52 oranlarinda igerdigi belirlenmistir. Bu profil kapsaminda FelO
kodlu sus 0.334 SI degeri ile Acinetobacter calcoaceticus olarak tanimlanmistir.
Cul2 kodlu susun Cig0, C1g:1 W7C Ve Ciz:0 20H yag asitlerini sirasiyla % 19.85, %
17.2 ve % 5.63 oranlarinda igerdigi belirlenmistir. Bu profil kapsaminda Cul2
kodlu sus 0.331 SI degeri ile Pseudomonas koreensis olarak tanimlanmistir. Cr07
kodlu susun Cig:1 W7¢C, Cyi6:0 Ve 19:0 cyclo w8c yag asitlerini sirasiyla % 49.62, %
17.52 ve % 6.19 oranlarinda igerdigi belirlenmistir. Bu profil kapsaminda Cr07
kodlu sug 0.373 SI degeri ile Enterococcus faecium olarak tanimlanmistir. Adigiizel
[114] ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, Erzurum Pasinler kaplicasindan izole
edilip segilen 9 susun FAME analizleri yapilarak, 4 susun Bacillus spp., kalan 5
susun ise Geobacillus oldugu tespit etmislerdir. Daha sonrasinda yapilan 16S rRNA

sekans analizi ile bu sonuglar desteklenmistir.

Bakterilerin igerdikleri yag asidi kompozisyonu bulunduklari ortama ve sicakliga

gore degisebilmektedir. Bu nedenle tanimlamalar 16S rRNA sekans analizi
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kullanilarak da bakteriler tanimlanmistir. 16S rRNA bolgesinin tiim bakterilerde
bulunmasi, evrim siiresince korunmus olmasi, uygun biiyiikliikkte olmas1 ve zengin
veri tabanmin olmasi tiir diizeyinde tanimlama i¢in sekanslamada en uygun bolge

olmasini saglamaktadir [114].

16S rRNA sekans analizi i¢in izolatlarin genomik DNA’lar1 izole edilmistir. izole
edilen genomik DNA’lar {iniversal primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmistir. PZR
iirtinlerinde spesifik olmayan baglanmalarin en aza indirgenmesi amaciyla annealing
sicaklig1 ve tuz konsantrasyonu optimizasyonu yapilmistir. Optimizasyon ¢alismalar1
sonucunda FelO kodlu sus i¢cin annealing sicakligi 54°C, tuz konsantrasyonu 2mM,
Cul2 kodlu sus i¢in annealing sicakligi 58°C, tuz konsantrasyonu 2mM ve CrQ7
kodlu sus i¢in annealing sicakligi 55°C, tuz konsantrasyonu 2 mM olarak
belirlenmistir. Optimum kosullarda PZR uygulanarak elde edilen PZR {iriinlerinin
sekans analizi ger¢eklestirilmistir. Yapilan 16S rRNA sekans analizleri sonucu Fel0
kodlu sus % 99 homoloji ile Acinetobacter calcoaceticus, Cul2 kodlu sus % 99
homoloji ile Pseudomonas koreensis, Cr07 kodlu sus % 99 homoloji ile

Enterococcus faecalis olarak tanimlanmustir.

Suslarin evrimsel akrabaliklarmi daha iyi degerlendirmek amaciyla MEGA 5.2
programi kullanilarak uzaklik matriksine bagli olarak komsu baglant1 agaci
(neighbour joining trees) olusturulmus ve evrimsel agidan korunmus niikleotid baz
dizilerinin tiirler aras1 uzaklik-yakinlik analizlerinin yapilabilmesi i¢in uzaklik
matriksleri hesaplanmistir. 16S rRNA verileri ile elde edilen soyagacina ve uzaklik
matrikslerine gére genetik olarak Fel0 kodlu sus Acinetobacter calcoaceticus, Cul2
kodlu sus Pseudomonas koreensis, Cr07 kodlu sus Enterococcus faecalis ile en yakin
tiir olarak tespit edilmistir. Yaptigimiz molekiiler tanimlamalar sonucunda FAME
analizi diisiik SI degerleri verirken 16S rRNA analizlerinden alinan sonuglar yiiksek
homoloji gosterdigi belirlenmistir. FAME ve 16S rRNA analiz sonuglari
kiyaslandiginda FelO kodlu susun sekans analizi ile bire bir uyum gosterdigi, Cul2
ve Cr07 kodlu suslar igin FAME ve 16S rRNA ise sadece cins diizeyinde uyumlu
oldugu belirlenmistir. Sahin [115] yaptig1 calismaya gore Kizilirmak’tan izole edilen

