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OZET

FAME VE 16S rRNA SEKANS ANALIZLERI ILE IDENTIFIYE EDILEN NIKEL,
KOBALT VE KALAY DIRENCLI YUZEY SUYU iZOLATLARININ
BiYOSORPSIYON YETENEKLERININ DEGERLENDIRILMESI
CERIT, Semih
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Es Danisman: Dog. Dr. Biilent ICGEN
Mayis 2014, 102 Sayfa

Endiistriyel kullanimlar1 sonucu ¢evreye salinimlar1 gerceklesen agir metaller yiizey
sularinda kirlilige sebep olmaktadir. Yiizey sularinda olusan bu agir metal kirliliginin
giderimine yonelik olarak kullanilan yontemlerin ¢ogu yeterince etkin olmamakla
birlikte ekonomik de degildirler. Bu nedenle atik sulardan metal uzaklastirilmasinda
mikroorganizmalarin kullanilmast metal geri kazanimi ya da uzaklastirilmasi i¢in
geleneksel metodlara oranla daha ekonomik ve alternatif bir ¢6ziim olarak ortaya
cikmaktadir. Bu ¢alismada da labaratuvarimizda daha once yapilan caligmalar
sonucu kiiltiire alinmis olan nikel, kobalt ve kalay direnci gosteren yiizey suyu
izolatlarinin s6z konusu metaller i¢in biyosorpsiyon yetenekleri arastirilmistir. Tlk
olarak yiizey suyu izolatlar1 yag asidi metil ester (FAME) ve 16S rRNA sekans
analizleri kullanilarak identifiye edilmistir. Sonraki asamada ise diren¢ gosterdikleri
metaller i¢in biyosorpsiyon potansiyelleri belirlenmistir. Son olarakta biyosorpsiyon
potansiyeli yiiksek olan yiizey suyu izolatlarina yonelik yapilan Fourier doniistimlii
kizil6tesi spektroskopi (FTIR), zeta potansiyometre, izoterm ve kinetik calismalar

ile biyosorpsiyon verimlilikleri degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nikel, Kobalt, Kalay, PZR, FAME, 16S rRNA, Biyosorpsiyon,
FTIR, Zeta potansiyeli



ABSTRACT

ASSESSMENT OF BIOSORPTION ABILITIES OF NICKEL-, COBALT-
AND TIN- RESISTANT SURFACE WATER ISOLATES IDENTIFIED BY
FAME AND 16S rRNA SEQUENCE ANALYSES
CERIT, Semih
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied
Deparment of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Co-supervisor: Assoc. Prof. Biilent ICGEN
May 2014, 102 Pages

Due to their several applications in industry, heavy metal discharges cause pollution
in surface waters. Although there are several methods to remove heavy metals from
surface waters, most of these methods are neither efficient nor cost effective enough.
On the other hand, the use of microbial biosorbents for this purpose appears to be
just opposite. For this reason in this study, the isolates which were found to be
resistant to the heavy metals nickel, cobalt and tin previously in our lab used to
investigate interms of their biosorption abilities for the corresponding heavy metals.
Therefore, first, the isolates were identified by using fatty acid methyl ester (FAME)
and 16S rRNA sequence analyses, respectively. Then, the identified isolates were
further investigated for their biosorption efficiencies. Finally, the potential
biosorbents were also assessed through Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR) , zeta potential, biosorption isotherms and kinetic studies.

Keywords: Nickel, Cobalt, Tin, PCR, FAME, 16S rRNA, Biosorption, FTIR, Zeta
potantial
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1. GIRIS

Sanayi devriminden itibaren agir metal iiretiminin zirai, endiistriyel ve askeri
uygulamalarda hizl1 bir sekilde artmasi ozellikle endiistriyel toplumlarda 6nemli
cevre problemlerinden birini, agir metallerin dogal cevrede birikimine neden
olmustur [1]. Su ortamlar1 insanlar tarafindan uzun siiredir gérmezden gelinerek
sinirsiz kapasitedeki atik bolgeleri olarak goriilmektedir. Endiistriyel atik sularin,
zirai kaynaklarin ve evsel atiklarin su ortamina desarji diinyanin bir¢ok kesiminde
giderek yayginlagmaktadir. Bunun sonucu olarak su ortamlarinda kirlilik hizla
artmaktadir [2]. Suda bulunabilecek her tiirlii madde belirli bir derigsim iizerinde
saglik i¢in zararhdir. Zehirlilik etkisine sahip maddeler diisiik derisimlerde
bulunmalar1 halinde bile insan sagligina zarar vererek hastaliklara ve hatta 6liimlere
neden olabilirler. Eser miktarda bile sakincali olan bu maddeler arasinda en 6nemli
grubu agir metaller olarak adlandirilan antimon, giimiis, kursun, kadmiyum, nikel,
krom, civa, kobalt, kalay, ¢inko gibi elementler olusturur [3]. Agir metallerin farkli
formlarda ¢evreye girmesi mikrobiyal topluluklarda ve onlarin aktivitelerinde kayda
deger modifikasyonlar yapmaktadir. Endiistriyel ve maden atiklartyla sucul ortamlara
giren agir metaller dnemli derecede kirletici rolii istlenmektedir [1]. Sularda bulunan
bunun gibi ¢esitli kirlenmelerden dolay:1 bu atiklarin uzaklastirilmas: gerekmektedir.
Son yillarda agir metal igeren atik sularin aritiminda biyolojik yontemler; etkili,
pratik ve ekonomik olmalart nedeniyle fiziksel-kimyasal aritim yontemlerine tercih
edilmekte ve bilimsel c¢aligmalar bu yonde agirlik kazanmaktadir. Agir metal

gideriminde 6zellikle ¢esitli bakteri, maya, mantar tiirleri kullanilmaktadir [4].

Indikatér organizmalar agir metalin alimi, atilimi ve biyokullanilabilirliginin
izlenmesinde ve toksik etkilerin belirlenmesinde kullanilabilir, bulunduklar1 su
ortamlari ile dogrudan temas halinde olduklarindan su ortamindaki kirleticileri alarak
biinyelerinde biriktirebilirler ve bu sayede ortamin kirlilik seviyesi hakkinda bilgi

verebilirler [2].



