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Yiiksek konsantrasyonda agir metal iyonlarini iceren kentsel ve endiistriyel atik sular
ciddi bir ¢evre sorunudur. Giiniimiizde, bu atik sulardan agir metal iyonlarinin
uzaklastirilmasinda filtrasyon, adsorpsiyon, kimyasal presipitasyon, iyon degisimi,
membran ayrimi ve elektro remediasyon gibi ¢esitli teknolojiler kullanilmaktadir.
Ancak bu teknolojilerin ¢ogu diisiik konsantrasyonlar da ki agir metal iyonlarinin
gideriminde etkili olamamakla birlikte ekonomik olmayan teknolojilerdir. Ayrica
kullanimlar1 sonucu olusan sekonder atiklarin ¢evre lizerindeki olumsuz etkileri s6z
konusu bu teknolojilerin ¢ogu zaman verimli bulunmamasina neden olmaktadir. Bu ve
benzeri nedenlerden dolayr atik sulardan agir metal uzaklastirilmasi i¢in etkin
biyolojik bir adsorbant ya da sorbant kullanilmasi oldukca ekonomik olan alternatif
bir ¢oziim olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢alismanin amaci da atik sularda bulunan
mangan, ¢inko ve lityum gibi agir metallerin uzaklastirilmasinda kullanilabilecek etkin
adsorpsiyon yetenegine sahip mikrobiyal suslarin izole edilmesi ve tanimlanmasidir.
Bu amagcla, agir metal kirliligi gosteren ylizey sularindan mangan, ¢inko ve lityum
metallerine kars1 yiiksek direng gosteren dort sus izole edilmistir. Izole edilen bu suslar

yag asidi (FAME) analizi ve 16S rRNA sekans analizi gibi molekiiler metodlar



kullanilarak tanimlanmistir. Tanimlamalart yapilan suslar daha sonra ki agsamada ise
yiiksek direnc gosterdikleri metallere karsi olan adsorpsiyon yetenekleri bakimindan
degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler sonucu mangan direnci gosteren
Acinetobacter haemolyticus ve Serratia nematodiphila olarak tanimlanmis olan iki
susun adsorpsiyon verimlilikleri sirasiyla %23 ve %353 olarak tespit edilmistir.
Acinetobacter haemolyticus olarak tanimlanmis olan ¢inko direngli susun adsorpsiyon
kapasitesinin ise %16 oldugu belirlenmistir. Lityum direncli olan sus ise
Staphylococcus aureus olarak tanimlanmis ve lityum adsorpsiyonun da %35 oraninda

etkin oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Lityum direngli bakteri, Cinko direngli bakteri, Mangan direngli
bakteri,16S rDNA sekans analizi, Yag asidi analizi,

Biyosorpsiyon.



ABSTRACT

ASSESSMENT OF BIOSORPTION ABILITIES OF LITHIUM-, ZINC-, AND
MANGANESE-RESISTANT BACTERIA IDENTIFIED BY FAME and 16S rRNA
SEQENCE ANALYSES

SAHIN, Ozgiin
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Co-supervisor: Assoc. Prof. Biilent ICGEN
Dec 2013, 95 Pages

The increasing contamination of urban and industrial wastewaters by toxic metal ions
is a serious environmental problem. At present, a number of technologies can be used
to remove heavy metals from the contaminated wastewater such as filtration,
adsorption, chemical precipitation, ion exchange, membrane separation and electro
remediation methods. However, most of these methods might not be efficient in
removing heavy metals at very low concentrations, and could be relatively expensive.
These methods are also not effective due to their secondary effluent impact on the
recipient environment. For this reason, the uses of some low-cost materials for
sorbent/adsorbent of metals from contaminated wastewater have been popular. This
study aimed at identifying the isolates efficient in sorption of the heavy metals
manganese, zinc, and lithium. For this reason, four isolates highly resistant to
manganese, zinc, and lithium were isolated from heavy metal-contaminated surface
waters. These isolates were identified by using molecular methods including fatty acid
methyl ester (FAME) and 16S rRNA sequence analyses, and further assessed for their
sorption abilities. Out of four, two different manganese resistant isolates were
identified as Acinetobacter haemolyticus and Serratia nematodiphila with 23 and 53%

biosorption abilities, respectively. The zinc-resistant isolate, Acinetobacter



haemolyticus, only showed 16% biosorption capacity. The isolate Staphylococcus
aureus which was found to be lithium-resistant showed 35% efficieny in lithium

biosorption.

Key Words: Manganese resistant bacteria, zinc resistant bacteria lithium resistant

bacteria, fatty acid analysis, 16S rRNA analysis, biosorption
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER DiZiNi

Pb Kursun

Ag Glimiis
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1. GIRIS

Giliniimiizde sanayi ve teknolojinin gelismesi ile insanoglu daha iyi yasam kosullarina
kavusmus ancak bu gelisimle birlikte daha 6nceden bilinmeyen yepyeni sorunlar
ortaya ¢ikmistir. Cevre sorunlart genis alan ve topluluklart etkilemesi nedeniyle
olduk¢a Onemlidir. Cevre kirliligini arttiran ve ekolojik dengenin bozulmasinda
onemli rol oynayan endiistri kuruluslarinin basinda, atik sularinda agir metal igeren
kurluglar gelmektedir. Canlilarin yasamin1 zorlastiracak, ekosistemin dengesini
bozacak ve kullanim amacina uygun olmayan sulara kirlenmis veya kirletilmis su
denilir. Etkili bir aritim yapilmamasi durumunda bu tiir atiklarin gél, nehir, deniz ve
okyanus gibi alic1 ortamlara desarj edilmesi, suda yasayan ve bu suyu kullanan canli
sistemler ve ¢evresi i¢in oldukga toksik olmaktadir [1]. Su Kirlenmesi, su kaynaginin
fiziksel, kimyasal, bakteriyolojik, radyoaktif ve ekolojik 6zelliklerinin olumsuz yonde
degismesi seklinde meydana gelir. Su kirliligi antropojenik etkiler sonucunda ortaya
cikan, kullanimi kisitlayan veya engelleyen ve ekonomik dengeleri bozan kalite
degisimleridir [2]. Bu agidan ele alindiginda su kirliligini tetikleyici bircok unsur
vardir. Bunlar ¢esitlerine ve bu cesitlilige sebep olan kaynaklarina gore birgok gruba
ayrilmakla beraber en 6nemli gurubu kimyasal kaynakli kirlenme olusturmaktadir [2].
Hic siiphesiz ki kimyasal su kirliliginin en, tehlikeli boyutunu agir metal birikimi

olusturur.

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 agir metal olarak
tanimlanmaktadir. Bunlarin tamamu, yiiksek konsantrasyonda canli organizmalar igin

potansiyel birer tehlikedir [2].

Atiksulardan metallerin gideriminde kullanilan klasik yontemler ekonomik

olmamaktadir. Ayrica, klasik sistemler yiiksek enerji gerektirmekte ve zehirli gamur



olusturmakla birlikte bu c¢amuru dikkatli uzaklagtirma ve bertaraf problemi
olusturmaktadir. Stvi ¢ozeltideki agir metallerin biyosorpsiyon yontemi ile giderilmesi
ve geri kazanilmasi, endiistriyel atiksu aritiminda alternatif bir teknoloji

olabilmektedir [3].

1.1. Literatiir Ozetleri

1.1.1. Cevre Kirliligi

Cevre; insan veya bagka bir canlinin yasami boyunca iliskilerini siirdiirdiigii dis
ortamdir. Hava, su ve toprak bu cevrenin fiziksel unsurlarini, insan, hayvan, bitki ve
diger mikroorganizmalar ise biyolojik unsurlarmi teskil etmektedir. Doganin temel
fiziksel unsurlar1 olan, hava, su ve toprak iizerinde olumsuz etkilerin olugmasi ile
ortaya ¢ikan ve canli 6gelerin hayati aktivitelerini olumsuz yonde etkileyen c¢evre
sorunlarma "Cevre Kirliligi" adi verilmektedir [4]. Cevre unsurlarina gore gevre
kirliligi, hava, toprak, su ve ses kirliligi olmak iizere dort gruba ayrilir. Bu dort unsurda
cevre kirliligini olusturan ana sebeplerdir ve her biri ayr1 bir konu bagligi altinda
incelenebilir. Fakat bu ¢alisma dogrultusunda su kirliligine neden olan etmenlerden
agir metallerin mikroorganizmalar {izerine etkileri hakkinda detayli bir aragtirma

yapilmistir.

1.1.2. Su Kirliligi

Hizl1 kentlesme, sanayi atiklarinin kimyasal olarak aritilmadan su sistemlerine
verilmesi, tarim alanlarinda yaygin ve asirt miktarda pestisit kullanimi su
kaynaklarinin kirlenmesine neden olmustur [5]. Bu durum oOncelikle tatli su
ekosistemlerinin ve dolayli olarak da kirletilmis suyu kullanan tarim alanlar1 basta
olmak {iizere diger ekosistemlerin bozulmasi sonucunu giindeme getirmistir. Su
ekosistemlerinde 6zellikle de tath su kaynaklarinda, agir metal miktarlarinin yiiksek
olmast gerek sucul organizmalarin gerekse de insanlarin hayatlarini olumsuz yonde

etkileyerek potansiyel bir tehlike olusturmaktadir. Endiistriyel veya kentsel atik sulari



ile kirlenmis akarsu ve gollerin tarimsal amagla kullanilmasi sonucunda, topraklarda
onemli diizeyde iz element ve agir metal birikimi oldugu bilinmektedir. Canli sisteme
giren agir metaller, besin zinciri ile bir organizmadan digerine tasinarak canli
sistemlerde  yiikksek  konsantrasyonlara ulasmakta ve zararlarini  yillarca

stirdiirebilmektedir [5].

1.1.3. Agir Metaller, Biyolojik Fonksiyonlari ve Toksik Etkileri

Her ne kadar agir metal tanim1 net olmasa da yogunluk agir metal taniminda en ¢ok
one cikan faktdrdiir. Genellikle yogunlugu 5 g/cm?® ‘den yiiksek olan metaller agir
metal olarak tanimlanmaktadir [6]. Agir metaller kayaglarin ve dolayisiyla topraklarin
dogal bilesenleridir ve topraklar bilesimlerine bagli olarak farkli oranlarda ve
formlarda agir metal icerirler. 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 %99,4’1i kadaridir [7].



Cizelge 1.1. Baslica elementlerin yer kabugundaki konsantrsayonlari [15]

Element Konsantrasyon
(ppm)
Bol oranda bulunanlar
*QOksijen 466000
*Silisyum 277200
Aliiminyum 81300
Demir 50000
Kalsiyum 36300
Sodyum 28300
Potasyum 25900
Magnezyum 20900
Titanyum 4400
*Hidrojen 1400
*Fosfor 1180
Mangan 1000
Eser oranda bulunanlar
Baryum 425
Vanadyum 135
Nikel 75
Cinko 70
Bakir 55
Kursun 12,5
Berilyum 2,8
Uranyum 2,7
Kalay 2
Kadmiyum 0,2
Civa 0,08
Gilimiis 0,07
Altin 0,004

* Metal olmayanlar

Bilinen elementlerin nerdeyse %80’ini metaller ve metaloidler olusturur. Bir¢ok agir
metal, d orbitallerinin tamamen dolu olmasi nedeniyle gecis elementleridir. Bu d
orbitalleri agir metal katyonlarina redoks tepkimelerine girebilen veya giremeyen
herhangi bir bilesik ile karmasik yap1 olusturmasini saglamaktadir [8]. Bir ¢ok metal
genellikle eser miktarlarda fizyolojik iselemler i¢in gereklidir. Bu duruma Oksijen
tasinmasinda demir kullanimi, mangan ve selenyumun antioksidant sistemde
gerekliligi, ¢inkonun metabolizmadaki rolii, bakirin kirmizi kan hiicrelerinde ki
oksidasyon ve rediiksiyon prosesisinin bir parcasi olmas1 6rnek olarak verilebilir. [9]
Bu zorunlu metaller, ¢ok diisiik veya ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda toksik 6zellik
gostermektedirler. Diger taraftan bazi metallerin; arsenik, civa, kursun gibi, herhangi

bir fizyolojik 6zellikleri yoktur ve toksik 6zellik gosterirler.



Agir metaller hiicre membranlarina zarar verebilir, enzim spesifitesini degistirebilir,
hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir ve DNA’nin yapisina zarar verebilir. Bu metallerin
toksisitesi esansiyel metallerin baglanma bdélgelerinin yerini almalariyla ya da ligant
etkilesimleri araciligiyla olur. Ayrica toksisite oksidatif fosforilasyon ve ozmotik
dengeyle karisan niikleik asit ve proteinlerin konformasyonel yapisinin degismesi

sonucu ortaya ¢ikar [10,11].

Akut ve kronik arsenik toksisitesi, sinir, dolasim, solunum, sindirim ve hepatik
sistemini olumsuz etkiler. Civa toksisitesi ciddi nérolojik bozukluklara yol agmaktadir
Kadmiyum igeren topraklarda yetisen tarim {riinleri ile beslenen insanlar sigaranin
icerdiginden daha fazla kadmiyuma maruz kalirlar [12]. Kursun, kadmiyum ve
mangan fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinden dolay1 ziraat ve endiistrinin cesitli
alanlarinda kullanilirlar [12] Bu metallerin yiliksek konstrasyonu dolayisiyla olusan
zehirlenmeler bobrek, karaciger ve sinir sistemini olumsuz etkiler. Deneysel
calismalar gostermistir ki; bu metaller 6zellikle icerdikleri katekolaminler yiiziinden
beyin nerotransmitter metabolizmasini etkileyerek davranis bozukluklarma yol

agmaktadir.

1.1.3.1. Cinko

1.1.3.1.1. Cinkonun Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlari

Cinko demir dis1 ana metaldir, genellikle mavi-beyaz, sari, kahverengi veya siyah
renktedir. En .cok kullanilan cevherleri sfalarit, smitsonit, kalamin ve franklinittir.
900°C’de kayanadigindan ve erime siacakliginin diisiik olmasi nedeniyle islenmesi zor
bir metaldir. Cinko, demir ve celik galvanizlemede, prin¢ iiretiminde, alagim
yapiminda ve kimyasal ve ilaglara beyaz rengini kazandirmak icin eczacilikta
kullanilir. [13] Bunun disinda pillerde, matbaacilikta, otomotiv sektoriinde, boya
astarlarinda, siyaniir proseslerinde altinin ekstrakte edilmesinde, sabun tiretiminin yag
alma asamasinda, tutkal yapiminda, sulu sodyum bisiilfit yapiminda ve analitik

kimyada rejenerant olarak pek ¢ok alanda kullaniimaktadir [14].



1.1.3.1.2. Cinkonun Biyolojik ve Toksik Etkileri

Cinko insan metabolizmasi i¢in demirden sonra ikinci en gerekli elementtir. Yetiskin
insan viicudu yaklasik 2 g ¢inko igermektedir. Cinko, binlerce metaloproteinlerin veya
cinko baglayana proteinlerin yapsininda ve hatta niikleik asitlerin bir bileseni
oldugundan demirin aksine tiim viicudda bulunabilir. Cinko, proteinlerin, enzimlerin,
transkripsiyon faktorlerinin, hormonal reseptor bolgelerinin ve biyolojik memranlarin
yapilarinda bulunur ve fonksiyonlarinda gorev alir, DNA ve RNA metabolizmasinda
gen expresyonunda ve apoptosisde rol oynar. Ayrica ¢inko metaloenzimleri ve ¢inko
bagimli enzimler hiicre boliinmesine, farklilasmasina ve biiylimesine etkileri vardir.

[15]

Cinko, canlilarin beslenmesinde esas rol oynayan elementlerdendir. Yoklugu, saglik
problemlerine neden oldugu gibi, fazlas: da akut toksisiteye neden olmaktadir. Buhar
olarak solunmasi, bogaz kurulugu, oksiiriik, zayiflama, bas agrisi, titreme, ates, mide
bulantis1, kusma gibi etkilere sebep olmaktadir. ZnCl; buhari, soluk borusunun mukus
membraninda harabiyetlere sebep olmaktadir. Zn’ nin ¢dziinebilir tuzlarinin sindirim
yolu ile alimi sonucunda ise, mide bulantisi, kusma ve mishil etki gostermektedir. Zn
buharinin yogun olarak solunmas: metal buhar atesi olarak adlandirilan kisa sireli
spesifik bir hastaliga neden olmaktadir. Deney farelerinde yapilan deneylerde de
yiiksek Zn konsantrasyonlarinin kisirliga sebep oldugu tespit edilmistir. Ayrica deri
hastaliklarina da sebep olmustur. Insanlarda da cilt tahrislerine sebep olmaktadir [14].
Bir ¢ok akut ¢inko zehirlenmesi besin zehirlenmesi sonucu meydana gelmektedir.
Dogal yapist asidik olan yiyecek veya icecekler galvanize olmus kaplarda uzun siire
muhafaza edildikleri zaman kabin ylizeyinden belirli miktarda ¢inko bu yiyecek veya
icecege karismasiyla toksik etki yaratir, etkileri mide bulantisi, kusma, epigastrik agri,
abdominal kramp ve ishal olarak ortaya ¢ikar . Daha uzun siireler boyunca aliminda
ise, anemi, pankreas harabiyeti, HDL (yiiksek yogunluklu lipoprotein -iyi yonli
kollestrol) miktarinda azalmalara neden olmaktadir. Ayrica ¢inko immiin cevap ve kan

lipid profilleri iizerinde de olumsuz etkileri vardir [16]



1.1.3.2. Mangan

1.1.3.2.1. Manganin Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Mangan kaya, toprak, gol ve okyanus diplerine dagilmis olan bir¢ok tuz ve mineral
bilesiginin yapisinda bulunmaktadir. Dogada bulunan Manganin biiyiik bir bolimi
metamorfik ve tortul kayaglardan, kiiciik bir bolimi volkanik kayaglardan
kaynaklanir. Mangan toprakta, ¢oziinmeyen mangan oksit formunda bulunmaktadir.
Mangan diger bircok element ve bilesikle farkli formlar olusturabilir. Yeryiiziinde
bulunan belli basli Mangan cevherleri; piroluzit (MnOz), hausmannit (MnzOa),

manganit (Mn203H20), mangan spat (MnCOs3) ve rodonit (MnSiOs)’ tir.

