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Bu ¢alismanin amaci da atik sularda bulunan aliminyum, baryum ve kursun gibi agir
metallerin uzaklastirilmasinda kullanilabilecek etkin adsorpsiyon yetenegine sahip
mikrobiyal suslarin izole edilmesi ve tanimlanmasidir. Bu amagla, agir metal kirliligi
gosteren yiizey sularindan aliminyum, baryum ve kursun metallerine karsi yiiksek
direng gosteren dort sus izole edilmistir. izole edilen bu suslar yag asidi analizi
(FAME) ve 16S rRNA sekans analizleri kullanilarak Staphylococcus aureus,
Stenotrophomonas rhizophila ve Enterococcus faecalis olarak tanimlanmistir.
Aliminyum direnci goOsteren Staphylococcus aureus’'un % 81 oraninda
biyosorpsiyon gosterdigi fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR), zeta

potansiyeli, izoterm ve kinetik calismalari ile belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Aliminyum, Baryum, Kursun, 16S rRNA, FAME,
Biyosorpsiyon, FTIR, Zeta potansiyel.



ABSTRACT

ASSESSMENT OF BIOSORPTION POTENTIAL OF ALUMINIUM, BARIUM
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The purpose of this study to isolate and identify the strains which might be useful for
the removal of aluminium, barium and lead from waste waters. For this purpose, four
isolates resistant to these heavy metals were isolated and identified as
Staphylococcus aureus, Stenotrophomonas rhizophila, Enterococcus faecalis by fatty
acid methyl ester (FAME) and 16S rRNA sequencing analyses. Among these
isolates, Staphylococcus aureus was found to be highly efficient (81 %) for the
biosorption of aluminium through fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),

zeta potential, isoterm and Kinetic studies done.

Keywords: Aluminium,Barium, Lead, 16S rRNA, FAME, Biosorption, FTIR, Zeta

potential.
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1.GIRIS

Son yillarda teknolojinin gelismesi sonucu, endiistri ve sanayi atiklari ile kentsel
atiklarin bulundugu kanalizasyon sularinin bosaltildig1 nehir ve goller kirlenmekte,
sucul ortamda yasayan canli organizmalarin hayati tehdit edilmektedir.Sulardaki
anorganik kirlenmenin en 6nemli kaynagin1 agir metaller olusturur. Agir metaller
erozyonla taginan kaya pargalariyla, riizgarin tasidig tozlarla, volkanik aktivitelerle,
ormanlarin yanmasiyla ve bitki Ortlisiiyle sulara taginir. Kimyasal kirleticiler
atmosfer yoluyla da énemli 6l¢lide sucul ortama karisir. Ciinkii atmosferde bulunan
bu elementler zamanla riizgar ve yagislarla suya gecmekte ve sucul sistem tizerinde
etkili olmaktadir. Sulardaki agir metal kirliliginin sebeplerinin basinda madencilik
endistrisi gelmektedir. Maden cevherlerinden metallerin kazanilmasi sirasinda
meydana gelen atiklar, ¢ogu kez tabi tutulduklar1 islemlerle aktiflesip birer kirlilik
kaynagi haline gelir [1]. Sanayinin gelismesiyle birlikte agir metal igeren komiirlerin
yakilmaya baslanmasi ile endiistri bolgelerindeki agirmetal kirliligi asir1 boyutlara
ulasmig ve agir metal kirliliginden kaynaklanan ilktanimlanan zehirlenmeler
Japonya’da ortaya ¢ikmistir. Agir metal grubuna Kursun, kadmiyum, krom, demir,

kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢inko olmak tzere bir¢cok metal dahildir [2].

1.1. Literatur Ozetleri

1.1.1. Cevre Kirliligi

Cevre kirliligi; hava, su, toprak gibi ortamlardaki dogal dengelerin insan faaliyetleri
sonucunda ortaya ¢ikan madde ve enerji artiklariyla olumsuz yonde bozulmasi olarak
tanimlanir. Gittikge artan g¢evre kirliliginin 6nlenebilmesi i¢in bir¢ok bilim dalinin
katkilariyla yerel ve diinya ¢apinda caligmalar yapilmaktadir. Bu c¢aligmalar ¢evre
kirlenmesini farkli boyutlarda ele almakta ve ¢oziim yollar1 6nermektedir [3]. Cevre
kirliligi; su, hava, toprak ve ses kirliligi olmak {izere dort baslik altinda ele alinabilir.
Bu dort temel unsurdan sadece su Kkirliligine sebebiyet veren agir metallerin

mikroorganizmalar tzerine etkisi Gzerinde arastirma yapilmistir [4].



1.1.2. Su Kirliligi

Hizli1 kentlesme, sanayi atiklarmmin kimyasal olarak aritilmadan su sistemlerine
verilmesi, tarim alanlarinda yaygin ve asir1 miktarda pestisit kullanimi su
kaynaklarmin kirlenmesine neden olmustur.Bu durum oncelikle tath su
ekosistemlerinin ve dolayli olarak da kirletilmis suyu kullanan tarim alanlar1 basta
olmak {izere diger ekosistemlerin bozulmasi sonucunu giindeme getirmistir.Su
ekosistemlerinde 6zellikle de tathi su kaynaklarinda, agir metal miktarlarinin yiiksek
olmasi gerek sucul organizmalarin gerekse de insanlarin hayatlarint olumsuz yonde
etkileyerek potansiyel bir tehlike olusturmaktadir. Endiistriyel veya kentsel atik
sulariile kirlenmis akarsu ve gollerin tarimsal amacgla kullanilmasi sonucunda,
topraklarda 6nemli diizeyde iz element ve agir metal birikimi oldugu bilinmektedir.
Canli sisteme giren agir metaller, besin zinciri ile bir organizmadan digerine
taginarak canli sistemlerde yiiksek konsantrasyonlara ulagmakta ve zararlarin

yillarca siirdiirebilmektedir [5].

1.1.3. Agir Metaller, Biyolojik Fonksiyonlar: ve Toksik Etkileri

Agir metal tammu fiziksel 6zellik agisindan yogunlgu 5 g/cm? ten daha yiiksek olan
metaller i¢in kullanilir [2]. Agir metaller kayaglarin ve dolayisiyla topraklarin dogal
bilesenleridir ve topraklar bilesimlerine bagli olarak farkli oranlarda ve formlarda
agir metal igerirler. Cizelge 1.1°de yerkabugunda en bol bulunan 12 element ile daha
az bulunan bazi elementler gosterilmistir. En bol bulunan bu 12 elementin toplam
kiitlesi, yerkabugu kitlesinin % 99.4’G kadaridir [6]. Metaller bosaltim
ortamlarindaki canli yagami {izerinde konsantrasyonlari ile orantili olarak toksik etki
yaparlar. Eser miktarlarda bile sakincali olabilen bu maddeler arasinda en 6nemli
grubu agir metalleri diye adlandirilan Sb, Ag, As, Be, Cd, Cr, Cu, Pb, Mn, Hg, Ni, S,
T, U, V, Zn gibi elementler olusturur [7]. Bircok metal genellikle eser miktarlarda
fizyolojik iselemler i¢in gereklidir. Bu duruma Oksijen tasinmasinda demir
kullanimi, mangan ve selenyumun antioksidant sistemde gerekliligi, c¢inkonun
metabolizmadaki rolii, bakirin kirmizi kan hiicrelerinde ki oksidasyon ve rediiksiyon

prosesisinin bir parcasi olmasi 6rnek olarak verilebilir [8]. 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 ozellik gosterirler. Agir metaller hiicre membranlarina zarar
verebilir, enzim spesifitesini degistirebilir, hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir ve

DNA’nin yapisina zarar verebilir [9,10].

Cizelge 1.1. Baslica elementlerin yer kabugundaki konsantrasyonlari [6]

Element Konsantrasyon
(ppm)
Bol Oranda Bulunanlar
Demir 50000
*Silisyum 277200
Aliminyum 81300
*QOksijen 466000
Kalsiyum 36300
Sodyum 28300
Potasyum 25900
Magnezyum 20900
Titanyum 4400
*Hidrojen 1400
*Fosfor 1180
Mangan 1000
Eser oranda bulunanlar
Bakar 55
Vanadyum 135
Nikel 75
Cinko 70
Baryum 425
Kursun 125
Berilyum 2.8
Uranyum 2.7
Kalay 2
Kadmiyum 0,2
Civa 0,08
Glmiis 0,07
Altin 0,004

*Metal olmayanlar



1.1.3.1. Kursun

1.1.3.1.1. Kursunun Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Biyosfere insan faliyetlerine bagli olarak 6nemli oranda yayilan kursun, glinlimiizden
4000-5000 y1l oncesinde, antik uygarliklar tarafindan glimiis iiretimi esnasinda
yaniiriin olarak kesfedilmis ve tarih boyunca kursun iiretimi ve kullanimi giderek
artisgdstermistir.  Kursun, Roma Imparatorlugunda su  borularinda, su
saklamahaznelerinde kullanilmistir ve giiniimiiz bilim adamlar1 ve tarihgiler bu
kullanimseklinin Roma Imparatorlugunun sonunu hazirladigi goriisiinii ortaya
atmaktadirlar. Kursun insan faaliyetleri ile ekolojik sisteme en dnemli zararli veren
ilk metal olmadzelligi tasimaktadir. Kursun atmosfere metal veya bilesik olarak
yayildigindan ve herdurumda toksik 6zellik tasidigindancevresel Kirlilik yaratan en
onemli agir metaldir. 1920’lerde kursun bilesikleri Pb(C;Hs)4 benzine ilave edilmeye
baslanmistir ve bu kullanim alanikursunun ekolojik sisteme yayiniminda énemli rol
oynar (227.250 ton/y1l ABD). Giinlimiizde kursunsuz benzin kullanimi ile atmosfere
kursun yaymimi azalmaklaberaber kursunsuz benzin bilesiminde bulunan kursun bir
cok birincil metal iiretimasamasindan atmosfere kursun ve bilesiklerinin yaymimi
devam etmektedir. Diinyadaen yaygin kursun kullanimi kuzey amerikadadir ve yillik
tiketim 1.300.000 tonseviyelerine ulasir ve bu kullanim kosullarinda atmosfere atilan
miktar yillik 600.000 ton seviyelerine ulasir. Kursun dagilimi incelendiginde
sanayilesme ve araba kullanimi ile kursunyaymimi arasindaki iligki agikca ortaya
gorilmektedir.Kursunun diger oOnemli kullanim alanlart ise; teneke kutu
kapaklari,kursun-kalay alagimli kaplar, seramik sirlari, bocek ilaglari, akiiler vb.
alanlardir. Kursunlu benzin ve boya maddelerinin yani sira yiyecekler ve su da
kursun kaynagiolabilmektedir. Ozellikle endiistriyel ve sehir merkezlerine yakin
yerlerde yetisenyiyecekler; tahillar, baklagiller, bahce meyveleri ve bir¢ok et Urlini
bilinyesindenormal seviyelerin {izerinde kursun bulundurur. Su borularinda kullanilan
kursunkaynaklar ve eski evlerde bulunan kursun tesisatlarda, kursunun suya
karismasinasebep olabilmektedir. Kozmetik malzemelerde bulunan bir¢cok pigment
ve diger anamaddelerde kursun bulundururlar. Diger taraftan sigara ve bocek ilaglar

da kursunkaynaklar1 arasinda sayilabilirler [12,18].



1.1.3.1.2. Kursun Biyolojik ve Toksik Etkileri

Insan viicudundaki kursun miktar1 tahmini ortalama olarak 125-200 mg
civarindadirve normal kosullarda insan viicudu normal fonksiyonlarla giinde 1-2 mg
kadarkursunu atabilme yetenegine sahiptir. Bircok kisinin maruz kaldigi giinliik
miktar 300-400 mg’1 gegmemektedir. Buna ragmen ¢ok eski iskeletler iizerinde
yapilan kemikanalizleri giinlimiiz insan1 kemiklerinde, atalarimizdakinin 500-1000
kat1 kadar fazlakursun bulundugunu géstermektedir.Kursunun viicutta absorbsiyonu
cocuklarda daha yuksek olmakla beraber normalde%S5 gibi diisik bir oranda
gerceklesmektedir Bu oran dahi kalsiyum ve demir gibibirgok mineralin viicut
tarafindan emilimini azaltmaktadir. Kana karigan kursunburadan kemiklere ve diger
dokulara gitmekte ya da digk1 ve bobrekler yoluylaviicuttan atilmaktadir. Kemiklerde
biriken kursun zamana bagli olarak (yarilanmadomrii yaklagik 20 yil) ¢oziinerek
bobreklerde tahribata neden olur. Kursun bir nevinérotoksindir ve anormal beyin ve
sinir sistemi fonksiyonlarima sebep olmaktadir.Cocuklar iizerinde yapilan
arastirmalarda kanda kursun miktar arttikca 1Q seviyesinindiistiigii tespit edilmistir.
Diger taraftan kursun norotoksik oOzelliginden dolayr sinirsisteminde iletimin
azalmasina da yol agmaktadir. Kursunun ¢ogu kemiklerde depolanmasina ragmen
beyne, anne karnindaki cenine veanne siitiine de gecebilmektedir. Bebekler ve
cocuklarda diisiik olan kursun oraniilerleyen yasla beraber, kursuna maruz
kalinmasiyla artis gostermektedir. Kanda 40 mg/L seviyesini aginca tansiyon artirici
etki de ortaya c¢ikar. Diger taraftan kronikkursun alimimi ile sprem sayisi ve
morfolojisinde siirlanir. Diinya saglik orgiitiisiniflandirmasina gore (1995) kursun
2. smif kansorejen gruptadir [19]. Ekolojik olarak kursun kati olarak ¢okme
egilimindedir ve 6zel durumlar disindakompleks olusturmaz. Genellikle dogaya
salian kursun zor ¢oziiniir bilesikler Pb3(POg)2, PbsO(PO4)2, Pbs(PO4)3;0H, PbCO3
PbS olusturur, bu nedenle beslenme zincirinde yer alan bitkilerden kursun alinimi
sozkonusu degildir [20]. Besin zincirinde kursun yaymimi genellikle midye tiirii
kalsiyumlu kabuklulariizerinden ve kalsiyuma bagl olarak gergeklesir. Tek hiicreli
canhilarin ve baliklarin 0.04-0.198 mg/L inorganik kursun igeren sulari tolere
edebildikleri ancak dahadiisiik miktarlarda kursunun besin yoluyla alinmasinda akut

zehirlenme gosterdikleribilinmektedir [19].



1.1.3.2. Baryum

1.1.3.2.1. Baryumun Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Yaklasik olarak yer kabugunun yiizde 0.05’ini meydana getirir. Aktifligi sebebiyle
elementel halde bulunmaz. En ¢ok viterit (BaCOs3) ve barit veya agir spat (BaSQOy)
minerallerinde bulunur.Baryumun dogada, dogal olarak bulunma seviyesi oldukca
duisiiktiir. Baritbaglica baryum cevheridir. Baritin en ¢ok kullanildig1 yerlerden biri
boyalardir. Yiiksek miktarlardaki baryum sadece toprakta ve fistik, findik, deniz
yosunu, balik ve bazi bitkiler gibi gidalarda bulunur. Gidalarda ve sularda bulunan
baryum miktar1 genellikle bir saglik riskine neden olacak kadar yliksek degildir.
Baryuma bagli en biiyik risk baryum endiistrisinde calisan kisilerde
gozlenmektedir[21].

1.1.3.2.2. Baryumun Biyolojik ve Toksik Etkileri

Suda ¢06ziinen baryumun ¢ok yiiksek miktarlarda alinmasi felce ve hatta bazi
durumlarda élumlere bile neden olabilmektedir. Suda ¢6ziinen baryumun az miktarda
alinmasi, nefes alip vermede zorluga, kan basincinin artmasina, kalp ritmi
degisikliklerine, mide tahrigine, kas gii¢siizliigline, sinir reflekslerinde degisikliklere,
beyinde ve karacigerde siskinlige, bobrek ve kalp rahatsizliklarina neden
olabilmektedir. Baryumun insanlarda kansere neden oldugu gozlenmemistir.
Baryumun gidalardan kaynaklanan herhangi bir toksisitesine dair heniiz bir kayit
bulunmamaktadir [22]. Cogu saglik riski baryum siilfat (BaSO,) veya baryum
karbonat (BaCOs3) igeren havanin solunmasi ile olusmaktadir. Cogu tehlikeli atik
bolgeleri belirli bir miktar baryum icermektedir. Bu bolgelere yakin yerlerde yasayan
kisiler tehlikeli diizeyde baryuma maruz kalabilirler. Maruz kalma, baryumla
kirlenmis havanin solunmasi, topragin ve bitkilerin yenmesi ile olugmaktadir. Ayrica
deri temas: ile de olusmaktadir. Baryumun saglik etkileri suda ¢oziinebilirligi ile

alakalidir [16].



1.1.3.3. Aliminyum

1.1.3.3.1. Aliiminyumun Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Aliminyum yerkabugunda % 7.5-8.1 miktarinda bulunmasina ragmen serbest halde
cok nadir bulunur ve bu nedenle bir zamanlar altindan bile daha kiymetli
gorilmistlir. Aliiminyumun ticari olarak iiretiminin tarihi 100 yildan biraz fazladir.
Aliiminyumun ¢ok ¢esitli mineralleri olmasina karsilik, diinya aliiminyum dretiminin
hemen hemen tamami boksit Al,O3H,O minerallerinden saglanir. Aliminyum
bilesiklerinin bir¢ogu sanayide onemli kullanim alanlarina sahiptir. Aliiminyum
Uretiminin yanisira yalitkanlarin, tasimacilik ve mimaride ve daha pekgok Griinln

yapiminda da kullanilir [23].

1.1.3.3.2. Aluminyumun Biyolojik ve Toksik Etkileri

Aliminyumun canli hiicreler iizerinde yararli bir isleve sahip oldugu
gozlemlenmemistir. Bazi1  kisilerde, aliiminyumun herhangi bir formundan
kaynaklanabilen temas dermatiti (deri iltihab1), stiptik (kan durdurucu) veya ter
Onleyici triinler kullanimiyla birlikte ortaya ¢ikan kasintili kizariklik, aliminyum
tencerelerde pisen yemeklerin yenmesiyle ortaya c¢ikan sindirim bozukluklari
vebesinlerin emiliminin durmasi, ve Rolaids, Amphojel, ve Maalox gibi antasit (asit
giderici) ilaglarin kullanimiyla ortaya ¢ikan kusma vb. gibi zehirlenme belirtileri
seklinde alerjik reaksiyonlar yaratabilir. Diger kisilerde aliiminyum, agir metaller
kadar zehirli olmasa da ve aliiminyumdan yapilmis mutfak gerecgleri kullaniminin
(yiikksek korozyon direnci ve iyi 1st iletkenligi nedeniyle tercih edilir), genelde
aliminyum zehirlenmesine yol ag¢tigi kanitlanmamis olsa da, yiliksek dozlarda
alindiginda zehirlenme belirtileri  gosterebilir. Aliiminyum bilesikleri igeren
antasitlerin asir1 dozda tiiketimi ve aliiminyum igeren ter Onleyicilerin agir1 miktarda
kullanimi1 zehirlenme nedeni olabilir. Aliiminyumun Alzheimer hastaligina yol actigi
iddia edilmigse de o arastirma, tam tersine, Alzeimer hastaliginin neden oldugu
tahribatin, viicutta aliiminyum birikimine yol agtig1 seklinde ciiriitiilmiistiir. Ozetle,

eger aliiminyum zehirlenmesi varsa bunun olduk¢a spesifik bir mekanizma ile



gerceklesmesi gerekir. Zira insanin yasami boyunca, toprakta dogal kil mineralinin

icindeki aliiminyum ile olan temas1 zaten yeterince yliksektir [24].