1.1. Literatiir Ozetleri

1.1.1. Cevre Kirliligi

Son yillarda niifustaki hizli artis, enerji ve besin yetersizligi, diizensiz kentlesme,
insanlarin asir1 tiikketim istegi ve bas dondiiriicii bir hizla gelisen teknolojik
ilerlemeler, ¢evre kirliligi sorununun 6nemini iyice hissettirir hale getirmistir. S6z
konusu sorunlarin ¢6ziimlenmesinde onemli rol oynayan teknolojik gelismeler,
insanligin yararina birgok yeni ve alternatif iirlinler sunarken kiiclimsenmeyecek
oranda ve nitel-nicel yonden oldukga farkli atiklar olugsmaktadir. Bu tiir kati1 ve sivi
atiklarin aritimlart mevcut konvansiyonel aritim siiregleri ile yeterli diizeyde
yapilamamaktadir. Bunun yaninda etkili bir aritim ise, ilgili endiistri kuruluslarina
olduk¢a pahaliya mal olmaktadir. Bu nedenle, giiniimiizde bir¢ok endiistri
kuruluglarinin 6nemli sorunu olan bu tiir atiklarin aritiminda; ekonomik yonden ucuz,
pratik uygulamalarda kolaylik saglayacak aritim siireglerine yonelik genis bilimsel

arastirmalar yapilmaktadir [4].

Cevre kirliligini artiran ve ekolojik dengenin bozulmasinda 6nemli rol oynayan
endiistri kuruluslarinin basinda, atik sularinda agir metal iceren kuruluslar
gelmektedir. Ilgili endiistri kuruluslari, siire¢ler geregi ¢esitli agir metalleri
kullanmakta ve atiklarinda civa (Hg), ¢inko (Zn), kobalt (Co), bakir (Cu), demir (Fe),
kursun (Pb), krom (Cr) ve giimiis (Ag) gibi metal iyonlarini ihtiva etmektedir [2,4].

1.1.2. Su Kirliligi

Diinya niifusunun giderek artmasindan dolayr su kirliliginin ¢esitli nedenlerden
dolay arttig1 bilinmektedir. Yeryiiziindeki sular, giinesin sagladigi enerji ile birlikte
siirekli bir dongii igcinde bulunurlar. Insanoglu, ihtiyaglarmi karsilayabilmek igin,
suyu bu dogal dongiiden alir ve kullandiktan sonra tekrar ayni dongiiye geri verir [4].
Bu dogal siire¢ sirasinda suya karigan her tiirli zararli madde suyun fiziksel,

kimyasal ve biyolojik Ozelliklerini degistirerek su kirliligine sebep olur. Bu



sebeplerin basinda; niifus artisi, Kentlesme, sanayilesme, tarimsal miicadele ilaglar

ve kimyasal giibreler gelmektedir [4].

Etkili bir aritim yapilmamasi durumunda bu tiir atiklarin gol, nehir, deniz, okyanus
gibi alict ortamlara desarj edilmesi, suda yasayan ve bu suyu kullanan canh
sistemleri ve cevresi i¢in oldukca toksik olmaktadir. Ayrica, aritim sistemlerinde
hi¢cbir zaman pargalanamayan bu tiir maddeler, temel aritimda etkin olan; 6zellikle
biyolojik aritim siireclerinde 6nemli rolii bulunan mikroorganizmalar (aktif camur
vb.) i¢cin de ¢ok kiiciik miktarlarinda bile toksik etki yaptigi i¢in aritiminin
gerceklesmedigi goriilmektedir [4,5].

1.1.3. Agir Metaller ve Biyolojik Fonksiyonlari

Agir metal, periyodik cetvelin, tigiincli ya da daha yiiksek periyodunda bulunan
metaller i¢in kullanilan ve bilimsel olmayan bir deyimdir. Genel olarak zehirli ve
cevre kirliligine neden olan tiim metaller agir metal olarak adlandirilmaktadir. Agir
metal tanim fiziksel 6zellik agisindan yogunlugu 5 g/cm®ten daha yiiksek olan
metaller i¢in kullanilir. Bu gruba kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir,
nikel, civa ve ¢inko olmak tizere 60'tan fazla metal dahildir. Metallerin ekolojik
sistem tizerine etkilerinden bahsederken aslinda metalin ait oldugu grubun ele

alinmasi ve bu 6zelligin vurgulanmasi biyolojik etki agisindan ¢ok daha anlamlidir
[6.7]

Antik ¢aglarda bu metallerin cevherleri islenmeye baslandigindan beri metaller insan
faaliyetleri sonucu olarak dogal ¢evrimler diginda atmosfere, hidrosfere ve pedosfere
yayillmaya baslamiglardir. Yiizyillar boyunca insanlar agir metalleri etkilerini
bilmeden taki, silah, su borusu gibi ¢esitli amaglar i¢in kullanmiglardir. Sanayilesme
ile birlikte agir metal iceren komiirlerin yakilmaya baglanmasi ile endistri
bolgelerindeki agir metal kirliligi asir1 boyutlara ulagsmis ve agir metal kirliliginden

kaynaklanan ilk tanimlanan zehirlenmeler Japonya’da ortaya ¢ikmustir [7].



Agir metaller su kaynaklarina, endiistriyel atiklar veya asit yagmurlarinin topragi ve
dolayisiyla bilesimde bulunan agir metalleri ¢ézmesi ve ¢Oziinen agir metallerin
irmak, g6l ve yeralt1 sularina ulagsmasiyla gecerler. Sulara taginan agir metaller asir
derecede seyrelirler ve kismen karbonat, siilfat, siilfiir olarak kat1 bilesik olusturarak
su tabanina ¢oker ve bu bolgede zenginlesirler. Sediment tabakasinin adsorpsiyon
kapasitesi sinirli oldugundan dolayr da sularin agir metal konsantrasyonu siirekli
olarak yiikselir. Ulkemizde de basta tuz ihtiyacimzi karsiladigimiz tuz golii olmak
tizere kapali gollerimizde yeterli ¢evresel onlem almadigimiz ve su havzalarinda
kontrolsiiz sanayilesmeye izin verdigimizden dolayr agir metal konsantrasyonu

stirekli yiikselmektedir [7].

Agir metallerin ¢evreye yaymiminda etken olan en onemli endiistriyel faaliyetler
¢imento iiretimi, demir celik sanayi, termik santraller, cam iiretimi, ¢op ve atik gamur
yakma tesisleridir. Havaya atilan agir metaller, sonugta karaya ve buradan bitkiler ve
besin zinciri yoluyla da hayvanlara ve insanlara ulasirlar ve ayn1 zamanda hayvan ve
insanlar tarafindan havadan aeresol olarak veya toz halinde solunurlar. Agir metaller
endiistriyel atik sularin igme sularina karigmasi yoluyla veya agir metallerle
kirlenmis partikiillerin tozlagmasi yoluyla da hayvan ve insanlar {izerinde etkin
olurlar [7]. Baz1 metaller, 6rnegin Cu ve Zn biyokimyasal fonksiyonlarin korunmasi
icin gereklidir. Diger yandan Pb ve Hg biyokimyasal fonksiyonlarin herhangi birisi
icin gerekli degildir [8].