Yiiksek Mangan konsantrasyonlari, Mangan oksitleyen bakterilerin aktivitesine ve
askidaki taneciklerin tizerindeki adsorbsiyon hizina bagl: olarak degismektedir. Dogal
sularda pH 7’ nin iizerindeki pH’ larda ¢oziinmiis mangan formlarimin (Mn?*)
askidaki tanecikler tizerindeki adsorbsiyon hizinin oksidasyon hizindan daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Askida kati maddeler ¢cogunlukla kil, sulu metal oksitler gibi
inorganik kolloidler, organik kolloidal maddeler ve canli mikroorganizmalari igerir.
Yagmur sularinin hem diisiik pH, hem de anaerobik sartlar nedeniyle ¢oziinmiis Mn
bilesikleri iceren topraklardan geg¢mesi sonucu sizintt yagmur sulart Mn’ nin
¢ozinmis formlarint igerirler. Bu nedenle yeraltina sizan yagmur sular: ile beslenen

yeralti suyu kaynaklar: yiiksek miktarda mangan igermektedir [17].

Mangan cogunlukla celik yapiminda sertligi, dayaniklilig1 arttirma fonksiyonunu
yerine getiren ferromangan bilesiginin yapiminda; mangan dioksit, kibrit, kuru pil,
havai fisek, porselen yapiminda, mangan kloriir, diger Mn bilesiklerinin {iretiminde
baslangi¢ bilesigi olarak, organik bilesiklerin klorlanmasi isleminde katalizor olarak,
0zel iz elementleri igerdigi i¢in hayvan besini olarak; mangan siilfat; cila, giibre,
seramik yapiminda; potasyum permanganat; metal temizleme, sepileme ve agartma
proseslerinde oksidant ve dezenfektan olarak, ¢igek ve meyvelerin tazeliginin
korunmasinda kullanilmaktadir. Ayrica bazi tilkeler anti vuruntu katki maddesi olarak
organomangan bilesigi olan metil siklo pentadienil mangan trikarbonili

kullanmaktadirlar. Benzinli arag iireticileri bu maddenin benzindeki kursun miktarini



azalttigimi belirtmektedirler. Mn iceren mineraller indirgenme sartlart altinda suyla
reaksiyona girdiginde veya aktif oldugunda konsantrasyonu 1 mg/L’den daha fazla

olabilmektedir [17].

1.1.3.2.2. Manganin Biyolojik ve Toksik Etkileri

Mangan, bakteriler ve fungilerde dahil olmak iizere tiim mikroorganizmalar i¢in
gerekli metallerden biridir [18] Manganin bu 6nemi bir ¢ok enzimin aktivitesi i¢in
gerekli metal oldugundan ileri gelir. Karboksilaz, fotofosfataz, seker transferazlari,
mangan igeren siiperoksit dismutazlar aktivasyon i¢in mangana ihtiya¢ duyarlar [19].
Diisiik konsantrasyonlarda Mn ve Fe, siyah balcik iireten Fe bakterilerinin mikrobiyal
biiyiime ve birikimlerine yol agabilir. Mn varhg: lifli yapidaki mikroskobik
organizmalarin  (Crenothrix, Sphaerotilus, Leptothrix, Gallionella) gelisimini
hizlandirir [17].

Mangan insanlarda &nemli bir nérotoksindir. Ozellikle ¢ocuklarda merkezi sinir
sistemini etkilemekte, hafiza davranis ve motor fonksiyonlarda bozukluklara neden
olmaktadir. Mangan toksisitesi ayrica kalsiyum metabolizmasini etkilemektedir, néron

hiicrelere oksidatif hasar vermekte ve sinirsel dopamin iletimini engellemektedir [20].

1.1.3.3. Lityum

1.1.3.3.1. Lityumun Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlari

Lityum periyodik tabloda hidrojen ve helyumdan sonra gelen liciincii elementtir.
Atomik agirligt 6.938 olup en hafif metaldir. Yerkabugunda ki lityum orani yaklasik
%0.006 iken deniz suyunda ise 0.1 ppm civarindadir. Lityumun ana kaynag Kkil,
mineral ve deniz suyudur [21]. Lityum; cevher ve konsantre cevher, metalik lityum ve
lityum bilesikleri olmak iizere ii¢ grupta kullanilmaktadir. Lityum cevheri ve
konsantresi en ¢ok; cam, seramik ve porselen emayesi alaninda kullanilir. Metalik

lityum en ¢ok butil lityum (eczacilik, yapay kaucuk ve roket yakiti endiistrilerinin



onemli bilesenlerinden) iiretiminde kullanilir. Bundan baska; demir disi metallerin
metalurjisinde, oksijen ve kiikiirdii tutmada, aliiminyum ve magnezyum alagimlarinda,
kursunla beraber kablo kaplamasinda ve deoksidan olarak bakirda kullanilir. Lityum
bilesiklerinden lityum karbonat, aliiminyum tiretiminde genis bir kullanim alani bulur.
Bunun yani sira; seramik endiistrisi, diger lityum bilesiklerinin {iretimi ve tipta manik
depresyon tedavisi (bir ruh hastaliklari gurubu) karbonat olarak kullanildigi diger
alanlardir. Lityum hidriir hidrojen gazi iiretiminde, Lityum hidroksit motor yagi ve
gres tiretiminde, lityum kloriir ve bromiir sogutma sistemlerinde kullanim alan1 bulur.
Lityum en ¢ok lityum karbonat olarak kullanilir. Onun da en ¢ok kullanildig1 alan
aliminyum endiistrisidir [22]. Bunlarin disinda lityum sarjedilebilir pil teknolojisinde

baslica elementtir [23].

1.1.3.3.2. Lityumun Biyolojik ve Toksik Etkileri

Endiistride ki kullaniminin yaninda Lityum 19. Yiizyildan bu yana tipta kullanilan
alkali bir iyondur. Lityum bipolar bozukluk basta olmak iizere duygu durum
bozuklugu tedavisinde vazgecilmez ilaglardan biridir. Ancak lityum tiroid iglevleri,
paratroid ve kalsiyum metabolizmasi ve bobrek islevleri lizerinde ve sinir sisteminde
olumsuz etkileri vardir [24]. Lityum agizdan alinimi sonrast 6-8 saat i¢inde mide-
barsak sisteminden hizla ve tam olarak emilir. Plazma tepe konsantrasyonuna oral
alimindan 30 dakika ile 2 saat sonra ukasir. Plazma proteinlerine baglanmaz ve tiim
viicut sivilarina dagilir. Toksik belirtiler 1.5 mEq/L {izerinde goriiliir. Lityum hiicre
icine sodyum ve potasyum kanallar1 araciligiyla kolayca girmekle birlikte hiicreden
enerji gerektiren mekanizmalarla ¢ikabilmektedir. Bu nedenle lityumun hiicre
igerisinde birikimi kolay olmaktadir. Lityum diizeyinin kanda 1.5-2.5 mEq/L arasinda
olmasi hafif, 2.5-3.5 mEq/L arasinda olmasi orta, 3.5 mEq/L ve lizerinde olmasi ise
siddetli lityum zehirlenmesinin gostergesidir. Hafif lityum zehirlenmesinde; ince
titreme, c¢evreye karsi ilgisizlik, yorgunluk, kas gli¢siizliigl, refleks artigi, orta
derecede lityum zehirlenmesinde; kaba titreme, dizartri, kulak ¢inlamasi, ataksi,
hipertoni, myoklonus, siddetli lityum zehirlenmesinde ise stupor, epileptik ndbet,
koma, fasikiilasyon, spastisite, rijidite, kore, atetoz, parezi ve paralizi gibi norolojik

yan etkiler goriilmektedir [25,26].



1.1.4. Bakterilerde Metal Direnclilik Mekanizmalari

1.1.4.1. Gegirgenlik Bariyeri ile Metallerin Hiicre Disinda Tutulmasi

Hiicre duvarinda ya da hiicre zarinda metale karsi bir gegirgenlik bariyeri olusturularak
metaller hiicre disinda tutulur. BOylece metale hassas hiicresel komponentler
korunmus olur. Buna en giizel 6rnek Escherichia coli’deki Cu?* direngliligidir.
E.coli’de bir membran kanal proteini olan porin proteinlerinin tiretimi degistirilerek
Cu?*’nin hiicreye girisi engellenir [27]. Bu tek bir gen mutasyonu sonucu membranin
metal iyonlara karsi permeabilitesinin azaltilmasi ile gergeklesmektedir. Diger bir
ornek, dis membran veya zarf tarafindan spesifik olmayan metallerin baglanmasidir.
Bu ornekler baglayic1 yerlerin doygunlugu nedeniyle kisith metal koruma
saglamaktadir. Tamamen ispatlanamasa da Cu?' direncliliginin bazi bigimlerinin
periplazmik baglayicilik 6zelligi iizerine kurulu olduguna inanilmaktadir. Diger
taraftan mikroorganizmalarin dis ylizeyini kusatan ekstraseliiler polisakkarit tabakasi
da metal iyonlarin1 absorblayarak hiicre igine girisini engellemektedir. Bu
ekzopolisakkarit tabakasinin metal iyonlari1 baglayici gruplart vardir. Bu 6zellik
Klebsiella aerogones, Pseudomonas putida, Arthrobacter viscosus gibi bakterilerde
gosterilmistir [27]. Staphylococcus aureus’un bazi tiirlerinde, peniklinaz’in kodlarini
bulunduran plazmitler, hiicre membrami degisimi araciligr ile Cd?* gecirgenligini
engellemede diger metaller kadar iyi direng olusturmada ara¢ olabilmektedir. Bu
durum metal iyonlarinin girisini engellemek i¢in zardaki uyumsal degisimler olarak
goriilmektedir. Bu Cd?" un 0,01-0,1 nM seviyelerinde genelde diisiik diizeyde direng
olarak goriiliir [27].
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1.1.4.2. Metallerin Hiicre Disina Dogru Aktif Transportu

Aktif pompa sistemleri her tiir hiicrede (bakteri, maya, kiif, insan) bulunabilmekte ve
cesitli substratlardan ve ¢ogunlukla amfilik olan ilaglardan hiicreleri korumaktadir.
Aktif pompa sistemleri, gerek gram-negatif gerekse gram-pozitif bakterilerde
bulunabilen, antibiyotikler dahil toksik maddelerin hiicre disina atilmasini saglayan
transport proteinleridir. Tek bir substrata 6zgiil olabildikleri gibi yapisal olarak
birbirinden farkli maddeleri de substrat olarak kullanabilirler. Bu durum cogul
antibiyotik direncine ve yani sira substrat profilinin genisligine bagli olarak bazi
boyalara, deterjanlara, dezenfektanlara karsi dirence neden olmaktadir. Pompa sistemi
proteinlerinin normalde bulunan operonun bir parcasi olabilecegi ve diizenleyici bir
genin kontrolii altinda ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir [28]. Pompa mekanizmasi ile
diren¢ kazanma yetenegine sahip bazi bakteriler sunlardir; Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumonia, Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Neisseria

gonorrhoeae, Haemophilus influenza, Stenotrophomonas maltophilia [29].

CPx-tip agir metal ATPaz’larin Cu, Zn, Cd ve Pb gibi toksik metallerin hiicre
membranlarindan gegisinde rol aldigi bildirilmistir [30]. Korunmus bir membran igi
sistein-prolin-sistein, sistein-prolin-histidin veya sistein-prolin-serin (CPx) motifine
sahip olduklar icin tip IB olarak siniflandirilan agir metal tagiyicilart CPx-ATPaz’lar
olarak adlandirilmaktadir. Bu proteinlerin plazma membraninda bulundugu ve
sitoplazmadan toksik metallerin uzaklastirilmasinda pompalar olarak fonksiyon
gordiigii veya cesitli hiicre i¢i membranlarda bulunabildigi ve agir metallerin

kompartimanlagsmasindan sorumlu olabilecegi ileri stiriilmiistiir [31]

Aktif transport ya da akis sistemlert metal direnclilik sistemleri arasinda en yaygin
olan mekanizmalardir. Mikroorganizmalar toksik metalleri sitoplazmalarindan
uzaklagtirmak ic¢in aktif transport mekanizmasmni kullanirlar. Bu mekanizma,
kromozomal ya da plazmit kodlu olabilir. Hiicre i¢in gerekli olmayan metaller hiicreye
normal besin transport sistemleri ile alinir, ancak hemen disariya atilir. Bu pompalama
sistemleri ATPaz’a bagimhi yada ATPaz’dan bagimsiz sistemler olabilir [32].
Bakterilerdeki arsenat, kadmiyum, bakir direnglilikleri ¢ogunlukla bu tip direnglilik

mekanizmalar ile gergeklesir. Ornegin arsenat direngliligi i¢in ars operonu araciligi
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ile E.coli (Sekil 1.1.) ve S.aureus’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 direnclilikte kromozomal, plazmit ya da transpozon kodlu bazi

genler rol oynamaktadir [33].

Fosfat OéwO*o Arsenat

|m Dis membran
=k Arsenat o‘o Periplazmik
@ *’é‘ o‘o bosluk

PstABC Pit
|

ic mebran

ATP

Regulasyon ,‘,

Kvory ArsC Sitoplazma
’ AfSD G-S-S-G
®

\ O 2 G-SH

-‘;’SRD A 8 c

Sekil 1.1. E.coli’de arsenik’in hiicre digina aktif taginimi [34]

1.1.4.3. Metallerin Proteinlere Baglanarak Hiicre Icinde Alikonmasi

Hiicre i¢i alikonma, metallerin birikiminde sitoplazma igindeki gerekli olan hiicresel
bilesimlerin etkilenmesini engellemektedir. Bu mekanizma ile genellikle Cd?*, Cu?*
ve Zn%** metalleri alikonmaktadir (Sekil 1.2.). Bu tip metal direncliligine 2 &rnek
bulunmaktadir. Bunlar; Synechococcus cinsinde metallothionein {iretimi ve

Pseudomonas cinsinde sistein bakimindan zengin proteinlerin tiretimi [35].
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Sekil 1.2. Bakterilerde ¢inko direnglilik mekanizmasi [36]

Synechococcus denizlerde yasayan bir Cyanobacteria’dir. Bu mikroorganizmada smtA
ve smtB olmak iizere 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
repressOrii olan smtB proteinin iiretilmesinden sorumludur. Bu repressor protein

metallothionein tiretimini transkripsiyon agsamasinda durdurmaktadir [37].

Prokaryotlarda metallothionein {iretimi  sadece  Syenochococcus tiirlerinde
gorilmektedir. Bu tip metallothionein Okaryotlardaki metallothionein’lerde
bulunanlardan daha az sistein kalintilar1 igermektedir. SmtA’daki metalothionindeki
sistein kalintilari, ¢ok zehirli katyonlar i¢in bir azaltici olarak davranabilmektedir. Son
zamanlarda SmtB’nin yapis1 belirlenmistir. SmtB proteini DNA’nin diger baglayici
proteinlerine benzer motifli doner sarmal yapili bir dimerdir. Yap1 analizi proteinde
dort Zn?" baglayic1 yer gostermektedir [38]. Metallerin hiicre iginde altkonmasina
iliskin diger bir O6rnek de Pseudomonas putida’da goriilmektedir. Bu bakteri
metallothioneinlere benzeyen 3 farkl: sistein bakimindan zengin protein tiretmektedir.
Mycobacterium scrofulaceum’da siyah bakir siilfat formunun ¢okelmesinde alikoyma

aracilig ile hiicre i¢i birikimi de ispatlanmistir [39].
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Sekil 1.3. Synechococcus 'ta SmtA ve smtB genleri [37]

1.1.4.4. Ekstraselliiler Alikonma

Bu tip metal direncliliginin 6nceleri sadece bakterilerde oldugu diisiiniilmiisse de, daha
sonralari, maya ve funguslarda da bulunmustur. Saccharomyces cerevisiae’deki Ni?*
direngliliginin bu sekilde oldugu diisiiniilmektedir. S. cerevisiae fazla miktarda
glutatyon iireterek Ni?* absorbsiyonunu azaltabilmektedir. Glutatyon agir metallere
cok yiiksek bir affinite ile baglanmaktadir. Yapilan arastirmalar mayalarin metalce
zengin besi ortamlarina ekstraseliiler glutatyon salgiladiklarini gostermektedir. Toksik
metaller glutatyon ile birleserek hiicre membranindan gegememektedir. Benzer bir

mekanizmada Cu?* direngli mantarlarda goriilmektedir [40].

Penninckx ve Jaspers’in raporlarina gore [41], mikroorganizmalarda glutatyon gibi
kiikiirt bakimindan zengin bilesiklerin sentezi, agir metallere karst direng
saglamaktadir. Glutatyon, L-sistein, L-glutamik asit ve glisin aminoasitlerinden olusan

ve agir metallere kars1 yiiksek affinitesi olan bir tripeptittir [42].
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1.1.4.5. Enzimatik Detoksifikasyonla Metallerin Daha Az Zararh Fonksiyonlara

Doniistiiriilmesi

Metaller, enzimlerin ve proteinlerin yapisindaki —SH gruplarina baglanarak bu
molekiilleri inaktive edebilmektedirler. Civa bu 6zelliginden dolayr toksik metal
olarak kabul edilmektedir. Baz1 bakteri gruplari civayr enzimatik detoksifikasyon ile
daha az toksik hale getirmektedirler. Baz1 bakteriler Hg?" direngliligi saglayan ve bir
operon (mer operonu) tarafindan kodlanan gen setlerine sahiptir. Bu operon; sadece
Hg?*’yi detoksifiye etmekle kalmayip, ayn1 zamanda civay hiicre disina tasimakta ve
kendi kendini regiile edebilmektedir. Mer operonu, organik civa liyaz ve civa rediiktaz
olmak iizere iki enzim kodlamaktadir. Organik civa liyaz enzimi C-Hg bagini kirarken,

civa rediiktaz Hg?"’yi Hg% a indirgemektedir [42, 43,44].

1- Organik civa liyaz: C-Hg baginin hidrolizinde etkilidir.

RHgX + H* + X- > RH + HgX2

2- Civa rediiktaz: Hg?"’ yi Hg”a (metalik civa)’ ya indirgemektedir.

Hg(SR)2 + NADPH+H > Hg® + NADP+ + 2RSH

Mer operonu tarafindan kodlanan transport proteinleri araciligi ile metalik civa, hiicre
membranindan gegirilerek disar1 verilmektedir [42,43,44].