1.1.4. Bakterilerde Metal Direnclilik Mekanizmalari
1.1.4.1. Gegirgenlik Bariyeri ile Metallerin Hiicre Disinda Tutulmasi

Hiicre duvarinda, zarda veya duvar proteinlerinde meydana gelen degisimler metalin
hiicreye girisini engeller. Escherichia coli’deki “porin” denilen zar proteinlerinin
yapisinin degismesi ile birlikte bakirin hiicre icine alinmamasi buna 6rnek olarak
gosterilebilir. Bu durum siklikla tek gen mutasyonu ile agiklanmaktadir. Bu
mutasyonla zarin gecirgenligi azalir. Ayrica metallerin dig zara veya hiicre
proteinlerine spesifik olmayan sekilde baglanmasi da gegirgenligi azaltir.
Bakterilerin dogal olarak bulundurduklar1 ekstraseliiler polisakkarit kisim metal
iyonlarint biyolojik olarak tutmakta ve onlar1 hiicre bilesenleri ile etkilesimden
korumaktadir [26]. Diger taraftan mikroorganizmalarin dis yiizeyini kusatan
ekstraseliiler polisakkarit tabakasi da metal iyonlarmi absorblayarak hiicre icine
girisini engellemektedir. Bu ekzopolisakkarit tabakasinin metal iyonlarini baglayici
gruplar1 vardir. Bu 6zellik Klebsiella aerogones, Pseudomonas putida, Arthrobacter
viscosus gibi bakterilerde gosterilmistir [2]. Staphylococcus aureus’un bazi
tirlerinde, peniklinaz’in kodlarini bulunduran plazmitler, hiicre membrani degisimi
aracilig1 ile cd* gecirgenligini engellemede diger metaller kadar iyi direng
olusturmada ara¢ olabilmektedir. Bu durum metal iyonlarmin girigini engellemek
icin zardaki uyumsal degisimler olarak goriilmektedir. Bu Cd*’un 0.01-0.1 nM
seviyelerinde genelde diisiik diizeyde direng olarak gortlur [25].

1.1.4.2. Metallerin Hiicre Disina Dogru Aktif Transportu
Metaller aktif tasima yoluyla hiicre disina pompalanirlar, bu mekanizma plazmit

veya kromozom kokenli olabilir. Digsar1 pompalama sistemi ATP’ye bagimli ve

ATP’ye bagimsiz olarak gergeklesir. ATP bagimli sistemlerde hidrolizle enerji elde



edilirken, ATP’ye bagimsiz sistemlerde zar potansiyeli metal gegisi igin kullanilir.
Ornegin arsenik E. coli’ de ATP bagiml sitemle pompalanirken, Staphylococcus
aureus’da arsenik zar potansiyeli yardimiyla geger [26]. CPx-tip agir metal
ATPaz’larin Cu, Zn, Cd ve Pb gibi toksik metallerin hiicre membranlarindan
gecisinde rol aldigi bildirilmistir [27]. Korunmus bir membran i¢i sistein-prolin-
sistein, sistein-prolin-histidin veya sistein-prolin-serin (CPx) motifine sahip olduklar1
icin agir metal tasiyicilart CPx-ATPaz’lar olarak adlandirilmaktadir. Bu proteinlerin
plazma membraninda bulundugu ve sitoplazmadan toksik  metallerin
uzaklagtirllmasinda pompalar olarak fonksiyon gordiigli veya c¢esitli hiicre ici
membranlarda bulunabildigi ve agir metallerin kompartimanlagsmasindan sorumlu
olabilecegi ileri siiriilmiistir [28]. Aktif transport ya da akis sistemleri metal
direnclilik sistemleri arasinda en yaygin olan mekanizmalardir. Mikroorganizmalar
toksik metalleri sitoplazmalarindan uzaklagtirmak i¢in aktif transport mekanizmasini
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 bagimli yada ATPaz’dan
bagimsiz sistemler olabilir [29]. Bakterilerdeki arsenat, kadmiyum, bakir
direnglilikleri ¢ogunlukla bu tip direnglilik mekanizmalar1 ile gerceklesir. Ornegin
arsenat direncliligi igin ars operonu araciligiile E. colive S.aureus’ta; Cd>* direng
kodu cad operonu araciligi ile S.aureus,Bacillus sp.,ve Listeria sp.’'deveya
Alcaligenes eutrophas taeze operonu bulunmustur. Pb** direnci zntA araciligi ile
E.coli’de ve cadA ise S.aureus’ ta bulunmustur. Bu tip direnglilikte kromozomal,

plazmit ya da transpozon kodlu baz1 genler rol oynamaktadir [30].

Sekil 1.1. Mikroorganizmalarda bulunan metal direng sistemleri[26]



Sekill.1’de 1. Hiicre i¢ine alinmama II. Metalin proteinlere baglanmasi ile hiicre
icinde tutulmasilll. Metalin daha az toksik forma doniistiiriilmesi 1V. Metalin
mikroorganizmadan aktif olarak tasinmasi V. Metalin hiicre disinda tutulmasi

gosterilmistir [26].

1.1.4.3. Metallerin Proteinlere Baglanarak Hiicre Icinde Alikonmasi

Bu mekanizma ile agir metallerin hiicre i¢inde bir yerde birikmesi ve hiicresel
organellerle etkilesmesi Onlenir. Hiicre i¢i alikonma, metallerin birikiminde
sitoplazma igindeki gerekli olan hiicresel bilesimlerin etkilenmesini engellemektedir.
Metaller, mikroorganizmalarin hiicre zarini, sitoplazmasini, metabolizmasini ve
yapisal islevlerini bozmak suretiyle olumsuz yoénde etkilemektedirler. Metabolizma
tizerindeki etkileri ise transkripsiyonun inhibisyonu, hiicre membraninin bozulmasi,
translasyonun inhibisyonu, DNA tahribi, hiicre bélinmesinin inhibisyonu ve protein
denatlirasyonudur.Ancak mikroorganizmalar biinyelerine ¢esitli yollarla giren
metallerin toksisitesinden korunmak i¢in bazi savunma mekanizmalar1 gelistirmistir.
Bu savunma mekanizmalar1 arasinda; pozitif yiikli iyonlarin negatif ytiklii hiicre
ylizeyine (dis zar ya da hiicre membranina) baglanmasi, bu metalleri hiicrenin EPS
(ekzopolisakkarit) olarak ta bilinen hiicre dist polimerik maddelere baglamasi,
volatilizasyon, hiicre i¢inde indirgeme, molekiiler pompa, hiicre iginde alikoyma,
sitoplazmada metallotiyonein gibi proteinlerin iiretimi, sitoplazmada metal tuzlari
olarak presipite etme yer almaktadir. Sekil 1.2°de mikroorganizmalarin metaller ile

etkilesim mekanizmalar1 6zetlenmistir [31, 94].
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Sekil 1.2. Metal ile mikroorganizma arasindaki etkilesim mekanizmalar1 [94]

Synechococcus denizlerde yasayan bir Cyanobacteria’dir. Bu mikroorganizmada
smtA ve smtB olmak (izere iki gen bulunmaktadir. 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 Gretilmesinden sorumludur. Bu repressor protein metallothionein
uretimini  transkripsiyon asamasinda  durdurmaktadir [32]. Prokaryotlarda
metallothionein Uretimi sadece Syenochococcus tirlerinde gorilmektedir. Bu tip
metallothionein Okaryotlardaki metallothionein’lerde bulunanlardan daha az sistein
kalintilar1 igermektedir. SmtA’daki metalothionindeki sistein kalintilari, ¢ok zehirli
katyonlar i¢in bir azaltict olarak davranabilmektedir. Son zamanlarda SmtB’nin
yapist belirlenmistir. SmtB proteini DNA’nin diger baglayic1 proteinlerine benzer
motifli doner sarmal yapili bir dimerdir. Yap1 analizi proteinde dort Zn2+baglay1c1
yer gostermektedir [33]. Metallerin hiicre iginde alikonmasina iliskin diger bir 6rnek
de Pseudomonas putida’da gortilmektedir. Bu bakteri metallothioneinlere benzeyen 3
farkli  sistein  bakimindan zengin protein iretmektedir. Mycobacterium
scrofulaceum’da siyah bakir siilfat formunun ¢okelmesinde alikoyma araciligi ile

hicre ici birikimi de ispatlanmustir [34].
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1.1.4.4. Enzimatik Detoksifikasyonla Metallerin Daha Az Zararh Fonksiyonlara

Doniistiiriilmesi

Bu sistem hiicre i¢inde ve enzimatik yollarla gergeklesir. Metaller, enzimlerin ve
proteinlerin yapisindaki -SH gruplarina baglanarak bu molekilleri inaktive
edebilmektedirler. Civa bu 0Ozelliginden dolayr toksik metal olarak kabul
edilmektedir. Baz1 bakteri gruplar1 civayr enzimatik detoksifikasyon ile daha az
toksik hale getirmekte kalmayip, ayni zamanda civayr hiicre disina tasimakta ve
kendi kendini regile edebilmektedir [38,39]. Diren¢ gram negatif ve gram
pozitiflerde benzer genler tarafindan saglanir. Bacillus cereus RC607 deki direng ile
ilgili olan merA geninin Clostridiun butiricum’daki merA genleri ile nikleotit
sekanslarinin benzerligi % 76. 8’den % 100’¢ kadar degismektedir. MerA genleri
plazmit veya kromozom kdkenli olabilirler [36]. Metallerin sorbsiyon verimliliginde
ortamda bulunan metal tiirline ve sayisina, bu metallerin kendilerine has 6zelliklerine

bagli olarak sinerjik ve antagonistik etki gorilmektedir [37].

1.1.4.5. Ekstraselliiler Alikonma

Saccharomyces cerevisia biiyiik miktarda glutatyonu bosaltarak  nikel
adsorbsiyonunu azaltir. S. cerevisia tasidigi metilglioksal geni metallerin yogun
oldugu bolgelerde ekstraseliiler glutatyon maddesi olusturur. Glutatyon agir
metallere ¢ok yiiksek bir affinite ile baglanmaktadir. Yapilan arastirmalar mayalarin
metalce zengin besi ortamlarma ekstraseliiler glutatyon salgiladiklarini
gostermektedir. Toksik metaller glutatyon ile birleserek hiicre membranindan
gecememektedir. Toksikmetal bu komplekslere tutunur ve hiicreye giremez.
Funguslarda bakir direnci saglanirken, metal oksalat kompleksleri olusturmak iizere

hiicre disina oksalat salgilandigi ispatlanmistir [35,36].
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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 bazi proteinlerin hassasiyetlerini azaltmak sureti ile ya da
metal inaktivasyonunda kullanilan belli bazi hiicresel komponentlerin tiretimini
arttirmak sureti ile gergeklestirmektedir [25]. DNA tamir mekanizmalar1 plazmit
vegenomik DNA ile siirli koruma saglamaktadir. Bir de mikroorganizmanin iirettigi
metal direngliligi olan komponentler veya alternatif yollar, duyarli komponentlerden
gecen bir Ozellik ile kendi kendini koruyabilmektedir. Adaptasyon E. coli’de de
bulunmustur. Adapte olmamis E. coli Cd** maruz kaldiginda 6nemli DNA hasarlar1
olustugu bildirilmistir, ayrica ayni1 organizmalarin alt kiiltiirlerinde direng

gorilmiistiir [25].

1.1.5. Mikroorganizmalarin Biyosorpsiyon Yetenekleri

Endistriyel atiklardaki boya ve metal iyilestirilmesi igin gelistirilen teknikleri
abiyotik ve biyotik metotlar olmak {iizere iki ana sinifta incelemek miimkiindiir.
Abiyotik metotlar; presipitasyon, adsorbsiyon, iyon degisim, membran ve
elektrokimyasal teknolojilerdir. Bu metotlarin bir ¢gogu pahali, ¢evre dostu olmayan
ve genellikle atigin konsantrasyonuna bagli teknolojiler oldugundan uygulamada
fazla ragbet gormemektedir giiniimiizde daha etkili, ekolojik anlamda dost ve ucuz
yontemler arastirilmaktadir [40]. Abiyotik sistemler ylksek enerji gereksinimi,
yiiksek maliyet nedeni ile 6zellikle sucul ekosistemlerdeki metallerin uzaklastirilmasi
icin uygun goriilmemektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar atiklarin iyilestirilmesi
icin ticari Olcekte biyolojik metotlar {izerine yogunlasmistir. Biyosorpsiyon bu
dezavantajlar1 tasimadigindan daha ¢ok tercih edilmektedir. Biyolojik materyaller
kullanilarak atik sulardan ya da topraktan agir metallerin metabolizmalar aracilig ile
biriktirilmesi ya da fizikokimyasal yollarla alimi olarak tanimlanan, biyosorpsiyon
icin yaygin olarak kullanilan biyosorbentler ise algler, bakteriler ve mayalardir
[41,42]. Biyolojik yontemlerin avantajlarindan biri de kirlenmis bdlgelerde in situ

uygulamaya izin vermesi, digeri ise biyoproses teknolojilerinin ¢evresel olmasi yani
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ikinci bir kirlilige neden olmamalar1 ve etkili yontemler arasinda yer almasidir [40].
Bunlarin disinda diisiik maliyet, yiiksek verim, ek besinleregereksinim olmamasi,
biyosorbentin rejenerasyonu, metalin geri kazanilma ihtimali de avantajlar1 olarak

gorulmektedir [43].

1.1.5.1. Biyosorpsiyon Mekanizmalari
Biyosorpsiyon mekanizmalar1 mikroorganizma yapilarinin kompleks olmasi nedeni

ile ¢esitlilik gostermektedir. Bu mekanizmalar iki ana baslik altinda toplamak

mdmkandlr Sekil 1.3’ de bakteriyal biyomaslarda biyosorpsiyon mekanizmalari

ﬁion

Ozetlenmektedir.

@MI
mation

Sekil 1.3. Biyosorpsiyon mekanizmalari [46]

Ton Exchange

Micropredpitaf

Metal ve hiicre ylizeyindeki fonksiyonel gruplar arasindaki fizikokimyasal etkilesim
sirasinda fiziksel adsorpsiyon, iyondegisimi ve kompleks olusumu gercgeklesir ve
buna hiicre yiizeyinde sorpsiyon denir ve metabolizmadan bagimsizdir. Mikrobiyal
biyokiitlenin hiicre duvar biiyiik oranda polisakkarit, protein ve yaglar igerir, ¢cok
sayida metal baglama fonksiyonel grubuna sahiptir. Bu gruplar; karboksilik,
hidroksil, siilfat, fosfat ve amino gruplaridir. Bu fizikokimyasal metal
biyosorpsiyonu, metabolizmadan bagimsizdir ve nispeten hizlidir; algle 5-10 dakika
igerisinde gergeklesir ve metaller geri kazanilabilir [44-48]. Metal baglama siireci iki

basamakta gerceklesmektedir. Birinci basamak, hiicre duvarinda metal ve reaktif
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kimyasal gruplar arasinda sitokiometrik etkilesimdir, ikincisi ise artan metal
miktarlariin inorganik birikimidir. Bakteri hiicre duvari, metal iyonlar1 ile temasta
bulunan ilk bilesendir. Olii veya inaktif hiicre ile metal sorpsiyonunun tipi
ekstraselliiler oldugu icin hiicre duvarinin kimyasal fonksiyonel gruplar
biyosorpsiyonda 6nemli rol oynamaktadir. Bakteri hiicre duvarinda bulunan
fonksiyonel gruplar karboksil, fosfonat, amin ve hidroksil gruplaridir [40]. Bakteri ve
siyanobakterilerin hiicre duvarlar1 temelde peptid zincirleri ile birlikte N-
asetilglukozamin  (NAG) ve N-asetilmuramik asit (NAM) disakkaritlerini
icerenpeptidoglikan tabakadan meydana gelmistir. Gram negatif bakterilerin hucre
duvari, Gram pozitiflere nazaran daha ince olup, kuvvetli capraz baglara sahip
degildir dis zar lipopolisakkarit (LPS), fosfolipid ve protein tabakalarindan
olusmaktadir. Sekil 1.4’ de Gram pozitif ve Gram negatif hiicre yiizeyi sematize
edilmektedir. Cd®* biyosorpsiyonu agisindan Gram pozitif ve Gram negatif
bakterileri karsilastirmislar ve Gram pozitif bakteri hiicre duvarlarinda bulunan
glikoproteinlerin, LPS ve fosfolipidlerden daha fazla Cd**’ye baglama bolgesine
sahip oldugunu ayrica her iki grubun da metal baglama acisindan farkli kapasitelere
sahip olduklarini rapor etmiglerdir. Bakteri hiicre duvarlarinin yapisinda sadece bu
yapilar metal baglama gorevi yapmazlar bundan bagska Gram pozitiflerde teikoik asit
ve teikronik asitte metal baglamada onemli rol oynamaktadir. E. coli dis zarinda
bulunan fosfolipid ve LPS’nin sahip oldugu fosforil gruplar1 da metal katyonlarinin

baglanabilecegi muhtemel bolgeler arasinda yer almaktadirlar [49].
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Sekil 1.4. Gram negatif (a) ve gram pozitif (b) hiicre membrn1 yapisi [93]
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Streptomyces pilosus’ un karboksil gruplarmin bakir baglamadan sorumlu oldugu,
bundan bagka amin gruplarinin da metal uzaklastirmada etkili oldugu, katyonik metal
iyonlarini selatlamakla kalmayip ayn1 zamanda hidrojen bagladigi ya da elektrostatik
etkilesim sonucu anyonik metal tiirlerini ve boyalar1 adsorblayabildikleri rapor
edilmistir [52]. Metallerin baglandig: yapilardan bir digeri de ekstraselliiler polimerik
maddelerdir (EPS). Yapilan calismalar da EPS’ nin ylksek metal biriktirme
potansiyeli ile birlikte secici olarak metal iyonlarin1 bagladigi bildirilmistir. Bu
polimerler anyonik yapiya sahip olup metal katyonlarinm1 baglamaktadirlar, bazi
durumlarda meydana getirdikleri kapsiil yapisi ile hiicrelerin etrafindaki agregatlari
gevsetmektedirler [50].Farkli pH degerlerinde metal tiirleri farkli yiike sahip
olduklarindan yiizeyler tarafindan degisik sekilde adsorblanabilmektedirler. Nikel ile
yapilan bir calismada, pH 1-7 araliginda Ni*2 iyonlar1 (% 90), pH 9’da (% 68)
oraninda adsorbe olurken, % 10 oraninda Ni4OH4+4 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 [51].

Biyosorbent olarak énemli 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 oldukga etkili fungal cinslerdir [50]. Gilinimuzde biyosorpsiyon
mekanizmalarmin anlagilabilmesi icin farkli yontemler gelistirilmistir. Mikrobiyal
biyomas (zerinde veya icerisinde metallerin yerlesimi elektron mikroskobu ve X-
isin1 - enerji  dagitict  (EDAX) analiz caligmalar1  kullanilarak anlasilmaya
calisilmaktadir. Kimyasal analizi i¢in X-1511 fotoelektron spektroskopisi kullanmaya
baglanmis olup, atom ya da molekiillerde elektronlarin baglanma enerjisini tayin
eden yeni bir teknik atom/iyonun oksidasyon derecesi hakkinda bilgi vermektedir
[50].
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1.1.5.2. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, birden fazda bulunan iyon ya da molekiillerin, bir diger fazin
yilizeyinde yogunlasmasi ve konsantre olmasi islemi olarak tanimlanmaktadir. Cevre
mithendisligi agisindan en genel olarak bir kirleticinin bir fazdan bagka bir faza
taginmast olarak tanimlanabilir. Adsorpsiyon prosesi bir ylizey olay1r olmasindan
dolay1 adsorplama islemini yapan katinin yiizey 6zellikleri son derece onemlidir.
Yiizey alan1 ne kadar genisse o kadar iyi bir adsorban 6zelligi tasir. Diger bir deyisle,
bu fazdaki iyonlar ya da molekiiller, ¢ekim kuvvetlerince dengelenmistir. Ancak
adsorban ylizeyindeki atomlarin dengelenmemis kuvvetleri, ¢ozeltideki maddeleri
adsorban yizeyine cekerler ve yiizey kuvvetleri dengelenmis olur. Bu sekilde
cozeltideki maddelerin adsorban yiizeyine adsorpsiyonu gerceklesir. Adsorpsiyon
isleminde adsorplanan tiirlere adsorbant denir. Adsorbantlar bir ya da birden fazla
sayida olabilir. Yiizeyinde adsorpsiyon gergeklesen madde ise (adsorbent)
adsorbandir. Giiniimiizde adsorpsiyon birgok dogal fiziksel, kimyasal ve biyolojik
islemde Onem tasgimaktadir. Ayrica adsorpsiyon prosesi, atiksulardaki organik ve
kimyasal kirleticilerin uygun bir kat1 yiizey {lizerine tutularak giderilmesi isleminde

de siklikla kullanilmaktadir [102].