Sekil 1.1. Sematik olarak agir metallerin dogaya yayinimlari [7]



1.1.3.1. Nikelin Fonksiyonlari

Nikel ilk olarak Axel Cronstedt adl1 Isvegli minerolojist tarafindan, gersdorfit cevheri
arastirtlirken bulunmustur. Atom numarast 28’dir. Nikelin organik formu, inorganik
formundan daha zehirleyicidir. Deriyi tahris etmesinin yaninda kalp-damar sistemine
cok zararli ve kanserojen bir metaldir [9,10]. Baz1 bitki tiirleri, 6rnegin; baklagiller,
i¢in yararl bir element olan nikel, belli bir doz asiminda (0.18-5 ppm) zehirleyici
olmaktadir [10]. Zararli etkilerine ragmen nikel ve tuzlariyla zehirlenme nadir
rastlanir. Nikelin toksikolojik etkileri kanserojen, solunum sistemine etki ve

dermatolojik etki olarak 3 grupta incelenmektedir [9].

1.1.3.2. Kobaltin Fonksiyonlar1

Kobalt 1735 yilinda kesfedilmis olup, atom numarasi 27 simgesi ise Co'dur.
Yeryiiziinde 25 mg/ton ortalama ile kobalt en az siklikla bulunan elementler
grubundadir [9,10]. Kobalt ve kobalt bilesiklerinin insanlar {izerinde kansere neden
olduguna dair heniiz kesin bulgular olmamasina ragmen, kobalt bilesikleri risk teskil
etmektedirler ve kanserojen madde gibi muamele goriirler [9]. Suda ¢oziiniirligi
olmayan kobalt oksit (C0304) solunum yolu ile alindiginda viicut tarafindan ¢ok iyi
emilmekte ve hiicrelerde birka¢ giinde ¢oziinerek kana karigsmaktadir. Suda ¢6ziiniir
kobalt bilesikleri agiz yolu ile alindiginda %75°1 tekrar atilirken geriye kalan kobalt
kan, karaciger, akciger, bobrek, testisler ve bagirsaklarda toplanmaktadir. Uzun siire
kobalt tozuna maruz kalindiginda, alerjik tepkilere ve kronik bronsite neden olmasina
ragmen kobalt kaynakli deri tahrisi ve hastaliklar ¢ok nadir gozlenir ve etki iki ayri
gruba ayrilabilir. Birinci grup viicudun bazi bolgelerinde meydana gelen kizarikliklar
seklinde; Ozellikle sicak havalarda, ellerde kobalt temasindan kisa siire sonra olusur.

Ikinci grup; uzun yillar kobalt bilesikleri ile temas sonucunda ortaya ¢ikan egzamadir
[10].



1.1.3.3. Kalayin Fonksiyonlar:

Kalay ¢esitli organik maddelerde kullanilir. Organik kalay baglar1 insanlar i¢in en
tehlikeli olan kalay formlaridir. Kalay bilesikleri tarim alaninda; tarim ilaglar
seklinde, plastik endiistrisi, boya endiistrisi gibi ¢ok sayida endiistride kullanilir.
Organik kalay maddelerinin kullanildig1 alanlarin sayisi her giin artmaktadir [10].
Organik kalay maddelerinin etkileri cesitlilik gosterebilir. Bulundugu maddenin
cesidine ve etki altinda kalan organizmaya baghdir. Trietilkalay insanlar i¢in en
tehlikeli organik kalay maddesidir. insanlar kalay baglarmi gidalarla, solunumla ve
deri yoluyla alabilirler. Kalay bilesiklerinin alinmasi; uzun dénem etkileri kadar, akut
etkilere de sebep olabilir. Akut etkileri; géz ve cilt tahrisleri, bas agrisi, karin agrist,
bulant1 ve bas donmesi, siddetli terleme, nefes darligi, idrara ¢ikma problemleridir.
Uzun donem etkileri; karaciger hasarlari, bagisiklik sistemlerinin yetersizligi,
kromozomal zedelenme, anemi, beyin zedelenmesi gibi etkileri vardir. Fakat
gidalardan kaynaklanan kalay zehirlenmeleri c¢ok nadirdir ve sadece cevresel

kirliliklerden sonra meydana gelir [11].

1.1.4. Agir Metallerin Cevresel Etkileri

Agir metaller, su kaynaklarina, endiistriyel atiklar veya asit yagmurlariin topragi ve
dolayis1 ile bilesimde bulunan agir metalleri ¢dzmesi ve ¢ozlinen agir metallerin
irmak, g6l ve yeralt1 sularina ulagsmasiyla gecerler. Sulara taginan agir metaller asiri
derecede seyrelirler ve kismen karbonat, siilfat, siilfiir olarak kat1 bilesik olusturarak
Su tabanina c¢oker ve bu bolgede zenginlesirler. Sediment tabakasinin adsorpsiyon
kapasitesi sinirli oldugundan dolayr da sularin agir metal konsantrasyonu siirekli
olarak yiikselir. Ulkemizde de basta tuz ihtiyacimizi karsiladigimiz tuz golii olmak
tizere kapali gollerimizde yeterli ¢evresel 6nlem almadigimiz ve su havzalarinda
kontrolsiiz sanayilesmeye izin verdigimizden dolay1r agir metal konsantrasyonu
stirekli yiikselmektedir. Agir metallerin ekolojik sistemde yaymimlari dikkate
alindiginda dogal cevrimlerden daha c¢ok insanin neden oldugu etkiler nedeniyle
cevreye yayinimi soz konusu oldugu goriilmektedir. Siirekli ve kullanima bagh

kirlenmenin yani sira kazalar sonucu da agir metallerin ¢evreye yayinimi 6nemli



miktarlara ulasabilmektedir. Yillik olarak dogal g¢evrimler sonucu 7600 ton Cd,
18800 ton arsen, 3600 ton civa 332000 ton kursun atmosfere atilmaktayken insan
faaliyetleri sonucu desarj edilen miktarlar dikkate alindiginda ise selen (19 kat),
kadmiyum 8 Kkat, civa, kursun, kalay 6 kat, arsen, nikel ve krom 3 kat daha fazladir
[12].

1.1.4.1. Nikelin Cevresel Etkileri

Toprakta eser element olarak bulunan nikel, demir ve aliiminyum silikatlarin
latisinde yer almaktadir. Cogunlukla siilfat ve oksitler halinde bulunan ve
yeryliziinde bulunma sikligi 24. sirada olan nikelin ortalama konsantrasyonu
%0.008"dir. Toplam rezerv 130x10° ton olarak tahmin edilmektedir [10]. Nikel
alagimlari, fabrikalarin bacalarindan ya da elektrik santralleri ve ¢op yakma
tesislerinden cevreye salinimi gerceklesebilir. Nikel bitkilere ve topraga yerlesmek
icin havadan yagmur ve kar taneleri sonucu yeryiiziine inerek bunlara tutunur.
Bununla beraber topraga karisan nikel buradan yer alt1 sularina da gecis yapabilir.
Suda baliklarda iizerinde gozlenmemistir. Calismalar bazi bitki tiirlerinde nikelin

birikim yaptigin1 géstermistir [13].