Bacillus, Escherichia, Klebsiella, Micrococcus, Pseudomonas, Salmonella, Sarcina,
Shigella, Staphylococcus ve Streptococcus, Hg?*’ye karsi direng gosteren cinsler
olarak bilinmektedir [45].

1.1.4.6. Hiicresel Komponentlerin Metale Olan Hassasiyetlerinin Azaltilmasi

Bazi mikroorganizmalar toksik metallerin varliginda, hiicresel kompenentlerin metale
olan hassasiyetlerini degistirerek adaptasyon saglamaktadir. Hiicre bunu ya
mutasyonlar yolu ile belli baz1 proteinlerin hassasiyetlerini azaltmak sureti ile ya da
metal inaktivasyonunda kullanilan belli bazi hiicresel komponentlerin {iretimini

arttirmak sureti ile gerceklestirmektedir [27]. DNA tamir mekanizmalar1 plazmit ve
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genomik DNA ile sinirlt koruma saglamaktadir. Bir de mikroorganizmanin irettigi
metal direncliligi olan komponentler veya alternatif yollar, duyarli komponentlerden
gegen bir Ozellik ile kendi kendini koruyabilmektedir. Adaptasyon E. coli’de de
bulunmustur. Adapte olmamuis E. coli Cd?*a maruz kaldiginda 6nemli DNA hasarlar
olustugu bildirilmistir, ayrica ayn1 organizmalarin alt kiiltlirlerinde diren¢ goriilmiistiir
[27].

1.1.5. Mikroorganizmalarin Biyosorpsiyon Yetenekleri

Agir metallerin sulu ortamlardan giderilmesinde kullanilan geleneksel yontemler;
kimyasal ¢oktiirme, iyon degisimi, aktif karbon ile adsorpsiyon, ters osmoz, filtrasyon
ve membran teknolojileri seklinde siralanabilir [46,47]. Bu geleneksel metotlar ile
ortamda bulunan metaller tam olarak giderilemeyebilir. Bunun disinda bu tekniklerin;
pahal: ekipman ve takipsistemleri gerektirmesi, fazla kimyasal ve enerji ihtiyacinin
olmasi, toksik camur ve diger atik trtinler olusturmas: gibi dezavantajlari vardir
[48,47]. Bu nedenlerden dolayr metal iyonlarinin sulu ortamlardan giderilmesi tizerine
farkli teknolojiler gelistirmek giinimiizde 6nemli bir arastirma konusudur. Bu konuda
gelistirilen yontemlerden biri de biyosorpsiyon yontemidir. Su ve atiksulardan toksik
agir metallerin giderilmesinde mikrobiyal biyokiitlelerin kullanilmas: var olan
metotlara, diisik maliyeti ile yeni bir alternatif olusturmaktadir. Biyosorpsiyon
teknolojisinin en 6nemli avantajlar: atik sulardaki agir metal konsantrasyonlarini ¢ok
diisiik seviyelere indirgemekteki etkinligi ve bol miktarda kolayca iiretilebilen,
ekonomik biyosorbent materyallerinin kullanilmasidir. Bu biyosorbentler metal
iyonlarinin giderilmesinde yiiksek secicilige sahiptirler [49,50]. Ayrica bu yontem ile
¢ok seyreltik sulardan bile Kkirleticiler etkili bir sekilde giderilebilmektedir.
Biyosorpsiyon yonteminin diger avantajlari ise bu yontemin yerinde uygulanabilen bir
yontem olmasi, ¢ok 6zel dizaynlar ve endiistriyel islemler gerektirmemesi ve birgok

sistemle ekonomik bir sekilde birlestirilebilmesidir [51].
Biyosorpsiyon yonteminde biyokiitle olarak; bakteri, alg, mantar, maya tiirleri gibi ¢ok

cesitli tirler kullanilabilir [52,53]. Bu tiirler biyosorpsiyon isleminde 6lii veya canh

olarak kullanilabilir. Canli biyokiitleye nazaran 6lii biyokiitle kullanilmasinin bazi
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avantajlar vardir. Olii hiicreler; uzun siire oda sicakhiginda saklanabilirler, metal
toksisitesinden etkilenmezler ve nutriente ihtiyagc duymazlar. Bunlarin disinda
biyokiitlenin fiziksel veya kimyasal islemlerle 6ldiiriilmesi ve bazi 6n islemlere tabi
tutulmas:1  biyosorpsiyon kapasitesini  arttirabilir  [54]. Biyosorpsiyon veya
biyoadsorpsiyon metallerin biyokiitle ile pasif olarak hareketsizlestirilmesidir. Hiicre
yiizeyinde gerceklesen giderim olayinin mekanizmas: hiicre metabolizmasindan
bagimsizdir. Bu prosesin giderim mekanizmalart metal ile hiicre yiizeyindeki
fonksiyonel gruplar arasindaki fizikokimyasal etkilesimlere dayanir [55].
Biyosorpsiyon islemi; metabolizmadan bagimsiz pasif birlesme (topaklasma)
proseslerinin ve fiziksel ve/veya kimyasal adsorpsiyon, iyon degisimi, koordinasyon,
komplekslestirme, selat olusumu ve mikrogokelme proseslerinin birlestirilmis bir

yontemi olarak distindlebilir [54,56].

1.1.5.1. Biyosorpsiyon Mekanizmalari

Biyosorpsiyon mekanizmalari mikroorganizma yapilarinin kompleks olmasi nedeni ile
cesitlilik gostermektedir. Bu mekanizmalar, hiicre metabolizmasina dayali
biyosorpsiyon ve metalin uzaklastirildigi bolgeye dayali biyosorpsiyon olmak iizere
iki ana baglik altinda toplamak miimkiindiir Sekil 1.4’ de bakteriyal biyomaslarda

biyosorpsiyon mekanizmalar1 6zetlenmektedir.
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Sekil 1.4. Biyosorpsiyon mekanizmalari [103]

Metal ve hiicre ylizeyindeki fonksiyonel gruplar arasindaki fizikokimyasal etkilesim
sirasinda fiziksel adsorpsiyon, iyon degisimi ve kompleks olusumu gergeklesir ve buna
hiicre ylizeyinde sorpsiyon denir ve metabolizmadan bagimsizdir. Mikrobiyal
biyokiitlenin hiicre duvar1 biiyiik oranda polisakkarit, protein ve yaglar igerir, cok
sayida metal baglama fonksiyonel grubuna sahiptir. Bu gruplar; karboksilik, hidroksil,
stilfat, fosfat ve amino gruplaridir. Bu fizikokimyasal metal biyosorpsiyonu,
metabolizmadan bagimsizdir ve nispeten hizhidir; algle 5-10 dakika igerisinde
gerceklesir [57-59] ve metaller geri kazanilabilir [60,61].

Metal baglama siireci iki basamakta ger¢eklesmektedir [62]. Birinci basamak, hiicre
duvarinda metal ve reaktif kimyasal gruplar arasinda sitokiometrik etkilesimdir,
ikincisi ise artan metal miktarlarinin 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 duvarmin kimyasal fonksiyonel
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gruplar1 biyosorpsiyonda 6nemli rol oynamaktadir. Bakteri hiicre duvarinda bulunan
fonksiyonel gruplar karboksil, fosfonat, amin ve hidroksil gruplaridir.

Bakteri ve siyanobakterilerin hiicre duvarlar1 temelde peptid zincirleri ile birlikte N-
asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit disakkaritlerini igeren peptidoglikan
tabakadan meydana gelmistir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvari, Gram pozitiflere
nazaran daha ince olup, kuvvetli ¢apraz baglara sahip degildir dis zar lipopolisakkarit,
fosfolipid ve protein tabakalarindan olusmaktadir. Sekil 1.5’ de Gram pozitif ve Gram

negatif hiicre ylizeyi sematize edilmektedir.
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Sekil 1.5. Gram pozitif ve gram negatif hiicre yiizeyi [104]

Cd** biyosorpsiyonu agisindan gram pozitif ve gram negatif bakterileri
karsilastirmislar ve Gram pozitif bakteri hiicre duvarlarinda bulunan glikoproteinlerin,
LPS ve fosfolipidlerden daha fazla Cd?*’u baglama bolgesine sahip oldugunu ayrica
her iki grubun da metal baglama acisindan farkli kapasitelere sahip olduklarini rapor
etmiglerdir. Bakteri hiicre duvarlarimin 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
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sahip oldugu fosforil gruplari da metal katyonlarinin baglanabilecegi muhtemel

bolgeler arasinda yer almaktadirlar [63].

Streptomyces pilosus’ un karboksil gruplarinin bakir baglamadan sorumlu oldugu,
bundan bagka amin gruplarinin da metal uzaklastirmada etkili oldugu, katyonik metal
iyonlarini selatlamakla kalmayip ayn1 zamanda hidrojen bagladig1 ya da elektrostatik
etkilesim sonucu anyonik metal tiirlerini ve boyalar1 adsorblayabildikleri rapor

edilmistir [64].

Metallerin baglandig1 yapilardan bir digeri de ekstraselliiler polimerik maddelerdir
(LPS). Yapilan ¢alismalar da LPS’ nin yiiksek metal biriktirme potansiyeli ile birlikte
secici olarak metal iyonlarini bagladig: bildirilmistir. Bu polimerler anyonik yapiya
sahip olup metal katyonlarini baglamaktadirlar, bazi durumlarda meydana getirdikleri

kapsiil yapist ile hiicrelerin etrafindaki agregatlar1 gevsetmektedirler [65].

Farkli pH degerlerinde metal tiirleri farkli yiike sahip olduklarindan yiizeyler
tarafindan degisik sekilde adsorblanabilmektedirler. Nikel ile yapilan bir ¢alismada,
pH 1-7 araliginda Ni*2 iyonlar1 (%90), pH 9°da (% 68) oraninda adsorbe olurken, %10
oraninda NigOHs™ ve %8.6 oraninda Ni(OH)" olusacak sekilde biyosorbe olmaktadir.
Bazik pH degerlerinde metal presipitasyonu meydana geldiginden biyosorbent
potansiyelinin komplike olarak degerlendirilmesi gerekliligi rapor edilmistir [66].

Biyosorbent olarak onemli bir yere sahip olan mikrofungus ve mayalar da tercih
edilmektedir. Mikrofungal biyomaslar, ¢ok iyi metal baglama 6zelligi gosteren hiicre
duvari yapisina sahip olduklarindan biyosorpsiyonda avantajli mikroorganizmalardir.
Ozellikle  Rhizopus, Aspergillus,  Streptoverticillum ve  Saccharomyces

biyosorpsiyonda oldukca etkili fungal cinslerdir [65].

Gilintimiizde biyosorpsiyon mekanizmalarinin anlasilabilmesi igin farkli yontemler
gelistirilmistir. Mikrobiyal biyomas iizerinde veya igerisinde metallerin yerlesimi
elektron mikroskobu ve X-isin1 enerji dagitici (EDAX) analiz ¢aligmalar1 kullanilarak
anlasilmaya calisilmaktadir. Kimyasal analizi i¢in X-151n1 fotoelektron spektroskopisi
kullanmaya baglanmis olup, atom ya da molekiillerde elektronlarin baglanma

enerjisini tayin eden yeni bir teknik atom/iyonun oksidasyon derecesi hakkinda bilgi
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vermektedir. Bundan bagka FTIR analizi ile de biyosorpsiyon mekanizmasi hakkinda

bilgi edinmek miimkiindiir [65].

1.1.6. Mikrobiyal Identifikasyon

Mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda ve tanimlanmasinda kullanilan klasik
tekniklerin sinirli olmasindan dolayi, mikrobiyal ¢esitlilik ve mikroorganizmalarin
ekosistemdeki rolii ile ilgili bilgilerimiz olduk¢a azdir. Mikroorganizmalar birbirine
benzerliklerinden dolayi, morfolojik yapilarina gore siniflandirma yapmak zordur.
Metabolik ve biyokimyasal 6zelliklere dayanan siniflandirmada karsilagilan en biiyiik
problem ise; mikroorganizmalarin birebir kendi dogal ortamlarini1 yansitan kiiltiir
ortamlarinda  yetistirilememesidir. Bu nedenle mikrobiyal cesitliligi ve
mikroorganzimalarin ekosistemdeki roliinii daha iyi anlayabilmek i¢in, tamamlayici
mikrobiyolojik yaklagimlara ihtiya¢ vardir [67]. Mikrobiyal cesitliligi ve dagilimi
belirleme ¢alismalarinda, 16S rRNA gibi molekiiler isaretlerin kullanilmasi ile
“molekiiler mikrobiyal ekoloji” olarak tanimlanan yeni bir disiplin ortaya ¢ikmuistir.
Termal su kaynaklari, sediement yapilar ve deniz suyu gibi farkli habitatlardan alinan
numunelerde, molekiiler tekniklerin temelini olusturan yontemlerle yapilan ¢alismalar
sonucunda, mikrobiyal ¢esitliligin bildigimizden ¢ok fazla oldugu ve klasik tanimlama

tekniklerinin ne kadar yetersiz kaldig1 anlagilmistir [68].

1.1.6.1. Geleneksel Teknikler

Saf kiiltiirlerin izolasyonu, morfolojik, metabolik ve biyokimyasal temellere dayanan
geleneksel mikrobiyolojik teknikler mikrobiyal cesitlilik ile ilgili genis bilgi
vermektedir. Ancak bu teknikler, mikroorganizmalarin ekosistemdeki roliinii
algilamaya yonelik c¢aligmalarda tek basina yetersiz kalmaktadir. Ciinkii bu
yontemlerin cogu ya mikrobiyal aktiviteyi dolayli yollardan dl¢cen yontemlerdir ya da
ex-situ tekniklerdir. Bu tekniklerle mikroorganizma grubu kendi yasam ortami diginda
teshis edilmektedir. Ayrica, klasik yontemlerde saf kiiltlir elde etme asamasinda,

mikroorganizmalarin yasam ortamlar1 tam olarak temsil edilemedigi i¢in, ortamda
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istenmeyen baska tiirler olusabilmektedir. Ekosistemdeki bakteriyel c¢esitliligin
fazlalig1 goz oniinde bulunduruldugunda, klasik yontemlerle tespit edilen prokaryotik
tiirlerin sayis1 oldukca azdir ve bakteriyel ¢esitlilige ait resmin tamamini tespit etmek
oldukca zordur. Simdiye kadar yaklasik 7000 bakteri tiirli tespit edilmistir. Fakat
molekiiler ve ekolojik tahminler bu sayinin kat kat fazla oldugu goriisiindedir [69,70].
Bununla birlikte, mikroorganizma c¢esitliliginin ve dagilimmin belirlenmesinde,
molekiiler tekniklerin kullanilmas:1 kiltlirden bagimsiz ve genis aralikta

mikroorganizma tiiriinlin tanimlanmasina olanak saglamaktadir.

1.1.6.2. Yag Asidi Metil Ester (FAME) Analizi

Hiicresel yag asitlerinin belirlendigi gaz-sivi kromatografisi metodu ¢evre ve klinik
kokenli bakterilerin, mikobakterilerin ve mayalarin tiir diizeyinde tanimlanmasinda
kullanilmaktadir. Mikrobiyal identifikasyon Sistemi (MIS) tiirlere 6zgii olan tiim yag
asiti metil esterleri, dimetil asetil, aldehid gibi bilesikleri yiiksek ayristirrma
ozelligindeki gaz-sivi kromatografisi vasitasiyla tanimlar. MIS tam otomotik
bilgisayar destekli, hizli sonug veren, disiik maliyetli olup laboratuvarda izole edilen

bir ¢ok mikroorganizmanin identifikasyonunda kullanilmaktadir [87].

Mikrobiyal hiiclerde yag asitlerinin kaynag: hiicre memranlarinin baslica bilesigi olan
lipitlerdir veya gram negatiflerde lipopolisakkaritlerin liptid A bilesigi ve gram
pozifitlerde lipoteikoik asittir. Tiim lipidlerin yag asidi igerigi tiire 6zgii biyosentez
basamaklariyla belirlenir. Kii¢iik genoma sahip organizmalar genellikle az sayida yag
asitleri bulundururken biiyiik genomlu 6bakterler 20°den fazla yag asidine sahiptirler
[87].

Bakteriler 6karyotlarda bulunmayan 6zgiin bazi yag asitlerini igerirler. Genellikle dalli
zincirli yag asitleri gram pozitifleri, siklopropan yapida olan yag asitleri gram negatif
bakterileri karakterize eder. Gram negatif bakteriler, gram pozitif bakterilere oranla
daha cok sayida karbon iceren doymus ve tekli doymamis yag asidi igerirler [87].
Analiz i¢in Orneklerin hazirlnamasi, saponifikasyon, metilasyon, ekstraksiyon ve

yikama olmak {izere 4 basamaktan olusur [87].
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Oncelikle, 24-48 saat inkiibe edilmis hiicreler kiiltiirden alinir, sponifikasyon igin
sodyumhidroksit-metanol karsimi ile muamele edilir. Bu basamakta yag asitleri
hiicresel lipitlerden ayrilir. Ikinci adimda HCl-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
sodyumhidroksit ¢ozeltisi ile yikanip gaz kromatografisi i¢in tiiplere aktarilir.
Orneklerin degerlendirilmesi MIS ile yapilir. Sistem, alev iyonizasyon dedektorii,

kapiler silikon kolon, otomatik 6rnekleyici, entegratdr, bilgisayar ve yazicidan olusur

[87].

1.1.6.2.1. FAME’in Analizinin Avantaj ve Dezavantajlari

Yag asitleri ile bakterilerin tanilanmasi sistemi ile bakteriyel organizmalar alt tur
diizeyinde bile tanilanabilmekte ve birbirlerinden ayirt edilebilmektedir. MIS ile elde
edilen sonuglarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuclarindan daha duyarli ve
cabuk, molekuler temele dayali tanmi testleriyle ile % 100’e yakin bir benzelik
gosterdigi ve bu sistemin Dbakteriyel organizmalarin tanisinda basariyla
kullanilabilecegi gosterilmisir. MIS sisteminin rutin ¢alismalar i¢in nisbeten klasik
yontemlerden pahali olsada 6zellikle zaman agisindan ¢ok uygun bir tan1 yontemi
oldugu diisiinilmektedir [88]. Ayrica Orneklerin hazirlanmasi yaklaisik 1 saat
sirmekte ve aymi giin icerisinde sonu¢ alinabilmektedir [87]. Ancak yag asidi
analizinin enstriimantasyonu diger analizlere nazaran maliyetli ve komplekstir [87].