1.1.5.2.1. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermleri bir yilizeye adsorbe olan madde i¢in denge sartlarin1 gosterir.
Genel olarak, adsorbe olan madde miktari, adsorplayan maddenin
konsantrasyonunun kompleks bir fonksiyonudur. Adsorpsiyon izotermi, adsorban
yuzeyinde biriken madde konsantrasyonu ve ¢ozeltide kalan madde konsantrasyonu
arasinda bir denge olusuncaya kadar devam eder [103]. Sabit sicaklikta adsorban
tarafindan adsorplanan madde miktar1 ile denge basinci veya konsantrasyonu
arasindaki bagintiya adsorpsiyon izotermi denir [104]. Adsorpsiyon izotermleri,
adsorbent iizerinde biriken adsorbandin miktari ile sabit sicaklikta sivi fazda kalan
adsorbant konsantrasyonu arasindaki denge iliskilerini agiklar. Adsorpsiyon
izotermleri, adsorpsiyonun aritma prosesi olarak kullanilabilirligi hakkinda bilgi verir

[104]. Agir metal iyonlarinin biyosorbent yilizeyine baglanmasi, adsorpsiyon
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izotermlerine uygunluk gosterir. Bunlardan en sik kullanilanlari; Freundlich ve

Langmuir izotermleridir [103].

1.1.5.2.1.1. Langmuir izortermi

Langmuir izotermi, kat1 ylizeyler iizerinde aktif adsorpsiyon alanlarinda meydana
gelen tutulmanin fiziksel ya da kimyasal adsorpsiyon olup olmadigini diger
izotermlere gore daha iyi agiklamaktadir [104]. Langmuir izoterminde adsorpsiyon,
adsorplanan maddenin baslangi¢ konsantrasyonu ile birlikte dogrusal olarak artar.
Maksimum doyma noktasinda, yilizey tek tabaka ile kaplanmakta ve ylizeyde
tutulmus madde miktar1 sabit kalmaktadir. Adsorpsiyon hizi, adsorplanacak madde
konsantrasyonu ve yiizey lizerinde bulunan bos adsorpsiyon alanlart ile dogru
orantilidir. Desorpsiyon hizi ise yilizeydeki adsorplanmis molekiil sayisi ile dogru

orantilidir [105].

Bu kabullerden yola ¢ikarak Langmuir asagidaki esitligi ortaya koymustur.

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

x=Co—Ce

Burada;
ge = X/M = Birim adsorplayict agirlig1 basina adsorplanan madde miktari, (g/g)
a = Birim adsorplayici agirlig1 basina tek sirali filmde tutulan mol sayisi ile ilgili
sabit
b= Enerji ile ilgili sabit
C = Adsorpsiyondan sonra ¢ozeltide kalan madde derisimi (ppm)

Langmuir adsorpsiyon izotermi linerize edilmis sekli ile;

Clge = C/(XIM) = 1/a.b + C/aveya
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1/ge = 1/(XIM) =1/a + (1/a.b) (1/C)

denklemi elde edilir.

C ye kars1 C/(X/M) degerleri veya 1/C ye kars1 1/(X/M) degerleri kullanilarak elde
edilen bu grafikler yardimu ile a ve b degerleri hesaplanabilir (Sekil 1.5) [106].

1_ A
g
/A/l/ab
_’//
1/a
>
1/C

Sekil 1.5. Langmuir izotermi [106]

Langmuir modelinden elde edilen a ve b degerlerinin biyiikligi 1yt bir
biyosorpsiyona isaret etmektedir [106].

1.1.5.2.1.2. Freundlich izotermi

Freundlich (1926), adsorpsiyon prosesini ifade eden bir ampirik esitlik gelistirmistir.
Freundlich’e gore bir adsorplayict maddenin yiizeyi iizerinde bulunan adsorpsiyon

alanlar1 heterojendir. Diger bir ifade ile farkli tiirdeki adsorpsiyon alanlarindan

olusur. Freundlich izotermi asagidaki sekilde ifade edilir [102,107].
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ge = Kf.C."

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

Kf : deneysel olarak belirlenen adsorbsiyonun kapasitesini gosteren sabit

n : Adsorbsiyonun yogunlugunu gosteren sabit (Freundlich izotermi sabiti)

Ce:Denge halindeki ¢0Ozeltide adsorban(adsorbent) konsantrasyonu, (ppm veya
mol/L)

Freundlich denkleminin her iki tarafinin logaritmasi alinirsa, esitlik asagidaki bigimi
alir:

log gqe =log Kf + 1/n log C,
Boylece, log qe degerlerine kars1 log Ce degerleri grafik lizerinde gosterildiginde,
eger izoterm Freundlich izotermine uyuyorsa Sekil 1.6. gibi bir dogru elde edilir.

Burada n ve Kfsabitleri dogrunun egimi ve ekseni kesme noktalaridir [102].

Log g

Egim=1/n

log Ce

Sekil 1.6. Freundlich izotermi [102]

1.1.5.2.2. Adsorbsiyon Kinetigi

Adsorpsiyon kinetigi adsorban ve adsorbat arasindaki etkilesime ve sistem
kosullarina baghdir. Adsorpsiyon prosesinde mekanizma ve reaksiyon hizi
onemlidir. Kinetik analizinden kati alim hizt hesaplanabilir. Bunun formiile

edilebilmesi igin bir¢ok calisma yapilmistir. Lagergren (1898) oksalik asit ve
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malonik asidin odun kémri ile adsorpsiyonunu formiile etmistir. Lagergren Esitligi
kat1 maddenin kapasitesine dayanan sivi-kati sistemin adsorpsiyonunu tarif eden ilk
esitliktir. Katinin adsorpsiyon kapasitesi ve ¢ozeltinin konsantrasyonuna dayanan
kinetik esitligini ayirmak i¢in Lagergren’in birinci dereceden esitligi Pseudo-birinci

mertebeden esitlik tanimlanmistir [104].

Daha 6nce Lagergren’in adsorpsiyon kinetik esitligi uygulamasi Trivedi tarafindan
kalsiyum silikat kullanilarak kloroformdan seliiloz triasetat adsorpsiyonu igin
kullanilmigtir. Son otuz yilda kinetik esitlik kirleticilerin adsorpsiyonunda sulu
cozeltilerden metaller, boyalar ve organizmalar gibi maddelerin adsorpsiyonunda
hesaplanmistir. Weber-Morris Esitligi, Pseudo-birinci-derece esitligi, Pseudo-ikinci-
derece esitligi, Diizenlenmis-ikinci-derece esitligi ve Elovich esitligi adsorpsiyon
kinetigini agiklamak iizere tanimlanmis esitliklerdir. Ancak Diizenlenmis-ikinci-
derece esitligi ve Elovich esitligi daha ¢ok gazlarin kati maddeler tarafindan

adsorpsiyonunda kullanilmaktadir [104].

1.1.5.2.2.1. Pseudo Birinci Derece Esitligi

Sivi-kat1 adsorpsiyon sistemlerinde katinin adsorplama kapasitesi esas alan,

Lagergren tarafindan onerilmis esitliktir.

dqt/dt=k,(qe—qt)

Denklem, t =0, t =t, qt = 0 ve ge = qt sinir degerleri i¢in integre edildiginde:
In (ge—qt) = In ge — kyt

seklini alir.

Bu denklemde:

t : Zaman (dakika)

ks : Pseudo birinci derece kinetik sabiti (dak™)

ge : Denge halinde adsorplanan madde miktari(mg/g)

qt : Herhangi bir t anindaki adsorplanan madde miktari(mg/g)
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Grafik In(ge—qt) ye karsi t degerleri alinarak ¢izilmekte ve k; ile ge degerleri elde
edilmektedir [104].

1.1.5.2.2.2. Pseudo Ikinci Derece Esitligi

Pseudo-ikinci-derece esitligi, kat1 fazin adsorplama kapasitesini Ol¢mek igin
kullanilmaktadir ve bir hiz kontrol adimi olarak kemisorpsiyon mekanizmasini

tanimlamaktadir.

dqt/dt = k».(ge —qt)?

t : Zaman (dak.)

ko : Pseudoikinci derece kinetik sabiti (g/mg dak)

ge : Denge halinde adsorplanan madde miktari(mg/g)

qt : Herhangi bir t anindaki adsorplanan madde miktari(mg/g)

Denklem (16),t0 =0, t=t, q =0 ve qe = q sinir degerleri i¢in integre edildiginde:

qt = t/(1/k.qe’+t/ge)
Denklem dogrusallastirilirsa:
t/gqt=(1/k.0e?)+(1/qe).t

seklini alir [104].

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.
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Metabolik ve biyokimyasal Ozelliklere dayanan simiflandirmada karsilasilan en
biiyiik problem ise; mikroorganizmalarin birebir kendi dogal ortamlarin1 yansitan
kiltiir ortamlarinda yetistirilememesidir. Bu nedenle mikrobiyal c¢esitliligi ve
mikroorganzimalarin ekosistemdeki roliinii daha iyi anlayabilmek i¢in, tamamlayici
mikrobiyolojik yaklagimlara ihtiya¢ vardir [53]. Mikrobiyal c¢esitliligi ve dagilimi
belirleme calismalarinda, 16S rRNA gibi molekiiler isaretlerin kullanilmasi ile
“molekiiler mikrobiyal ekoloji” olarak tanimlanan yeni bir disiplin ortaya ¢ikmustir.
Termal su kaynaklari, sediement yapilar ve deniz suyu gibi farkli habitatlardan alinan
numunelerde, molekiler tekniklerin temelini olusturan yontemlerle yapilan
calismalar sonucunda, mikrobiyal cesitliligin bildigimizden ¢ok fazla oldugu ve

klasik tanimlama tekniklerinin ne kadar yetersiz kaldigi anlagilmistir [54].

1.1.6.1. Geleneksel Teknikler

Mikrobiyolojik yontemler; geleneksel ve hizli yontemler olmak tizere ikiye ayrilir.
Gelenekselyontemler  halen  altin  standart  olarak  kabuledilmektedir.
Mikroorganizmalarin  identifikasyonunda kullanilan geleneksel biyokimyasal
testlerde yogun isgiicii ileyiiksek miktarda ayira¢ ve besiyeri tiikketilmektedir [55,56].
Ancak bu teknikler, mikroorganizmalarin ekosistemdeki roliinii algilamaya yonelik
calismalarda tek basma yetersiz kalmaktadir. Ciinkii bu ydntemlerin c¢ogu ya
mikrobiyal aktiviteyi dolayli yollardan 6lgen yontemlerdir ya da ex-situ tekniklerdir.
Bu tekniklerle mikroorganizma grubu kendi yasam ortami disinda teshis
edilmektedir. Ayrica, klasik yOntemlerde saf kiiltiir elde etme asamasinda,
mikroorganizmalarin yasam ortamlar1 tam olarak temsil edilemedigi i¢in,
ortamdaistenmeyen bagka tiirler olusabilmektedir. Ekosistemdeki bakteriyel
cesitliligin fazlalig1 g6z onilinde bulunduruldugunda, klasik yontemlerle tespit edilen
prokaryotik tiirlerin sayis1 oldukg¢a azdir ve bakteriyel cesitlilige ait resmin tamamini
tespit etmek oldukca zordur. Simdiye kadar yaklasik 7000 bakteri tiirli tespit
edilmistir. Fakat molekiiler ve ekolojik tahminler bu saymnin kat kat fazla oldugu

goriisiindedir [57,58].
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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, diisiik maliyetli olup laboratuvarda izole edilen
bir ¢ok mikroorganizmanin identifikasyonunda kullanilmaktadir (Sekil 1.7) [68].
Mikrobiyal hiiclerde yag asitlerinin kaynagi 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. Kiiglik genoma sahip organizmalar genellikle az sayida
yag asitleri bulundururken biiyilk genomlu Obakterler 20°den fazla yag asidine
sahiptirler [68]. Bakteriler Okaryotlarda bulunmayan ozgiin 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 ¢ok sayida karbon igeren doymus ve tekli doymamis
yag asidi igerirler [68]. Analiz i¢in Orneklerin hazirlnamasi, saponifikasyon,
metilasyon, ekstraksiyon ve yikama olmak iizere 4 basamaktan olusur [68].
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 gergeklestirilir. 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 icin tliplere aktarilir.
Orneklerin degerlendirilmesi MIS ile yapilir. Sistem, alev iyonizasyon dedektord,
kapiler silikon kolon, otomatik 6rnekleyici, entegrator, bilgisayar ve yazicidan olusur
[68].
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1.1.6.2.1. FAME 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 tamisinda basariyla
kullanilabilecegi gosterilmisir. MIS sisteminin rutin ¢alismalar i¢in nisbeten klasik
yontemlerden pahali olsada 6zellikle zaman agisindan ¢ok uygun bir tan1 yontemi
oldugu diisiiniilmektedir [70]. Ayrica oOrneklerin hazirlanmasi yaklaisik 1 saat
siirmekte ve ayni gilin igerisinde sonug¢ alinabilmektedir [68]. Ancak yag asidi

analizinin enstriimantasyonu diger analizlere nazaran maliyetli ve komplekstir [68].

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 iceren bolgelerdir. Bu bolgelere 6zgii primerler
kullanilarak PZR islemi gerceklestirilerek sekanslama islemi neticesinde sonuca

gidilebilir [67]. Sekans analizi, etken DNA’sinin belirli bir bolgesinin niikleotid
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dizilerinin saptanmasinda gelistirilen bir tekniktir (Sekill.8). DNA dizi analizi, bir
ucu aynt olan ve bir niikleotid farki ile uzunluklari degisen oligoniikleotidleri
ayirabilme teknigine dayanir [61]. Bir oligoniikleotidi dizilemek i¢in iki farkli
yontem gelistirilmistir. Sanger ve arkadaslarinin [62] gelistirdikleri yontemde, DNA
nikleotit dizisinin belirlenmesi igin enzimatik teknikler ve sentezin 2.3-
dideoksiniikleotidtrifosfatlar (ddNTP) kullanilarak belli bazlarda sonlandirilmasi
prensibine dayanir. Buna karsilik Maxam ve Gilbert [63] ise kimyasal bir yontem
gelistirmiglerdir. Bu teknikte kullanilan kimyasal maddeler oldukc¢a toksik
maddelerdir. Ayirim giicli  yiiksek, fakat uygulama kolayligi olmayan ve
degerlendirme asamasi son derece uzun bir yontemdir. DNA dizi analizi ile birgok
organizmanin genlerinin yapist ve organizasyonu hakkinda 6nemli bilgiler elde
edilmistir [61]. DNA tiplendirme yoOntemleri, bakteriyel DNA’daki farkliliklarin
ayrmmi istiine kurulmustur. Izolatlarm ayrimi i¢in DNA sekanslamanin kullaniimasi
en ideal yol olarak goriilmesine ragmen, her izolatin tiim genomunun sekanslanmasi
pratik degildir. 16S rRNA sekanslarinin veri bankalar1 olusturulmustur ve bu
sekanslarin karsilagtirilmas1 tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Aslinda 16S
rRNA sekanslaribakterilerin taksonomik c¢aligmalart i¢in oldukga kullanishdir. Bu
sekanslara gore evrimsel agaclar kurulmus olup bakteriyel tiirlerin filogenetik
iliskileri belirlenmektedir [59]. PZR teknolojisi ile 16S rRNA genlerinin direk
sekansi bilinmeyen bir susun tek bir basamak ile tanimlanmasinda oldukga etkili bir
yontemdir. Bununla beraber ¢ok net olarak farkli olan bazi tiirlerin ayn1 16S rDNA
sekansina sahip olmasi, dolayisiyla veri tabaninda yer alan bazi sekanslarin
glivenilirliginin stipheli olmasi gibi bazi giiclukler de mevcuttur [60]. Ayrica 16S
rDNA geni, antimikrobiyal 6zelligi olan ¢esitli kimyasallara duyarlidir. Bu gende
meydana gelen mutasyonlar, organizmanin bu kimyasallara duyarliligin1 etkileyebilir
ve antimikrobiyal ajanlara fenotipik direng, 16S rDNA gen dizilimi sayesinde fark
edilir [61, 62]. Bununla birlikte bu karakteristikler, 16S rDNA gen diziliminin klinik
mikrobiyolojide kullanildig1 gibi bakteriyel tanimlamada ya da cins ve tiir diizeyinde
yakin iliskilerin kararlagtirllmasinda kullaniminin 6niine gegmez veya bunu
etkilemez. Ancak bu karakteristikler genetik agidan daha uzak mesafeli iliskilerin

ortaya ¢ikarilmasinda daha biiytik etkiye sahiptir [63].
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Sekil 1.8. 16S rRNA sekans analizi [65]

1.1.6.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR bakteri, virlis, mantar, parazit ve protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef
niikleik asit zincirlerinin primer ad1 verilen spesifik komplementer oligoniikleotitler
ve 1stya dayanikli polimeraz enzimleri (Taq) kullanilarak in vitro olarak
amplifikasyonunu saglayan oldukga 06zgiin ve giivenilir molekiiler biyolojik bir
tekniktir (Sekil1.9) [64]. Bu yontem, cift iplikli bir DNA molekilunde hedef dizilere
iki oligoniikleotit primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir [65].
Oligoniikleotit primerler, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde
denature edildikten sonra, tek iplikli DNA molekilleri Gzerinde kendilerine
tamamlayict olan bolgelere baglanirlar. Primerlerin spesifik olarak hedef dizilere
baglanmasi diisiik sicaklik derecelerinde gergeklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun
tampon ve dort ¢esit organik bazin bulundugu deoksiriboniikleotid trifosfat (ANTP)
varliginda primerin 3' hidroksil ucundan uzamasini saglar. Boylece kalip DNA
ipligine tamamlayic1 olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis olur. Bir PZR dongusu
DNA’nin tek iplik¢ik haline gelmesi (denatiirasyon), primerin baglanmasi
(annealing) ve uzama (elongasyon) olmak {izere ili¢ asamadan olusur [65]. Ardi
ardina tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve primerlerin uzamasi

evreleriyle DNA zincirlerinin sayis1 her dongiide 2 katina ¢ikar. Sentezlenen DNA
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liriinlinlin saptanmasi, kopyalar1 ¢ikarilan primerler arasinda kalan belli baz ¢ifti
biiyiikliigiindeki bolgenin jel iizerinde veya amplifikasyon yapilan bolgeye uygun
tamamlayici1 prob ile hibridizasyon sonrasi belirlenmesi ile ger¢eklesmektedir [66].
Sekil 1.6’de PZR amplifikasyonunun basamaklar1 gosterilmistir.PZR’nin temel
bilesenleri, kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz enzimi,

primerler, ANTP karisimi, tampon ve MgCl,’dir [67].

Cycle 1
5IIIIIIIHIIIHHIIIIIHIH3 DNA to be
bbbl L L UL LLLL & amplified
5! 3!