1.1.4.2. Kobaltin Cevresel Etkileri

Kobalt, hava, su, toprak, kaya, bitki ve hayvanlarda ortamda dogal olarak bulunan bir
elementtir. Insanlara madencilikte kobalt iceren cevherleri isleme ve kobalt
kimyasallar1 kullanilmasiyla atmosferden gecer. Kobalt radyoaktif izotoplar1 dogal
ortamda mevcut degildir. Ancak niikleer santral igletmesi ve niikleer kazalar yoluyla
serbest birakilir. Yar1 6mrii ¢cok kisa olmakla beraber tehlikeli degildir. Cevreye giren
kobalt yok edilemez. Toprak parcaciklar: ya da suya adsorbe olabilir. Kobalt ¢cok
diisiik miktarda bitkinin biiylimesine etki edebilir. Hayvanlar otlama yaparken
kendileri icin gerekli kobalt1 alacaklardir. Madencilik tesislerinin yakinindaki

topraklar kobalt agisindan zengin olabilir. Buralardan beslenen hayvanlar ve yasayan



bitkiler iizerinde kobalt daha c¢ok birikim yapar. Ancak yedigimiz sebze, meyve,
balik ve diger hayvansal gidalarda yiiksek oranda i¢cermez [14].

1.1.4.3. Kalayin Cevresel Etkileri

Kalay hem dogal yolla hem de insan kaynakli yollarla atmosfere salinimi
gerceklesebilir. Kalay tarimsal faaliyetler ve firtina gibi aktiviteler sonucu olusan
tozlarla topraktan serbest kalabilir. Ayrica orman yanginlari, volkanik faaliyetler
sonucu da agiga ¢ikabilir. Kalay kloriir suda diger bilesenlerine gore daha iyi

¢oziiniirliik gosterir. Inorganik kalaym bakteriler tarafindan biometile edilebilir [15].

1.1.5. Agir Metallerin Kullanildig1 Endiistri Dallar

Atik suda bulunan agir metallerin 6nemli bir miktart aritma ¢amurlarinda bulunurlar.
Coziinmiis kisimlar ise ylizey sular1 ve denizlere ulasarak bu bolgelerde kalirlar.
Buralardan agir metaller tekrar mobilize olarak igme sularina ve besin zincirine
ulasabilirler. Besin zincirine ulasan agir metaller kimyasal veya biyolojik olarak
biinyeden atilamazlar ve akiimiile olurlar. Buna ragmen canli organizmalarda her ne
kadar taban, hava veya sularda rastlanilan konsantrasyonlardan ¢ok daha yiiksek
oranda agir metal konsantrasyon degerlerine ulasilsa dahi, cok nadir olarak hayvan
ve insanlarda saglik riski doguracak agir metal akiimiilasyon sinirina ulagilir [7].
Tekstil, deri, boya, metal ve kagit endiistrilerinden kaynaklanan atik sular fazla
miktarda agir metal icermektedir. Bu tip atik sularin aritilmadan kontrolsiiz bir
sekilde ¢evreye bosaltilmalari o ¢evredeki canlilara toksik ve mutajenik etki
yapmaktadir. Cesitli metaller bazi organizmalarda canliligin devam ettirilmesi i¢in
cok az miktarlarda kullanilsalar da ytliksek konsantrasyonlar1 hiicrede zararl etkilere
yol agmaktadir. Ag, Al, Au, Cd, Pb ve Hg gibi toksik metallerin ise biyolojik 6nemi
bulunmamakla birlikte hiicrede diisiikk konsantrasyonda bile bulunmalari tehlikeli
olmaktadir [16]. Cd, Zn, Cu, Ni, Pb, Hg ve Cr gibi agir metallerin ¢op depolama
alanlarindan s1zan si1zint1 sular1 bilesiklerinin kaynaklari; metal kaplama, para basima,

metal yiizeyi temizleme, madencilik aktiviteleri, otomotiv sanayi, pil ve akii liretimi,



deri sanayi, petrol rafinerileri, kimya ve c¢evre laboratuvarlari, boya iretimi,

pestisitler ve pigment iiretimi, foto grafik gibi endiistrilerdir [17].

Cizelge 1.1. Cesitli endiistrilerden dogaya agir metal salinimi [17]

Endiistri Tiirii Cd Cr Cu Hg Pb Ni Sn Zn
Kagit Endiistrisi - + + + + + - -
Petrokimya + + - + + - + +
Klor-alkali Uretimi + + - + + - + +
Giibre Sanayi + + + + + + - +
Demir-Celik Sanayi + + + + + + + +
Enerji Uretimi (Termik) + + + + + + + n
(+; var, -;yok)

1.1.5.1. Nikelin Kullanim Alanlar1

Nikelin biiyiik bir cogunlugu (%80), korozyon ve 1s1 direncinin yiiksek, sertliginin ve
dayaniminin iyi olmasi sebebiyle alasim iiretiminde kullanilmaktadir. Nikelin ana
kullanim alani paslanmaz ¢elik, bakir-nikel alagimlari ve diger korozyona dayanikli
alagim tretimleridir. Saf nikel kimyasal katalizor olarak elektrolitik kaplamada ve
alkali pillerde, pigmentler, madeni para, kaynak {irinleri, miknatislar, elektrotlarda,
elektrik figlerinde, makine pargalari ve tibbi protezlerde kullanilmaktadir [10,18].
Nikel hem altin i¢in miilkemmel bir beyazlastirict oldugu gibi hem de bakir ile
birlikte kullanildiginda mekanik 6zellikleri, islenebilirligi ve dokiim ozellikleri iyi

olan bir alagim eldesini miimkiin kilan 6nemli bir alasim elementidir [19].

1.1.5.2. Kobaltin Kullanim Alanlar1

Kobalt stratejik ve endiistriyel uygulamalarda ve askeri alanda onemli kullanim

alanlarma sahiptir. Kobalt, en ¢ok siiper alasim olarak jet motor tiirbinlerinde

kullanilirken, malzemelere manyetiklik 6zelligi kazandirma, korozyondan korunma



ve mekanik ozelliklerin iyilestirilmesi amaciyla alasimlarda, yiiksek hiz ¢eliklerinde,
takim ¢eliklerinde, elmas takimlarinda ve kesici uglarda alasim elementi olarak da
kullanilir. Bilesikleri ise petrol ve seramik endiistrisinde katalizor ve boyalarda
pigment, miirekkep ve verniklerde kurutma maddesi olarak kullanilir. Ayrica pil
elektrotlarinda, her tip manyetik malzemelerde ve kayit cihazlarinda
kullanilmaktadir. Gliniimiizde kobaltin en biiyiik maden iretici iilke Zaire (%52) ve

en biiyiik metal kullanicisi ise Amerika Bilesik Devletleri’dir [10,20].