Ve kimi zaman dogru sonug vermeyebilir [86].

1.1.6.3. 16S rRNA Dizi Analizi

Prokaryotlarda rRNA’y1 kodlayan 16S, 23S ve 5S olmak {izere 3 gen bdlgesi
bulunmaktadir. Bunlar ara bolgelerle ayrilmakta ve sekansta, hem genus hem tiir
seviyesinde uzunluk agisindan ¢esitlilik gostermektedir. 16S ve 23S rRNA bolgeleri

yiiksek derecede korunmus dizileri igeren bolgelerdir. Bu bdlgelere 6zgii primerler
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kullanilarak PZR islemi gerceklestirilerek sekanslama islemi neticesinde sonuca

gidilebilir [71].

Sekans analizi, etken DNA’simin belirli bir bdlgesinin niikleotid dizilerinin
saptanmasinda gelistirilen bir tekniktir. DNA dizi analizi, bir ucu ayni olan ve bir
niikleotid farki ile uzunluklar1 degisen oligoniikleotidleri ayirabilme teknigine dayanir
[72]. Bir oligoniikleotidi dizilemek i¢in iki farkli yontem gelistirilmistir. Sanger ve
arkadaslarinin [73] gelistirdikleri yontemde, DNA niikleotit dizisinin belirlenmesi i¢in
enzimatik teknikler ve sentezin 2,3-dideoksiniikleotidtrifosfatlar (ddNTP) kullanilarak
belli bazlarda sonlandirilmasi prensibine dayanir. Buna karsilik Maxam ve Gilbert [74]
ise kimyasal bir yontem gelistirmislerdir. Bu teknikte kullanilan kimyasal maddeler
olduke¢a toksik maddelerdir. Ayirim giicii yiiksek, fakat uygulama kolaylig1 olmayan
ve degerlendirme asamasi son derece uzun bir yontemdir. DNA dizi analizi ile birgok
organizmanin genlerinin yapist ve organizasyonu hakkinda onemli bilgiler elde

edilmistir [72].

DNA tiplendirme yoOntemleri, bakteriyel DNA’daki farkliliklarin ayrimi istiine
kurulmustur. izolatlarin ayrimi icin DNA sekanslamanin kullanilmas1 en ideal yol
olarak goriilmesine ragmen, her izolatin tiim genomunun sekanslanmasi pratik
degildir. 16S rRNA sekanslarinin veri bankalar1 olusturulmustur ve bu sekanslarin
karsilastirilmasi tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Aslinda 16S rRNA sekanslari
bakterilerin taksonomik caligmalari i¢in oldukca kullaniglidir. Bu sekanslara gore
evrimsel agaclar kurulmus olup bakteriyel tiirlerin filogenetik iligkileri

belirlenmektedir [75].

PZR teknolojisi ile 16S rRNA genlerinin direk sekansi bilinmeyen bir susun tek bir
basamak ile tanimlanmasinda oldukca etkili bir yontemdir. Bununla beraber ¢ok net
olarak farkli olan baz: tiirlerin ayn1 16S rDNA sekansina sahip olmasi, dolayisiyla veri
tabaninda yer alan bazi sekanslarin giivenilirliginin siipheli olmasi gibi baz1 giigliikler
de mevcuttur [76]. Ayrica 16S rDNA geni, antimikrobiyal 6zelligi olan cesitli
kimyasallara duyarlhidir. Bu gende meydana gelen mutasyonlar, organizmanin bu
kimyasallara duyarliligin1 etkileyebilir ve antimikrobiyal ajanlara fenotipik direng,

16S rDNA gen dizilimi sayesinde fark edilir [77,78]. Bununla birlikte bu
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karakteristikler, 16S rDNA gen diziliminin klinik mikrobiyolojide kullanildig1 gibi
bakteriyel tanimlamada ya da cins ve tir diizeyinde yakin iliskilerin
kararlastirilmasinda kullaniminin 6nline gegmez veya bunu etkilemez. Ancak bu
karakteristikler genetik agidan daha uzak mesafeli iliskilerin ortaya ¢ikarilmasinda

daha biiyiik etkiye sahiptir [79].

1.1.6.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, molekiiler biyolojide uygulanan bir teknik olup, basitce
tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda cogaltilmasi olarak tanimlanabilir. Polimeraz
zincir reaksiyonu ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere iki oligoniikleotit

primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir [80].

1 déongiiniin 3 agamasi
(30-40 dongii)
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Sekil 1.6. PZR asamalar1 [81]

Oligoniikleotit primerler, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire

edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri lizerinde kendilerine tamamlayici olan
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bolgelerle baz eslesmesi yapar. Primerlerin 6zgiin olarak hedef dizilere baglanmasi
diisiik sicaklik derecelerinde gerceklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve
dort cesit deoksiriboniikleozid trifosfat (dANTP) varliginda primerin 3’ hidroksil
ucundan uzamasini saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA
molekiilii sentezlenmis olur. Bir PZR dongiisii denatiirasyon, primerin baglanmasi ve
uzama olarak adlandirilan ii¢ asamadan olusur. Bu ii¢ agsamanin 25-30 tekrar1 ile bir
tek DNA parcasindan teorik olarak 68 milyar kopya elde edilebilmektedir (Sekil 1.6.).
Art arda tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve primerlerin uzamasi
evreleriyle DNA parcalar tissel olarak artar (Sekil 1.6.). Bu iissel artisin nedeni, bir
dongii sonucu sentezlenen iiriiniin, ardigik dongiide diger primerler igin kalip gorevi
yapmasidir. Boylece her PZR dongiisii, DNA molekiilii izerinde istenilen bolgenin iki
katina ¢ikmasi ile sonuglanir [80]. PZR nin temel bilesenleri, kalip olarak kullanilan
DNA molekiilii, DNA polimeraz enzimi, primerler, dNTP karigimi, tampon ve
MgCl,’dir [82].

Kalip DNA: Polimeraz zincir reaksiyonunda genomik DNA, plazmit ve faj DNA,
cesitli genler ve hatta herhangi bir DNA pargasi kalip olarak kullanilabilir. Bu kalip
DNA molekiilleri amaca gore cDNA, genomik DNA, genom kitapliklar1 halinde ya
aragtirma laboratuvarlar1 ve kliniklerden ya da ticari olarak elde edilir. PZR’de kalip
olarak tek ya da ¢ift iplikli DNA’nin yan1 sira RNA da kullanilabilir [82].
Polimerazlar: Taq DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayici bir DNA ipligi
meydana getirmek {izere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak dort gesit
deoksiriboniikleozit trifosfattan uzun poliniikleotit zincirin sentezini kataliz ederler.
Bu enzimler, sentezi baslatmak i¢in kalip molekiildeki tamamlayici diziye baglanan
kisa DNA parcalarina (primerlere) gerek duyarlar. Sentezin yonii 5’uctan 3’uca dogru
olup, primerin serbest 3’ hidroksil ucuna ortamdaki dNTP ile arasina niikleotitler
eklenerek, fosfodiester baglar katalizler. Sicakliga dayaniklt DNA polimerazlardan
PZR’de en yaygin olarak kullanilan1 Thermus aquaticus izolatindan elde edilen Taq
DNA polimerazdir [82].

Primerler: Gen ¢ogaltilmas1 dahil PZR’nin bir¢ok uygulamasi i¢in kalip DNA’ya
tamamen tamamlayici olan primerlere gereksinim vardir. Genel olarak kullanilan kalip
ile yliksek oranda baglanma saglamak tizere primerler 20-30 niikleotit uzunlugundadir.

Oligoniikleotit primerler, primer sentezi yapan laboratuvarlardan ya da ticari olarak
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elde edilebilirler. Bu primerler genellikle olusumu bilinmeyen ¢esitli nokta
mutasyonlarinin oldugu bolgelere baglanma amaciyla segilir [83].

dNTP Karisimi: Deoksiriboniikleozid trifosfat (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek
saflikta ya tek tek ya da dortlii karistm halinde ticari olarak saglanir. Tag DNA
polimeraz diisiik ANTP konsantrasyonlarinda (10-100uM) kaliba uygun dogru bazlari
secmede daha basarili olmakla birlikte, normal kosullarda PZR 100uM dNTP
konsantrasyonu ile gerceklestirilir [82].

Tamponlar ve MgCl2: PZR’de kullanilan ¢esitli tamponlar arasinda en ¢ok kullanilani
Tag/Amplitaq enzimlerine 6zgii olan tamponlardir. Mg?* iyonlar1 dNTP’ler ile
¢ozlinebilir kompleksler olustururlar, polimeraz aktivitesini uyarirlar ve ¢ift iplikli
DNA’nin Tm degerini arttirirlar, ayrica primer/kalip etkilesimini saglarlar. (Tm
degeri: Cift iplikli niikleik asit molekiillerindeki baz ¢iftlerinin yarisinin ortadan
kalkmasina yol agan sicaklik derecesi) Bu nedenle MgCl2’iin PZR 6zgiilliigii ve iiriin

verimi lizerinde ¢ok dnemli bir etkisi vardir [82].

1.1.6.3.2. 16S rRNA Analizinin Avantajlari1 ve Dezavantajlari

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 [84]. Bu o6zellik
organizmalarin karsilastirilmasina, hatta ayni1 tiirdeki farklilagsmalarin (strain) tespitine
imkan vermektedir. Dahas1 gen dizilimi ile ilave istatistiki olarak ilgili verilerin elde
edilmesi miimkiin olabilmektedir.

Tiim organizmalarda ¢ok miktarda bulunan ribozomlarin iiretilmesinden sorumlu 16S
ve 23S rRNA genleri molekiiler teknikler kullanilarak yapilan arastirmalarda en ¢ok
tercth edilen genlerdir. Bununla birlikte, pek ¢ok mikroorganizmanin 16S rRNA
geninin dizi analizi bilgilerini igeren ve glinden giine genisleyen bir veri bankasinin
bulunmasi da bu geni hedef alan molekiiler tekniklerin kullanim alaninin artmasini
saglamistir [85]. 16S rRNA dizini bilinmeyen bakterilerin tanimlanmasinda diinyada
genis bir yelpazede uygulanan bir biyobelirleyicidir. Ayrica farkli 16S gen dizilimi

olan organizmalarin istatistiki olarak karsilagtirllmasma da olanak saglar. Buna
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ragmen nispeten pahali olabilir, hassas ¢aligma gerekir ve sekanslamada tiirler arasi

yiiksek benzerlik ¢ikabilir [86].

1.2. Caliymanin Amaci

Bu tezin amac1 daha 6nce laboratuarimizda yapilan ¢alismalar ile [96,97] Kirikkale-
Kizilirmak’tan izole edilmis ve kiiltiire alinmis olan mangan, ¢inko ve lityum direngli
bakterilerin molekiiler teknikler kullanilarak tanimlanmasi ve biyosorpsiyon
yeteneklerinin belirlenmesidir. Kiiltiire alinmis olan ¢inko ve lityuma direng gosteren
suslar, yag asidi analizi (FAME) ve 16S rRNA sekans analizleri kullanilarak
tanimlamalar1 yapilmistir. Sonraki asamada da tanimalanan bu suslarin s6z konusu

metaller i¢in biyosorpsiyon yetenekleri berlirlenmistir.
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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 icin kullanilmigstir. Nutrient
agar besiyeri; pepton (5 g), et Oziitii (5 g), maya Oziiyli (1 g) ve agaradan (12 Q)
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 biiyiime egrisi, DNA izolasyonu, biyosorpsiyon gibi deneyler
icin kullanilmigtir. Nurient broth besiyeri; pepton (5 g) ve et Oziitinden (3 g)
olusmaktadir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanmadan 6nce 121°C’de 1 atm

basingta otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.3. Plate Count Agar Hazirlanisi

Bakteri sayiminda kullanilan inhibit6r veya indikator igermeyen genel kati besiyeridir.
Koloni olusturan birim sayiminda kullanilmistir. Plate count agar besiyeri; tripton (5
g), maya oziti (2.5 g), glukoz (1 g) ve agardan (12 g) olusmaktadir. Kullanilacak

miktarda besiyeri, Oncesinde otoklavda 121°C’de 1 atm basingta steril edilmistir.
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2.1.1.4. Tripticase Soy Broth Agar Hazirlanis

Indikatér veya inhibitér icermeyen, bir ¢ok mikroorganizmanin gelisebilmesi i¢in
yeterince zengin besin maddesi iceren genel kullanim amagli besiyeridir. Yag asidi
analizi oncesinde bakteri 6rneklerinin inkiibasyonunda kullanilmistir. Tripticase soy
broth agar; tripticase soy broth (30 g) ve agardan (15 g) olusmaktadir. Kullanilacak
miktarda besiyeri, dncesinde otoklavda 121°C’de 1 atm basingta steril edilmistir.
2.1.2. Kullamilan Kimyasallar ve Tamponlar

2.1.2.1. Kullanilan Kimyasallar

Caligma siiresince kullanilan kimyasallar Merk ve Sigma firmalarinda temin
edilmistir.

2.1.2.2. Kullamilan Tampon Cozeltiler

2.1.2.2.1 Kromozomal DNA izolasyonunda Kullanilan Tampon Céozeltiler

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) tamamlanmugtir.

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

10 gram SDS tartilarak 100mL distile suda ¢oziilmiistiir.
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2.1.2.2.1.3 Proteinaz-K’nin Hazirlanmasi (10 mL)
0.0384 g CaCl,2H20 tartilarak 5 mL gliserol ve 100uL 1M Tris-HCI (pH 8.0) ile

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

cozeltiden 10 mL alinarak 100 mg proteinaz-K ¢oziilmustiir.

2.1.2.2.1.4. NaCl Tamponu (5 M, 100 mL)

20 g NaCl tartilarak 100 mL distile su ile ¢oziilmiistiir.

2.1.2.2.1.5. CTAB/NaCl tamponu (100 mL)

4.1 g NaCl tartilarak 90 mL distile suda ¢oziilmiistiir ve 10 g CTAB yavasca soliisyona
eklenerek 65 °C’ye kadar 1sitilmistir. Son hacim 100 mL oluncaya kadar distile su ile

tamamlanmustir.

2.1.2.2.1.6. Kloroform/izoamil Alkol Tamponu (100 mL)

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

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

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

hazirlanmustir.
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2.1.2.2.1.8. Izopropanol Alkol (100 mL)

Izopropanol alkolden 100 mL alinarak kromozomal DNA izolasyonunda

kullanilmustir.

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.

2.1.2.2.1.11. Tris-HCI Tamponu (1 M, 100 mL)

0.12 g Tris-HCl tartilarak 100 mL distile suda ¢6ziilmiistiir.

2.1.2.2.1.12. Elektroforez Tamponu (50x TAE) Hazirlama

242 g Tris, 37.2 g Na2EDTA2H.0 tartilarak 57.1 mL glasiyal asetik asit ile
¢Oziilmiistiir. Son hacim 1000 mL olacak sekilde saf su ile tampon tamamlanmustir.
2.1.2.3. PZR Amplifikasyonu I¢in Orneklerin Hazirlanmasi

16S rDNA orneklerini amplifiye etmek icin standart 16S rDNA gen sekansina
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primerler

kullanilacaktir. Diziler forward primer: 5'-

CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; ve reverse primer:
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5-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-3' primerleri
kullanilacaktir. PZR amplifikasyonunda toplam hacmi 100 pL. PZR karigimi igin 10
uL kromozomal DNA (100 ng), 5 uL 16S Forward Primer (20 pmol), 5 uL 16S
Reverse Primer (20 pmol), 4 uL 5 mM 4 dNTP karisimi, 4 uL. 50 mM MgCly, 10 uL
I0x Taq Buffer (Taqg DNA polymerase igeren), 61.5 pL steril distile su, 0.5 puL (2.5U)
Taq DNA polymerase karistirilip santrifiijlenecektir. Thermal cycler da 30 dongii ile

¢ogaltilan 6rnekler sekans analizi yapilana kadar -20°C’de saklanacaktir.

2.1.2.4. Yag Asidi Analizi Calisma Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi.

2.1.2.4.1. Soliisyon I

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

sollisyon hazirlanmstir.

2.1.2.4.2. Soliisyon 11

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

hazirlanmastir.

2.1.2.4.3. Soliisyon IIT

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

hazirlanmustir.

2.1.2.4.4. Soliisyon IV

20.8 g sodyum hidroksit tartilarak 900 mL distile su icinde eritilerek stok soliisyon

hazirlnamstir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Alam

Kizilirmak, Tirkiye topraklarindan dogup yine Tiirkiye topraklarindan denize dokiilen
en uzun akarsuyumuzdur. Adini akarsu yataginda bulunan, 3. zaman ortalarinda
¢Okelmis kirmizi renkteki kumlu-killi tortudan almaktadir [89]. Baslica kollar1 Delice,
Devrez ve Gokirmak’tir. Yagmur ve kar sulartyla beslenen nehrin rejimi diizensizdir.
Ortalama debisi 184 m?/sn olan nehrin 35 yillik gézlem siiresince ortalama akimi en
az 18.4 m3/sn ve en ¢cok 1.673 m3/sn debiye ulastigi tespit edilmistir. Kizilirmak Nehri,
Sivas, Kayseri, Nevsehir, Kirsehir, Kirikkale, Ankara, Cankiri, Corum ve Samsun
illerinden gegerken ¢ok sayida dere ve c¢ayin sularini toplayarak Bafra Burnu'ndan
Karadeniz'e ulagir (Sekil 2.1.). Nehir iizerinde 12 6nemli baraj vardir. Bunlar sirasiyla;
Imranli, Yamula, Bayramhacili, Hirfanli, Kesikkoprii, Kapulukaya, Bugra, Obruk,
Dutludere, Boyabat, Altinkaya ve Derbent’dir [ 90].
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Sekil 2.1. Kizilirmak’1in lokasyonu [89]

Kirikkale ulasim bakimindan Tiirkiye’nin doguya ac¢ilan kapisi olma, Makine Kimya

Endiistrisi ile Tiipras Rafinerisi gibi biiylik sanayi kuruluslarini biinyesinde barindirma
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ve Kizilirmak gibi Tiirkiye’'nin en biiylik nehirlerinden birinin gilizergahinda yer
almasindan dolay1 olduk¢a 6nemli illerden biridir. Kirikkale ilinde sanayi oldukga
gelismis bir durumdadir. Hemen hemen biitiin sanayi kuruluslari Kizilirmak Nehri’nin

¢evresinde bulunmaktadir [94]

2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Kirikkale-Kizilirmak iizerinde endiistriyel kuruluslara yakin olarak belirlenen 12

bolgeden Eyliil 2012°da su 6rnekleri toplanmustir.