Zn ve Mn direngli suslar icin FAME ve 16S rRNA analizlerinin genus diizeyinde
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uyumlu oldugu belirlenmistir. Fakat Li ve diger Mn kodlu suslar i¢in ise cins

diizeyinde dahi uyumlu bulunmamustir.

Molekiiler yontemlerle tanimlanan bu suslar igin bu tez ¢alismasinda daha sonra
farkli pH degerlerinde optimum iireme sartlar1 belirlenmistir. A. calcoaceticus i¢in
pH 6’da yapilan 32 saatlik inkiibasyon sonunda demir iceren ortamda 25.5x10™
demir icermeyen ortamda ise 31.3x10™ hiicre sayisina ulastigi gézlemlenmistir. A.
calcoaceticus kodlu susun koloni olusturan birim sayisinin demir varliginda demir

yoklugunda % 22.6 oranda diisiik oldugu belirlenmistir.

A. calcoaceticus pH 7’de yapilan 32 saatlik inkiibasyon sonunda demir igeren
ortamda 44x10™ ve demir igermeyen ortamda ise 47x10" hiicre sayisma ulastigi
gbzlemlenmistir. A. calcoaceticus'un koloni olusturan birim sayisinin demir

varliginda demir yoklugunda % 7 oranda diisiik oldugu belirlenmistir.

A.calcoaceticus i¢in pH 9’da yapilan 32 saatlik inkiibasyon sonunda demir igeren
ortamda 15.6x10™ ve demir icermeyen ortamda ise 33.4x10" hiicre sayisina
ulastig1 gozlemlenmistir. A. calcoaceticus'un koloni olusturan birim sayisimin demir

varliginda demir yoklugunda % 50 oranda diisiik oldugu belirlenmistir.

P. koreensis i¢in pH 7’de yapilan 24 saatlik inkiibasyon sonunda bakir igeren
ortamda 12x10™ ve bakir icermeyen ortamda ise 16x10"! hiicre sayisma ulastig:
gbzlemlenmistir. P. koreensis'in koloni olusturan birim sayisinin bakir varliginda

bakir yoklugunda % 15 oranda diisiik oldugu belirlenmistir.

P. koreensis i¢cin pH 9’de yapilan 24 saatlik inkiibasyon sonunda bakir iceren
ortamda 5.8x10"" ve bakir icermeyen ortamda ise 8.4x10™ hiicre sayisma ulastig
gozlemlenmistir. P. koreensis'in koloni olugturan birim sayisinin bakir varliginda

bakir yoklugunda % 45 oranda diisiik oldugu belirlenmistir.

E. faecalis i¢in pH 7’de yapilan 16 saatlik inkiibasyon sonunda krom igeren ortamda

37x10" ve krom icermeyen ortamda ise 42x10" hiicre sayisma ulastigi
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gozlemlenmistir. E. faecalis'in koloni olusturan birim sayisinin krom varliginda krom

yoklugunda % 12 oranda diisiik oldugu belirlenmistir.

E. faecalis i¢cin pH 9°de yapilan 24 saatlik inkiibasyon sonunda krom i¢eren ortamda
37.7x10" ve krom igermeyen ortamda ise 44x10’ hiicre sayisma ulastigi
gozlemlenmistir. E. faecalis'in koloni olusturan birim sayisinin krom varliginda krom

yoklugunda % 17 oranda diisiik oldugu belirlenmistir.