1.1.5.3. Kalayin Kullanim Alanlar

Celik konserve kutularinin kaplama maddesidir. Ayrica lehim, bronz ve kursun
alagimlarinda yer alir. Baz1 dis macunlarinin igeriginde, kalay ve flor bilesigi olan
SnF5 kullanilir [21,22]. Siiper iletken miknatislarin yapiminda da kullanilir. Saf
element halinin kullanimi ¢ok smurhdir [21]. Kalay, tencke yapiminda,
kaplamacilikta, cesitli alagimlar, lehim ve kimyasal madde yapiminda kullanilir.
Otomotiv endiistrisinde de motor yataklarinda, kaporta, radyator, yag ve hava
filtrelerinde kullanilir. Ucak ve gemi endiistrisi ile elektronik ve elektrik sanayinde
genis bir kullanim alan1 vardir. Kimya sanayinde boya, parfiim, sabun, poliiiretan
tiretimine kadar genis bir alanda tiiketilir. Bunlarin yaninda, matbaacilikta, mutfak

malzemeleri ve cam endiistrisinde de kullanilmaktadir [22].

1.1.6. Metal Uzaklastirma Yontemleri

1.1.6.1. Geleneksel Metal Uzaklastirma Yontemleri

Agir metal kontaminasyonu Ozellikle gelismekte olan iilkeler acisindan insan
yogunlugu sebebiyle ciddi endiseye neden olmaktadir [23]. Kimyasal ¢oktiirme,
kimyasal oksidasyon ve indirgenme, elektrokimyasal yontemler, buharlastirma
yoluyla geri kazanim, filtrasyon, iyon degistirme, membran teknolojisi endiistriyel
atik sulardan agir metalleri uzaklastirmak i¢in kullanilan bazi metodlardir. Ancak bu

metotlar ekonomik agidan karmasik ve yetersizdirler [24,25].
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1.1.6.2. Biyolojik Aritma Yontemleri

Son yillarda geleneksel aritma yontemlerine alternatif ve etkin bir yontem olarak
biyolojik aritma yontemleri ¢alisilmistir. Bu yontemler hedef kirleticileri yiiksek
emilim yaparak uzaklagtirmasi, ¢evre dostu olmasi, diisiik isletme maliyeti ve
mikkemmel performans gostermesi gibi cesitli sebeplerden dolayr geleneksel

yontemlere gore daha ¢ok avantaja sahiptir [25].

1.1.6.2.1. Bakterilerin Agir Metal Direnclilik Mekanizmalari

Mikroorganizmalarin kompleks yapist nedeniyle mikrobiyal hiicrenin metalleri ¢ok

farkli giderim yollar1 mevcuttur [26].

I\ on Degisimi Difiizyon

- ()
BIOSORBENT
Tasima Fonksiyonel Gruplan - Cokme
-COOH, -NH,, -
SH, -CONH,, OCH;

M: M: M M

a L a ADSORBENT
Komplekslesme Yiizey adsorbsiyonu
M+ —> Agir metal iyonlan @ —> Tasiyic1 proteinler a —> Selatlayici Ajanlar

Sekil 1.2. Hiicrenin metal alim yollar1 [42]
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1.1.6.2.1.1. Permeabilite Bariyeri ile Metallerin Uzaklastirilmasi

Bakterilerin dogal formlarinda metal iyonlarini absorbe etme kabiliyeti ekstraselliiler
polisakkarit katmanda tamimlanmistir ve metaller bakterilerin hayati hiicresel
komponentleri ile iligki icerisindedirler. Bu yetenek bakterilerin dis polisakkarit
katmanlarina metal katyonlarinin tutunmasi i¢in alan saglamaktadir. Bakterilerin
birgogunda metalleri ekstraselliiler olarak baglama kabiliyeti saptanmistir. Dis
polisakkarit katmanin koruyuculugu sayesinde, Cd*? iceren buyyonlarda bulunan
Klebsiella aerogenes susu hayatta kalmaktadir. Ayrica ayni susun dis polisakkarit

katmani giderildiginde de Cd*?’nin birikimi gdzlenmistir [27].

Pseudomonas sp.’de Cu*#nin periplazmik baglanmasi olustugunda direnclilik bir
operonda bulunan dort gen tarafindan kodlanmaktadir; copA, copB, copC ve copD.

+2,

copA ve copB kismi bir diren¢ saglarken, copC ve copD Cu “’ye tam bir direng
olusumu saglamaktadir. COpA ve copC proteinleri i¢ ve dis membran arasinda yer

alirken, copB dis membranda yer almaktadir [27].

1.1.6.2.1.2. Metallerin Hiicreden AKktif Transport ile Uzaklastirilmasi

Metal direnglilik sisteminde en biiyiik kategoriyi aktif transport ya da aktif transport
sistemi icermektedir. Mikroorganizmalar sitoplazmalarinda bulunan toksik metalleri
uzaklastirmak igin aktif transport mekanizmasini  kullanmaktadirlar. Bu
mekanizmalar kromozomal olarak ya da plazmidlerce kodlanmaktadir. Esansiyel
olmayan metaller, normal besleyici transport sistemleri vasitasiyla hiicre igerisine
giris yaparlar, ancak hizli bir sekilde de disar1 atilirlar. Bu aktif tagima sistemleri
ATPaz’a bagimh olmadan da olusabilir ve yiiksek diizeyde spesifik katyon veya
anyon atilmasini saglamaktadir. ATP bagimliligi ise, iyonofor antibiyotikler ve
eslesmeyen enerjinin kullanimiyla gosterilmektedir. Eslesmeme durumunda ATP’nin
olusumu katyon ve anyonlarin aktif tasimanin azalmasi ile sonuglanmaktadir [27-
29].
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Staphylococcus aureus ve E. coli’de bulunan ars operonu araciligi ile olusan
antimonit iliskili As™, arsenit (As™) direnci, S. aureus, Bacillus spp. ve Listeria
spp.’de bulunan cad operonunca veya Alcaligenes eutrophus’da bulunan czc
operonunca kodlanan Cd*? direnci, ve S. aureus’da bulunan cadA ve E. coli’de

bulunan zntA vasitasiyla olusan Pb*? direncidir [27,28].