Cizelge 2.1. Orneklerin alindig1 bélgeler ve koordinatlar:

Bolge
Bolge Ad1 Bolge Koordinatlari
Numarasi
1 Kesikkoprii Barajt 39°22°16.397°K, 33° 26°49.26°°D, 890 m
2 Kesikkoprii Baraji Su Tutma Bendi 39°23°43.98°K, 33°25°38.24°°D, 833 m
3 Erdemli Mah. - Sarimusalli Mevkii 39°26'03.30”°K, 33°24°08.43°’D, 781 m
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 Baraj1 Girisi 39°39°53.04°K, 33°28°55.46°’D, 852 m
9 Kapulukaya Baraj1 Su Tutma Bendi 39°43°59.01°K, 33°28°25.63°’D, 737 m
10 Asagryazi Kum Ocag1 Mevkii 39°48°38.97°°K, 33°29°14.57°’D, 684 m
11 Mezbahane - MKE Tesisleri Mevkii 39°50°28.41°°K, 33°28°02.13°’D, 686 m

12 Irmak Mevkii - Kizilirmak 11 Sinir1 Cikast 39°57°22.98°°K, 33°25°04,35°’D, 679 m
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2.2.3. Mangan Cinko ve Lityum Direncli Bakterilerin izolasyonu ve Kodlanmasi

Mn, Zn ve Li agir metaline direncli bakterilerin se¢imi i¢in agir metal iceren ortamlar
kullanilmustir. 12 bolgeden alinan su 6rneklerinden Mn Zn ve Li agir metaline direngli
suslar1 segmek i¢in her li¢ metal ve drnek i¢in ayr1 ayri nutrient agar igeren petriler
hazirlanmis ve petrilere literatiirde belirlenen konsantrasyonlarda Mn i¢in MnSQg4, Zn
icin ZnSOg4 ve Li i¢in LiCI konuslmustur. Bu petrilere her bolgeden alinan su 6rnekleri
seyreltilerek ekilmistir. 30°C’de 48 saat inkiibe edilen Orneklerden iireme olan
koloniler secilerek saflagtirma yapilmistir. Direngli olan suslar, toplandiklar1 bolgeleri
ve direngli olduklar1 metali temsil edecek bi¢imde kodlanmistir. Mangan direngli olan
iki sus, Mn 11 ve Mn 12, lityum direngli sus Li 12 ve ¢inko direngli sus Zn 01 olarak

kodlanmustir.

2.2.4. izolatlarin Elektron Mikroskobu Analizleri

Mn, Zn ve Li direncli saf kiiltiirlerin her biri ayr1 ayr1 direngli oldugu metli iceren ve
icermeyen ortamlarda gerekli iireme sicaklifinda 24- 48 saat inkiibe edildikten

paraformaldehit ile fiksayonu yapilarak elektron mikroskobu analizleri yapilmistir.

2.2.5. Maksimum Tolere Edilebilen Konsantrasyon (MTK) Degerlerinin

Belirlenmesi

Mik degerlerinin belirlemek amaciyla suslarin her biri agarli ortamda giderek artan
konsantrasyonlarda Mn i¢cin MnSOg, Zn i¢in Zn SOg4 ve Li i¢in LiCl eklenerek gerekli
sicakliklarda 48 saat inkiibe edilmistir. Ureme olan petrideki koloniler daha yiiksek
konstrasyonda agir metal igeren petrilere ekilmistir. Bu islem iireme
gdzlemlenilmeyinceye kadar tekrarlanmistir. Uremenin goriildiigii en yiiksek

konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenmistir.
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2.2.6. Bakteri Biiyiime Egrilerinin Belirlenmesi

Her bir susun metal igeren ve icermeyen bir gecelik kiiltiirlerinden 100 pL 6rnek
almarak yine Her bir sus icin MIK degerlerine gore belirli konsantrasyonlarda metal
icren 100 mL NB ortamina ekim yapilmistir. Kiiltiirle 30°C’de ¢alkalamali etiivde
inkiibe edilmis ve 0. saatten itibaren ODgoo nm’de, her iki saatte bir spektrofotometre

ile 6l¢lim degerleri alinarak lireme egrisi ¢ikarilmstir.

2.2.7. Koloni Olusturan Birim Sayimi

Bir gecelik kiiltiirlerden 100 pL alinip her bir sus i¢in ilgili metali i¢ceren ve igermeyen
stvi ortamlara ekim yapilip ekim yapilan ortamlardan her 2 saatte bir ImL 6rnek alinip
seyreltme yapildi seyreltilmis ornekler plate count agarlara ekilip bir giin beklenerek

koloni olusumu gozlemlendi ve sayildi [117].

2.2.8. Yag Asitleri Metil Esterlerinin (FAME) Analizi

Sec¢ilen Mn11, Mn 12 Lil12 ve Zn01 suslarimin tiim yag asit analizleri i¢in gerekli olan
tiim kimyasallar ve uygulama prosediirleri Sherlock tarafindan tarif edilen metoda
gore gerceklestirilmistir [95]. Ornekler nutrient agara dort bolgeden olusan ¢izgi ekim
yapilmig 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra iigiincii bolgede
gelisen hiicrelerden steril cam tiiplere 6ze ile 40 mg tartilmistir. Ik basamakta
saponifikasyonla hiicresel lipitlerin parcalanip, yag asitlerinin serbest kalmasi
saglanmistir. Bunun i¢in 40 mg 6rnek bulunan tiiplerin {izerine 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 saflastirma basamaginda sogutulan tiiplerin {izerine
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Soliisyon III’den 1.25 mL ilave edilmis ve 10 dakika karistiricida ¢alkalanmistir. Bu
basamak sonunda tiiplerde altta asidik, iistte organik sivi faz olmak {izere iki faz
gozlenmistir. Tiiplerdeki asidik faz pastor pipeti ile uzaklastirilmig, 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 g¢alkalanmistir. BOylece serbest yag asit metil
esterlerinin saf olarak elde edilmesi saglanmistir. Tiiplerde gdzlenen {list faz pastor
pipeti ile 2 mL viellere almmistir. Orneklerin yag asidi analizi gaz kromotografisi
(Shimadzu GC-2010) ile gergeklestirilmistir. Gaz kromotografisinin ¢aligma
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.

2.2.9. Kromozomal DNA izolasyonu ve DNA Miktar Tayini

Izole edilen Mn, Zn, Li direngli bakterilerin kromozolam DNA izolasyonu Cutting ve
Horn tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir [92].15 mL’lik kiltir 5000
rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant atilmistir. Pellet {izerine 5.7 uL. TE
tampon eklenmistir ve karistirilmigtir. Daha sonra 30 pL %10 SDS, 30 pL proteinaz-
K ve 30 L RNAaz eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
100 uL 5 M NaCl eklenerek karistirilmistir. 800 uL. CTAB /NaCl tamponu karigimin
tizerine eklenmis ve 10 dakika 65°C’de tekrar inkiibe edilmistir. Ayni 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 santrifiij edilmistir. Pellet iizerine
0,6 hacim izopropanol eklenmis ve karistirtlip 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 iizerine 200 pL.
TE tamponu eklenmis ve -20°C’de saklanmistir.

Izolatlardan elde edilen genomik DNA’lar biitiinliikleri bakimindan agaroz jel
elektroforezinde kontrol edildikten sonra, saflik kontrolleri ve miktar tayinleri

spektrofotometrede yapilmistir. Spektrofotometrede DNA’larin 260 nm ve 280 nm’de

38



ki absorbanslari hesaplanmis (OD2so Ve OD2go) ve bu degerler arasinda ki oran
kullanilarak DNA’nin safligi kontrol edilmistir. OD260/OD2go oranmin 1.6 ve 1.8
arasinda olmast DNA'nin saf oldugunu, bu araliktan daha yukarida olmasi RNA
kontaminasyonu oldugunu ve bu araliktan daha asagida olmasi da protein
kontaminasyonu oldugunu gostermektedir [91]. Saflik kontrolleri yapilan genomik
DNA'larin miktarlarinin  hesaplanmasi i¢in OD2e0 degeri kullanilmis ve DNA
miktarlari;

DNA (ug/mL)= OD26o X Seyreltme orani x 50 formiilii ile hesaplanmistir [91].

2.2.10. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) Amplifikasyonu

16S rDNA orneklerini amplifiye etmek icin standart 16S rDNA gen sekansina
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primerler
kullanilanacaktir. Diziler (forward) F primer:
5'-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; ve (reverse) R
primer: 5-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-3. PZR
amplifikasyonunda toplam hacmi 50 pL PZR karisimi i¢in 1 pL. kromozomal DNA
(100 ng), 1 uL 16S Forward Primer (20 pmol), 1 uL 16S Reverse Primer (20 pmol),
0,5 uL 5 mM 4 dNTP karisimi, 5 pL 50 mM MgClz, 5 pL 10x Taq Buffer (Taq DNA
polymerase i¢cermeyen), 31.5 pL steril distile su, 1 pL (2.5U) Taq DNA polymeraz
karistirilip santrifiijlenecektir [91].

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 reaksiyonlart gerceklestirilmistir. PZR
amplifikasyonunda Cizelge 2.7°de kullanilan DNA, F primer, R primer, ANTP, MgClo,
Taq buffer, Taqg DNA Polymerase ve PZR Master Mix miktarlar1 belirtilmistir. Son
hacim steril distile su (water nuclease-free) ile 50 uL’ye tamamlanmistir.

Techne TC-Plus marka otomatik termocycler PZR amplifikasyonu amaciyla
kullanilmistir. Dongiiler; 95°C’de 5 dakika denatiirasyon, 30 dongii 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

gerceklestirilmistir [93].
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2.2.11. PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi

PZR iirtinleri Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kit ile saflagtirilmustir.
Eppendorf tiiplerin i¢inde bulunan PZR iirlinlerinin tizerine 1:1'lik bir hacimde
Binding Buffer eklenmistir. lyice karistirilip ¢dziimiin rengini kontrol edilmistir. Sar1
renk DNA baglayict i¢in optimum pH’1 géstermektedir. Cozeltinin rengi turuncu ya
da mor olursa, 10 uL 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ¢ozeltisi ilave edilmelidir. Karigimin
rengi tekrar sariya donecektir. Karisim filtreli tiipe alinip 1 dakika 12.500 rpm de
santrifiij edilmistir. Daha sonra filtrelerin tam ortasina 700 pl. Wash Buffer
konulmustur. Tekrardan 1 dakika 12.500 rpm de santrifiij edilmistir. PZR iiriinleri
filtre iizerinde tutulmustur. Altta toplanan sivi dokiiliip tekrardan 12.500 rpm de 1
dakika santrifiij edilmistir. Kolon filtresinin alt kismina steril eppendorf yerlestirilmis
ve lizerine 50 puL. Elution Buffer ilave edilmistir. 1dakika 12.500 rpm de santrifiij

edilmistir. Kolon filtresi atilmis ve saflagtirilan PZR firtinleri eppendorfta toplanmistir.

2.2.12 PZR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

%0.7’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 0.35 g agaroz tartilip 50 mL 1x TBE tamponu ile
¢oziildiikten sonra mikrodalga firinda 1sitilarak eritilmistir. Jel yatagina dnceden tarak
yerlestirilmis ve yatak su terazisi ile dengeye getirilmistir. Cozelti yaklasik 45-50°C’ye
kadar sogutulmus ve jel yatagina dokiilmiistiir. Jel tamamen polimerize olduktan sonra
tarak dikkatlice alinmis, jel yatagi orneklerin yiirliyecegi iginde tampon ¢dzeltinin
bulundugu elektroforez tankina aparat yerlestirilmistir. Her bir 6rnekten 6 puL alinarak
2 puL 6X Orange Loading Dye ile boyanmigtir. DNA 6rnekleri mikropipet yardimiyla
kuyucuklara yiiklenmistir. Orneklerin molekiiler agirliklari belirlemek amaciyla
kuyucuklardan birine 3 pL. marker DNA O'RangeRuler™ 100 bp DNA Ladder
yiiklenmistir. Aparata jelin lizerini kaplayacak kadar ytiriitme tamponu eklenmistir. 80
V/em2 voltaj ve 40 mA amper uygulanarak yaklasik 45 dakikada yliriitme iglemi

tamamlanmaistir.

40



2.2.13. DNA’min Etidyum Bromiir ile Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlaninca jel elektroforez aparatindan alinip boyama kabina
konulmustur ve jel iizerine 0,5 pg/mL konsantrasyonda etidyum bromiir boyama
soliisyonu eklenerek 45 dakika boyanmistir. Boyanin fazlast 1 mM MgSOs ile 15
dakika muamele edilerek geri alinmistir. Jel daha sonra jel goriintiileme cihaz1 (Gel
Logic 2200 Pro Imaging System, USA) kullanilarak bantlarin géreceli miktarlarini

belirlemek i¢in taranmuistir.

2.2.14. DNA Sekans Analizi

izole edilen Mn 11, Mn 12 Li 12 ve Zn 01 suslarmin 16S rDNA gen sekanslari
yapilacaktir. Saflastirilmis PZR diriinleri, DNA sekans analizi icin Gazi Universitesi
Molekiiler Biyoloji Arastrma ve Uygulama Merkezi’'ne (Ankara, Tirkiye)
gonderilmistir. Gelen niikleotid dizilerinin, ¢ift yonlii dizi analizi ile 16S rDNA

sekanslarinin NCBI Gen Bankasi sonuglarina gore % benzerlikleri bulunmustur.

2.2.15. Filogenetik Soy Agaclarinin Olusturulmasi

Izole edilen giimiis direngli bakterilerin 16S rDNA gen sekans dizileri Clustal Multiple
Alignment Program (ClustalW 2.0) kullanilarak dizinler olusturulmustur. Filogenetik
agaglari, Mega 5.1 programinda komsu baglanti (neighbour-joining) metodu ile

cizilmistir.

2.2.16. Biyosorpsiyon Yeteneklerinin Belirlenmesi

Her bir sus i¢in belirlenen mik degerleri kadar metal igeren, Mn11 kodlu sus i¢in 16,
Mn12 kodlu sus i¢in 15, Zn01 kodlu sus i¢in 14, Li12 kodlu sus i¢in 21 tane s1v1 besi

yeri hazirlandi. Besiyerlerine bir gecelik kiiltiirlerden 100pL konuldu ve 30°C

sicaklikta calkalamali etiivde liremeye birakildi. Sirasiyla her iki saatte bir besi
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yerlerinden birisi alinip 20 dakika, 4000 rpm’de santrifiij edilip siipernatant ayr1 bir
tiipe alinarak besiyeri ortamindan bakteri uzaklastirildi. Besiyeri ortaminda kalan agir
metal miktar1 atomik absorbsiyon spektrofotometresi ile Olgiilerek bakterinin

stationary fazina kadar ki bisorpsiyon yetenegi degerlendirildi [116].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Bakterilerin Izolasyonu

Laboravtuarimiz tarafindan daha once yapilan ¢aligmalar [96,97] ile Kirikkale-
Kizilirmak’tan mangan, ¢inko ve lityum direncli suslar izole edilmis ve suslar direngli
olduklar1 metalleri ve izole edildikleri lokasyonu temsil edecek sekilde kodlanarak
kiiltiire alinmistir. Mangan direngli olan iki sus sirasiyla Mn12 ve Mn11, ¢inko direncli

olan sus Zn01 ve lityum direngli olan sus ise Lil2 olarak kodlanmustir.

3.2. Bakterilerin Optimum Ureme Kosullar

Izole edilmis olan suslar optimum iireme kosullarmin belirlenmesi amaciyla degisik
pH’larda tireme egrileri ¢ikartilmistir.