IIIlIIIlllllll-'-llllllllllllll Step 1
Denature DNA

3,IIIIIIIIII]lII[lIlIIlIIlII5,

5HIIIHIIIITIHIIHIHHH3

s e 3] 5’ Step 2
5 3.——Primers Anneal primers
3,IIIIIIIIIIIIII[lIl][llllIl5,
5IIIIIIIIIIIII][IIH[IIIIII3
3,IIIlIIIlII|IlIIIIIIlIIIIIIS,Step3
/ + Extend primers
O B B R A
:,,,llllllllllllll[[lll[[ll[ll5,(productmfthe

first cycle
doubles the
number of
new DNA
molecules)

Sekil 1.9. PZR asamalar1 [100]

Kalip DNA: Polimeraz zincir reaksiyonunda genomik DNA, plazmit ve faj DNA,
cesitli genler ve hatta herhangi bir DNA pargas1 kalip olarak kullanilabilir. Bu kalip
DNA molekdlleri amaca gore cDNA, genomik DNA, genom kitapliklari halinde ya
arastirma laboratuvarlar1 ve kliniklerden ya da ticari olarak elde edilir. PZR’de kalip

olarak tek ya da ¢ift iplikli DNA’nin yani sira RNA da kullanilabilir [67].
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Polimerazlar: Taq DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayici bir DNA ipligi
meydana getirmek iizere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak dort cesit
deoksiribonukleozit trifosfattan uzun polinikleotit zincirin sentezini kataliz ederler.
Bu enzimler, sentezi baslatmak i¢in kalip molekiildeki tamamlayici diziye baglanan
kisa DNA pargalarina (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 dayanmikli DNA
polimerazlardan PZR’de en yaygin olarak kullanilan1 Thermus aquaticus izolatindan
elde edilen Taq DNA polimerazdir [100].

Primerler: Gen ¢ogaltilmas1 dahil PZR’nin bir¢ok uygulamasi icin kalip DNA’ya
tamamen tamamlayict olan primerlere gereksinim vardir. Genel olarak kullanilan
kalip ile yiiksek oranda baglanma saglamak iizere primerler 20-30 nukleotit
uzunlugundadir. Oligoniikleotit primerler, primer sentezi yapan laboratuvarlardan ya
da ticari olarak elde edilebilirler. Bu primerler genellikle olusumu bilinmeyen c¢esitli
nokta mutasyonlarinin oldugu boélgelere baglanma amaciyla secilir. Buna ragmen

PZR ve TEM’in farkli tipleri arasinda ayrim yapamaz [67, 68].

dNTP Karisimi: Deoksiriboniikleozid trifosfat (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek
saflikta ya tek tek ya da dortlii karisim halinde ticari olarak saglanir. Taqg DNA
polimeraz diisiik dANTP konsantrasyonlarinda (10-100 uM) kaliba uygun dogru
bazlar1 segmede daha basarili olmakla birlikte, normal kosullarda PZR 100 uM dNTP

konsantrasyonu ile gergeklestirilir [67].

Tamponlar ve MgCl,: PZR’de kullanilan ¢esitli tamponlar arasinda en ¢ok
kullanilan1 Tag/Amplitaq enzimlerine 6zgli olan tamponlardir. Mg2+ iyonlari
dNTP’ler ile ¢oziinebilir kompleksler olustururlar, polimeraz aktivitesini uyarirlar ve
cift iplikli DNA’nin Tm degerini 1 arttirirlar, ayrica primer/kalip etkilesimini
saglarlar.(Tm degeri: Cift iplikli niikleik asit molekiillerindeki baz ¢iftlerinin
yarisinin ortadan kalkmasina yol agan sicaklik derecesi) Bu nedenle MgCl,’iin PZR

Ozgiilliigii ve iirlin verimi tizerinde ¢ok dnemli bir etkisi vardir [100].
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DNA Zincirinin Agilmasi (Denatilirasyon): Kalip DNA (template DNA), 92-95°C’de
1-2 dakika tutularak ¢ift sarmal yapidaki DNA iplik¢ikleri birbirlerinden
ayrilmaktadir. DNA zincirini ayirmak igin, bazi durumlarda 5-10 dakika On 1sitma

yapmak gerekebilir [69, 70].

Primerlerin  Ag¢ilan DNA Zincirlerine Yapigsmasi (Annealing): Reaksiyon
sicakliginin, 37-65°C’ye diisiiriilerek oligoniikleotid primerlerinin acgilan DNA
zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismasi islemidir. Bu

islem, tiretilecek baz uzunluguna bagl olarak 30-60 saniyede gerceklesmektedir [71].

Primer Uzamasi (Primer Extension), DNA zincirleri {lizerine yapisan primerlerin
DNA polimeraz enzimi vasitasiyla uzatilmasidir. Taqg DNA polimeraz 72°C
sicaklikta daha iyi calistigl icin genel olarak tiim ¢ogaltma islemleri bu sicaklikta
yapilmaktadir [72]. PZR sonucunda elde edilen iiriin, ¢ogaltilmasi hedeflenen DNA
pargast ile iki primerin toplam uzunlugu kadardir [70]. Ug basamaktan (denaturation,
annealing, primer extension) olusan islem, bir PZR devrini temsil eder. Bu islem,
genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek baglangictaki DNA dizisinden milyonlarca
yeni DNA parcacigi ¢ogaltilir. PZR sonucunda elde edilen DNA pargaciklar1 agaroz
veya poliakrilamit jellerde yiiriitiildiikten sonra, etidyum bromiir (EtBr) veya giimiis
nitrat ile boyanarak gdzlemlenir [70]. PZR yonteminde temel bilesenler; kalip DNA,
kalip DNA’nin dizilerini tamamlayan tek zincirli oligoniikleotidler (primerler),
deoksiribonukleotid trifosfat (dNTPler), tampon, MgCl, ve isiya dayanikli DNA
polimerazdir. En ¢ok kullanilan DNA polimeraz Thermus aquaticus adi verilen
termofilik bakteriden izole edilir ki buna Taq DNA polimeraz adi verilir [74].PZR
teknolojisinin gelismesiyle cok farkli PZR uygulamalari da ortaya ¢ikmistir. Bu
nedenle, yeni PZR uygulamasinin diizenli ve optimum bir sekilde ¢alismasi i¢in her
laboratuvarda yeniden ayarlanmasi gerekmektedir [75]. Eger PZR sartlar1 yeni PZR
uygulamasi i¢in uygun bir sekilde yeniden ayarlanmazsa bazi problemlerle

karsilagilabilmektedir [72].
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1.1.6.3.2. 16S rRNA Analizinin Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Tim 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 [78]. Bu ozellik
organizmalarin karsilastirilmasina, hatta ayni tiirdeki farklilagmalarin (strain)
tespitine imkan vermektedir. Dahas1 gen dizilimi ile ilave istatistiki olarak ilgili

verilerin elde edilmesi mimkin olabilmektedir.

Tiim organizmalarda ¢ok miktarda bulunan ribozomlarin iiretilmesinden sorumlu
16S ve 23S rRNA genleri molekiiler teknikler kullanilarak yapilan arastirmalarda en
cok tercih 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 [79]. 16S rRNA dizini bilinmeyen bakterilerin tanimlanmasinda diinyada
genis bir yelpazede uygulanan bir biyobelirleyicidir. Ayrica farkli 16S gen dizilimi
olan organizmalarin istatistiki olarak karsilagtirnlmasina da olanak saglar.
Bunaragmen nispeten pahali olabilir, hassas ¢alisma gerekir ve sekanslamada trler

aras1 yliksek benzerlik ¢ikabilir [80].

1.1.7. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)
Fransiz matematik¢isi Sean Fourier'in (1786-1830) gelistirdigi ve Fourier trans-

formasyon (doniisiim) olarak adlandirilan bir matematiksel isleme gore, bir dalga

hareketi basit siniis veya kosiniislii ifadelerin toplami ile tanimlanabilir [96].
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Sekil 1.10. FTIR analizi [96]

Sekil 1.10°da siyah cisim kaynaktan (1) ¢ikan infrared 1s51n demeti, enerjiyi kontrol
eden bir yariktan gecerek spektral kodlamanin yapildigi interferometreye (2) girer.
Olusan interferogram sinyali 6rnek (3) kompartimanina yonlendirilir; burada 6rnegin
Ozel-ligine ve analizin tipine gére gecirilir veya yansitilir. Enerjinin 6zel frekanslart
or-nek tarafindan absorblanir. Ornek kompartimanindan ¢ikan demet son dlgme igin
dedektorden (4) geger; dedektor, Ozel interferogram sinyalini algilayabilecek
ozellikte olmalidir. Olgiilen sinyal sayisallastirilir ve bilgisayara (5) gonderilir; burasi
Fourier transformasyonun gerceklestirildigi kisimdir. Sonug¢ olarak IR spektrum

kaydedilir ve kullaniciya sunulur [96].

Elektromanyetikisik dizisinin kizil 6tesi bolgesi 14000 cm™ ile 10 cm™ arasindadir
ve yakin dalga boylu kizil 6tesi (NIR; 4000-14000 cm™), orta dalga boylu kizil dtesi
(MIR; 400-4000 cm™) ve uzak dalga boylu kizil tesi (FIR; 4-400 cm™) olmak iizere
licana bolgeden olusmaktadir. MIR bolgesindeki bantlar ile hiicre duvar
bilesenleri,proteinler ve niikleik asitler gibi bakteri hiicrelerinintoplam bilesenleri
belirlenebilirve tekrarlanabilir biyokimyasal parmak izleriniolusturan organik
bilesenlerin tanimlanmasinisaglar. Bir organik maddenin 151k dizisinde 3600-1200
cmaraligina, fonksiyonel gruplar bélgesi denir. ikinci bélge parmak izi bolgesi
olaraktanimlanan  1200-700 cm™bolgesidir. Bu bélge, 6zellikle molekiildeki

kiiciikyapisal ve bilesim degisikliklerini incelemekte kullanilir. Molekiiliin yapisinda
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ve bilesiminde meydana gelenkiigiik degisiklikler, bu bolgedeki absorpsiyon
piklerinin biiyiik 6l¢iide yer degistirmesine neden olur. Bundan dolay1, bu bolgede iki
151k dizisinin ¢akismasi, bu iki 151k dizisinin ayn1 maddeye aitolduguna bir isarettir.
Tek baglarin ¢ok biiyiik birkismi bu bolge veya aralikta absorpsiyon bantlariverir.
Bolgenin olduk¢a dar olmasi nedeniyle, bubdlgedeki titresim frekanslari,
enerjilerinin birbirine ¢cok yakin olmasi sebebiyle birbirlerini ¢ok etkiler. Bu nedenle,
maddelerin 151k dizilerindegoriilen absorpsiyon bantlar1 kompozit bantlardir, yani
sadece bir bag frekansindan ileri gelen saf birabsorpsiyon bandi degildir. Bu bdlge
151k dizisininen karmasik kismidir ve ancak diger bolgelerden elde edilen bilgiler de
dikkate alinarak bir sonuca varilabilir. Ayrica madde miktarlariyla orantili olarak
kizil 6tesi 151k dizisindeki bantlarin yogunlugu degismekte ve bu 6zellikten kantitatif

analizde yararlanilmaktadir [108].
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Cizelgel.2. FTIR Kutuphanesi [104]

Gruplar Frekans arali (cm™)
A. Alkil
C-H (stretching) 2853-2962
isopropil, -CH(CH2)2 1380-1385
1365-1370
tert-butil, -C(CH3)3 ~1365
B. Alken
C-H 3010-3095
c=C 1620-1680
R-CH=CH2 985-1000
905-920
R2C=CH2 880-900
cis RCH-CHR
trans-RCH=CHR 960-975
C. Alkil
=C-H ~3300
Cc=C 2100-2260
D. Aromatik
Ar-H ~3030
C=C 1450-1600
C-H 690-860

E. Alkol, Fenol ve Karboksilik Asitler

O-H

Alkoller, Fenoller (seyreltik ¢ozelti) 3590-3650
Alkoller, Fenoller (hidrojen bagli) 3200-3550
Karboksilik asitler (hidrojen bagli) 2500-3000

F. Eter ve alkoller
C-0-C 1020-1275

G. Aldehit, keton, ester, karboksilik asit ve amidler

c=0 1630-1780
Aldehitler 1690-1740
Ketonlar 1680-1750
Esterler 1735-1750
Karboksilik asitler 1710-1780
Amidler 1630-1690
H.Aminler

N-H 3300-3500
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1.1.8. Zeta Potansiyeli

Zeta potansiyel partikiillerin yilizey yiiklerinin olusturdugu potansiyelin dolayli
olarak 6lcumudir [109]. Baska bir ifade ile partikiiller arasindaki itme veya ¢ekme
degeri olgiimiidiir. Olgiimii ve tanimi ¢ift iyon tabakasi teorisine gore yapilir. Bu
teoriye gore, negatif yiiklii partikiillerin etrafinda iki ayr1 bolge bulunur, bunlardan
birincisi Stern Tabakasi olarak bilinir ve partikiil yiizeyine ¢cok yakin bir sekilde
sinirlanmis yiiksek derisimde zit (pozitif) iyonlardan olusur. Stern tabakasi ve
dagilimli tabaka arasindaki iyon dagilimi ortamda potansiyel yiikler Onem

kazanmaktadir (Sekil 1.11) [109].

Sivi ¢ozelti icerisinde bulunan kati parcaciklarin veya mineralin olgiilebilen yiizey
potansiyeli olan zeta potansiyelinin birimi milivolt (mV) veya volttur. Zeta
potansiyel degeri pozitif ve negatif degerli (bu ylizeyin elektriksel yiikiinii gosterir)
veya sifir olabilir. Zeta potansiyel degeri ¢ozeltinin pH’sina, ortamdaki iyonlara

(elektrolitlere) ve ¢ozeltinin cinsine, iyon konsantrasyonuna baglidir [110].

@ "o
< (&) Stern layer

Slipping plane

: Surface potential
"= Z potential

mV

Distance from particle surface

Sekil 1.11. Zeta potansiyeli [109]
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1.2. Calismanin Amaci

Bu tezin amaci daha once laboratuarimizda yapilan c¢alismalar [81,82] sonucunda
Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilmis ve kiiltiire alinmis olan aliminyum, baryum
ve kursun direngli bakterilerin molekiiler teknikler kullanilarak tanimlanmasi ve
biyosorpsiyon yeteneklerinin belirlenmesidir. Kiiltiire alinmig olan aliminyum
baryum ve kursun direnci gosteren suslarin, 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 FTIR,

zeta potansiyeli ve kinetik caligsmalari ile degerlendirilmistir.
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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 saklanmas icin kullanilmistir. Nutrient
agar besiyeri; pepton (5 g), et 6ziiti (5 g), maya 6zlyi (1 g) ve agaradan (12 g)
olusmaktadir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanmadan 6nce 121°C’de 1

atm basingta otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.2. Nurient Broth (NB) Besiyerinin Hazirlanisi

Izole edilen bakterilerin biiyiime egrisi, DNA izolasyonu, biyosorpsiyon gibi
deneyler i¢in kullanilmistir. Nurient broth besiyeri; pepton (5 g) ve et dziitiinden (3
g) olugsmaktadir. 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 inhibitér veya indikatdr icermeyen genel kati
besiyeridir. Koloni olusturan birim sayiminda kullanilmistir. Plate count agar
besiyeri; tripton (5 g), maya 0Ozitu (2.5 g), glukoz (1 g) ve agardan (12 Q)
olusmaktadir. Kullanilacak miktarda besiyeri, 6ncesinde otoklavda 121°C’de 1 atm

basingta steril edilmistir.
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2.1.1.4. Tripticase Soy Broth Agar Hazirlanisi

Indikatér veya inhibitor icermeyen, birgok mikroorganizmanin gelisebilmesi icin
yeterince zengin besin maddesi i¢eren genel kullanim amagcli besiyeridir. Yag asidi
analizi oncesinde bakteri 6rneklerinin inkiibasyonunda kullanilmigtir. 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. Kullanilan 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) tamamlanmaistir.

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

10 gram SDS tartilarak 100mL distile suda ¢oziilmiistir.
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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 ¢oziilmustir ve 10 g CTAB yavasca
sollisyona 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 4 mL izoamil alkol ile karistirilarak 100 mL tampon hazirlanmistir.

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 karigtirilarak 100 mL

tampon hazirlanmistir.
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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 % 100’1k etil alkol ile 30 mL distile su karistirilarak 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 hazirlanmistir.

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 Na2EDTA2H20 tartilarak 57.1 mL glasiyal asetik asit ile

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

2.1.2.3. PZR Amplifikasyonu i¢in Orneklerin Hazirlanmasi

16S rRNA oOrneklerini amplifiye etmek igin standart 16S rRNA gen sekansina
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primerler
kullanilacaktir. Diziler forward primer: 5'-
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3; ve reverse
primer:5'-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-3' primerleri
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kullanilacaktir. PZR amplifikasyonunda toplam hacmi 100 uL. PZR karigimi igin 10

puL. kromozomal DNA (100 ng), 5 uL 16S Forward Primer (20 pmol), 5 pL 16S

Reverse Primer (20 pmol), 4 uL 5 mM 4 dNTP karisimi, 4 pLL 50 mM MgCl2, 10 uL

10x Taq Buffer (Tag DNA polymerase igeren), 61.5 uL steril distile su, 0.5 uL (2.5U)

Taq DNA polymerase karigtirtlip santrifiijlenecektir. Thermal cycler da 30 dongu ile

cogaltilan 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. Solusyon |

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

soliisyon hazirlanmistir.

2.1.2.4.2. Solisyon 11

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

hazirlanmstir.

2.1.2.4.3. Solusyon 111

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

hazirlanmistir.

2.1.2.4.4. Solusyon IV

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

hazirlanmstir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Alam

Kizilirmak, Tiirkiye topraklarindan dogup yine Tiirkiye topraklarindan denize
dokiilen en uzun akarsuyumuzdur. Adini1 akarsu yataginda bulunan, 3. zaman
ortalarinda ¢okelmis kirmizi renkteki kumlu-killi tortudan almaktadir [83]. Baslica
kollar1 Delice, Devrez ve Gokirmak’tir. Yagmur ve kar sulariyla beslenen nehrin
rejimi diizensizdir. Ortalama debisi 184 m?/sn olan nehrin 35 yillik gozlem siiresince
ortalama akimi en az 18.4 m*sn ve en gok 1.673 m®sn debiye ulastigi tespit
edilmistir. Kizilirmak Nehri, Sivas, Kayseri, Nevsehir, Kirsehir, Kirikkale, Ankara,
Cankiri, Corum ve Samsun illerinden gecerken ¢ok sayida dere ve cayin sularim
toplayarak Bafra Burnu’ndan Karadeniz’e ulasir (Sekil 2.1). Nehir Gzerinde 12
onemli baraj vardir. Bunlar sirasiyla; Imranli, Yamula, Bayramhacili, Hirfanls,
Kesikkoprii, Kapulukaya, Bugra, Obruk, Dutludere, Boyabat, Altinkaya ve
Derbent’dir [84].

Sekil 2.1. Kizilirmak’in lokasyonu (Google Earth’den alint1)
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Kirikkale ulagim bakimimdan Tiirkiye’nin doguya agilan kapisi olma, Makine Kimya
Endiistrisi ile Tipras Rafinerisi gibi biiylik sanayi kuruluslarini biinyesinde
barindirmave Kizilirmak gibi Tiirkiye’nin en biiylik nehirlerinden birinin
giizergahinda yer almasindan dolay1 olduk¢a 6nemli illerden biridir. Kirikkale ilinde

sanayi oldukga gelismis bir durumdadir. Hemen hemen biitiin sanayi kuruluslar

Kizilirmak Nehri’nin ¢evresinde bulunmaktadir [85]

2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Kirikkale-Kizilirmak iizerinde endiistriyel kuruluslara yakin olarak belirlenen 12

bolgeden Eyliil 2012°da su 6rnekleri toplanmastir.