1.1.6.2.1.3. Metallerin Proteinlere Baglanarak Hiicre icinde Ahkonmasi

Intraselliiler alikonulma, sitoplazma igerisinde biriken metalin esansiyel hiicresel
komponentlere etki etmesi ile sonuglanmaktadir. Bu mekanizma ile Cd*", Cu*? ve
Zn*? birikimi gozlenmektedir. Bu sekilde meydana gelen metal direncine iki drnek
verilebilir; metallothinoein tireten Synechococcus spp. ve sisteinden zengin protein

iceren Pseudomonas spp.’dir [27,28].

Sekil 1.3. Iki degerlikli metal iyonlarinin proteinlerce tagmimi ve detoksifikasyonu
[28]

1.1.6.2.1.4. Ekstraseliiller Ahkonma
Metal direncinde ortaya konulan bu hipotez sadece bakteriler i¢in gegerliyken, son
zamanlarda mantarlar ve mayalar igin de gegerli hale gelmistir. Ornegin;

Saccharomyces cerevisiae, fazla miktarda glutatyon salgilayarak  Ni*?

absorbsiyonunu azaltmaktadir. Glutatyon, agir metallere affinite gostererek
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baglanmay1 saglamaktadir. Mayalar, metilglioksal diren¢ geni tagimaktadirlar ve
metalden zengin sivi  besiyerlerinde ekstraselliller olarak metal-glutatyon
komplekslerinin  olusumunu saglamaktadirlar. Toksik metal bir komplekse
baglandiginda direng¢ sekillenmektedir ve hiicre membranindan igeriye

girememektedir [27,28].

Metallerin dis zara veya kilif proteinlerine spesifik olmayan bir sekilde baglanmasi
da metalin gecirgen zardan igeri almmmamasi ile sonuglanmaktadir. Ayrica,
bakterilerin dogal olarak bulundurduklar: ekstraselliiler polisakkarit kisim metal
iyonlarini biyolojik olarak tutmakta ve onlari hiicre bilesenleri ile etkilesiminden
korumaktadir. Bu polisakkarit kisim metal iyonlariin tutunabilecegi bolgeler de
Olusturabilmektedir [27,28,30]. Ekstraselliiler olarak metal direnci gosteren
bakterilerden bazilari, Klebsiella aerogenes, Pseudomonas putida, Arthrobacter
viscous’dur. Bu suslar, koruyucu ekzopolisakkarit kism1 olmayan bakterilere gore iki
kat daha fazla metal direnci gostermektedir. Deniz bakterisi Vibrio alginolyticus,

Cu*? degisiminde Cu*? baglayan ekstraselliiler proteinler sentezlemektedir [30].

1.1.6.2.1.5. Metallerin Daha Az Toksik Forma Doniistiiriilmesi

Metallerin daha az toksik forma doniistiiriilmesi genellikle hiicre i¢inde ve enzimatik
olarak gergeklesmektedir. Bu tip diren¢ mekanizmasina gram negatif ve gram pozitif
bakterilerde rastlanmaktadir. Asagida bugiine kadar indirgenme mekanizmalari
belirlenmis (AsOa);, Hg™® ve Cu*® gibi metallerin mikroorganizmalarca daha az

toksik forma doniistiiriilmeleri agiklanmistir [30].

E. coli ve S. aureus’taki arsenat direnci, direngli hiicreler tarafindan arsenatin
indirgenerek iceri alinmasiyla ilgilidir. Arsenat yapist bakimindan fosfatla (POy)s3
oldukg¢a yakindan ilgilidir. Metalin toksikligi bir biyoelement olan fosfor

metabolizmasi ile karismasinin sonucudur [31].

Baska bir toksik agir metal olan civa ise biitiin agir metaller arasinda en toksik olan

olarak bilinmektedir. Civanin mikroorganizmalara yararli bir fonksiyonu
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bulunmamaktadir. Yiiksek konsantrasyonda civa, biosidal etki gosterirken, diisiik

konsantrasyonda bulunmasi da mutajenik etki gostermektedir [30-32].

Civaya diren¢ gosteren bakterilerde mer operonu bulunmaktadir. Operon, hem
Hg+2’yi detoksifikiye etmekte hem de tasimaktadir. Kendi kendini diizenleyebilen
operon, Hg+2 yoklugunda transkripsiyonu azaltan diizenleyici bir protein
kodlamaktadir. Ayn1 zamanda operondaki genler periplazmik baglanma proteinleri
ve membrana bagli tagima proteinlerini de kodlamaktadir. Periplazmik baglanma
proteinleri Hg*’yi biriktirirken tagima proteinleri bunlari detoksifikasyon i¢in

sitoplazmaya gotiirmektedir [28,30].

1.1.7. Biyosorpsiyon

Kontamine sulardan agir metallerin kaldirilmasi i¢in kullanilan teknikler; kimyasal
coktlirme, iyon degisimi, ters osmoz, elektrodializ, ultrafiltrasyon gibi yontemlerdir
[24,25,33]. Ancak bu yontemlerin yiiksek maliyet gerektirmesi, enerjinin fazlaca
harcanmasi, potansiyel metal uzaklastirmalarinin yetersiz olmasi gibi dezavantajlar

vardir [33].

Metal iyonlarinin sulu ortamlardan giderilmesi iizerine farkli teknolojiler gelistirmek,
giiniimiizde onemli bir arastirma konusudur. Bu konuda gelistirilen yontemlerden
biri de biyosorpsiyon yontemidir. Su ve atik sulardan toksik agir metallerin
giderilmesinde mikrobiyal biyokiitlelerin kullanilmas1 var olan metotlara ve
geleneksel adsorbentlere, diisiik maliyeti ile yeni bir alternatif olusturmaktadir.
Biyosorpsiyon teknolojisinin en Onemli avantajlar1 atik sulardaki agir metal
konsantrasyonlarint ¢ok diisiik seviyelere indirgemekteki etkinligi ve bol miktarda
kolayca iiretilebilen, ekonomik biyosorbent materyallerinin kullanilmasidir. Bu
biyosorbentler metal iyonlarinin giderilmesinde yiiksek secicilige sahiptirler. Ayrica
bu yontem ile ¢ok seyreltik sulardan bile kirleticiler etkili bir sekilde
giderilebilmektedir. Biyosorpsiyon yonteminin diger avantajlari ise bu yontemin
yerinde uygulanabilen bir yontem olmasi, ¢cok 6zel dizaynlar ve endiistriyel iglemler

gerektirmemesi ve birgok sistemle ekonomik bir sekilde birlestirilebilmesidir
[33,40].
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Biyokiitleler ile (fungus, bakteri, alg vb.) yapilan adsorpsiyon islemine biyosorpsiyon
denir. Bu olay komplekslesme, koordinasyon, selat olusturma iyon degisimi,
adsorpsiyon, mikro ¢dkelme proseslerini igerebilir. Alg, mantar, bakteri ve mayalar
gibi kolay elde edilebilir mikroorganizmalarin, yiiksek verimle seyreltik ¢ozeltilerden

agir metalleri baglayabildikleri rapor edilmistir [34].