3.2.1. Mn12 Kodlu Susun Degisik pH’larda ki Ureme Egrileri

Mn12 kodlu sus pH 7’de 28 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda mangan i¢eren ortamda
6.9x10°, mangan icermeyen ortamda ise 14.7x10" hiicre sayisina ulastigi
gozlemlenmistir. Mangan varliginda, hiicre sayis1 ve OD’de pH 7°de %50 oraninda bir

diistis tespit edilmistir (Sekil 3.1.). pH 7’°de ki hiicre sayisina bagl standart egrileri
sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2. Mn12 kodlu susun pH 7’de ki mangan iceren (a) ve icermeyen (b)

ortamlarda ki hiicre sayisina bagl standart egrileri

3.2.2. Mn11 Kodlu Susun Degisik pH’larda ki Ureme Egrileri
Mn11 kodlu sus pH 9’de 40 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda mangan iceren ortamda

29x10° mangan icermeyen ortamda ise 35x10° hiicre sayisina ulastig

gozlemlenmistir. Mangan varliginda, hiicre sayis1 ve OD’de pH 9’de %14 oraninda bir
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diisiis tespit edilmistir (Sekil 3.3.). pH 7’de ki hiicre sayisina bagl standart egrileri
sekil 3.4°de verilmistir.
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Sekil 3.4. Mnl1 kodlu susun pH 7’de ki mangan igeren (a) ve igermeyen (b)

ortamlarda Ki hiicre sayisina bagli standart egrileri

3.2.3. Zn01 Kodlu Susun Degisik pH’larda ki Ureme Egrileri

Zn01 kodlu sus pH 9’de 36 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda ¢inko i¢eren ortamda
10.8x10°% ¢inko icermeyen ortamda ise 12x10° hiicre sayisma ulastigl
gozlemlenmistir. Cinko varliginda, hiicre sayis1 ve OD’de pH 7’de %16 oraninda bir

diistis tespit edilmistir (Sekil 3.5.). pH 7’°de ki hiicre sayisina bagl standart egrileri
sekil 3.6’de verilmistir.
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Sekil 3.5. Zn01 kodlu susun pH 7 (a) ve pH 9’da ki(b) iireme egrisi
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Sekil 3.6. Zn01 kodlu susun pH 7’de ki ¢inko igeren (a) ve igermeyen (b) ortamlarda

Ki hiicre sayisina bagl standart egrileri

3.2.4. Li12 Kodlu Susun Degisik pH’larda ki Ureme Egrileri

Li12 kodlu sus pH 9’de 38 saatlik bir inkiibasyon sonucunda lityum iceren ortamda
35x107, lityum icermeyen ortamda ise 42x107 hiicre sayisina ulastig1 gézlemlenmistir.
lityum varliginda, hiicre sayis1 ve OD degerinde pH 7’de %14 oraninda bir diisiis tespit
edilmistir (Sekil 3.7.). pH 7°de ki hiicre sayisina bagh standart egrileri sekil 3.8’de

verilmistir.
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Sekil 3.8. Lil2 kodlu susun pH 7°de ki lityum igeren (a) ve igermeyen (b) ortamlarda
Ki hiicre sayisina bagli standart egrileri
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3.3. Bakterilerin Tanimlanmasi

Uygun kiltlir sartlar1 belirlenen yag asidi analizi ile tanimlamalar1 yapilms ve 16S

rRNA sekans analizileri kullanilarak tanimlanmistir

3.3.1. Yag Asidi Analizi ile Tanimlama

3.3.1.1. Mn12 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

Mnl2 kodlu susun icerdigi yag asitleri ylizde oranlan ile ¢izelge 3.1’de ve GC
kromotogrami Sekil 3.9°da verilmistir. Mn12 kodlu susun yag asidi profilinin %30.8
oraninda Cig1 WIC, %11.26 oraninda Ci20 30H, %10.46 oraninda Cioo igerdigi
belirlenmistir. %23.84 oraninda yag asidi ise tanimlanamamustir. Yag asidi profili
temel alinarak yapilan veri tabani analizi sonucu Mn12 kodlu sus 0.139 SI degeri ile

Acinetobacter calcoaceticus olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 3.1. Mn12 kodlu susa

ait yag asidi profilleri

RT | Response | Ar/Ht | RFact| ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
0.6929 1 325450 | 0.004 ~e | 6.6908 v | <RI
0.7012; 9.353E+8| 0016 == | 6.7525 | SOLVENT PEAK - | <minrt
1.3505 463 | 0010 LI15] 11.1778 ] 10:0 20H 3.24 | ECL deviates 0.000
1.5272 1566 | 0.009 | 1.064 | 12.0000 ) 12:0 10.46 | ECL deviates 0.000 Reference -0.005
1.8358 496 0.009 | 1.006 | 13.2046 | 12:0 20H 3.13 | ECL deviates 0.001
1.9141 18041 0.009| 0.994 | 13.4836 | 12:0 30H 11.26 | ECL deviates 0.001
2.6190 4081 | 0.009| 0,931 | 15,8352 [ Sum In Feature 3 23.84 | ECL deviates -0.005 16:1 wie/16:1 wée
2,6703 1702 0.008 |  0.928 | 16,0000 | 16:0 991 | ECL deviates 0.000 Reference -0.005
2.9253 1278 0.009 | 0.917 ) 168123 | 17:1 whe 7.36 | ECL deviates -0.003
32314 5403 0010 0908 17.7892 | 18:1 wie 30.80 | ECL deviates -0.005
4081 e ~== | Summed Feature 3 23.84 | 16:1 wle/16:1 wée 16:1 whe/16:1 wie
FIDT A, (E13523.629\A00688827.0)
S
12 &
1~
E
10 Q
o
o
1 - A ot oyt b L—A——J ¥
o 1 1% 2 Y i 3 4 min

Sekil 3.9. Mn12 kodlu susa ait GC kromotogrami

3.3.1.2. Mn11 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

Mnl1 kodlu susun icerdigi yag asitleri ylizde oranlan ile ¢izelge 3.2.°te ve GC

kromotogrami Sekil 3.10’te verilmistir. Mn11 kodlu sus %24.1 oraninda Cig:1 W7C,

%32.61 oraninda Cie:0 igermektedir. %25.1 oraninda yag asidi ise tanimlanamamustir.

Yag asidi profili temel alinarak yapilan veri tabani analizinde Mn11 kodlu susun 0.639

SI degeri ile Enterobacter cloacae ile eslestigi tespit edilmistir.
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Cizelge 3.2. Mn11 kodlu susa ait yag asidi profilleri

RT | Response | ArHt RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1.678 | 3.805E+8 | 0.026 - 7.010 | SOLVENT PEAK - | “mintt
1.788 5613 | 0.020 - 7.224 ---- | Smnrt
1.958 1213 | 0.025 - 7.555 - | <minrt
2.054 244 | 0.023 - 7.742 - | <mingn
2.605 710 | 0.026 - 8.815 - | <min
3.095 7812 | 0.020 e 9.770 e
4.448 12455 | 0.024 P 11.567 P
4597 250 | 0.024 P 11.727 P
5.568 415 | 0037 1.007 12.614 | 13:0 150 0.17 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
5.690 509 | 0.043 - 12.71% -
6.458 9911 | 0.030 - 13.31% -
6.874 2813 | 0.038 0.960 13.61% | 14:0I80 1.10 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
7.013 205 | 0.022 0.557 13.71% | 14:0 ANTEISO 0.08 | ECL deviates 0.012
7.401 457 | 0.035 0.547 13.695 | 14:0 0.15 | ECL deviates -0.001 Reference -0.002
8.368 14915 | 0.039 0.531 14623 | 15:0180 5.63 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002
§.511 115704 | 0.038 0.92 14.715 | 15:0 ANTEISO 43.59 | ECL deviates 0.002 Reference 0.000
§.879 8157 | 0.034 0.92 14952 | unknown 14.959 3.06 | ECL deviates -0.007
10.005 7113 | 0.041 0.515 15.627 | 16:0I80 2.64 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
10.628 3945 | 0.043 0.512 15.595 | 16:0 146 | ECL deviates -0.001 Reference -0.003
11.500 7363 | 0.039 0.50% 16.500 | 15:0 30H 2.72 | ECL deviates -0.003
11.724 13993 | 0.041 0.50% 16.630 | 17:0 IS0 5.16 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002
11.886 48472 | 0.046 0.90% 16.722 | 17:0 ANTEISO 17.87 | ECL deviates -0.001 Reference -0.003
12.36% 557 | 0.039 0.909 17.001 | 17:0 0.21 | ECL deviates 0.001 Reference -0.002
13.484 4093 | 0.045 0.510 17.631 | 180180 1.51 | ECL deviates -0.001 Reference -0.003
14.042 508 | 0.038 P 17.847 P
14.138 15485 | 0.057 0.512 18.001 | 18:0 7.21 | ECL deviates 0.001 Reference -0.001
15.247 4087 | 0.045 0.515 18.633 | 19:0 150 1.52 | ECL dewviates -0.001 Reference -0.003
15417 8540 | 0.045 0.915 18.730 | 19:0 ANTEISO 3.17 | ECL dewviates -0.001
15.893 840 | 0.042 0.917 15.002 | 19:0 0.31 | ECL deviates 0.002 Reference -0.001
16.734 6766 | 0.041 e 15.485 e
16.596 510 | 0.041 0.51% 15.636 | 20:0 180 0.19 | ECL deviates 0.001 Reference -0.002
17.626 5965 | 0.054 0.52 15.698 | 20:0 2.23 | ECL dewiates -0.002 Reference -0.005
FID1 A&, (E13814.5800A40092819.0)
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Sekil 3.10 Mn11 kodlu susa ait GC kromotogrami1
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3.3.1.3. Zn01 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

Zn01 kodlu susun igerdigi yag asitleri ylizde oranlar ile ¢izelge 3.3’de ve GC
kromotogrami Sekil 3.9°da verilmistir. Zn01 kodlu susun yag asidi profilinin %30.8
oraninda Cig1 w9c, %11.26 oraninda Ci20 30H, %10.46 oraninda Ci2o igerdigi
belirlenmistir. %23.84 oraninda yag asidi ise tanimlanamamistir. Yag asidi profili

temel aliarak yapilan veri tabani analizi sonucu Zn01 kodlu sus 0.139 SI degeri ile

Acinetobacter calcoaceticus olarak tanimlanmustir.

Cizelge 3.3. Zn10 kodlu susa ait yag asidi profilleri

RT | Response | Ar/Ht | RFact| ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
0.6929 1 325450 | 0,004 - | 6.6908 ween | <IN T
0.70121 9.53E+8 | 0016 - | 6.7525 | SOLVENT PEAK ---- | <minrt
1.3505 4631 0010 1L115] 11.1778 [ 10:0 20H 3.24 | ECL deviates 0.000
1.5272 1566 | 0.009| 1.064 | 12.0000 | 12:0 10.46 | ECL deviates 0.000 Reference -0.005
1.8358 496 | 0.009| 1.006| 13.2046 | 12:0 20H 3.13 | ECL deviates 0.001
1.9141 18041 0009 0.994 | 13.4836 { 12:0 3OH 11.26 | ECL deviates 0.001
2.6190 40811 0,009 0931 15.8352 [ Sum In Feature 3 23.84 | ECL deviates -0.005 16:1 wic/16:1 wée
2.6703 1702 | 0.008 | 0.928 | 16.0000 | 16:0 9.91 | ECL deviates 0,000 Reference -0.005
2.9253 12781 0009 0917 168123 | 17.1 wdc 7.36 | ECL deviates -0.003
32314 5403 [ 0010, 0.908 | 17.7892 | 18:1 w9¢ 30.80 | ECL deviates -0.005
- 4081 - o « | Summed Feature 3 2384 | 16:1 w7c/16:1 wée 16:1 woc/16:1 wic
FID1 A, (E13523.8291A0088837.0)
S
1
g
10 Q
o
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1 " ¥ o LA
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Sekil 3.11. Zn10 kodlu susa ait GC kromotogrami
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3.3.1.4. Li12 Kodlu Susun Yag Asidi Analizi

Lil2 kodlu susun igerdigi yag asitleri yiizde oranlan ile ¢izelge 3.4.’te ve GC
kromotogrami Sekil 3.12°te verilmistir. Lil12 kodlu susun yag asidi profilinin %43.59
oraninda Cis:0 anteiso, %17.87 oraninda Ci7:0 anteiso igerdigi belirlenmistir. Yag asidi
profili temel alinarak yapilan veri tabani analizi sonucu Lil2 kodlu susun 0.202 Sl

degeri ile Bacillus atrophaeus olarak tanimlanmuistir.

Cizelge 3.4. Lil2 kodlu susa ait yag asidi profilleri

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

1.678 | 3.805E+8 | 0.026 - 7.010 | SOLVENT PEAK ——- | “<mnzt

1.788 5613 | 0.020 - 7.224 - | <munrt

1.958 1213 | 0.025 - 7.555 - | <minrt

2.054 244 | 0.023 - 7.742 - | <minn

2.605 710 | 0.026 —-- §.815 - | <mintt

3.095 7812 | 0.020 - $.770 e

4.448 12459 | 0.026 o 11.567 P

4.397 250 | 0.024 o 11.727 P

3.568 415 | 0.037 1.007 12614 | 13:0I50 017 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001

5.690 509 | 0.043 - 12.719 -

6.458 9911 | 0.030 —-- 13319 -

6.874 2813 | 0.038 0.960 13.619 | 14:0I30 1.10 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001

7.013 205 | 0.022 0.957 13.719 | 14:0 ANTEISO 0.08 | ECL deviates 0.012

7.401 457 | 0.033 0.547 13.595 | 14:0 0.15 | ECL dewiates -0.001 Reference -0.002

8368 14915 | 0.039 0.531 14623 | 15:0I50 5.63 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002

§.511 115704 | 0.038 0.925 14.715 | 15:0 ANTEISO 43.59 | ECL deviates 0.002 Reference 0.000

8.879 8157 | 0.034 0.924 14.952 | unknown 14.959 3.06 | ECL deviates -0.007
10.005 7113 | 0.041 0.915 15.627 | 16:0I30 2.64 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
10.628 3949 | 0.043 0.512 15.595 | 16:0 1.46 | ECL deviates -0.001 Reference -0.003
11,300 7363 | 0.039 0.505 16.300 | 15:030H 2.72 | ECL deviates -0.003
11.724 13953 [ 0.041 0.50% 16.630 | 17:0IS0 5.16 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002
11.886 48472 | 0.046 0.506 16.722 | 17:0 ANTEISO 17.87 | ECL deviates -0.001 Reference -0.003
12369 357 | 0.039 0.90% 17.001 | 17:0 0.21 | ECL deviates 0.001 Reference -0.002
13.484 4093 | 0.045 0.910 17.631 | 18:0I30 1.51 | ECL deviates -0.001 Refarence -0.003
14.042 508 | 0.038 o 17.647 —
14.138 15489 | 0.057 0.512 18.001 | 18:0 7.21 | ECL deviates 0.001 Reference -0.001
15247 4087 | 0.046 0.515 18.633 | 19:0I50 1.52 | ECL dewviates -0.001 Reference -0.003
15417 8540 | 0.045 0.915 18.730 [ 19:0 ANTEISO 3.17 | ECL deviates -0.001
15.893 340 | 0.042 0.917 15.002 | 19:0 0.31 | ECL deviates 0.002 Refarence -0.001
16.734 6766 | 0.0411 - 15.485 e
16.996 510 | 0.041 0.516 15.636 | 20:0I30 0.19 | ECL deviates 0.001 Reference -0.002
17.626 5969 | 0.034 0.520 15.598 | 20:0 2.23 | ECL dewates -0.002 Reference -0.005
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Sekil 3.12. Lil12 kodlu susa ait GC kromotogrami

3.3.2. 16S rRNA Sekans Analizi

Yag asidi analizinden elde edilen bulgular1 dogrulamak amaciyla bakteriler 16S rRNA
sekans analizi kullanilarak da tanimlanmistir. Bu amagla bakterilerden kromozomal
DNA izole edilmis, PZR optimizasyonu ¢alismalar1 yapilmig ve saflastirilmis PZR
tiriinleri, DNA sekans analizi i¢in Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’ne (Ankara, Tiirkiye) gonderilmistir. 16S rRNA sekans analizi
sonucunda elde edilen niikleotid dizileri, Naitonal Center of Biotechnology
Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusunda yayimlanan

sekanslarla kiyaslanmistir.

3.3.2.1. Kromozomal DNA izolasyonu

PZR amplifikasyonu Oncesi izole edilmis suslardan kromozomal DNA izolasyonu

yapilmisve %]1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek incelenmistir (Sekil 3.13.).
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Mnll Zn01 Lil2

Sekil 3.13. Kromozomal DNA analizi

3.3.2.2. Mn12 Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rDNA bolgeleri PZR’da gogaltildiktan sonra %1°lik agaroz jelde ytriitiilmustiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklasik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.14’de Mnl12 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarinda ki PZR friinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 53°C oldugu goriilmektedir.

bp M 50°C 51°C 52°C 53°C 54°C
1500 s )
1000 s—oee- ..-

500 —e--

Sekil 3.14. Farkli primer baglanma sicakliklarinda Mn12 kodlu susa ait PZR {irinleri
Marker (M)
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Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlart1 sabit tutulmustur. Sekil 3.15°de Mn 12 susuna ait farkli MgCl
konsantrasyonlarinda ki PZR {iriinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl; konsantrasyonu olan 1.25 mM seg¢ilmistir.

iImM 11mM 12mM 1.25mM 15mM 1.75mM 2mM 2.25mM 2.5mM 2.75mM 3mM

S — e G g— - — — -

Sekil 3.15. Farkli MgCl konsantrasyonlarinda Mn12 susuna ait PZR {iriinleri
Marker (M)

3.3.2.3. Mn12 Kodlu Susun 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
Mn12 kodlus susun %99 oraninda Acinetobacter haemolyticus DSM 6962 (X81662)
ile homoloji gosterdigi saptanmistir. Mn12 kodlu susun filogenetik agaci, 16S rRNA
gen sekans dizisi kullanilarak MEGA 5.1 programinda neighbour-joining metodu ile
cizilmistir. Sekil 3.16’te goriildiigii gibi Mn12 kodlu susun homoloji gosterdigi ilk 15

bakteri ile soy agaci olusturulmustur.
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ﬂ': Acinetobacter soli BI (EU190153)
Acinetobacter baylyi B2 (AF300820)

Acinetobacter lwaffii DSM 2403 (X81665)

37 L Acinetobacter ursingii LUH 3792 Tvpe (4J275038)

Acinetobacter gerneri 9401 (AF309829)

37 p { Aczjneto bacter junii DSA-‘+1.‘.6964 (X81664) N
38 Acinetobacter baumannii DSM 30007 (X81660)

Acimetobacter parvus LUH4610 (4J203691)

— Acinetobacter tandoii 4N13 (AF309830)

6 34 L— Acinetobacter ternbergiae 7NIG (AF500825)

46

[ =]
[ =]

[ =]
Lad

20 Acinetobacter bejjerinckii NIPH 838 (4J626712)
0 Acinetobacter bouvetii 4B02 (AF309827)
Acinetobacter johmsonii ATCC 17909 (Z93440)
Acinetobacter schindleri LUH3832 (4J27831])
Acinetobacter haemolyticus DSM 6962 (X§1662)
Mnl2
'T'

Sekil 3.16. Mn12 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram

(0.1; niikleotiler arasinda ki farki gostermektedir.)

Soy agacini desteklemek amaciyla uzaklik matriksleri (distance matrix) MEGA 5.1
programi ile hesaplanmistir (Cizelge 3.5). Filogenetik analizler sonucunda Zn01 kodlu
susa en yakin tiir Acinetobacter haemolyticus en uzak tiir ise Acinetobacter gerneri

oldugu tespit edilmistir.
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i

Cizelge 3.5. Mn12 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. Mn12
2. Acinetobacter haemolyticus 1,140
3. Acinetobacter bouveti 1,152 0,020
4. Acinetobacter beijerinckii 1,160 0,019 0,007
5. Acinetobacter johnsonii 1,145 0,015 0,007 0,010
6. Acinetobacter Iwoffii 1,197 0,032 0,022 0,019 0,023
7. Acinetobacter parvus 1,156 0,030 0020 0,019 0,020 0,032
8. Acinetobacter schindleri 1,151 0,024 0,016 0,023 0,016 0,033 0,030
9. Acinetobacter ursingii 1,172 0,034 0025 0,022 0,026 0030 0028 0,040
10. Acinetobacter junii 1,154 0,030 0028 0,026 0,024 0036 0018 0031 0,030
11. Acinetobacter baumannii 1,169 0035 0024 0,027 0,027 0032 0019 003 003 0,011
12. Acinetobacter soli 1,192 0041 0031 0033 0,034 0025 0022 0041 0029 0025 0,019
13. Acinetobacter tandoii 1,171 0,029 0016 0020 0,021 0,037 0023 0030 0031 0033 0,030 0,036
14. Acinetobacter tjernbergiae 1,174 0035 0024 0026 0,026 0040 0030 0034 0040 0,043 0,038 0045 0,031
15. Acinetobacter baylyi 1,198 0,046 0037 0,040 0,042 0030 0029 0049 0035 0032 0,026 0011 0039 0,045
16. Acinetobacter gerneri 1,182 0038 0040 0,040 0,038 0043 0038 0041 0040 0024 0,025 0037 0044 0049 0,038




3.3.2.4. Mn11 Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rDNA bolgeleri PZR’da ¢ogaltildiktan sonra %1°lik agaroz jelde yliriitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklagik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.17°de Mnl1l kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarinda ki PZR friinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 59°C oldugu goriilmektedir.