Cizelge 2.1. Orneklerin alindig1 bélgeler ve koordinatlar:

Bdlge No Bolge Ad1 Bolge Koordinatlari
1 Kesikkoprii Baraji 39°22°16.39’ °K,33°26°49.26 ' 'D, 890m
2 Kesikkoprii Baraji Su Tutma Bendi 39°23'43.98 ' 'K, 33°25'38.24 ' 'D, 833m
3 Erdemli Mah. - Sarimusalli Mevkii 39°26'03.30 ' 'K, 33°24'08.43 ' 'D, 781m
4 Akkosan Merkez Mevkii 39°28'39.46 ' 'K, 33°24'26.73 ' 'D, 740m
5 Egribiik - Akkosan Y. Mevkii 39°31'09.87 ' 'K, 33°24'39.32 ' 'D, 738m
6 Bucakyazi - Sazbucagi Mevkii 39°34'34.39 ' 'K, 33°26'11.61 ' 'D, 763m
7 Sulubiik - Kiyibagi Mevkii 39°37'02.34 " 'K, 33°26'38.26 ' 'D, 773m
8 Kapulukaya Baraj1 Girisi 39°39'53.04 ' 'K, 33°28'55.46 ' 'D, 852m
9 Kapulukaya Baraj1 Su Tutma Bendi 39°43'59.01 ' 'K, 33°28'25.63 ' 'D, 737m
10 Asagiyazi Kum Ocagi Mevkii 39°48'38.97 ' 'K, 33°29'14.57 ' 'D, 684m
11 Mezbahane - MKE Tesisleri Mevkii 39°50'28.41 ' 'K, 33°28'02.13 ' 'D, 686m
12 Irmak Mevkii - Kizilirmak Il Smir1 Cikis1  39°57'22.98 ' 'K, 33°25'04.35 ' 'D, 679m
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2.2.3. Metal Direncli Bakterilerin izolasyonu ve Kodlanmasi

Al, Ba ve Pb agir metaline direngli bakterilerin se¢imi i¢in agir metal igeren ortamlar
kullanilmustir. 12 bolgeden alinan su Orneklerinden Al, Ba ve Pbagir metaline
direncli suslar1 segmek i¢in her {ic metal ve 6rnek i¢in ayr1 ayr1 nutrient agar igeren
petriler hazirlanmig ve petrilere literatiirde belirlenen konsantrasyonlarda Al igin
AICl3, Ba icin BaCl, ve Pbicin Pb(NOg3), kullanmilmistir. Bu petrilere her b6lgeden
alinan su 6rnekleri seyreltilerek ekilmistir. 30°C’de 48 saat inkiibe edilen 6rneklerden
tireme olan koloniler secilerek saflastirma yapilmigtir. Direngli olan suslar,
toplandiklart bolgeleri ve direngli olduklar1 metali temsil edecek bigimde
kodlanmistir. Baryum direngli olan iki sus, Ba0l ve Ball, aliminyum direngli sus

Al11 ve kursun direngli sus Pb06 olarak kodlanmistir.

2.2.4. izolatlarin Elektron Mikroskobu Analizleri

Aldirencli saf kilturtn direncli oldugu metali iceren ve icermeyen ortamlarda gerekli
tireme sicakliginda 24-48 saat inkube edildikten paraformaldehit ile fiksayonu

yapilarak elektron mikroskobu analizleri yapilmistir.

2.2.5. Maksimum Tolere Edilebilen Konsantrasyon Degerlerinin Belirlenmesi

Maksimum tolere edilebilen konsantrasyon (MTK) degerlerinin belirlemek amaciyla
suslarin her biri agarli ortamda giderek artan konsantrasyonlarda Al igin AlCl;, Ba
icin BaCly,Pb igin Pb(NOg3), eklenerek gerekli sicakliklarda 48 saat inkiibe edilmistir.
Ureme olan petrideki koloniler daha yiiksek konstrasyonda agir metal igeren petrilere
ekilmistir. Bu islem iireme gozlemlenilmeyinceye kadar tekrarlanmistir. Uremenin

goriildiigi en yiiksek konsantrasyon MTK degeri olarak belirlenmistir.
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2.2.6. Bakteri Biiyiime Egrilerinin Belirlenmesi

Her bir susun metal iceren ve igermeyen bir gecelik kiiltiirlerinden 100 pL 6rnek
alimarak yine Her bir sus i¢cin MTK degerlerine gore belirli konsantrasyonlarda metal
icren 100 mL NB ortamina ekim yapilmistir. Kiiltiirle 30°C’de calkalamali etiivde
inkiibe edilmis ve 0. saatten itibaren her iki saatte bir, spektrofotometre ile 6lgim

degerleri alinarak iireme egrisi ¢ikarilmistir.

2.2.7. Koloni Olusturan Birim Sayim

Bir gecelik kiiltiirlerden 100 pL almip her bir sus i¢in ilgili metali iceren ve
icermeyen sivi ortamlara ekim yapilip ekim yapilan ortamlardan her 2 saatte bir ImL
ornek alinip seyreltme yapildi seyreltilmis 6rnekler plate count agarlara ekilip bir giin

beklenerek koloni olusumu gozlemlendi ve sayildi [86].

2.2.8. FAME Analizi

Segilen Al11, Ba01 Ball ve Pb06 suslarinin tiim yag asit analizleri i¢in gerekli olan
tiim kimyasallar ve uygulama prosediirleri Sherlock tarafindan tarif edilen metoda
gore gerceklestirilmistir [87]. Ornekler nutrient agara dort bdlgeden olusan cizgi
ekim yapilmis 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra iigiincii
bolgede gelisen hiicrelerden steril cam tiiplere 6ze ile 40 mg tartilmustir. Ik
basamakta saponifikasyonla hiicresel lipitlerin parcalanip, yag asitlerinin serbest
kalmasi saglanmistir. Bunun igin 40 mg 6rnek bulunan tlplerin Uzerine Sollsyon
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
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sogutulan tiiplerin lizerineSoliisyon III’den 1.25 mL ilave edilmis ve 10 dakika
karistiricida calkalanmistir. Bu basamak sonunda tiiplerde altta asidik, {istte organik
sivit faz olmak tizere iki faz gozlenmistir. Tiiplerdeki asidik faz pastor pipeti ile
uzaklastirilmis, yag asit metil esterler asidik fazdan ayrisarak organik faz bolgesinde
toplanmis ve organik faz muhafaza edilmistir. Son basamakta ise tiiplerin {izerine
Soliisyon IV’den 3 mL ilave edilmis ve 5 dakika karistiricida ¢alkalanmistir. Boylece
serbest yag asit metil esterlerinin saf olarak elde edilmesi saglanmistir. Tiiplerde
gbzlenen iist faz pastér pipeti ile 2 mL viellere alinmistir. Orneklerin yag asidi
analizi gaz kromotografisi (Shimadzu GC-2010) ile gergeklestirilmistir. Gaz
kromotografisinin g¢aligma prensipleri verilmistir. Yag asitleri metil esterlerinin
kromatogramlar1 ve toplam yag asitleri miktarlari, analiz edilen orneklerin
kromatogramindaki pikleri, standarttaki biitiin yag asitlerinin alikonma zamanlari

teshis edilmistir.

2.2.9. Kromozomal DNA izolasyonu ve DNA Miktar Tayini

Izole edilen Al, Ba, Pb direngli bakterilerin kromozolam DNA izolasyonu Cutting ve
Horn tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir [88].15 mL’Iik kiiltiir 5000
rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve slipernatant atilmistir. Pellet lizerine 5.7 uL TE
tampon eklenmistir ve karigtirilmigtir. Daha sonra 30 pL %10 SDS, 30 pL proteinaz-
K ve 30 uL. RNAaz eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
100 pL 5 M NacCl eklenerek karistirtlmigtir. 800 uL CTAB /NaCl tamponu karisimin
tizerine eklenmis ve 10 dakika 65°C’de tekrar inkilbe edilmistir. Ayn1 hacimde
kloroform/izoamil alkol soliisyonu eklenerek 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Siipernatant yeni tiiplere alinarak esit hacimde fenol/kloroform/izoamil
alkol tamponu eklenerek 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Pellet Gzerine
0.6 hacim izopropanol eklenmis ve karigtirtlip 10 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatant atilarak pellet {lizerine 5 mL %70’lik etanol eklenmis ve 10 dakika
13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Son olarak etanol uzaklastirilmis ve pellet Uzerine
200 uL TE tamponu eklenmis ve -20°C’de saklanmustir. izolatlardan elde edilen
genomik DNA’lar biitlinliikleri bakimindan agaroz jel elektroforezinde kontrol

edildikten sonra, saflik kontrolleri ve miktar tayinleri spektrofotometrede yapilmistir.
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Spektrofotometrede DNA’larin 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslar1 hesaplanmis
(OD2gp ve ODgg) ve bu degerler arasinda ki oran kullanilarak DNA’nin safligi
kontrol edilmistir. ODg0/ODygp oranmin 1.6 ve 1.8 arasinda olmasi DNA'nin saf
oldugunu, bu araliktan daha yukarida olmasi RNA kontaminasyonu oldugunu ve bu
araliktan daha asagida olmasi da protein kontaminasyonu oldugunu gostermektedir
[89]. Saflik kontrolleri yapilan genomik DNA'larin miktarlarinin hesaplanmasi igin

ODgygp degeri kullanilmis ve DNA miktarlari;

DNA (ng/mL)= OD2g x Seyreltme orani x 50 formiilii ile hesaplanmistir [89].

2.2.10.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 puL 16S Forward Primer (20 pmol), 1 uL 16S Reverse Primer (20 pmol),
0.5 uL 5 mM 4 dNTP karisimi, 5 pL. 50 mM MgCl2, 5 pL 10x Taq Buffer (Taqg DNA
polymerase icermeyen), 31.5 uL steril distile su, 1 pL (2.5U) Taq DNA polymeraz
karigtirthp santrifiijlenecektir [89]. PZR protokoliiniin optimizasyonu igin ¢esitli
denemeler yapilmistir. Bu denemeler sonucunda optimum protokol tespit edilmis
olup tiim Ornekler spesifik primerler kullanilarak bu protokole goére PZR
reaksiyonlart gergeklestirilmistir. PZR amplifikasyonunda Cizelge 2.7°de kullanilan
DNA, F primer, R primer, dNTP, MgCl2, Taq buffer, Tag DNA Polymerase ve PZR
Master Mix miktarlar1 belirtilmistir. Son hacim steril distile su (water nuclease-free)
ile 50 pL’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 suresinin tamamlanmasiyla gergeklestirilmistir [90].
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2.2.11. PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi

PZR iirtinleri Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kit ile saflastirilmistir.
Eppendorf tuplerin icinde bulunan PZR drinlerinin Gzerine 1:1'lik bir hacimde
Binding Buffer eklenmistir. Iyice karistirilip ¢dziimiin rengini kontrol edilmistir. Sart
renk DNA baglayict i¢in optimum pH’1 géstermektedir. Cozeltinin rengi turuncu ya
da mor olursa, 10 puL 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ¢ozeltisi ilave edilmelidir.
Karisimin rengi tekrar sariya donecektir. Karisim filtreli tiipe alinip 1 dakika 12.500
rpm de santrifiij edilmistir. Daha sonra filtrelerin tam ortasina 700 uL. 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 saflagtirllan PZR iirlinleri eppendorfta

toplanmustir.

2.2.12. PZR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yurutilmesi

% 0.7°lik agaroz jel hazirlamak i¢in 0.35 g agaroz tartilip 50 mL 1x TBE tamponu ile
coziildiikten sonra mikrodalga firinda isitilarak eritilmistir. Jel yatagmma onceden
tarak yerlestirilmis ve yatak su terazisi ile dengeye getirilmistir. Cozelti yaklagik 45-
50°C’ye kadar sogutulmus ve jel yatagina dokiilmiistiir. Jel tamamen polimerize
olduktan sonra tarak dikkatlice alinmis, jel yatagi Orneklerin yiirliyecegi ic¢inde
tampon ¢ozeltinin bulundugu elektroforez tankina aparat yerlestirilmistir. Her bir
ornekten 6 pl alinarak 2 pL. 6x Orange Loading Dye ile boyanmistir. DNA o6rnekleri
mikropipet yardimiyla kuyucuklara yiiklenmistir. Orneklerin molekiiler agirliklarini
belirlemek amaciyla kuyucuklardan birine 3 pL. marker DNA O'RangeRuler™ 100
bp DNA Ladder yiiklenmistir. Aparata jelin {lizerini kaplayacak kadar yiiriitme
tamponu eklenmistir. 80 V/cm? voltaj ve 40 mA amper uygulanarak yaklasik 45

dakikada yurutme islemi tamamlanmustir.
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2.2.13. DNA’nin Etidyum Bromiir ile Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlaninca jel elektroforez aparatindan alinip boyama kabina
konulmustur ve jel iizerine 0.5 ug/mL konsantrasyonda etidyum bromiir boyama
solisyonu eklenerek 45 dakika boyanmistir. Boyanin fazlasi 1 mM MgSQq, 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 taranmustir.

2.2.14. DNA Sekans Analizi

[zole edilen Al11, Ba0l, Ball, Pb06 suslarinin 16S rDNA gen sekanslari
yapilacaktir. Saflastirilmis PZR diriinleri, DNA sekans analizi icin Gazi Universitesi
Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne (Ankara, Tiirkiye)
gOnderilmistir. Gelen niikleotid dizilerinin, ¢ift yonlii dizi analizi ile 16S rDNA

sekanslarinin NCBI Gen Bankasi sonuglarina gore % benzerlikleri bulunmustur.

2.2.15. Filogenetik Soy Aga¢larinin Olusturulmasi

Izole edilen Al, Ba, Pb direncli bakterilerin 16S rRNA gen sekans dizileri Clustal
Multiple Alignment Program (ClustalW 2.0) kullanilarak dizinler olusturulmustur.
Filogenetik agaclari, Mega 5.2 programinda komsu baglanti (neighbour-joining)

metodu ile ¢izilmistir.

2.2.16. Biyosorpsiyon Yeteneklerinin Belirlenmesi

Her bir sus i¢in belirlenen MTK degerleri kadar metal iceren, Al11 kodlu sus igin 16,
Ba01 kodlu sus i¢in 15, Ball kodlu sus i¢in 15, Pb06 kodlu sus i¢in 15 tane siv1 besi
yeri hazirlandi. Besiyerlerine bir gecelik kiiltlirlerden 100uL konuldu ve 30°C ve
37°C sicaklikta calkalamali etiivde iiremeye birakildi. Sirasiyla her iki saatte bir

besiyerlerinden birisi alinip 15 dakika, 5000 rpm’de santrifiij edilip siipernatant ayri
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bir tlipe alinarak besiyeri ortamindan bakteri uzaklastirildi. Besiyeri ortaminda kalan
agir metal miktar1 atomik absorbsiyon spektrofotometresi ile dlgiilerek bakterinin

stationary fazina kadar ki bisorpsiyon yetenegi degerlendirildi [91].

2.2.17. izoterm Calismalar

Biyosorpsiyon izotermleri sabit sicaklikta ve dengede metal konsantrasyonunun
birfonksiyonu olarak metal biyosorpsiyonunu tanimlar. Bu c¢alismada
izotermesitlikleri metal biyosorpsiyonu i¢in uygulanmig ve biyosorpsiyon i¢in en iyi
uyumu hangidenklemin sagladig1 tespit edilmeye ¢alisilmistir. Icerisinde 5, 10, 15,
20, 25, ve 30 ppm’lik konsantrasyonlarda metal iceren 25 mL’lik 6 adet flaska,
kurutulan bakteriler, her bir flask i¢in 25 mg olacak sekilde eklenmistir. 120 dakika
sonra flasklardan ornekler alinmistir. 20 dakika, 5000 rpm’de santrifiij edildikten
sonra slipernatant ayr1 bir tiipe alinarak besiyeri ortamindan bakteri uzaklagtirilmistir.
Besiyeri ortaminda kalan agir metal miktar1 atomik absorbsiyon spektrofotometresi

ile 6l¢iilmiis ve izoterm egrileri ¢izilmistir [105].

2.2.18. Adsorpsiyon Kinetigi Caliymalar:

Kinetik parametreleri hesaplanirken Pseudo birinci derece esitligi ve Pseudo ikinci
derece esitligine uygunluklar1 arastirilmustir.igerisinde 30 ppm metal bulunan 25
mL’lik 10 adet flaska kurutulan bakterilerden her bir flask i¢in 25 mg olacak sekilde
eklenmistir. 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120. dakikalarda flasklardan Ornekler
alinmistir. 20 dakika, 5000 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatant ayr bir tiipe
alinarak besiyeri ortamindan bakteri uzaklagtirilmistir. Besiyeri ortaminda kalan agir
metal miktar1 atomik absorbsiyon spektrofotometresi ile oOlgiilmiis ve kinetik

uygunlugu arastirilmigtir [104].
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2.2.18. Bakterilerin FTIR Analizi ile Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi

Yeterli miktarda siv1 besiyeri hazirlandiktan sonra bakteriler iiremeye birakilmistir.
Ureyen bakteriler 10000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir ve siipernatant kismi
uzaklagtirilmistir. Bakterilerin bulundugu pellet kism1 2 kere distile su ile yikanip
tekrar santrifiijlenmigstir. Pellet kismi1 55°C’de bir gece kurumaya birakilmistir.
Sividan tamamen ayrilan kuru bakterilerin analizi yapilarak fonksiyonel gruplarin

degerlendirilmesi yapilmistir [108].

2.2.19. Zeta Potansiyeli Ol¢iim

Bir gecelik kiiltiirlerden ependorf tiipe alinan bakteriler 14500 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenir. Besiyeri ortamdan uzaklastirilir ve bakterinin {izerine 1 mL distile su
konularak siispanse edilmistir. Bu karisimdan 100 pL cekilerek hazirlanan 5 farkli
metal konsantrasyonu iceren deney tiiplerine eklenmistir. Ornekler, oda sicakliginda,
120 rpm’de calkalamali etiivde 2-5 saat birakilmistir. Stire sonunda alinan 6rneklerin

analizi yapildiktan sonra degerlendirilmesi yapilmistir [115].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Bakterilerin Izolasyonu

Laboravtuarimiz tarafindan daha oOnce yapilan c¢aligmalar ile Kirikkale-
Kizilirmak’tan aliminyum, baryum ve kursun direngli suslar izole edilmis ve suslar
direngli olduklar1 metalleri ve izole edildikleri lokasyonu temsil edecek sekilde
kodlanarak kiiltiire alinmistir. Baryum direncli olan iki sus sirasiyla BaOl ve Ball,
Alliminyum direngli olan sus Alll ve kursun direngli olan sus ise Pb06 olarak
kodlanmustir [81, 82].