Biyosorpsiyon yeni bir teknolojidir. Bu teknolojiyle atik sulardan biyolojik
malzemelerle agir metallerin uzaklastirilmasi gergeklesmektedir [34]. Alg, bakteri ve
mantarlarin potansiyel biyosorbent olduklari kanitlanmistir [35-37]. Mantar ve
alglerle yapilan biyosorpsiyon calismalari, onlarin dogada elde edilebilirligi ve
fermentasyon endiistrisi gibi degisik proseslerin atigi veya tirlinii oldugu igin
bakterilerden daha fazla ilgi gekmektedir. Biyosorpsiyon aslinda fiziksel ve kimyasal
adsorpsiyon, iyon degisimi, koordinasyon, komplekslesme, mikro ¢okelme vb. gibi
birgok pasif giderim proseslerini adlandirmakta kullanilan ortak bir terimdir.
Biyosorpsiyon fizikokimyasal bir olay oldugu i¢in tersinir bir reaksiyondur ve ayrica
yasamayan biyokiitlelerde bile meydana gelir. Biyokiitle karboksilik, fosfat ve amino
gruplar1 gibi belirli asidik gruplart igeren ¢esitli biyopolimerlerin bir araya gelmis
seklidir. Bundan dolayi, biyosorpsiyon metal iyonlarinin biyokiitle tizerindeki asidik
sitelere baglanma reaksiyonlar1 olarak aciklanabilir. Biyokiitlelerin giiclii metal
baglama yetenegi toksik agir metallerle kirletilmis cevreyi temizlemede ve atik

sularin iyilestirilmesinde ¢ok biiyiik ilgi gekmektedir [38].
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Sekil 1.4. Metal-mikroorganizma etkilesimi [39]
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1.1.7.1. Biyosorpsiyon Mekanizmalari

Mikroorganizmalarin hiicre yapilarinin ¢ok kompleks olusu, hiicrelerin metalleri
baglamasmin birgok yolu oldugunu diisiindiirmektedir. Biyosorpsiyon isleminin
mekanizmast heniiz tam olarak anlagilamamistir, fakat farkli acilardan

degerlendirmeler ile asagidaki gibi bir siniflandirma yapilmistir [38,41].

| BiYOSORPSIYON MEKANiZMALARII

I Metabolizmaya badl olup olmadidina gore | lMeAal hirikim bolgelerine gore
Metab_olizmaya Metabolizmadan Hiicre igine Hucre Ylzeyine| | Hucre Digi
Bagimli Bagmsiz Taginim Adsorpsiyon Cokelme
Hucre Zanndan| | Cokelme Fiziksel Kompleks Gokelme
Taginim Adsorpsiyon Yapma
iyon Fiziksel
iyon Dedjigimi Dedisimi Adsorpsiyon

Komplekslesme I

Sekil 1.5. Biyosorpsiyon mekanizmalari [40]

Hiicre zarindan igeri taginim olay1 hiicre metabolizmast ile ilgilidir. Canli hiicrelerde
calisirken baz1 toksik elementlerin yiiksek konsantrasyonda olmasi, biyosorpsiyon
arastirmalarima imkan vermemektedir. Bu nedenle, bu cesit biyosorpsiyonun
mekanizmas1 hakkinda yeterli bilgi bulunamamaktadir. Mikrobiyal hiicre
zarlarindaki agir metal iyonlar1 taginimi hiicre metabolizmasinda gerekli olan
potasyum, magnezyum ve sodyum gibi iyonlarin tasinma mekanizmasiyla ayni
olabilir. Metal taginma sistemi, ayni yiiklii ve iyonik yarigapli agir metal iyonlarinin
varliginda, karisik bir durum arz eder. Bu mekanizma genellikle metabolik aktiviteye
bagli olmayan biyosorpsiyon olayiyla es zamanli olarak meydana gelmektedir.
Literattirdeki birgok 6rnekte canli organizmalar vasitasiyla yapilan biyosorpsiyon, iki

temel basamagi kapsamaktadir. Bunlardan birincisi metabolizmaya bagli olmadan
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hiicre duvarlarina baglanma ve ikincisi de metabolizmaya bagli olarak metal

iyonlarinin hiicre zarindan hiicre igine taginip biriktirilmesidir [38].

Fiziksel adsorpsiyon olayinda biyosorpsiyon, Van der Waals kuvvetlerinin ve diger
zaylf molekiiller aras1 kuvvetlerinin (dipol-dipol gibi) varligiyla gergeklesir. Bir
fungal biyokiitle olan Rhizopus arrihizus ile toryum ve uranyumun biyosorpsiyonu
tizerine yapilan bir ¢alismada; bu metallerin biyosorpsiyonunun hiicre duvarinda yap1
elemani olarak bulunan kitin tarafindan fiziksel baglanma yoluyla saglandig: tespit
edilmistir. Uranyum, kadmiyum, ¢inko, bakir ve kobalt gibi metallerin canli olmayan
alg, mantar ve maya biyokiitleleri ile biyosorpsiyonunda, ¢ozeltideki iyonlar ile
hiicre duvarlar1 arasinda elektrostatik etkilesimin etkili oldugunu ileri siirmiislerdir.
Elektrostatik etkilesimin, bakteri ve alglerle yapilan bakir biyosorpsiyonunda da
etkili oldugu kanitlanmistir [38,41].

fyon degisimi mekanizmas1 da su sekilde yapilabilir. Mikroorganizmalarin hiicre
duvarlari, temel yap1 bloku olarak polisakkaritleri icermektedir. Dogal
polisakkaritlerin iyon degisimi oOzellikleri detayli olarak calisilmis ve iyice
belirlenmigstir ki bivalent metal iyonlar1 polisakkaritlerin karsi iyonlar1 ile yer
degistirmektedir [38,40]. Ornegin, deniz alglerinin alginatlar1 genellikle potasyum,
sodyum, kalsiyum ve magnezyum gibi elementlerin dogal tuzlarindan olusmaktadir.
Bu metalik iyonlar; kobalt, bakir, kadmiyum ve ¢inko gibi karsi iyonlarla yer
degistirebilmekte ve sonug¢ olarak metallerin baglanmasi ve aritimi saglanmaktadir

[38, 43].