Hussein ve arkadaslarmin [111] yaptiklar1 ¢alismada Misir Iskenderiye kanalizasyon
atik sularindan izole edilen Cr, Cu, Ni ve Cd diren¢li Pseudomonas tiirleri izole
etmis; biyokimyasal testler sonucunda Cr direngli Pseudomonas flourescens, Cu, Ni
ve Cd direngli Pseudomonas putida oldugunu belirlemislerdir. MTK degerlerini
sirasiile 4, 7, 11 ve 10 mM olarak belirlemislerdir. Yapilan tireme egrileri sonucunda
ise optimum pH’nin Cr ve Ni direncli bakteriler i¢in 5.5; Cu ve Cd direncli bakteriler
icin 6 oldugunu tespit etmislerdir. Andreazza ve arkadaslarmin [112] yaptigi
calismaya gore; bag topraklar1 zenginlestirme kiiltiirlerinden alman orneklerde
yiiksek oranda Cu direngli bakteri izole edilmis; izole edilen bakterilerin 16S rRNA
sekans analizleri sonucu P. putida, Pseudomonas plecoglossicida ve diger
Pseudomonas tiirleri ile homoloji gosterdigi belirlenmistir. Ayrica optimum iireme

icin pH 5.0-8.0 arasindan en uygun iireme kosulunun pH 6.0 oldugu belirlenmistir.

Tanimlanan suslarin biyosorpsiyon yetenekleri incelendiginde A. calcoaceticus 28
mg/L demir igeren ortamda 32 saat; P. koreensis 50 mg/L bakir igeren ortamda 24
saat ve E. faecalis 72.8 mg/L krom iceren ortamda 16 saatlik bir inkiibasyon

sonucunda herhangi bir biyosorpsiyon kapasitelerinin olmadigi tespit edilmistir.

Endiistriyel atik sularin birgogu ¢esitli su standartlarina gore istenmeyen oranlarda
agr metal iyonlar1 igermektedir [116]. Diinya Saghk Orgiitii'ne (WHO) ve Cevre
Koruma Ajanst (EPA) ’ya gore yiizey sularinda bulunmas: gereken demir, bakir ve
krom miktarlar1 siras1 ile 0.2-2.0, 0.05-1.0 ve 0.05 mg/L olarak belirlenmistir
[23,117]. Belirlenen bu standartlar ¢alismamizda belirlenen konsantrasyon

miktarlarindan ¢ok daha diisiiktiir. Bu nedenle daha diisikk konsantrasyonlardaki
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biyosorpsiyon kapasitesine bakilmis ve E. faecalis'in 20 mg/L krom varliginda %
100 biyosorpsiyon kapasitesi gosterdigi belirlenmistir. Kivang ve arkadaslar1 [115]
krom igeren endiistriyel atik sudan izole edilen Bacillus subtilis ile Cr*® iyonlarmm
adsorbsiyonu arastirmustir. Bununla birlikte farkli pH ve baslangic iyon
konsantrasyonlarimin  (25-200 mg/L) Bacillus subtilis'e Cr*® adsorbsiyonundaki
etkileri test edilmis ve atik sulardan Cr*® iyonlarnin giderilmesinde optimum
kosullar1 da aragtrmustir. Konsantrasyon arttikga adsorbsiyon verimi diigmiistiir.
Yiiksek konsantrasyonlarda adsorbsiyon kapasitesi cok diismiistiir. Atik suda
adsorbsiyon kapasitesinin diisiik olmasinin bir nedeni atik suyun ¢ok kompleks bir
cozelti olmasi ve igerisinde bircok organik ve inorganik maddelerin bulunmasi

olabilecegini belirlemislerdir.