3.2. Bakterilerin Optimum Ureme Kosullar

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

3.2.1.Al11 Kodlu izolatin Degisik pH’larda ki Ureme Egrileri

Al11 kodlu sus pH 7°de 32 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda aliminyum i¢cermeyen
ortamda 8.8x10°, ieren ortamda ise 7.3x10° hiicre sayisina ulastigi gozlemlenmistir.
pH 7°de aliminyum varliginda, hiicre sayisinda % 17 oraninda bir azalma tespit

edilmistir (Sekil 3.1). pH 7°de ki hiicre sayisina bagl standart egrileri Sekil 3.2°de

verilmistir.
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hiicre sayisina bagl standart egrileri
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3.2.2. Ba01 Kodlu izolatin Degisik pH’larda ki Ureme Egrileri

Ba01l kodlu sus pH 7’de 40 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda baryum iceren ortamda
14.3x10°, icermeyen ortamda ise 13.8x10° hiicre sayisina ulastigi gozlemlenmistir.
pH 7°de baryum varliginda, hiicre sayisinda % 4 oraninda bir artis tespit edilmistir
(Sekil 3.3.). pH 7°de ki hiicre sayisina bagli standart egrileri Sekil 3.4’de verilmistir.
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Sekil 3.3. Ba01 kodlu susun pH6 (a), pH7 (b), pH8’deki (c) lireme egrileri
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Sekil 3.4. Ba0O1 kodlu susun baryum iceren (a) ve iceremeyen (b) ortamlarda hiicre

sayisina bagl standart egrileri

3.2.3. Ball Kodlu izolatin Degisik pH’larda ki Ureme Egrileri

Ball kodlu suspH 7°de 30 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda baryum iceren ortamda
25.9x10°, icermeyen ortamda ise 21.2x10° hiicre sayisma ulastigi gozlemlenmistir.
pH 7’de baryun varliginda, hiicre sayisinda % 19 oraninda bir artis tespit edilmistir.
(Sekil 3.5). pH 7°de ki hiicre sayisina bagli standart egrileri Sekil 3.6’de verilmistir.
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3.2.4. Pb06 Kodlu izolatin Degisik pH’larda ki Ureme Egrileri

Pb06 kodlu suspH 7’de 30 saatlik bir inkiibasyon sonucunda kursun i¢eren ortamda
11.6x10", icermeyen ortamda ise 15.3x10™ hiicre sayisina ulastigi gozlemlenmistir.
pH 7’de kursun varliginda, hiicre sayisinda % 15 oraninda bir diisiis tespit edilmistir

(Sekil 3.7). pH 7°de ki hiicre sayisina bagli standart egrileri Sekil 3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.8. Pb06 kodlu susun kursun igeren (a) ve iceremeyen (b) ortamlarda hticre

sayisina bagl standart egrileri

3.3. Bakterilerin Tanimlanmasi

3.3.1. FAME ile Tanimlama

3.3.1.1. Al11 Kodlu izolatin FAME Analizi

Alll kodlu susunigerdigi yag asitleri yiizde oranlari Cizelge 3.1’de ve GC
kromotogrami Sekil 3.9°da verilmistir. Al11 kodlu susun yag asidi profilinin % 46.99
oraninda Cjs;p anteiso, % 18.32 oraninda Ci7, anteiso igerdigi belirlenmistir. Yag
asidi profili temel alinarak yapilan veri tabani analizi sonucu Al1l kodlu sug 0.271 S

degeri ile Staphylococcus cohnii olarak tanimlanmastir.
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Cizelge 3.1. Al11 kodlu izolata ait yag asidi profilleri

RT | Response | Ar/Ht RFact ECL | Peak Name Perce | Commentl Comment2
1.678 | 3.796E+8 | 0.026 7.009 | SOLVENT —— | <minrt
1.787 5059 | 0.022 7.222 ——- | <minnt
1.958 1302 | 0.025 7.554 - | <minrt
2.055 138 | 0.022 7.744 ——- | <minnt
2.605 748 | 0.029 8.814 ——- | <minnt
3.095 6619 | 0.021 9.769
4.448 8616 | 0.026 ---- | 11.566
6.457 7187 | 0.032 13.318
6.873 2595 | 0.035 0.960 | 13.618 | 14:01SO 1.17 | ECL deviates -0.001 | Reference -0.002
7.018 227 | 0.024 13.722
7.404 445 | 0.032 0.947 14.001 | 14:0 0.20 | ECL deviates 0.001 Reference 0.000
8.369 11457 | 0.040 0.931 | 14.623 | 15:0I1SO 5.00 | ECL deviates 0.000 | Reference -0.001
8.510 107925 | 0.038 0.929 14.714 | 15:0 ANTEISO 46.99 | ECL deviates 0.001 | Reference 0.000
8.879 6174 | 0.035 0.924 14.952 | unknown 14.959 2.67 | ECL deviates -0.007
10.00 6369 | 0.041 0.915 15.626 | 16:0 I1ISO 2.73 | ECL deviates -0.001 | Reference -0.002
10.62 3211 | 0.042 0.912 15.998 | 16:0 1.37 | ECL deviates -0.002 | Reference -0.004
11.50 5780 | 0.039 0.909 | 16.501 | 15:0 30OH 2.46 | ECL deviates -0.002
11.72 10373 | 0.043 0.909 16.630 | 17:01SO 4.42 | ECL deviates 0.000 | Reference -0.002
11.88 42987 | 0.048 0.909 16.724 | 17:0 ANTEISO 18.32 | ECL deviates 0.001 | Reference -0.001
13.48 3384 | 0.044 0.910 17.631 | 18:01SO 1.44 | ECL deviates -0.001 | Reference -0.003
14.13 14789 | 0.058 0.912 18.000 | 18:0 6.32 | ECL deviates 0.000 | Reference -0.003
15.24 3029 | 0.044 0.915 18.634 | 19:01SO 1.30 | ECL deviates 0.000 | Reference -0.003
15.41 7584 | 0.046 0.915 18.731 | 19:0 ANTEISO 3.25 | ECL deviates 0.000
15.89 536 | 0.039 0.917 19.005 | 19:0 0.23 | ECL deviates 0.005 | Reference 0.002
16.73 5269 | 0.044 19.484
16.99 613 | 0.042 0.919 19.634 | 20:0 I1ISO 0.26 | ECL deviates -0.001 | Reference -0.004
17.62 4298 | 0.049 0.920 19.998 | 20:0 1.85 | ECL deviates -0.002 | Reference -0.005
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Sekil 3.9. Al11 kodlu susaait GC kromotogrami
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3.3.1.2. Ba01 Kodlu izolatin FAME Analizi

Ba0l kodlu susunigerdigi yag asitleri yiizde oranlar1 Cizelge 3.2’de ve GC
kromotogram1 Sekil 3.10’da verilmistir. BaOl kodlu sus % 44.84 oraninda Cisg
anteiso, % 17.78 oraninda C;7,o anteiso icermektedir. Yag asidi profili temel alinarak

yapilan veri tabani analizinde BaOl kodlu susun 0.202 SI degeri ile Staphylococcus

cohnii ile eslestigi tespit edilmistir.

Cizelge 3.2. Ba01 kodlu susa ait yag asidi profilleri

RT | Respons | Ar/H | RFac | ECL | Peak Name Perce | Commentl Comment2

1.678 3.793E+ | 0.026 ---- | 7.008 | SOLVENT - | <minrt

1.788 5152 | 0.020 - | 7.223 ——- | <minnt

1.958 1226 | 0.024 ---- | 7.554 - | <minrt

2.336 205 | 0.021 ---- | 8.289 ——- | <minnt

2.606 715 | 0.028 ---- | 8.815 ——- | <minnt

3.095 10920 | 0.020 ---- | 9.768

4.449 12126 | 0.026 ---- | 11.56

4.594 307 | 0.030 -—-- | 11.72

6.458 9215 | 0.030 ---- | 13.31

6.873 2949 | 0.036 | 0.960 | 13.61 | 14:0ISO 1.17 | ECL deviates | Reference -0.002

7.017 265 | 0.027 ---- | 13.72

7.402 569 | 0.035 | 0.947 | 14.00 | 14:0 0.22 | ECL deviates | Reference -0.001

8.368 12392 | 0.040 | 0.931 | 14.62 | 15:01SO 4,78 | ECL deviates Reference -0.002

8.509 116359 | 0.039 | 0.929 | 14.71 | 15:0 ANTEISO | 44.84 | ECL deviates | Reference 0.000

8.877 7604 | 0.036 | 0.924 | 14.95 | unknown 14.959 2.92 | ECL deviates
10.002 7380 | 0.042 | 0.915 | 15.62 | 16:0I1SO 2.80 | ECL deviates | Reference -0.003
10.625 3555 | 0.041 | 0.912 | 15.99 | 16:0 1.34 | ECL deviates | Reference -0.005
11.499 6954 | 0.041 | 0.909 | 16.50 | 15:0 30H 2.62 | ECL deviates
11.724 11535 | 0.045 | 0.909 | 16.63 | 17:0 ISO 4,35 | ECL deviates | Reference -0.002
11.887 47154 | 0.045 | 0.909 | 16.72 | 17:0 ANTEISO 17.78 | ECL deviates Reference -0.002
12.367 945 | 0.047 | 0.909 | 17.00 | 17:0 0.36 | ECL deviates | Reference -0.002
13.483 4450 | 0.045 | 0.910 | 17.63 | 18:0ISO 1.68 | ECL deviates Reference -0.004
14.136 18037 | 0.057 | 0.912 | 18.00 | 18:0 6.82 | ECL deviates Reference -0.003
15.245 3813 | 0.046 | 0.915 | 18.63 | 19:0 ISO 1.45 | ECL deviates | Reference -0.004
15.418 9492 | 0.048 | 0.915 | 18.73 | 19:0 ANTEISO 3.60 | ECL deviates
15.892 1000 | 0.042 | 0.917 | 19.00 | 19:0 0.38 | ECL deviates | Reference -0.001
16.730 6326 | 0.042 -—-- | 19.48
16.990 791 | 0.039 | 0.919 | 19.63 | 20:0ISO 0.30 | ECL deviates | Reference -0.006
17.624 6723 | 0.048 | 0.920 | 19.99 | 20:0 2.57 | ECL deviates | Reference -0.006
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Sekil 3.10.Ba01 kodlu susa ait GC kromotogrami

3.3.1.3. Ball Kodlu Susun FAME Analizi

Ball kodlu susun icerdigi yag asitleri yiizde oranlar1 Cizelge 3.3’de ve GC
kromotogram1 Sekil 3.11°da verilmistir. Ball kodlu susun yag asidi profilinin %
18.18 oraninda Cjs; is0, % 16.40 oraninda Cis anteiso igerdigi belirlenmistir. %
20.91 oraninda yag asidi ise tanimlanamamistir. Yag asidi profili temel alinarak
yapilan veri tabani analizi sonucu Ball kodlu sus 0.311 SI degeri ile Xanthomonas

axonopodis olarak tanimlanmuistir.
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Cizelge 3.3. Ball kodlu susa ait yag asidi profilleri

RT | Response | Ar/Ht | RFac ECL | Peak Name Perce | Commentl Comment2
1.677 | 3.834E+8 | 0.026 7.010 | SOLVENT PEAK —— | <minnt
1.958 1115 | 0.025 7.556 ——- | <minnt
2.055 477 | 0.030 7.744 ——- | <minrt
2.667 550 | 0.029 8.939 —— | <minnt
2.969 226 | 0.025 1.29 9.525 | unknown 9.531 0.09 | ECL deviates -
3.012 188 | 0.025 1.28 9.610 | 10:01SO 0.08 | ECL deviates
3.213 3501 | 0.024 1.23 10.000 | 10:0 1.37 | ECL deviates Reference -
3.516 358 | 0.034 10.429
3.641 9563 | 0.026 | 1.16 | 10.606 | 11:0ISO 3.54 | ECL deviates Reference -
3.703 1196 | 0.027 | 1.15 | 10.694 | 11:0 ANTEISO 0.44 | ECL deviates - Reference -
4.067 637 | 0.029 111 11.159 | 10:0 20H 0.23 | ECL deviates
4.318 1598 | 0.029 | 1.08 | 11.427 | 10:0 30H 0.55 | ECL deviates
4.667 4268 | 0.031 | 1.05 | 11.801 | unknown 11.799 1.44 | ECL deviates
4,751 705 | 0.032 11.891
4.827 1031 | 0.037 - | 11.973
4.961 5414 | 0.031 1.03 12.094 | 11:01SO 30H 1.79 | ECL deviates
5.567 768 | 0.030 | 1.00 | 12.614 | 13:01SO 0.25 | ECL deviates Reference -
5.672 1637 | 0.032 | 1.00 | 12.703 | 13:0 ANTEISO 0.52 | ECL deviates Reference
6.160 852 | 0.036 | 0.98 | 13.103 | 12:0I1SO 30H 0.27 | ECL deviates
6.270 301 | 0.028 0.97 13.183 | 12:0 20H 0.09 | ECL deviates
6.425 1087 | 0.035 0.97 13.295 | 12:1 30H 0.34 | ECL deviates
6.654 13176 | 0.037 | 0.96 | 13.460 | 12:0 30H 4.05 | ECL deviates
6.873 2596 | 0.036 | 0.96 | 13.618 | 14:01SO 0.79 | ECL deviates - Reference -
7.147 532 | 0.038 ---- | 13.816
7.400 8226 | 0.040 | 0.94 | 13.999 | 14:0 2.48 | ECL deviates - Reference -
7.579 5125 | 0.039 | 0.94 | 14.114 | 13:.01SO 30H 1.54 | ECL deviates
7.710 4125 | 0.040 | 0.94 | 14.199 | 13:020H 1.24 | ECL deviates
8.046 6420 | 0.040 0.93 14416 | 15:1I1SOF 1.91 | ECL deviates
8.204 400 | 0.030 | 0.93 | 14.518 | 15:1 ANTEISO A 0.12 | ECL deviates -
8.370 61367 | 0.038 | 0.93 | 14.624 | 15:.01SO 18.18 | ECL deviates Reference
8.509 55478 | 0.039 | 0.92 | 14.714 | 15:0 ANTEISO 16.40 | ECL deviates Reference -
8.955 1124 | 0.040 0.92 15.001 | 15:0 ---- | ECL deviates
10.002 2926 | 0.042 | 091 | 15.626 | 16:01SO 0.85 | ECL deviates - Reference -
10.254 16055 | 0.039 | 0.91 | 15.776 | 16:1w9c 4.67 | ECL deviates
10.327 71935 | 0.041 | 0.91 | 15.819 | Sum In Feature 3 20.91 | ECL deviates - 16:1 w7c/15 iso
10.627 21283 | 0.041 | 091 | 15.999 | 16:0 6.18 | ECL deviates - Reference -
11.031 1192 | 0.037 0.91 16.231 | 15:0 20H 0.35 | ECL deviates
11.356 13786 | 0.046 | 0.90 | 16.419 | ISO 17:1 w9c 3.99 | ECL deviates
11.487 1042 | 0.055 0.90 16.494 | Sum In Feature 4 0.30 | ECL deviates 17:1 ANTEISO
11.725 5639 | 0.045 | 0.90 | 16.631 | 17:01SO 1.63 | ECL deviates Reference -
11.885 822 | 0.044 | 090 | 16.723 | 17:0 ANTEISO 0.24 | ECL deviates Reference -
12.014 1100 | 0.040 0.90 16.797 | 17:1 w8c 0.32 | ECL deviates
13.730 3167 | 0.048 | 091 | 17.772 | 18:1w9c 0.92 | ECL deviates
13.824 6672 | 0.047 0.91 17.825 | 18:1w7c 1.93 | ECL deviates
14.066 364 | 0.033 ---- | 17.962
71935 ---- | Summed Feature 3 | 20.91 | 16:1w7c/15iso0 | 15:0 ISO
1042 ---- | Summed Feature 4 0.30 | 17:11SO 17:1 ANTEISO
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Sekil 3.11. Ball kodlu susa ait GC kromotogram1

3.3.1.4. Pb06 Kodlu Susun FAME Analizi

Pb06 kodlu susun igerdigi yag asitleri yiizde oranlar ile Cizelge 3.4’de ve GC
kromotogrami Sekil 3.12°de verilmistir. Pb06 kodlu susun yag asidi profilinin %
47.25 oraninda Cigq W7C, % 17.35 oraninda Cigq igerdigi belirlenmistir. % 13.12
oraninda yag asidi ise tanimlanamamustir. Yag asidi profili temel alinarak yapilan
veri tabani analizi sonucu Pb06 kodlu susun 0.310 SI degeri ile Enterococcus faecium

olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 3.4. Pb06 kodlu susa ait yag asidi profilleri

RT | Response | Ar/Ht | RFa ECL | Peak Name Perce | Commentl Comment2
1.678 | 3.805E+8 | 0.026 7.012 | SOLVENT —— | <minrt
1.958 1465 | 0.026 7.557 - | <minn
2.336 124 | 0.017 8.293 - | <minn
3.096 10282 | 0.020 9.771 -
3.406 279 | 0.028 ---- | 10.273
4.449 12581 | 0.026 11.569 -
4,595 252 | 0.027 - | 11.726
4.852 582 | 0.030 | 1.04 | 12.001 | 12:0 0.33 | ECL deviates | Reference -0.001
5.696 208 | 0.029 12.725 -
6.458 9531 | 0.031 ---- | 13.319
7.145 1738 | 0.044 13.815 -
7.400 8712 | 0.037 | 0.94 | 13.999 | 14:.0 4.41 | ECL deviates | Reference -0.002
8.880 7977 | 0.035 | 0.92 | 14.952 | unknown 3.94 | ECL deviates
10.326 18404 | 0.043 | 091 | 15.817 | Sumn 8.99 | ECL deviates | 16:1 w7c/15 iso 20H
10.383 8456 | 0.037 | 091 | 15.852 | SumIn 4.13 | ECL deviates | 15:01SO
10.528 559 | 0.034 ---- | 15.938
10.628 35572 | 0.045 | 0.91 | 15.998 | 16:0 17.35 | ECL deviates | Reference -0.003
11.501 7958 | 0.041 | 0.90 16.500 | 15:0 30H 3.87 | ECL deviates
13.828 96986 | 0.047 | 0.91 | 17.823 | 18:1w7c 47.25 | ECL deviates
14.168 8036 | 0.046 | 0.91 18.015 | 18:0 3.92 | ECL deviates
15.727 11868 | 0.047 | 0.91 18.904 | 19:0 CYCLO 5.82 | ECL deviates Reference 0.002
16.733 6383 | 0.044 - | 19.481
- 26861 ---- | Summed 13.12 | 16:1w7c/15 15:0 1ISO
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Sekil 3.12. Pb06 kodlu susa ait GC kromotogrami
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3.3.2. 16S rRNA Sekans Analizi

Yag asidi analizinden elde edilen bulgular1 dogrulamak amaciyla bakteriler 16S
rRNA sckans analizi kullanilarak da tanimlanmistir. Bu amagla bakterilerden
kromozomal DNA izole edilmis, PZR optimizasyonu c¢alismalari yapilmis ve
saflastirilmis PZR iiriinleri, DNA sekans analizi i¢in Gazi Universitesi Molekiiler
Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’'ne (Ankara, Tiirkiye) gonderilmistir. 16S
rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen nukleotid 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 yliriitiilerek incelenmigtir.

3.3.2.2. Al11Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rRNA bolgeleri PZR’da ¢ogaltildiktan sonra % 1°lik agaroz jelde ylirtitlilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklagik 1500 baz ciftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.13°de Al1l kodlu susa ait farkli primer

baglanma sicakliklarindaki PZR (rlinleri gortlmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 57°C oldugu belirlenmistir.
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M 54°C 55°C 56°C 57°C 58°C

1500 bp—=
1000 bp—>

500 bp____

Sekil 3.13. Farkli primer baglanma sicakliklarinda All1 susuna ait PZR {irtinleri
Marker (M)

Optimum primer baglanma sicakligt belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi icin farkli MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlar1 sabit tutulmustur. Sekil 3.15°de A1l susuna ait farkli MgCl,
konsantrasyonlarinda ki PZR firlinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 2.5mM olarak belirlenmistir.

M 05mM 1mM 15mM 2mM 2.5mM|

1500 bp—=
1000 bp—

500bp___ o

Sekil 3.14. Farkli MgCI2 konsantrasyonlarinda All1 susuna ait PZR {iriinleri
Marker (M)
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3.3.2.3. Al11 Kodlu Susun Tanimlanmasi

16S rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen nukleotid dizileri, National Center
of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusunda
yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir. Gen bankasinda yapilan BLAST analizlerinde
Al11 kodlus susun % 99 homoloji ile Staphylococcus aureus olarak tanimlanmustir.
Al11 kodlu susun filogenetik agaci, 16S rRNA gen sekans dizisi kullanilarak MEGA
5.2 programinda neighbour-joining metodu ile ¢izilmistir. Sekil 3.15’te goriildigi
gibi Alll kodlu susun homoloji gosterdigi ilk 15 bakteri ile soy agaci

olusturulmustur.

49 Staphylococcus caprae (NR024665)
30 _‘: Staphylococcus capitis (NR036775)

8 L Staphyiococcus capitis(NR027519)

N Staphylococcus saccharolyticus (NR029158)

4 Staphylococcus epidermidis (NR036904)
Staphyiococcus simiae (NR043146)

Staphylococcus aureus (NR036828)

47

Staphylococcus aureus (KJ048627)

Staphylococcus aureus (KF011576)

53 Staphylococcus pasteuri INR024669)

—l

S
88— Sraphylococcus warnert (NR025922

o

Staphylococcus cohnii (NR037046)

Staphylococcus succinus (NR037033)

Staphylococcus saprophyticus NR041324)

Staphylococcus lugdunensis (NR024668)
Al11 (KJ395360)

01

Sekil 3.15. All1 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram

(0.1; niikleotiler arasinda ki farki gdstermektedir.)