M 57°C 58°C 59°C 60°C 61°C 62°C 63°C

Sekil 3.17. Farkli primer baglanma sicakliklarinda Mn11 kodlu susa ait PZR {irtinleri
Marker (M)

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi icin farkli MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlar1 sabit tutulmustur. Sekil 3.18’de Mnll susuna ait farkli MgCl;
konsantrasyonlarinda ki PZR f{irlinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl; konsantrasyonu olan 2.25 mM se¢ilmistir
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M 1.5mM 1.75mM 2mM 2.25mM 2.5mM 2.75mM

g

1500 mlpe--
1000 m—hge--

500 m—-

Sekil 3.18. Farkli MgClz konsantrasyonlarinda Mn 11 susuna ait PZR {irtinleri
Marker (M)

3.3.2.5. Mn11 Kodlu Susun 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
Mn11 kodlus susun %99 oraninda Serratia nematodiphila DZ0503SBS1 (EU036987)
ile homoloji gosterdigi saptanmigtir. Mn11 kodlu susun filogenetik agaci, 16S rRNA
gen sekans dizisi kullanilarak MEGA 5.1 programinda neighbour-joining metodu ile
cizilmistir. Sekil 3.19°te goriildiigi gibi Mn11 kodlu susun homoloji gosterdigi ilk 15

bakteri ile soy agaci olusturulmustur.
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—98: Raoultella planticola ATCC 33531 (AF129443)

84 Raoultella ornithinolytica B6 (CP004142)
53 L Futerobacter aeragenes KCTC 2190 (CP002524)
69 Citrobacter murliniae CDC 2970-39 (AF025369)
o 47?': Enterobacter lucwigii EN-119 (4785389])
69 Enterobacter asburiae JCMG03 ] (ABO04744)
Klebsiella variicala FZR9 (AJ783916)
Serratia ureilvtica NilVa (AJ854062)
Pectobacterium carotovorum PCI (CP001657)
82 Serratia nematodiphila DZ0303SBS1 (EU036987)
81 { Serratia marcescens KRED (AB061683)
Mn 11
71 Serratia rubidaea JCMI1240 (AB0O04751)
- Serratia odorifera PADG 1073 (4J233432)
08 { Se}'mrz.a ficaria DS,j'wf 4569 !C_‘IJE_3342&J |
og Serratia entomophila DSM 123538 (4J233427)
0.005

Sekil 3.19. Mn11 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram
(0.005; niikleotiler arasinda ki farki géstermektedir.)

Soy agacini desteklemek amaciyla uzaklik matriksleri (distance matrix) MEGA 5.1
programi ile hesaplanmistir (Cizelge 3.6). Filogenetik analizler sonucunda Zn01 kodlu
susa en yakin tiir Serratia nematodiphila en uzak tiir ise Klebsialla variicola oldugu

tespit edilmistir
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Cizelge 3.6. Mn11 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. Mnll
2. Serratia nematodiphila 0,006
3. Serratia marcescens 0,006 0,001
4. Serratia ureilytica 0,015 0,014 0,014
5. Serratia ficaria 0,026 0,022 0,021 0,035
6. Serratia entomophila 0,026 0,022 0,021 0,035 0,007
7. Serratia odorifera 0,024 0,021 0,021 0,034 0,018 0,019
8. Raoultella planticola 0,024 0,021 0,023 0,024 0,037 0,037 0,037
9. Serratia rubidaea 0,027 0,023 0,023 0,034 0,035 0,034 0,032 0,042
10. Enterobacter asburiae 0,025 0,021 0,021 0,018 0,038 0,036 0,032 0,021 0,041
11. Citrobacter murliniae 0,027 0,025 0,025 0,017 0,046 0,046 0,040 0,017 0,043 0,018
12. Enterobacter aerogenes 0,027 0,024 0,026 0,018 0,040 0,039 0,040 0,007 0,044 0,013 0,011
13. Pectobacterium carotovorum 0,027 0,024 0,025 0,031 0,033 0,035 0,032 0,030 0,043 0,034 0,037 0,033
14. Raoultella ornithinolytica 0,028 0,025 0,027 0,024 0,037 0,037 0,040 0,005 0,046 0,023 0,019 0,010 0,034
15. Enterobacter ludwigii 0,027 0,024 0,026 0,018 0,043 0,044 0,042 0,019 0,045 0,013 0,011 0,013 0,033 0,021
16. Kilebsiella variicola 0,027 0,021 0,023 0,024 0,040 0,039 0,038 0,024 0,042 0,020 0,024 0,019 0,029 0,024 0,024




3.3.2.6. Zn01 Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rDNA bolgeleri PZR’da ¢ogaltildiktan sonra %1°lik agaroz jelde yliriitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklagik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.20’da ZnO1 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarinda ki PZR friinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 53°C oldugu goriilmektedir

M 50°C 51°C 52°C 53°C 54°C

g

el 1 1

500 g

Sekil 3.20. Farkli primer baglanma sicakliklarinda Zn01 kodlu susa ait PZR iiriinleri
Marker (M)

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi i¢in farkli MgClz konsantrasyonlari denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlar1 sabit tutulmustur. Sekil 3.21°de ZnOl susuna ait farkli MgCl
konsantrasyonlarinda ki PZR iiriinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl; konsantrasyonu olan 1.25 mM se¢ilmistir
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M ImM 11mM 1.2mM 1.25mM 15mM 1.75mM 2mM 2.25mM 2.5mM 2.75mM 3mM

g

1500 mpe--
1000 m—joe--

500 —jgee-

S — G- — —— — -

Sekil 3.21. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda Zn01 susuna ait PZR {iriinleri
Marker (M)

3.3.2.7. Zn01 Kodlu Susun 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
Zn01 kodlus susun %99 oraninda Acinetobacter haemolyticus DSM 6962 (X81662)
ile homoloji gosterdigi saptanmustir. Zn01 kodlu susun filogenetik agaci, 16S rRNA
gen sekans dizisi kullanilarak MEGA 5.1 programinda neighbour-joining metodu ile
cizilmistir. Sekil 3.22°de goriildiigi gibi Zn01 kodlu susun homoloji gosterdigi ilk 15

bakteri ile soy agaci olusturulmustur.
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99 Acinetobacter soli Bl (EU290135)

Acinetobacter baylyi B2 (AF500520)

L Acinetobacter lwaffii DSM 2403 (X81663)

37 L dcinetobacter ursingii LUH 3792Type (4J275038)
Acinetobacter gerneri 9401 (AF309529)

37 > _|: Acz:ngro bacter junii DS;‘-{6964 (X81664) o
38 Acinetobacter bawmarmii DSM 30007 (X81660)

Acinetobacter parvus LUH4610 (4J293691)

23 — Acinetobacter tandoii 4N13 (AF500830)

36 34— Adcinetobacter tiermbergiae TN16 (AF500825)

Acinatobacter bejjerinckii NIPH 8§38 (4J626712)

Acinetobacter bouvetii 4B02 (AF309827)

Acinatobacter johmsonii ATCC 17909 (Z93440)

’7 Acinetobacter schindleri LUH832 (AJ278311)

[ ]
(]

Acinetobacter haemolyticus DSM 6962 (X§1602)
Zn01

01

Sekil 3.22. Zn01 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram
(0.005; niikleotiler arasinda ki farki gostermektedir.)

Soy agacini desteklemek amaciyla uzaklik matriksleri (distance matrix) MEGA 5.1
programi ile hesaplanmistir (Cizelge 3.7). Filogenetik analizler sonucunda Zn01 kodlu
susa en yakin tiir Acinetobacter haemolyticus en uzak tiir ise Acinetobacter gerneri

oldugu tespit edilmistir.

65



Cizelge 3.7. Zn01 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. zno1
2. Acinetobacter haemolyticus 1,140
3. Acinetobacter bouveti 1,152 0,020
4. Acinetobacter beijerinckii 1,160 0,019 0,007
5. Acinetobacter johnsonii 1,145 0,015 0,007 0,010
6. Acinetobacter Iwoffii 1,197 0,032 0,022 0,019 0,023
7. Acinetobacter parvus 1,156 0,030 0,020 0,019 0,020 0,032
8. Acinetobacter schindleri 1,151 0,024 0,016 0,023 0,016 0,033 0,030
9. Acinetobacter ursingii 1,172 0,034 0,025 0,022 0,026 0,030 0,028 0,040
10. Acinetobacter junii 1,154 0,030 0,028 0,026 0,024 0,036 0,018 0,031 0,030
11. Acinetobacter baumannii 1,169 0,035 0,024 0,027 0,027 0,032 0,019 0,030 0,030 0,011
12. Acinetobacter soli 1,192 0,041 0,031 0,033 0,034 0,025 0,022 0,041 0,029 0,025 0,019
13. Acinetobacter tandoii 1,171 0,029 0,016 0,020 0,021 0,037 0,023 0,030 0,031 0,033 0,030 0,036
14. Acinetobacter tjernbergiae 1,174 0,035 0,024 0,026 0,026 0,040 0,030 0,034 0,040 0,043 0,038 0,045 0,031
15. Acinetobacter baylyi 1,198 0,046 0,037 0,040 0,042 0,030 0,029 0,049 0,035 0,032 0,026 0,011 0,039 0,045
16. Acinetobacter gerneri 1,182 0,038 0,040 0,040 0,038 0,043 0,038 0,041 0,040 0,024 0,025 0,037 0,044 0,049 0,038




3.3.2.8. Li12 Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rDNA bolgeleri PZR’da ¢ogaltildiktan sonra %1°lik agaroz jelde yliriitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklagik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.23.°de Lil2 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarinda ki PZR friinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 53°C oldugu goriilmektedir

53°C 54°C 55°C

g

1500 m—gpee-
1000 m—--

500 g

Sekil 3.23. Farkli primer baglanma sicakliklarinda Lil2 kodlu susa ait PZR f{iriinleri;
Marker (M)

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi i¢in farkli MgClz konsantrasyonlari denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlar1 sabit tutulmustur. Sekil 3.24°de Lil2 susuna ait farklh MgCl
konsantrasyonlarinda ki PZR iirlinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl; konsantrasyonu olan 1.5 mM secilmistir
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g

M 15mM 1.75mM 2.mM 2.25mM 2.5mM 2.75mM

1500 -
1000 m—joe--

500 m—u--

Sekil 3.24. Farkli MgClz konsantrasyonlarinda Li12 susuna ait PZR {irtinlert;
Marker (M)

3.3.2.9. Li12 Kodlu Susun 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
Li12 kodlu susun %99 oraninda Staphylococcus aureus N315 (BA000018) ile
homoloji gosterdigi saptanmustir. Lil2 kodlu susun filogenetik agaci, 16S rRNA gen
sekans dizisi kullanilarak MEGA 5.1 programinda neighbour-joining metodu ile
cizilmistir. Sekil 3.25’te goriildiigii gibi Lil2 kodlu susun homoloji gosterdigi ilk 15

bakteri ile soy agaci olugturulmustur
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a9 Staphylococcus aureus N313 (BA000015)
{ Staphylococcus aureus subsp. anaerobius MVF-7 (D8333)5)
48 L Staplylococcus simiae CCM 7213 (A¥727530)
Staphyvlococcus epidermidis RP62A (CP000029)
30 95 Staphylococcus capitis subsp. urealyticus MAW 8436 (AB009937)
96 Staphylococcus saccharolvticus S1 (L37602)
90 Staphylococcus pastewri ATCC51129 (AB009944)
Staphylococcus haemolyticus JCSCI435 (AP006716)
Staphylococcus succinus subsp. casei SB72 (4J320272)
Staphylococcus lutrae M340/94/1 (X84731)
a9 Macrococcus caseolyticus JCSC3402 (AP009454)

{ Macrococcus bovicus C2F4 (Y15714)
15 —— Bacillus weihenstephanensis DSM11821 (AB021199)
29 { Bacz:!!us ﬂfaxus H,: 0l 5,7j 5 ({IZ_?E_)H 185) N

45 Bacillus ginsengihumi Gsoil 114 (AB243378)
Lil2

98

Ly
=

01

Sekil 3.25. Lil2 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram
(0.005; niikleotiler arasinda ki farki gostermektedir.)

Soy agacini desteklemek amaciyla uzaklik matriksleri (distance matrix) MEGA 5.1
programi ile hesaplanmustir (Cizelge 3.4). Filogenetik analizler sonucunda Li12 kodlu
susa en yakin tiir Staphylococcus aureus en uzak tiir ise Bacillus ginsengihumi oldugu

tespit edilmistir.
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Cizelge 3.8. Lil2 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. Li12
2. Staphylococcus aureus 0,999
3. Staphylococcus aureus subsp. anaerobius 1,005 0,002
4. Staphylococcus simiae 1,002 0,005 0,005
5. Staphylococcus epidermidis 1,002 0,013 0,013 0,012
6. Staphylococcus capitis subsp. urealyticus 0999 0,015 0,014 0,016 0,005
7. Staphylococcus saccharolyticus 0999 0,017 0,017 0,017 0,007 0,005
8. Staphylococcus pasteuri 1,002 0019 0,019 0,018 0,014 0,014 0,017
9. Staphylococcus haemolyticus 1,008 0017 0,017 0,015 0015 0,018 0,020 0,015
10. Staphylococcus succinus subsp. casei 1,006 0,024 0,024 0021 0028 0,030 0,031 0025 0,018
11. Staphylococcus lutrae 0,994 0037 0037 003 0031 0032 003 0032 0031 0,038
12. Macrococcus caseolyticus 1,017 0,05 0056 0,058 0062 0065 0,067 0,063 0059 0054 0,061
13. Macrococcus bovicus 0,997 0060 0060 0,061 0057 0060 0062 0064 0060 0061 0061 0,021
14. Bacillus weihenstephanensis 1,017 008 0,08 008 0078 008 008 0084 0,078 0,077 0,079 0,082 0,078
15. Bacillus flexus 1,028 0081 0,081 0079 008 0087 008 0091 0,08 0,081 0,084 0,069 0,069 0,050
16. Bacillus ginsengihumi 1,014 0090 0,09 0,087 008 0087 0090 0091 0,087 0,093 0,092 0,082 0,078 0,061 0,057




3.4. Bakterilerin Biyosorpsiyon Yeteneklerinin Belirlenmesi

Suslarin tanimlamalar1 yapildiktan sonra biyosorpsiyon degerleri atomik absorbsiyon
spektrofotometresi ile incelenmistir. Acinetobacter haemolyticus, 350 ppm mangan
varliginda 28 saatlik inkiibasyon sonrasi 7x10’ hiicre ile ortamda ki mangan
konsantrasyonunu 270 ppm’e disiirerek %?23’liik bir biyosorpsion kapasitesi
gosterdigi belirlenmistir. Acinetobacter haemolyticus 120 ppm ¢inko varliginda ise 28
saatlik inkiibasyon sonras1 3x10° hiicre ile ortamdaki ¢inko konsantrasyonunu 103
ppm’e diislirerek %16’lik bir biyosorpsiyon kapasitesi gosterdigi belirlenmistir.
Serratia nematodiphila 280 ppm mangan varliginda 32 saatlik inkiibasyon sonucu
17x10° hiicre ile ortamdaki ¢inko konsantrasyonunu 132 ppm’e diisiirerek % 53’liik
bir biyosorpsiyon kapasitesi gosterdigi belirlenmistir. Staphylococcus aureus 488 ppm
lityum varliginda 44 saatlik inkiibasyon sonucu 36x10°® hiicre ile ortamdaki lityum
konsantrasyonunu 319 ppm’e disiirerek %35’lik bir biyosorpsiyon kapasitesi

gosterdigi belirlenmstir (Sekil 3.26.).
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Sekil 3.26. Serratia nematodiphila nin () ve Acinetobacter haemolyticus’un (b)
mangan biyosorpsiyonu, Acinetobacter haemolyticus’un (C) ¢inko
biyosorpsiyonu ve Staphylococcus aureus ‘'un (d) lityum biyosorpsiyonu

—#— biyosorpsiyon ==#= hiicre sayisi
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3.5. Elektron Mikroskobu Goriintiileri

Bakterilerin biyosorpsiyon yeteneklerinin belirlenmesi i¢in analizleri kullanilmistir.
Serratia nematodiphila’nin mangan i¢ermeyen ortamda ki boyutlarin ortalama
509x1007 nm olmasina ragmen mangan igeren ortamda Ki boyutlarinin ortalama

551x1210 nm’ye yiikseldigi belirlenmistir.

2@k AN T BE ;-<1ﬁ1m:::m_5 ‘

. LM
?BLU Xl@i\@&@ <ol KIR IKKALE

b
)

(b)

Sekil 3.27. Serratia nematodiphila’a ait mangan igeren (a) ve icermeyen (b)
ortamlarda ki elektron mikroskobu goriintiileri (x10.000 objektif)

Acinetobacter haemolyticus ‘un mangan igermeyen ortamda Ki boyutlarinin ortalama
600x513 nm olmasina ragmen mangan iceren ortamda ise boyutlarmm ortalama

717x680 nm’ye yiikseldigi belirlenmistir.
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(b)

Sekil 3.28. Acinetobacter haemolyticus’a ait mangan igeren (a) ve igermeyen (b)
ortamlarda ki elektron mikroskobu goriintiileri (x10.000 objektif)

Staphylococcus aureus’un lityum igermeyen ortamda ki boyutlarmin ortalama
660x577 nm olmasma ragmen lityum igeren ortamda Ki boyutlarnin ortalama

666x507 nm’ye yiikseldigi belirlenmistir.