Suriya ve arkadaslariin [118] yaptig1 calismada endiistriyel atiklardan izole edilen
agir metal direngli suslardan 16S rRNA sekans analizi ile tanimlanan Enterobacter
cloace’nin Pb(Il), Cd(II), Cr(Il), Hg(I) ve Cu(Il) ’a direglilikleri MTK degerlerini
hesaplamis ve maksimum biyosorpsiyon potansiyellerini siras1 ile; % 65.68, %
56.56, % 54.28, % 45.57 ve % 74.46 olarak belirlemislerdir. Chatterjee [119] ve
arkadaglarnm yaptigi ¢alismada Damoda Nehri’nden izole edilen Geobacillus
thermodenitrificans’in atiksulardaki metal baglama yeteneklerini Olgmiisler ve
biyosorpsiyon yiizdeleri ve metalleri sirasi ile Fe™ icin % 43.94, Cr* icin % 39.2,
Cd*? icin % 35.88, Pb*? icin %18.22, Cu*? icin %13.03, Co™? icin % 11.43, Zn™? i¢in
% 9.02 ve Ag” icin % 7.65 oldugunu belirlemislerdir. Oves [118] ve arkadaslari
endiistriyel atik su ile sulanan Hindistan topraklarindaki karnibaharm rizosferinden
22 adet susu izole ederek kati ve sivi besi ortaminda Cu, Cd, Pb ve Ni metallerine
direncgli oldugunu bulmuslardir. Izole edilen bakterilerden OSM29 kodlu sus bu 5
metale toleransi en yiiksek olan sus oldugunu goérmiis, 16S rRNA sekans analizi ile
Bacillus thurungiensis olarak tanimlamistir. Bu bakterinin biyosorpsiyon yetenegine
bakarken bu yetenege pH’n etkisine de bakmislardir. Buna gore, Ni ve Cr i¢in uygun
pH 7 iken Cd, Cu ve Pb i¢in ise 6 oldugu belirlenmistir. bu sus i¢in biyosorpsiyon
kapasiteleri ise sirasi ile Ni’in % 94, Cu’nun % 91.8 ve Cd’un da % 87 oldugunu
gormiigler ve FTIR analizi yapmislardir. Hussein [121] ve arkadaslarmin yaptig1 bir

baska calismada ise izole edilen Pseudomonas tiirlerinde yapilan biyosorpsiyon
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caligmalar1 sonucunda izole edilen Pseudomonas tiirlerinin biyosorpsiyon
yeteneklerine bakmiglar, sirasi ile Ni, Cd, Cu ve Cr metallerine kars1 biyosorpsiyon

yeteneklerinin oldugunu gézlemlemislerdir.

Agir metallerin bakteri morfolojisi iizerine etkisini gozlemlemek amaciyla krom
metaline direngli suslar taramali elektron mikroskobunda incelenmistir. E. faecalis'in
metal icermeyen ortamda boyutlarinin ortalama 619x669 nm iken metal iceren
ortamda 736x748 nm'ye yiikseldigi gozlemlenmistir. Boyutlardaki bu degisiklik
biyosorpsiyonun gergeklestigi seklinde degerlendirilmistir. Sahin [115] % 35
biyosorpsiyon kapasitesi gosteren Serretia nematodiphila'nin mangan igermeyen ve
iceren ortamdaki SEM goriintiilerine bakmis ve boyutlarinin sirast ile 509x1007nm
den 551x1210 nm 'ye yiikseldigini gézlemlemis ve mangan biyosorpsiyonun hiicre

morfolojisi lizerine etkisini géstermistir.

Dengede birim adsorplayict kiitlesinde adsorplanan metal miktar: ile ortamda kalan
metal iyonu derisimleri hesaplanarak Freundlich ve Langmuir adsropsiyon modeline
uygunlugu tespit edilmistir. Izoterm ¢alismasinda E. faecalis susunun Langmuir ve
Freundlich izotermlerine uygunluk durumu korelasyon katsayist (R?) ile
bulunmustur. Elde edilen izoterm sabitleri dikkate alindiginda Freundlich izotermi
daha biiyiik R’ degerine sahip oldugu i¢in Freundlich izotermine uygun oldugu tespit
edilmistir. Freundlich izotermine gore deneysel olarak belirlenen adsorpsiyon
kapasitesi 0.45, adsorpsiyon yogunlugu ise 0.389 olarak hesaplanmistir. Cirik ve
arkadaslar1 [122] Spirulina Platensis ile yaptiklar1 izoterm ¢alismasini Langmuir ve
Freunlich izotermlerine uygulamislardir. Derisim ¢alismalar1 degerlendirildiginde,
Cu (II) 1iyonu i¢in maksimum adsorplama kapasitesi 11.25 mg/g ve Co (II) iyonu i¢in
18.25 mg/g olarak bulunmustur. Elde ettikleri sonuglara gére Co™ iyonu
adsorbsiyonu, Freundlich izotermine uygun oldugunu gdstermiglerdir. Baska bir
calismada ise Pan ve arkadagslar1 [123] Bacillus cereus iizerinde yaptiklar1 izoterm
alismalar1 sonucunda Cu*? ve Pb™  biyosorpsiyonlarna en uygun izotermin
Langmuir izotermi oldugunu gostermislerdir. Sahin ve arkadaglari [124] B.
thrungiensis ’in krom biyosorpsiyonunun hem Langmuir hem de Freundlich