Soy agacini desteklemek amaciyla uzaklik matriksleri (distance matrix) MEGA 5.2
programi ile hesaplanmistir (Cizelge 3.5). Filogenetik analizler sonucunda Alll

kodlu susa en yakin tiir S. aureus en uzak tur ise S. capitis oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.5. All1 kodlu sus i¢in 16S rRNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tarler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. Alll
2.  Staphylococcus aureus 1,095
3. Staphylococcus simiae 1,085 0,005
4.  Staphylococcus capitis 1,102 0,014 0,016
5. Staphylococcus caprae 1,101 0,015 0,016 0,001
6.  Staphylococcus epidermidis 1,087 0,016 0,015 0,005 0,005
7. Staphylococcus capitis 1,101 0,015 0,017 0,001 0,001 0,007
8.  Staphylococcus sacharolyticus 1,090 0,017 0,018 0,004 0,004 0,006 0,005
9.  Staphylococcus pasteuri 1,099 0,020 0,019 0,014 0,014 0,014 0,016 0,017
10. Staphylococcus warneri 1,101 0,020 0,017 0,016 0,016 0,014 0,017 0,018 0,005
11. Staphylococcus lugdunessis 1,076 0,022 0,017 0,017 0,017 0,015 0,019 0,020 0,011 0,012
12.  Staphylococcus cohnii 1,102 0,024 0,022 0,024 0,024 0,023 0,026 0,027 0,019 0,018 0,016
13. Staphylococcus succinus 1,091 0,024 0,020 0,030 0,030 0,027 0,030 0,032 0,024 0,020 0,020 0,011
14. Staphylococcus saprophyricus 1,094 0,025 0,023 0,025 0,025 0,024 0,026 0,027 0,018 0,019 0,015 0,009 0,011
15. Staphylococcus aureus 1,095 0,001 0,005 0,014 0,014 0,014 0,015 0,016 0,018 0,020 0,022 0,024 0,024 0,025
16. Staphylococcus aureus 1,095 0,001 0,005 0,014 0,014 0,014 0,015 0,016 0,018 0,020 0,022 0,024 0,024 0,025 0,000




3.3.2.2. Ba01 Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rDNA bolgeleri PZR’da ¢ogaltildiktan sonra % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklagik 1500 baz ciftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.16’de BaOl kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR drlinleri gortlmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 57°C oldugu belirlenmistir.

M 52%C 55°C 56°C S5T°C

1500 bp—== e ¢ = o &b

1000 bp——
500bp___o

Sekil 3.16. Farkli primer baglanma sicakliklarinda Ba01 susuna ait PZR firiinleri
Marker (M)

Optimum primer baglanma sicakligr belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi icin farklt MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlar1 sabit tutulmustur. Sekil 3.17°de Ba0l susuna ait farkli MgCl,
konsantrasyonlarinda ki PZR {iriinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl; konsantrasyonu olan 2.5 mM belirlenmistir.
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M 05mM 1mM LS mM 2mM 2.5mM|

1500 bp—=
1000 bp—>

500bp___ o

Sekil 3.17. Farkli MgCI2 konsantrasyonlarinda Ba0Ol susuna ait PZR {iriinleri
Marker (M)

3.3.2.3. Ba01 Kodlu Susun Tanimlanmasi

16S rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen nukleotid dizileri, National Center
of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusunda
yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir. Gen bankasinda yapilan BLAST analizlerinde
Ba01 kodlus susun % 99 homoloji ile Staphylococcus aureus olarak tanimlanmustir.
Ba01l kodlu susun filogenetik agaci, 16S rRNA gen sekans dizisi kullanilarak MEGA
5.2 programinda neighbour-joining metodu ile ¢izilmistir. Sekil 3.18’te gortldigi
gibi Ba0l kodlu susun homoloji gosterdigi ilk 15 bakteri ile soy agaci

olusturulmustur.
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_95: Staphylococcus aureus (NR036828)
8 Staphylococcus aureus (KC212022)
67 ————— Staphylococcus simiae (NR043146)

- { Staphylococcus epidermidis (NR036904)
93

Staphylococcus saccharolyticus (NR029158)

— Staphylococcus pasteuri(NR024669)
8L Staphylococcus warneri (NR023922
Staphylococcus nepalensts (NR028996)
Staphylococcus xylosus (NR026907)
Staphylococcus succinus NR037033)
4 2 __: Staphylococcus equorum(NRNl?%)

k) Staphyiococcus equorum (NR027520)
Staphylococcus schieiferi (NR037009)
Staphylococcus vitulinus (NR024670)
Staphylococcus sciuri (NR041328)
Ba01(KJ395371)

o1

Sekil 3.18. Ba01 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram

(0.1; niikleotiler arasinda ki farki gdstermektedir.)

Soy agacini desteklemek amaciyla uzaklik matriksleri (distance matrix) MEGA 5.2
programi ile hesaplanmigtir (Cizelge 3.6). Filogenetik analizler sonucunda BaOl

kodlu susa en yakin tiir S. aureus en uzak tir ise S. schleiferi oldugu tespit edilmistir.

71



¢l

Cizelge 3.6. Ba01 kodlu sus i¢in 16S rRNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tarler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. Ba01
2.  Staphylococcus aureus 1,107
3. Staphylococcus simiae 1,105 0,005
4.  Staphylococcus epidermidis 1,104 0,014 0,016
5. Staphylococcus sacharolyticus 1,100 0,015 0,016 0,001
6.  Staphylococcus pasteuri 1,099 0,016 0,015 0,005 0,005
7.  Staphylococcus warneri 1,102 0,015 0,017 0,001 0,001 0,007
8.  Staphylococcusxylosus 1,101 0,017 0,018 0,004 0,004 0,006 0,005
9.  Staphylococcus succinus 1,098 0,020 0,019 0,014 0,014 0,014 0,016 0,017
10. Staphylococcus aureus 1,095 0,020 0,017 0,016 0,016 0,014 0,017 0,018 0,005
11. Staphylococcus equorum 1,099 0,022 0,017 0,017 0,017 0,015 0,019 0,020 0,011 0,012
12. Staphylococcus equorum 1,095 0,024 0,022 0,024 0,024 0,023 0,026 0,027 0,019 0,018 0,016
13. Staphylococcus nepalensis 1,085 0,024 0,020 0,030 0,030 0,027 0,030 0,032 0,024 0,020 0,020 0,011
14. Staphylococcus schleiferi 1,066 0,025 0,023 0,025 0,025 0,024 0,026 0,027 0,018 0,019 0,015 0,009 0,011
15. Staphylococcus vitulinus 1,066 0,001 0,005 0,014 0,014 0,014 0,015 0,016 0,018 0,020 0,022 0,024 0,024 0,025
16. Staphylococcus sciuri 1,060 0,001 0,005 0,014 0,014 0,014 0,015 0,016 0,018 0,020 0,022 0,024 0,024 0,025 0,000




3.3.2.2. Ball Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rDNA bolgeleri PZR’da ¢ogaltildiktan sonra % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklagik 1500 baz ciftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.19’de Ballkodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR drlinleri gortlmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 54°C olarak belirlenmistir.

Y| 54°C. 55°C 2560

1500 bp—==
1000 bp—

500 bp___,

Sekil 3.19. Farkli primer baglanma sicakliklarinda Ball susuna ait PZR {iriinleri
Marker (M)

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi icin farklt MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlar1 sabit tutulmustur. Sekil 3.20°de Ball susuna ait farkli MgCl;
konsantrasyonlarinda ki PZR {irlinleri goériilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl; konsantrasyonu olan 2.5 mM secilmistir.
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M 05mM 1ImM 1.5mM 2mM 2.5mM

1500 bp—==
1000 bp—

500 bp___o

Sekil 3.20. Farkli MgCI2 konsantrasyonlarinda Ball susuna ait PZR {iriinleri
Marker (M)

3.3.2.3. Ball Kodlu Susun Tamimlanmasi

16S rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen nukleotid dizileri, National Center
of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusunda
yayimlanan sekanslarla kiyaslanmigtir. Gen bankasinda yapilan BLAST analizlerinde
Ball kodlus susun % 99 homoloji ile Stenotrophomonas rhizophila olarak
tanimlanmistir. Ball kodlu susun filogenetik agaci, 16S rRNA gen sekans dizisi
kullanilarak MEGA 5.2 programinda neighbour-joining metodu ile ¢izilmigtir. Sekil
3.21°te goriildiigli gibi Ball kodlu susun homoloji gosterdigi ilk 15 bakteri ile soy

agaci olusturulmustur.
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4% Xanthomonas citri (NR104964)
13 _: Xanthomonas fuscans (NR104963)
Xanthomonas campestris (NR104836)
Pseudomonas cissicola (NR024703)
k7] Xanthomonas vasicola(NR026383)
Xanthomonas pist (NR026385)

100 I _: Xanthomonas dyei (NR104949)
2z Xanthomonas hortorum (NR026386)
—— Xanthomonas gardnert (NR104793)
67 L——— Xanthomonas theicola (NR029332)

64 Ball(KJ393371)

—: Stenotrophomonas maltophilia (IN712148)

100 Stenotrophomonas rhizophila (NR028930)
_881: Stenotrophomonas rhizophila (F1529915)
—— Stenotrophomonas humt (NR042368)

100 —u Stenotrophomonas nitritireducens (NR023303)

0.005

Sekil 3.21. Bal1 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram

(0.005; niikleotiler arasinda ki farki gstermektedir.)

Soy agacini desteklemek amaciyla uzaklik matriksleri (distance matrix) MEGA 5.2
programi ile hesaplanmistir (Cizelge 3.7). Filogenetik analizler sonucunda Ball
kodlu susa en yakin tiir S. rhizophila en uzak tur S. nitritireducens oldugu tespit

edilmistir.
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9.

Cizelge3.7. Ball kodlu sus i¢in 16S rRNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tarler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. Ball
2.  Stenotrophomonas rhizophlia 0,002
3. Xanthomonas dyei 0,022 0,023
4.  Xanthomonas vasicola 0,021 0,022 0,001
5. Xanthomonas pisi 0,022 0,023 0,000 0,001
6.  Xanthomonas citri 0,022 0,021 0,001 0,005 0,005
7. Xanthomonas gardneri 0,023 0,022 0,001 0,001 0,001 0,007
8.  Xanthomonas campestris 0,021 0,023 0,001 0,004 0,004 0,006 0,005
9.  Pseudomonas hortorum 0,023 0,022 0,001 0,014 0,014 0,014 0,016 0,017
10. Xanthomonas cissicola 0,021 0,020 0,001 0,016 0,016 0,014 0,017 0,018 0,005
11.  Xanthomonas fuscans 0,023 0,024 0,002 0,017 0,017 0,015 0,019 0,020 0,011 0,012
12. Xanthomonas theicola 0,024 0,024 0,002 0,002 0,024 0,013 0,026 0,027 0,019 0,018 0,016
13. Stenotrophomonas humi 0,025 0,026 0,035 0,035 0,030 0,027 0,030 0,032 0,024 0,020 0,020 0,004
14. Stenotrophomonas nitritireducens 0,030 0,032 0,023 0,025 0,025 0,024 0,026 0,007 0,018 0,019 0,015 0,035 0,035
15. Stenotrophomonas maltophilia 0,002 0,004 0,025 0,014 0,014 0,014 0,015 0,016 0,018 0,020 0,022 0,034 0,034 0,009
16. Stenotrophomonas rhizophilia 0,002 0,000 0,023 0,014 0,014 0,014 0,015 0,016 0,018 0,020 0,022 0,027 0,026 0,025 0,032




3.3.2.2. Pb06 Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rDNA bolgeleri PZR’da ¢ogaltildiktan sonra % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklagik 1500 baz ciftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.22’de Pb06 kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR drlinleri gortlmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 55°C olarak belirlenmistir.

M 53°C  54°C 55°C 56°C

Sekil 3.22. Farkli primer baglanma sicakliklarinda Pb06 susuna ait PZR iiriinleri
Marker (M)

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi icin farklt MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlar1 sabit tutulmustur. Sekil 3.23’de Pb06 susuna ait farkli MgCl,
konsantrasyonlarinda ki PZR {irlinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 2.5mM belirlenmistir.
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0.5mM 1mM 1.5mM 2mM 2.5mM

1500 bp—==
1000 bp—

500bp___,

Sekil 3.23. Farkli MgCI2 konsantrasyonlarinda Pb06 susuna ait PZR iiriinleri
Marker (M)

3.3.2.3. Pb06 Kodlu Susun Tamimlanmasi

16S rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen nukleotid dizileri, National Center
of Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusunda
yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir. Gen bankasinda yapilan BLAST analizlerinde
Pb06 kodlus susun % 99 oraninda Enterococcus faecalis ile homoloji gosterdigi
saptanmigtir. Pb06 kodlu susun filogenetik agaci, 16S rRNA gen sekans dizisi
kullanilarak MEGA 5.2 programinda neighbour-joining metodu ile ¢izilmistir. Sekil
3.24’te goriildiigii gibi Pb06 kodlu susun homoloji gosterdigi ilk 15 bakteri ile soy

agaci olusturulmustur.
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54 Enterococcus hirae (NR037082)
4 —: Enterococcus durans (NR036922
53 " Enterococcus thailandicus (NR044160)
7 Enterococcus mundrii (NR024906)
N : Enterococcus villorum (NR036921)
Enterococcus canis (NR044832)

Enterococcus phoeniculicola (NR029040)
Enterococcus saccharolyticus (NR041707)

= Enterococcus casseliflavus (NR041704)
{ Enterococcus gallinarum (NR041703)
Vagococcus lutrae (NR026467)

—1!30_: Pbo6 (KJ395380)
s Enterococcus faecalis (NR040789)

78 ———————— Enterococcus haemoperoxidus (NR028793)
100 Enterococcus caccae (NR0432835)
—65{: Enterococcus moraviensis (NR028794)
0005

Sekil 3.24. Pb06 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram
(0.005; niikleotiler arasinda ki farki gostermektedir.)

Soy agacin1 desteklemek amaciyla uzaklik matriksleri (distance matrix) MEGA 5.2
programi ile hesaplanmistir (Cizelge 3.8). Filogenetik analizler sonucunda Pb06
kodlu susa en yakin tiir E. faecalis en uzak tur ise E. Phoeniculicola oldugu tespit

edilmistir.
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Cizelge 3.8. Pb06 kodlu sus i¢in 16S rRNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Turler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. Ball
2. Enterococcus faecalis 0,007
3. Enterococcus hamoperoxidus 0,031 0,025
4.  Enterococcus caccae 0,034 0,028 0,003
5. Enterococcus moraviensis 0,032 0,026 0,002 0,002
6.  Enterococcus hirae 0,046 0,038 0,035 0,038 0,005
7. Enterococcus durans 0,046 0,038 0,035 0,038 0,001 0,007
8.  Enterococcus thailandicus 0,048 0,040 0,034 0,036 0,004 0,006 0,005
9.  Enterococcus muntdii 0,046 0,038 0,038 0,040 0,014 0,014 0,016 0,017
10. Enterococcus saccharolyticus 0,052 0,044 0,050 0,052 0,016 0,014 0,017 0,018 0,005
11. Enterococcus casseliflavus 0,049 0,041 0,048 0,050 0,017 0,015 0,019 0,020 0,011 0,012
12. Enterococcus gallinarum 0,050 0,042 0,048 0,061 0,024 0,013 0,026 0,017 0,019 0,018 0,026
13. Enterococcus lutrae 0,052 0,044 0,049 0,052 0,030 0,027 0,030 0,032 0,024 0,020 0,020 0,002
14. Enterococcus canis 0,045 0,038 0,034 0,037 0,025 0,024 0,026 0,007 0,018 0,019 0,015 0,052 0,052
15. Enterococcus villorum 0,049 0,041 0,049 0,041 0,014 0,014 0,015 0,016 0,018 0,020 0,022 0,022 0,022 0,015
16. Enterococcus phoeniculicola 0,054 0,046 0,040 0,042 0,014 0,014 0,015 0,016 0,018 0,020 0,022 0,021 0,023 0,025 0,024




3.4. Bakterilerin Biyosorpsiyon Yeteneklerinin Belirlenmesi

Suslarin tanimlamalar1 yapildiktan sonra biyosorpsiyon degerleri atomik absorbsiyon
spektrofotometresi ile incelenmistir. S. aureus’un, 32 ppm aliminyum varliginda 30
saatlik inkiibasyon sonrast 8,8x10° hiicre ile ortamda ki aliiminyum
konsantrasyonunu 6.1 ppm’e disiirerek % 81°lik bir biyosorpsion kapasitesi
gosterdigi belirlenmistir. S. aureus’un 411 ppm baryum varliginda ise 40 saatlik
inkiibasyon sonrasi 14.3x10° hiicre ile ortamdaki baryum konsantrasyonunu3s8
ppm’e diisiirerek % 13’liikk bir biyosorpsiyon kapasitesi gosterdigi belirlenmistir. S.
rhizophilia’min 411 ppm baryum varliginda 30 saatlik inkiibasyon sonucu 25.9x10°
hicre ile ortamdaki baryum konsantrasyonunu 324 ppm’e diistirerek % 21°lik bir
biyosorpsiyon kapasitesi gosterdigi belirlenmistir. E. faecalis’in 332 ppm kursun
varliginda 30 saatlik inkiibasyon sonucu 11.6x10™ hiicre ile ortamdaki kursun
konsantrasyonunu 286 ppm’e diisiirerek %13°lik bir biyosorpsiyon kapasitesi

gosterdigi belirlenmstir.
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Sekil 3.25.  S. aqureus’un aliminyum (a) ve baryum (b) biyosorpsiyonu, S.
rhizophilia ni baryum (c) biyosorpsiyonu, E. faecalis in kursun (d)

biyosorpsiyonu

3.4.1. Al11 Kodlu Susun Elektron Mikroskop Goriintiileri

Agir metallerin bakteri morfoloji {lizerine etkisini gézlemlemek amaciyla direncli

suglar taramali elektron mikroskobunda incelenmistir. S. aureus’un alliminyum

iceren ortamda boyutlar1 ortalama 738x689 nm iken icermeyen ortamda 663x630 nm
oldugu Sekil 3.26’dabelirlenmistir.
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Sekil 3.26. S. aureus’a ait Aliminyum iceren (a) ve icermeyen (b) ortamlardaki
elektron mikroskobu goriintileri (x10000)

3.4.2. Al11 kodlu Susun Kesikli izoterm Egrilerinin Degerlendirilmesi

Biyosorpsiyon yetenegi belirlenen Al11 susu izoterm egrileri ¢ikartilmak igin atomik

adsorbsiyon spektrofotometresinde incelenmistir (Sekil3.27).

12

14
*
1.2 1 ¢ *
y=0,579:+0,329
N R?=0,938 *
08
¥=0,028x+ 0,669
0.8 + RE=0,915
o * e *
) < 06
K L]
0.6
*
04
04
0.2 02
0 0
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 0 2 4 6 8 10 12 14
logee e
(a) (b)

Sekil 3.27. S. aureus susuna ait Freundlich (a) ve Langmuir (b) izoterm grafikleri
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Elde edilen izoterm sabitleri Cizelge 3.9’de verilmistir. Al11 susunun Al Uzerinde
Langmuir ve Freundlich izotermlerine uygunluk durumu korelasyon katsayisi (R?)ile

bulunmustur.

Cizelge 3.9. Aliminyum icin Langmuir ve Freundlich izoterm sabitleri

S. aureus Langmuir izotermi Freundlich izotermi
ge b R* n kf R*
35.71 5.88 0.915 1.72 2.133 0.939

Elde edilen izoterm sabitleri dikkate alindiginda Freundlich izotermi daha biyik R?
degerine sahiptir. Freundlich izoterminin R? degeri 0.939 oldugundan Freundlich

izotermine uygun oldugu tespit edilmistir.