18, 886 10t KIRIKKALE

(a) (b)
Sekil 3.29. Staphylococcus aureus ‘a ait lityum igeren (a) ve igcermeyen (b) ortamlarda
ki elektron mikroskobu goriintiileri (x10.000 objektif)
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Acinetobacter haemolyticus’'un ¢inko igermeyen ortamda ki boyutlari ortalama
603x580 nm olmasina ragmen ¢inko igeren ortamda Ki boyutlarinin ortalama 612x650

nm’ye yiikseldigi belirlenmistir.

zZEkU X1i1@, 888 e K IR IKKALE
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Sekil 3.30. Acinetobacter haemolyticus‘a ait ¢inko igeren (a) ve icermeyen (b)

ortamlarda ki elektron mikroskobu goriintiileri (x10.000 objektif)
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4. TARTISMA SONUC

Bu tezin amaci Kirikkale-Kizilirmaktan daha 6nce ki ¢alismalar kapsaminda [96,97]
izole edilmis olan mangan, ¢inko ve lityum direncli bakterilerin molekiiler teknikler
kullanilarak tanimlanmasit ve biyosorpsiyon yeteneklerinin belirlenmesidir.
Akbulut’un [96] yapmis oldugu ¢alismada mangan direngli olan Mnl11 ve Mn12 ile
c¢inko direngli olan Zn0Ol1 kodlu sugslar biyokimyasal yontemler kullanilarak
tanimlanmistir. Buna gore Mnl1 kodlu sus gram negatif, basil, Mn12 ve Zn01 kodlu
suglar ise gram negatif, kok olarak belirlenmistir. Orman [97] ise yapmis oldugu
calismada Lil2 kodlu susu biyokimyasal yontemler kullanarak gram pozitif, kok
olarak belirlemistir. MTK degerleri ise Mn12 kodlu sus i¢in 350, Mn11 kodlu sus i¢in
280, Zn01 kodlu sus i¢in 120 ve Lil2 kodlu sus i¢in de 488 ppm olarak belirlenmistir.

Yapilan bu tez ¢aligmasi ile daha 6nce biyokimyasal yontemlerle tanimlanmasi yapilan

bu izolatlarin ilk olarak degisik pH’larda optimum {ireme kosullar1 belirlenmistir.

Mn12 kodlu susun pH 7’de mangan iceren ortamda 28 saat inkiibasyon sonrasinda
6.9x107, mangan icermeyen ortamda 28 saat inkiibasyon sonrasinda 14.7x107 hiicre
sayisina ulastig1 gozlemlenmistir. Mn12 kodlu susun koloni olusturan birim sayisinin

mangan varliginda %50 oranda diisiik oldugu belirlenmistir.

Mnl1 kodlu susun pH 9’da mangan iceren ortamda 40 saat inkiibasyon sonrasinda
29x10°%, mangan icermeyen ortamda 40 saat inkiibasyon sonrasinda 35x10° hiicre
sayisina ulastig1 gozlemlenmistir. Mn11 kodlu susun koloni olusturan birim sayisinin
mangan varliginda %14 oranda diisiik oldugu belirlenmistir.

Zn01 kodlu susun pH 9’da ¢inko igeren ortamda 36 saat inkiibasyon sonrasinda
10.8x10%, ¢inko igermeyen ortamda 36 saat inkiibasyon sonrasinda 12x10° hiicre
sayisina ulastig1 gézlemlenmistir. Zn01 kodlu susun koloni olusturan birim sayisinin

¢inko varliginda %16 oranda diisiik oldugu belirlenmistir.

Li12 kodlu susun pH 9’da lityum iceren ortamda 38 saat inkiibasyon sonrasinda

42x108, lityum icermeyen ortamda 38 saat inkiibasyon sonrasinda 35x108 hiicre
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sayisina ulastigi gozlemlenmistir. Lil2 kodlu susun koloni olusturan birim sayisinin

lityum varliginda %14 oranda diisiik oldugu belirlenmistir.

Bhadra ve arkadaslari [111] tarafindan yapilan ¢alismada Torsa Nehri’nden elde edilen
izolatlardan Zn ve Ni direnci olanlarin; Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus,
Enterobacter, Serratia ve Moraxella cinslerine ait oldugunu gostermislerdir. Tiir
diizeyinde yapilan ¢alismalar sonucu ise bu bakterilerin Acinetobacter haemolyticus
ve Serratia marcescens oldugunu belirtmislerdir. Bu bulgular bizim bulgularimiza
benzer niteliktedir. Zakaria ve arkadaslari [112] tarafindan yapilan baska bir ¢alismada
ise agir metalle kontamine olmus atiksulardan Acinetobacter haemolyticus susu izole
etmis, As, Cd, Zn ve Cr i¢in MTK degerlerini sirastyla 700, 400, 200, 70 mg/L olarak
bulmuslardir. Choudharyi ve arkadaglar1 [113] tarafindan yapilan bir ¢alismada
uranyum maden atiklarindan, uranyum ve diger ¢esitli metallere kars1 direng gosteren
bakteriler izole edilmistir. izole edilen bakterilerin Bacillus, Arthrobacter ve Serratia
tiirlerini icerdigi belirtilmistir. Serratia sp.’nin de Ni ve Zn icin belirlenen MIK
degerinin 16.25 ppm, Co, Cu, Cd, Cr i¢in belirlenen MiK degerinin ise 6.5 ppm oldugu
belsrtilmistir. Yapilan bu ¢alismalar Acinetobacter tiirlerinin ¢inkoya, Serratia
tiirlerinin mangana direngli oldugunu gostermistir. Shukla ve arkadaslarinin [114],
yapmis olduklar1 calismada nehirden aldiklar1 su 6rneklerinin tanimlanmast i¢in 16S
rRNA gen sekansi yapilmig ve Staphylococcus tiirleri tanimlanmistir. Bu bulgular
bizim ¢alismamizdaki bulgular1 dogrular niteliktedir. Abdelatey ve arkadaslar1 [115]
tarafindan, topraktan izole edilen agir metal direngli bakteriler tanimlanmistir. S.
aureus, Bacillus subtilis, B. cereus gibi gram pozitif bakteriler ve Pseudomonas sp.,
Bordetella sp. gibi gram negatif bakteriler tespit edilmistir. Bu bakteriler farkli

konsantrasyonlarda Cd?* ve Co?" agir metallerine kars1 direng gosterdigi belirlenmistir

Onceki ¢alismalarda yapilan biyokimyasal testler tiir diizeyinde bir tanimlama igin
yeterli olmadigindan [96,97], molekiiler tekniklerden FAME ve 16S rRNA sekans

analizleri kullanilarak bakterilerin tanimlamasi yapilmigstir.
Bu tez kapsaminda yapilan FAME analizleri sonucunda Mn12 kodlu susun Cig:1 W9c,

C12:030H, C12:0 yag asitlerini sirasiyla %30.8, %11.26, %10.46 oranlarinda icerdigi
belirlenmistir. Bu profil kapsaminda Mn12 kodlu sus 0.139 ST degeri ile Acinetobacter
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calcoaceticus olarak tanimlanmistir. Mnll kodlu susun Cigx W7¢C ve Ciso yag
asitlerini sirasiyla %24.1 ve %?23.61 oranlarinda icerdigi belirlenmistir. Bu profil
kapsaminda Mnl1 kodlu sus 0.639 SI degeri ile Enterobacter cloacae olarak
tanimlanmistir. Zn01 kodlu susun Cig:1 W9c, C12:030H ve C12:0 yag asitlerini sirastyla
%30.8, %11.26 ve %10.46 oranlarinda icerdigi belirlenmistir. Bu profil kapsaminda
Zn01 kodlu sus 0.139 SI degeri ile Acinetobacter calcoaceticus olarak tanimlanmustir.
Li12 kodlu susun ise Cis:0 anteiso ve Ci7:0 anteiso yag asitlerini sirasiyla %43.59 ve
%17.87 oranlarinda igerdigi belirlenmistir. Bu profil kapsaminda Li12 kodlu sus 0.639

SI degeri ile Bacillus atrophaeus olarak tanimlanmustir.

Bakterilerin i¢erdikleri yag asidi kompozisyonu bulunduklar1 ortama ve sicakliga gore
degisebilmektedir. Bu sebeple tanimlamalar 16S rRNA sekans analizi ile
tamamlanmistir. 16S rRNA bdlgesinin tiim bakterilerde bulunmasi, evrim siiresince
korunmus olmasi, uygun biiytlikliikkte olmasi ve zengin veri tabaninin olmasi tiir
diizeyinde tanimlama igin sekanslamada en uygun bolge olmasini saglamaktadir [98].
d16S rRNA sekans analizi i¢in izolatlarin genomik DNA’lar1 izole edilmistir. izole
edilen genomik DNA’lar {iniversal primerler kullanilarak PZR ile ¢cogaltilmistir. PZR
tiriinlerinde spesifik olmayan baglanmalarin en aza indirgenmesi amaciyla annealing
sicakligi ve tuz konsantrasyonu optimizasyonu yapilmistir. Optimizasyon c¢aligmalari
sonucunda Mn12 ve Zn01 kodlu sus i¢in annealing sicaklig1 53, tuz konsantrasyonu
1.25, Mn11 kodlu sus i¢in annealing sicaklig1 59, tuz konsantrasyonu 2.25 ve Lil2
kodlu sus i¢in annealing sicakligt 53°C tuz konsantrasyonu 1.5 mM olarak
belirlenmistir. Optimum kosullarda PZR uygulanarak elde edilen PZR {iriinlerinin
sekans analizi gerceklestirilmistir. Yapilan 16S rDNA sekans analizleri sonucu Mnl1
kodlu sus %99 homoloji ile Serratia nematodiphila, Mn12 ve Zn01 kodlu sus %99
homoloji ile Acinetobacter haemolyticus, Lil2 kodlu sus ise %99 homoloji ile

Staphylococcus aureus olarak tanimlanmustir.

Suslarin evrimsel akrabalik dereceleri daha iyi degerlendirilmek amaciyla MEGA 5.1
program1 kullanilarak uzaklik matriksine dayali olarak komsu baglanti agaci
(neighbour joining trees) olusturulmus ve evrimsel agidan korunmus niikleotid baz
dizilerinin tiirler aras1 uzaklik-yakinlik analizlerinin yapilabilmesi ic¢in uzaklik

matriksleri hesaplanmistir. 16S rRNA verileri ile elde edilen soyagacina ve uzaklik
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matrikslerine gore genetik olarak Mnll kodlu sus olan Serratia nematodiphila,
Serratia marcescens ile yakin tiir, Mn12 ve ZnO1 kodlu sus olan Acinetobacter
haemolyticus, Acinetobacter Iwoffii ile yakin tiir, Lil2 kodlu sus olan Staphylococcus
aureus, Staphylococcus aureus subsp. anaerobius ile yakin tiir olarak tespit edilmistir.
Ibrahim ve arkadasglarinin [100] Acinetobacter tiirleri iizerine yapmis oldugu
filogenetik ¢alismada Acinetobacter haemolyticus 'u, Acinetobacter Iwoffii ile yakin
tiir olarak tespit etmistir. Kwok ve arkadaslarinin [101] Staphylococcus tiirleri tizerine
yapmis oldugu ¢alismada Staphylococcus aureus ile Staphylococcus aureus subsp.
anaerobius 'u yakin tiirler olarak tespit etmistir. Ovcharenko ve arkadaslarinin [99]
yapmis oldugu filogenetik calismalar ise Serratia nematodiphila ve Serratia
marcescens’i yakin tiir olarak tespit etmistir ve yapmis oldugumuz filogenetik

calismalarla uyumluluk gostermektedir.

Yaptigimiz molekiiler tanimlamalar sonucunda FAME analizi diisiik SI degerleri
veritken 16S rRNA analzlerinden alinan sonuglar yliksek homoloji gosterdigi
belirlenmistir. FAME ve 16S rRNA analiz sonuglar1 kiyaslandiginda Zn01 ve Mn12
kodlu suslar i¢in FAME ve 16S rRNA analizlerinin genus diizeyinde uyumlu oldugu
belirlenmigtir. Lil2 ve Mnl1 kodlu suslar i¢in ise genus diizeyinde dahi uyumlu
bulunmamistir. FAME analizi, diger tanimlama yontemlerine gore daha hizli sonug
vermesine ragmen dogrulugu %100 degildir [102]. FAME analizi diger tanimlama
yontemleri ile kiyaslanarak dogrulugu degerlendirilmistir. Christ ve arkadaslart [103]
550 klinik maya izolat1 iizerinde yaptiklar1 ¢alismada suslarin MIS ile %68.0’inin
dogru, %15.8’inin yanhs tanimlandigini, %16.2°sinin ise tanimlanamadiginm
bildirmisler, Kellogg ve arkadaslari [104] MIS ile identifikasyonunda klinik Candida
izolatlarinin %74’ ini dogru, %16’sin1 yanlis tanimlamiglar ve %28’ini ise identifiye
edememiglerdir. Christ ve arkadaslar1 [105] 477 maya susu ile yaptiklar: bir diger
caligmalarinda MIS’in dogru tamimlama oranimi %70.2, yanlis tanimlama oranini
%14.3 ve tanmimlayamama oranini %6.1 olarak belirlemiglerdir. Stoakes ve
arkadaglarinin [106] gram negatif basiller iizerine yaptig1 ¢caligmada genus diizeyinde
%93’1linlin dogru ancak tiir diizeyinde %62.2’sinin dogru olarak tanimlamislardir.
Osterhout ve arkadaglar1 [107] 199 Pseudomonadaceae tiiriinden 107 tanesini dogru

tanimlayarak %54 liik bir dogruluk orani tespit etmislerdir. Bu tez kapsaminda elde
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edilen FAME sonuglar1 16S rRNA analizi ile kiyaslanmistir ve 4 sustan 2 tanesi genus
diizeyinde 16S rRNA analiz sonugclari ile eslestigi tespit edilmistir.

Tanimlanan suslarin  biyosorpsiyon yetenekleri incelendiginde Acinetobacter
haemolyticus 350 ppm mangan iceren ortamda 28 saatlik bir inkiibasyon sonucunda
%?22 oraninda mangani biyosorbe ettigi belirlenmistir. Acinetobacter haemolyticus
120 ppm ¢inko igeren ortamda ise 28 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda %16 oraninda
¢inkoyu biyosorbe ettigi belirlenmistir. Serratia nematodiphila 280 ppm mangan
iceren ortamda 32 saatlik inkiibasyon sonrasinda %50 oraninda mangani biyosorbe
etttigi belirlenmistir. Staphylococcus aureus 488 ppm lityum iceren ortamda 44 saatlik
bir inkiibasyon sonrasinda %35 oraninda lityumu biyosorbe ettigi belirlenmistir.
Suslarin metal iceren ortamda ki inkiibasyonlar1 sonrasinda elektron mikroskobunda
boyutlari incelenmis ve Serratia nematodiphila’nin mangan varliginda boyutlarinin
ortalam 509x1007 nm’den 551x1210 nm’ye yikseldigi gozlemlenmistir.
Acinetobacter haemolyticus 'un mangan varliginda boyutlarinin ortalama 600x513
nm’den 717x680 nm’ye yiikseldigi gozlemlenmistir. Staphylococcus aureus ‘un lityum
varliginda ortalama boyutlarinin 660x577 nm’den 666x507 nm’ye yiikseldigi
gozlemlenmistir. Acinetobacter haemolyticus’un ¢inko varliginda boyutlarinin
ortalama 603x580 nm’den 612x650 nm’ye yiikseldigi gozlemlenmistir.
Mikroorganizmalar ¢esitli biyosorpsiyon mekanizmalar1 ortamdaki metal iyonlarim
hiicre duvarina baglayabilmekte ve bu da hiicre boyutunda artisa neden olmaktadir
[108]. Hiicre boyutlarinda ki gézlemledigimiz bu artiglar elde edilen biyosorpsiyon
verilerini desteklemektedir. Ajao ve arkadaslarinin [109] yapmis oldugu c¢alismalar
Acinetobacter ve Serratia tiirlerinin hidro karbon biyoremediasyonunda etkili
oldugunu gostermistir. Bizim ¢alismamizda ki bulgular bu tiirlerin mangan ve ¢inko
biyoremediasyon ¢alismalari igin de potansiyel tasidigini géstermektedir. Ozdemir ve
arkadaglariin [110] Cd, Cu, Mn, Ni ve Zn biyosorpsiyonunda Geobacillus tiirlerinin
etkisini goOstermistir. Yaptigimiz caligmalarda Mn ve Zn biyosorpsiyonuda

Acinetobacter ve Serratia tiirlerinin de etkili olabilecegini gostermistir.
Bu tez caligmasinda mangan, lityum ve ¢inko direngli suslarin degisik pH’larda ki

optimum {ireme kosullar1 belirlenmis, molekiiler teknikler kullanilarak tanimlamalari

yapilmis ve biyosorpsiyon yetenekleri belirlenmistir. Mikrobiyal tanimlamada elde
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edilen veriler sonucunda FAME analizi sonuglarinin diisiik SI degerlerinden dolay:
giivenirliliginin diisiik oldugu belirlenmistir. Bu nedenle 16S rRNA sekans analizleri
yapilmustir. Analizler sonucunda sonucu Mnl1 kodlu sus Serratia nematodiphila,
Mnl2 ve ZnOl kodlu suslar Acinetobacter haemolyticus, Lil2 kodlu sus ise
Staphylococcus aureus olarak tanimlanmistir. Biyosorpsiyon yeteneklerini belirlemek
amaciyla yapilan ¢aligmalar sonucu Serratia nematodiphila’nin %50 oraninda mangan
biyosorpsiyonu yaptigi, Acinetobacter haemolyticus’un %16 oraninda ¢inko
biyosorpsiyonu, %22 oraninda mangan biyosorpsiyonu, Staphylococcus aureus ‘un
%35 oraninda lityum biyosorpsiyonu yaptigi belirlenmistir. Tiim bu veriler 1s1g8inda
Serratia nematodiphila yiiksek konsantrasyonda mangani tolere edebilmis ve mangan
biyosorpsiyon yetenegi dikkate alindiginda adsorpsiyon kinetigi ve biyoremediasyon

calismalari i¢in potansiyel oldugu diisiiniilmektedir.
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