izotermine uyum sagladigini belirlemislerdir.
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Adsorpsiyon kinetigini ve dengedeki adsorbent miktarini etkileyen parametrelerin
baslicalar1 yiizey alani, adsrobentin cinsi, metal iyonlarinin yiikii ve 6zellikleri, pH,
sicaklik, adsorbent ve metal iyon derisimleri ve diger iyonlarin cins ve derigimleridir.
Adsorplanan madde ve c¢oziiciiniin Ozellikleri adsorpsiyonu etkileyen 6nemli
parametrelerden birisidir. Freundlich adsorpsiyon izotermlerinden elde edilen Kf ve
I/n in blylkligi atik sudaki metal iyonlarnin ne kadar kolaylikla

uzaklastirabileceginin gostergesidir [125].

E. faecalis'in krom biyosorpsiyonun hiz belirleme basamagi yani etkin adsorbat
adsorban temas siiresi yani alikoyma siiresi bulunmus ve elde edilen kinetik sabitleri
dikkate alindiginda yalanc: ikinci dereceden kinetik modeli daha biiyiik R? degerine
sahip oldugundan yalanct ikinci dereceden kinetik modeline uygun oldugu
belirlenmistir.  Yalanci ikinci dereceden hiz denklemi hizin adsorbat
konsantrasyonundan bagimsiz kat1 fazdaki adsorpsiyon kapasitesine ve zamana bagh
oldugunu gostermistir. Ozercan ve arkadaslar1 [131] 6lii formdaki Saccharomyces
cerevisiae ve Candida tropicalis 'in Cr*® adsorpsiyon kinetigi hesaplanmis ve

yalanc1 ikinci dereceden hiz esitligine uygun oldugunu belirlemiglerdir.

Yapilan FTIR analizleri sonucunda ise krom igermeyen ve krom igeren bakterilerin
verdigi frekanslar degerlendirilmistir. Siras1 ile krom icermeyen ve krom igeren
bakterilerin frekanslarina bakildiginda, 2854.04 cm™'den 2923.63 cm™e C-H (alkil)
gruplarinmn, 2216.11 cm™ den 2013.17 cm™ 'e C=C (alkinil) gruplarmnm, 1335.50cm’
Yden 1229.42cm™ ‘e C-N gruplarinmm, 1221.53cm™den 1046.47cm™ e C-O-C
gruplarinin ve 1154.04cm™den 884.62cm™e R,C=CH, gruplarinin krom metalinin
etkisiyle degistigini ve bu gruplarin metalin tutunmasinda etkili oldugu
belirlenmistir. Metal iyonlarinin biyosorpsiyonu ¢ozeltinin fizikokimyasal kosullar1
ile mikrobiyal kiitlede biiylik 6l¢iide mevcut olan aktif bolgelerindeki fonksiyonel
gruplar1 {izerindeki degisimler biribiri ile iligkilidir. Oves ve arkadaslar1 [121]
bundan yola ¢ikarak Cu biyosorpsiyon kapasitesini % 91.8 olarak bulduklar1 B.
thuringensis ile biyosorpsiyon sonucundaki fonksiyonel grup degisimlerini
gostermek amaci ile FTIR analizi yapmuslar ve amino, karboksil, hidroksil ve

karbonil gruplarmmn agir metaller tutunmasma etkisinin oldugunu belirlemislerdir.
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Cirik ve arkadaglar1 [121] Spirulina platensis ile yaptiklar1 izoterm c¢aligmasmin
devaminda FTIR analizi yapmuslar ve Cu*? ve Co*? iyonlarmm -NH, -OH ve C-O

baglart ile etkilestigini dngdrmiislerdir.