3.4.3. Al1l kodlu Susun Kesikli Kinetik Calismasi

Al i¢in Sekil 3.28’deki biyosorpsiyon kapasitesinin zaman ile degisimgrafigine
bakildiginda biyosorpsiyonunu 120 dakikada tamamlanmis, bu zamanigerisinde
biyosorpsiyon kapasitesinin % 81°ti gerceklesmistir. Deneysel olarak eldeedilen
0zgul tutulma (ge) 35 mg aliminyum/g biyomas olarak elde edilmistir.Biyosorpsiyon
kinetigini belirlemek icin ¢izilen pseudo 1. derece ve pseudo 2. derece
reaksiyonkinetigi grafikleri Sekil 3.29’da verilmistir. Bu sekillerdeki grafigin
regrasyonkatsayisina bakildiginda 1. derece igin R’degeri 0.919, 2. derece icin
R?degeri 0.962 olarak eldeedilmistir. Biyosorpsiyon kinetigini pseudo 2. derece
reaksiyon kinetigi 1. derece kinetigegore regrasyon katsayilarina bakildiginda daha

yiiksek giivenilirlikteagiklayabilmektedir.

84



80
80 -
70
60 3
50 4
40 A
30 -
20 A
10 -

2 Uzakltirma

0 20 40

Zaman (dakika)

60

100 120
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Sekil 3.29. S. aureus yiizeyinde aliuminyum adsorpsiyonunun pseudo birinciderece

(@) ve pseudo ikinci derece (b) reaksiyon kinetigi

Cizelge 3.10.Aliminyum igin pseudo birinci ve ikinci derece kinetik model sabitleri

S.aureus

Pseudo birinci derece

Gden On kl

26 24 0.003 0.919

Oden Oh
23 33.62 0.36 0.962

Pseudo ikinci derece
ks R




3.5. Al11 Kodlu Susun FTIR Analizi

S. aureus’un biyosorpsiyon yetenegi belirlendikten sonra hiicre ylizeyindeki
fonksiyonel gruplarda meydana gelen farkliliklar1 belirlemek i¢in FTIR analizi
yapilmistir. Sekil 3.30 ve Sekil 3.31°e¢ bakildiginda bakterinin hiicre ylizeyinde
bulunan fonksiyonel gruplar ve biyosorpsiyondan sonraki fonksiyonel gruplar

FTIRspektrumundaki degisimlergézlemlenmistir.

S

96
2930.95 —

3279.62 —
3071.73

Transmittance [%]
92
|

a0
I

88
1055.12

86
I

T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Sekil 3.30. All1 kodlu susun aliiminyum igeren ortamdaki FTIR sonuglari
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Sekil 3.31. All1 kodlu susun aliiminyum igermeyen ortamdaki FTIR sonuglari

Cizelge 3.11.S. aureus’a ait FTIR sonuglari

Frekans(cm™)

Frekans(cm™)

Fonksiyonel Grup

Yiksliz bakteri

3279

3073

2960

1638

1535

1452

1392

1231

1059

936

Sn yuklu bakteri
3279
3071
2930
1643
1530
1450
1406
1236
1055

898

O-H (alkol, fenol) Gerilme
C-H (alken) Gerilme
C-H (alkil) Gerilme
C=C (alken) Gerilme

C=C (aromatik) Gerilme
C=C (aromatik) Gerilme
isopropil, CH(CH,),Egilme

C-O-C(eter, alkol) Gerilme

C-O-C (eter, alkol) Gerilme

R,C=CH, Egilme
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FTIR analizlerinden anlasilacagi gibi; metal biyosorpsiyonunun mekanizmasinin,
biyosorbentin yapisindaki bulunan fonksiyonel gruplar ve metal iyonlar: arasindaki
kompleksolusumu ve iyonik etkilesim gibi mekanizmalara bagl: oldugu gorilmdstiir
[111]. Sirasiyla metal igermeyen ve igeren bakterilerin frekanslarina bakildiginda
2960 cm™*dan 2930 cm™ a C-H alkil grubu, 1638 cm™*dan 1643 cm-"’a C=C alken
grubu, 1535 cm™’de 1530 cm™ C=C aromatik grubu ve 1392 cm™’den 1406 cm™’a
isopropil grubunda metal etkisi ile degisimin belirlendigi ve bu gruplarin metal

baglanmada etkili oldugu belirlenmistir.

3.6. Zeta Potansiyeli

S. aureus’un farklikonsantrasyonlarda metal igeren ortamlarda hicre ylzeyinde
meydana gelen degisimler incelenmistir (Sekil 3.31). Diisiik metal
konsantrasyonunda zeta potansiyelinde 31 mV gibi ylksek bir deger 6lgiilsede
konsantrasyonun artmasiyla zeta potansiyelinde hizli bir diisme gorulmektedir.
Diisiik konsantrasyonlarda stabilitesini koruyamayipkonsantrasyon arttik¢a stabilite
sabitlenmisve kararli hale gelmistir. 25 mV istiindeki yilizey yikiinde etraftaki
partikiiller daginik halde bulundugu tespit edilmistir.

35 7
30 A
25
20 A

15 4

Feta Potansiyei (mV)

10 4

0 5 10 15 20 15 30 35

Aliiminyum Konsantrasyonu (ppm)

Sekil 3.31. S. aureus’un aliminyumkonsantrasyonuna bagl zeta potansiyeli degisim

grafigi
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4. TARTISMA SONUC

Bu tezin amaci Kirikkale-Kizilirmaktan daha 6nce ki calismalar kapsaminda izole
edilmis olan aluminyum, baryum ve kursun direncli bakterilerin molekuler teknikler
kullanilarak tanimlanmasi ve biyosorpsiyon yeteneklerinin belirlenmesidir [81,82].
Serim’in yapmis oldugu c¢alismada baryum direncli olan Ba0l ve Ball ile
aliminyum direncli olan Al1l kodlu suslar biyokimyasal yontemler kullanilarak
tanimlanmstir [96]. Buna gore Al1l veBa0l kodlu suslar gram pozitif, kok, Pb06
kodlu sus gram negatif, kok, Ball kodlu sus gram negatif, basil olarak belirlenmistir.
MTK degerleri ise Al1ll kodlu sus i¢in 32, Ba01 kodlu sus i¢in 411 ppm, Ball ppm
kodlu sus i¢in 411 ppm ve Pb06 kodlu sus i¢in de 332 ppm olarak belirlenmistir.

Yapilan bu tez calismasi ile daha once biyokimyasal yontemlerle tanimlanmasi
yapilan bu izolatlarin ilk olarak degisik pH’larda optimum iireme kosullari

belirlenmistir.

Al11 kodlu sus pH 7’de 32 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda aliminyum icermeyen
ortamda 8.8x10°, aliiminyum iceren ortamda ise 7.3 x10° hiicre sayisina ulastigi
gozlemlenmistir. Aliminyum varhiginda, hiicre sayist % 17 oraninda bir azalma
tespit edilmistir. Ba0l kodlu sus pH 7’de 40 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda
baryum iceren ortamda 14.3x10°, baryum icermeyen ortamda ise 13.8x10° hiicre
sayisina ulastigl gézlemlenmistir. Baryum varliginda, hiicre sayist % 4 oraninda bir
artis tespit edilmistir. Ball kodlu sus pH 7°de 30 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda
baryum iceren ortamda 25.9x10°, baryum icermeyen ortamda ise 21.2x10°® hiicre
sayisina ulastigi gézlemlenmistir. Baryum varliginda, hiicre sayist % 19 oraninda bir
artig tespit edilmistir. Pb06 kodlu sus pH 7°de 30 saatlik bir inkibasyon sonucunda
kursun iceren ortamda 11.6x10", kursun icermeyen ortamda ise 15.3x10* hiicre
sayisina ulastigi gézlemlenmistir. Kursun varliginda, hiicre sayis1 % 15 oraninda bir

diisiis tespit edilmistir.
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Onceki galismalarda yapilan biyokimyasal testler tiir diizeyinde bir tamimlama igin
yeterli olmadigindan, molekdler tekniklerden FAME ve 16S rRNA sekans analizleri

kullanilarak bakterilerin tanimlamasi yapilmistir [81,82].

Bu tez kapsaminda yapilan FAME analizleri sonucunda Al11 kodlu susun yag asidi
profilinin % 46.99 oraninda Cis,p anteiso, % 18.32 oraninda Cj7 anteiso igerdigi
belirlenmistir. Al1l kodlu sus 0.271 SI degeri ile Staphylococcus cohnii olarak
tanimlanmistir.Ba01 kodlu susun yag asidi profilinin % 44.84 oraninda C;s,y anteiso,
% 17.78 oraninda Ci7,p anteiso icermektedir. Ba0l kodlu susun 0.202 SI degeri ile
Staphylococcus cohnii ile eslestigi tespit edilmistir.Ball kodlu susun yag asidi
profilinin % 18.18 oraninda Cjs ISO, % 16.40 oraninda Cis anteiso icerdigi
belirlenmigtir. % 20.91 oraninda yag asidi ise tanimlanamamistir. Ball kodlu sus
0.311 SI degeri ile Xanthomonas axonopodis olarak tanimlanmistir. Pb06 kodlu susun
yag asidi profilinin % 47.25 oraninda Cig; W7C, % 17.35 oraninda Cgg: igerdigi
belirlenmistir.% 13.12 oraninda yag asidi ise tanimlanamamigtir. Pb06 kodlu susun

0.310 SI degeri ile Enterococcus faecium olarak tanimlanmustir.

Bakterilerin igerdikleri 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 biiyiikliikkte olmasi ve zengin veri tabaninin olmasi tiir
diizeyinde tanimlama i¢in sekanslamada en uygun boOlge olmasini saglamaktadir
[95]. 16S rRNA sekans analizi i¢in izolatlarin genomik DNA’lar1 izole edilmistir.
Izole edilen genomik DNA’lar iiniversal primerler kullamlarak PZR ile
cogaltilmigtir. PZR iirlinlerinde spesifik olmayan baglanmalarin en aza indirgenmesi
amactyla annealing sicakligi ve tuz konsantrasyonu optimizasyonu yapilmistir.
Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda Al11l ve Ba0l kodlu sus i¢in annealing sicakligi
57, tuz konsantrasyonu 2.5 mM, Ball kodlu sus i¢in annealing sicakligi 54, tuz
konsantrasyonu 2.5 mM ve Pb06 kodlu sus igin annealing sicakligi 55°C tuz
konsantrasyonu 2 mM olarak belirlenmistir. Optimum kosullarda PZR uygulanarak
elde edilen PZR iirlinlerinin sekans analizi gerceklestirilmistir. Yapilan 16S rDNA

sekans analizleri sonucu Al1l ve Ba0l kodlu suslar % 99 homoloji ile S. aureus,
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Ball ve kodlu sus % 99 homoloji ile S. rhizophila, Pb06 kodlu sus ise % 99

homoloji ile E. faecalis olarak tanimlanmustir.

Suslarin evrimsel akrabalik dereceleri daha iyi degerlendirilmek amaciyla MEGA 5.2
programi 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 i¢in uzaklik
matriksleri hesaplanmistir.16S rRNA verileri ile elde edilen soyagacina ve
uzaklikmatrikslerine gore genetik olarak Ball kodlu sus olan S. rhizophila, S.
maltophilia ile yakin tiir, Al11 ve Ba0l kodlu sus olan S. aureus, S. warneri ile yakin

tir, Pb06 kodlu sus olan E. faecalis, E. Faecium ile yakin tiir olarak tespit edilmistir.

Arslan ve arkadaslarinin [103] Staphylococcus tiirleri {izerine yapmis oldugu
filogenetik ¢alismada Staphylococcus aureus’u, Staphylococcus intermedius ile
yakin tiir olarak tespit etmistir. Jalql ve arkadaslarinin [102] Enterococcus faecalis ve
Enterococcus faecium tiirleri tizerine yapmis oldugu ¢alismada Enterococcus canisile
Enterococcus hirae yakin tiirler olarak tespit etmistir ve yapmis oldugumuz

filogenetik caligmalarla uyumluluk gostermektedir.

Yaptigimiz molekiiler tanimlamalar sonucunda FAME analizi diisiik SI degerleri
verirken 16S rRNA analzlerinden alinan sonuglar yiiksek homoloji gosterdigi
belirlenmistir. FAME ve 16S rRNA analiz sonuglar1 kiyaslandiginda Al1l Ba0l
Ballve Pb06 kodlu suslar i¢cin FAME ve 16S rRNA analizlerinin genus diizeyinde
uyumlu oldugu belirlenmistir. FAME analizi, diger tanimlama yontemlerine gore
daha hizli sonu¢ vermesine ragmen dogrulugu % 100 degildir. FAME analizi diger

tanimlama yontemleri ile kiyaslanarak dogrulugu degerlendirilmistir.

Christ ve arkadaglar1 [97] 550 klinik maya izolati iizerinde yaptiklart calismada
suslarin MIS ile % 68.0’inin dogru, % 15.8’inin yanlis tanimlandigini, % 16.2’sinin
ise tammlanamadigmi bildirmisler, Kellogg ve arkadaslar1 [98] MIS ile
identifikasyonunda klinik Candida izolatlarinin % 74’tinii dogru, % 16’si1 yanlis
tanimlamiglar ve % 28’ini ise identifiye edememislerdir. Christ ve arkadaslar1 [99]

477 maya susu ile yaptiklart bir diger c¢aligmalarinda MIS’in dogru tanimlama
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oranint % 70.2, yanlis tanimlama oranini % 14.3 ve tanimlayamama oranin1 % 6.1
olarak belirlemislerdir. Stoakes ve arkadaslarinin [100] gram negatif basiller Uzerine
yaptig1 ¢alismada genus dizeyinde % 93’tniin dogru ancak tiir diizeyinde %
62.2°sinin dogru olarak tamimlamiglardir. Osterhout ve arkadaslart [101] 199
Pseudomonadaceae tiiriinden 107 tanesini dogru tanimlayarak % 54’liikk bir dogruluk
orani tespit etmislerdir. Bu tez kapsaminda elde 80 edilen FAME sonuglar1 16S
rRNA analizi ile kiyaslanmistir ve 4 sustan 2 tanesi genus diizeyinde 16S rRNA

analiz sonuglari ile eslestigi tespit edilmistir.

Tanimlanan suslarin biyosorpsiyon yetenekleri incelendiginde S. aureus 32 ppm
aliminyum iceren ortamda 30 saatlik bir inkiibasyon sonucunda %81 oraninda
aluminyumu biyosorbe ettigi belirlenmistir. S. aureus 411 ppm baryum iceren
ortamda ise 40 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda % 13 oraninda baryumu biyosorbe
ettigi belirlenmistir. S. rhizophila 411 ppm baryum iceren ortamda 30 saatlik
inkiibasyon sonrasinda % 21 oraninda baryumu biyosorbe etttigi belirlenmistir. E.
faecalis 332 ppm kursun iceren ortamda 30 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda % 13
oraninda kursunu biyosorbe ettigi belirlenmistir. Bozanta ve arkadaslarmin [112]
yapmis oldugu calismada % 43 oraninda aliiminyum biyosorpsiyonu yapan
Chrysemonas luteola, % 21 oraninda kursun biyosorpsiyonu yapan Pseudomonas

putida belirlenmis olup ¢alismalarimizla benzerlik gostermektedir.

S. aureus susunun aliminyum iceren ve icermeyen ortamdaki inkiibasyonlari
sonrasinda elektron mikroskobunda boyutlari incelenmis ve S. aureus’un aliminyum
varliginda boyutlarinin ortalama 663x630 nm’den 738x689 nm’ye yiikseldigi
gozlemlenmistir. Hiicre boyutlarindaki gozlemledigimiz bu artislar elde edilen

biyosorpsiyon verilerini desteklemektedir.

Kesikli izoterm g¢alismasinda aliminyum direngli S. aureus susunun Langmuir ve
Freundlich izotermlerine uygunluk durumu korelasyon katsayis1 (R%) ile
bulunmustur. Freundlich izoterminin R? degeri Langmuir izoterminden daha biyik
oldugu i¢in Freundlich izotermine uygun oldugu tespit edilmistir. Elmaci ve
arkadaglar1 [113] Cladaphora sp.ile yaptiklari izoterm calismasini Langmuir ve

Freunlich izotermlerine uygulamiglardir. Sonuglara gére Cd ve Co iyonu
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adsorbsiyonu Freundlich izotermine,Aliyonu adsorbsiyonuLangmuir izotermine

uygun oldugunu belirlemislerdir.

Kesikli kinetik ¢alismasinda aliminyum direncli S. aureus susunun pseudo birinci ve
ikinci derece uygunluk durumu incelenmistir ve pseudo ikinci derece reaksiyon
kinetigi ile daha iyi ifade edildigi tespit edilmistir. Sencan [116] aktif camurlar ile
yaptig1 kinetik ¢alismasinda pseudo ikinci derece reaksiyon kinetigini daha uygun
oldugu tespit etmistir. Kili¢ [114] yine aktif ¢amurlar yaptig1 calismada pseudo ikinci

derece reaksiyon kinetigini uygun oldugunu tespit etmistir.

Yapilan biyosorpsiyon galismast sonucu S. aureus aliminyumlu ortamdan % 81
oraninda uzaklastirmasi tizerine FTIR analizi yapilmis ve bakterinin hiicre yiizeyinde
bulunan fonksiyonel gruplardaki farkliliklar belirlenmistir. 3073 cm™ ve 3071 cm’
de alken gruplarindan ortaya gikan sinyaller biyosorpsiyondan sonra Sirasiyla metal
icermeyen ve igeren bakterilerin frekanslarina bakildiginda 2960 cm™’dan 2930 cm’
L a C-H alkil grubu, 1638 cm™¥dan 1643 cm™’a C=C alken grubu, 1535 cm ™ de
1530 cm™ C=C aromatik grubu ve 1392 cm™’den 1406 cm™a isopropil grubunda
metal etkisi ile degisimin belirlendigi ve bu gruplarin metal baglanmada etkili oldugu
belirlenmistir. Dhankhar ve arkadaslar1 [118] S. cerevisiae ile yaptiklart uranyum
giderim caligmasinda 1405.9 cm™ bandinin uranyum biyosorpsiyonundan sonra

1377cm™ e kaydigim tespit etmislerdir.

S. aureus susunun belli bir aliminyum konsantrasyon degerinden sonra elektriksel
cift tabakanin bastirilmasiyla, bakterinin zeta potansiyeli mutlak degerce
azalmaktadir. Marsalek [115] yapmis oldugu calismada zeta potansiyelinin
adsorbsiyon izotermleri ile ilgili oldugunu sonucuna ulasmistir. Klodzinska ve
arkadaglar1 [117], Staphylococcus aereus ve E. coli ile yaptiklar1 ¢alismada bakteri
kiiltliriiniin kiimelenme yapmasi sonucu zeta potansiyeli degisimlerini incelemisler

ve zeta potansiyelinin daha diigiik oldugunu gézlemlemislerdir.
Bu tez c¢alismasinda aliiminyum, baryum ve kursun drirenglisuslarin degisik

pH’lardaki optimum iireme kosullar1 belirlenmis, molekiiler teknikler kullanilarak

tanimlamalar1 yapilmis ve biyosorpsiyon yetenekleri belirlenmistir. Mikrobiyal
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tanimlamada eldeedilen veriler sonucunda FAME analizi sonuglarinin diigiik SI
degerlerinden dolay1 giivenirliliginin diisiik oldugu belirlenmistir. Bu nedenle 16S
rRNA sekans analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda sonucu Al1l ve Ba0l kodlu
suslar S. aureus, Bal 1kodlu sus S. rhizophila, Pb06 kodlu sus ise E. faecalis olarak
tanimlanmistir. Biyosorpsiyon yeteneklerini belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmalar
sonucu S. aureus’un % 81 oraninda aliminyum biyosorpsiyonu ve % 13 oraninda
baryum biyosorpsiyonu yaptigi, S. rhizophila'un % 21 oraninda baryum
biyosorpsiyonu, E. faecalis’in % 13 oraninda kursun biyosorpsiyonu yaptigi

blirlenmistir.

Altminyum direncli S. aureus’un yiiksek oraninda yaptigi biyosorpsiyon; kesikli
izoterm, kesikli kinetik, FTIR ve zeta potansiyeli ile desteklenmistir. TUm bu veriler
isiginda S, aureus Yyuksek konsantrasyonda aliminyumu tolere edebilmis ve
aliminyum biyosorpsiyon yetenegi dikkate alindiginda biyoremediasyon calismalari

icin potansiyel oldugu belirlenmistir.
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