Hemen biitiin organizmalarin yiizeyi negatif yiiklii olduklarindan, pozitif yiiklii metal
iyonlarm (Cu*?, Ni*?, Cr/Cr*®,Cd™ Fe*’/Fe*®, Pb*?) adsorbe etme yetenegine
sahiptirler [127]. Bu sebepten dolay1 biyosorpsiyonda algler ve kiifler daha etkili
olmakla birlikte bakteriler ve mayalar da kullanilmaktadir [127-129]. E. faecalis’in
farkli konsantrasyonlarda metal iceren ortamlarda hiicre yilizeyinde meydana gelen
degisimler zetapotansiyometre ile incelenmistir. Diisiik metal konsantrasyonunda
disik ve negatife yakin bir deger Olglilse de konsantrasyonun artmasiyla zeta
potansiyelinde ilk olarak artis daha sonra azalis goriilmektedir. Hiicre yiizeyi
yikiinin -25 mV ile +25 mV arasinda Olglilmesi metalin hiicre yiizeyine
baglandiginin  bir gostergesidir. E. faecalis'in7.5 ile 12 mg/L krom
konsantrasyonunda kromun daha stabil bagladigi goriilmektedir. Sadowski [129],
Pb*?, Cu*? ve Cd*? 'ye diren¢ gdsteren Nocardia sp.’nin zeta potansiyel degerlerinin

artan adsorpsiyon ile dogru orantili oldugunu goérmiistiir.

Bu tez c¢alismasinda demir, bakir ve krom direngli suslarmn degisik pH’lardaki
optimum tireme kosullar1 belirlenmis, molekiiler teknikler kullanilarak tanimlamalar1
yapilmis ve biyosorpsiyon yetenekleri degerlendirilmistir. Mikrobiyal tanimlamada
elde edilen veriler sonucunda FAME analizi sonu¢larinin bakir ve krom direngli
suslarda cins diizeyinde dogru oldugu ve FelO kodlu susun FAME ve 16S rRNA
sekans analizi sonuglarinin uyumlu oldugu goriilmistiir. Bu nedenle 16S rRNA
sekans analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda sonucu FelO kodlu sus A.
calcoaceticus, Cul2 kodlu sus P. koreensis ve Cr07 kodlu sus ise E. faecalis olarak
tanimlanmistir. Biyosorpsiyon yeteneklerini belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmalar
sonucu her ii¢ susun da biyosorpsiyon kapasitelerinin olmadigi, fakat daha diisiik
konsantrasyonda E. faecalis'in % 100 oraninda krom biyosorpsiyonu yaptigi
goriilmigtir. Tim bu veriler 1513mmda E. faecalis diisiik konsantrasyonda kromu
tolere edebilmistir. Krom biyosorpsiyonunun E. faecalis'in morfolojisi iizerine

etkisini gozlemlemek amaciyla taramali elektron mikroskobunda incelenmistir.
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Krom icermeyen ortamda boyutlarinin ortalama 619x669 nm iken krom igeren
ortamda 736x748 nm'ye yiikseldigi gozlemlenmis ve boyutlardaki bu degisiklik
biyosorpsiyonun gergeklestigi seklinde degerlendirilmistir. Krom biyosorpsiyon
yetenegi  dikkate alindiginda  Kkesikli adsorpsiyon izotermi ve Kinetik
degerlendirmeleri yapilmis Freundlich izotermine ve yalanci ikinci dereceden kinetik
modeline uyum gosterdigi belirlenmistir. Yapilan FTIR analizi sonucunda ise krom
metalinin biyosorpsiyonundan sonraki degisimler belirlenmistir. Son olarak hiicre
yiizey yukiinii belirlemek amaci ile Zeta potansiyeline bakilmis ve stabilitesi
degerlendirilmistir. Tiim bu veriler 1s518inda E. faecalis kromu tolere edebilmis ve
krom biyosorpsiyon yetenegi dikkate alinarak krom biyoremediasyon ¢aligmalari ig¢in

bir potansiyel olusturacag: diisiiniilmektedir.
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