Bir baska adsorpsiyon mekanizmasi olan ¢dkelme hiicre metabolizmasina bagl
oldugu gibi, ondan bagimsiz da gergeklesebilir. Birinci durumda genellikle
cozeltideki metalin aritimi, mikroorganizmalarin aktif savunma sistemleri
araciligiyla olmaktadir. Cozeltide bir toksik metalin varligi halinde, savunma sistemi
onunla reaksiyona girerek, ¢okelme islemini hizlandiran bazi bilesikler iiretir. Bazi
Arthrobacter ve Pseudomonas tiirleri ile ¢ozeltiden kadmiyumu ayirma isleminin,
detoksifikasyon yoluyla gerceklestigi ve kadmiyumun hiicre yiizeyi lizerine ¢oktiigi
belirlenmistir. Bu ¢6kelme olayi, hiicre metabolizmasina bagli degildir. Belki hiicre

yiizeyi ile metal arasindaki kimyasal etkilesimin bir sonucu olabilir. Biyosorpsiyon
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olaymin mekanizmasi tek tip degildir. Ayni anda birden fazla mekanizmada meydana
gelebilmektedir [38, 41]. Biyosorpsiyon ¢aligsmalarinda, agir metal giderimini; metal
iyonu konsantrasyonu, biyosorbent konsantrasyonu, pH, sicaklik, karistirma hizi ve

kontakt zamani direkt olarak etkilemektedir [44].

1.1.8. Adsorbsiyon

Adsorpsiyon, birden fazda bulunan iyon ya da molekiillerin, bir diger fazin
yiizeyinde yogunlagmasi 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 dnemlidir.
Yiizey alani 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 yiizeyine c¢ekerler ve ylizey kuvvetleri dengelenmis olur. Bu sekilde
cozeltideki maddelerin adsorban yiizeyine adsorpsiyonu gergeklesir. Adsorpsiyon
isleminde adsorplanan tiirlere adsorbant denir. Adsorbantlar bir ya da birden fazla
sayida olabilir. Yiizeyinde adsorpsiyon gerceklesen madde ise (adsorbent)
adsorbandir. Giiniimiizde adsorpsiyon birgok dogal fiziksel, kimyasal ve biyolojik
islemde Onem tasimaktadir. Ayrica adsorpsiyon prosesi, atik sulardaki organik ve
kimyasal kirleticilerin uygun bir kat1 ylizey ilizerine tutularak giderilmesi isleminde

de siklikla kullanilmaktadir [45].

1.1.8.1. Adsorbsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermleri bir yiizeye adsorbe olan madde i¢in denge sartlarin1 gosterir.
Genel olarak, adsorbe olan madde miktari, adsorplayan maddenin
konsantrasyonunun kompleks bir fonksiyonudur. Adsorpsiyon izotermi, adsorban
yiizeyinde biriken madde konsantrasyonu ve ¢ozeltide kalan madde konsantrasyonu

arasinda bir denge olusuncaya kadar devam eder [46]. Sabit sicaklikta adsorban
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tarafindan adsorplanan madde miktar1 ile denge basinci veya konsantrasyonu
arasindaki bagintiya adsorpsiyon izotermi denir [47]. Adsorpsiyon izotermleri,
adsorbent iizerinde biriken adsorbandin miktar ile sabit sicaklikta sivi fazda kalan
adsorbant konsantrasyonu arasindaki denge iliskilerini agiklar. Adsorpsiyon
izotermleri, adsorpsiyonun aritma prosesi olarak kullanilabilirligi hakkinda bilgi verir
[48]. Agir metal iyonlarmin biyosorbent yiizeyine baglanmasi, adsorpsiyon
izotermlerine uygunluk gosterir. Bunlardan en sik kullanilanlari; Freundlich ve

Langmuir izotermleridir [46].

1.1.8.1.1. Langmuir izotermi

Langmuir izotermi, kat1 yiizeyler tizerinde aktif adsorpsiyon alanlarinda meydana
gelen tutulmanin fiziksel ya da kimyasal adsorpsiyon olup olmadigimi diger
izotermlere gore daha iyi acgiklamaktadir [48]. Langmuir izoterminde adsorpsiyon,
adsorplanan maddenin baslangi¢ konsantrasyonu ile birlikte dogrusal olarak artar.
Maksimum doyma noktasinda, yiizey tek tabaka ile kaplanmakta ve ylizeyde
tutulmus madde miktar1 sabit kalmaktadir. Adsorpsiyon hizi, adsorplanacak madde
konsantrasyonu ve ylizey iizerinde bulunan bos adsorpsiyon alanlar1 ile dogru
orantilidir. Desorpsiyon hizi ise yiizeydeki adsorplanmis molekiil sayisi ile dogru

orantilidir [48].

Bu kabullerden yola ¢ikarak Langmuir asagidaki esitligi ortaya koymustur.
ge = X/M = a.b.C/(1+bC) (1.1)
x = Co —Ce 1.2)
Burada;
ge = X/M = Birim adsorplayic1 agirlig1 basina adsorplanan madde miktart, (g/g)

a = Birim adsorplayici agirligi basina tek sirali filmde tutulan mol sayisi ile ilgili

sabit
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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/ (1.3)

veya

1/ge = 1/(XIM) =1/a + (L/a.b) (L/C) (1.4)

denklemi elde edilir.

C ye kars1 C/(X/M) degerleri veya 1/C ye kars1 1/(X/M) degerleri kullanilarak elde
edilen bu grafikler yardimui ile a ve b degerleri hesaplanabilir [49].

,A/”ab

7
1/a

>

LiE

Sekil 1.6. Langmuir izotermi [49]

Langmuir modelinden elde edilen a ve b degerlerinin biyiikligi iyi bir

biyosorpsiyona isaret etmektedir [49].
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1.1.8.1.2. Freundlich izotermi

Freundlich (1926), adsorpsiyon prosesini ifade eden bir ampirik esitlik gelistirmistir.
Freundlich’e gore bir adsorplayici maddenin yiizeyi lizerinde bulunan adsorpsiyon
alanlar1 heterojendir. Diger bir ifade ile farkli tiirdeki adsorpsiyon alanlarindan

olusur. Freundlich izotermi asagidaki sekilde ifade edilir [45, 50].
ge = Kf.C.H" (1.5)

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

Kf : deneysel olarak belirlenen adsorbsiyonun kapasitesini gosteren sabit

n : Adsorbsiyonun yogunlugunu gosteren sabit (Freundlich izotermi sabiti)

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

Freundlich denkleminin her iki tarafinin logaritmasi alinirsa, esitlik asagidaki bigimi

alir:

log gqe =log Kf + 1/n log C, (1.6)
Boylece, log qe degerlerine kars1 log Ce degerleri grafik lizerinde gosterildiginde,
eger izoterm Freundlich izotermine uyuyorsa Sekil 1.7. gibi bir dogru elde edilir.

Burada n ve Kf sabitleri dogrunun egimi ve ekseni kesme noktalaridir [45].

Log g

Egim=1/n

log Ce

Sekil 1.7. Freundlich izotermi [45]
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1.1.9. Adsorpsiyon Kinetigi

Adsorpsiyon kinetigi adsorban ve adsorbant arasindaki etkilesime ve sistem
kosullarina baghdir. Adsorpsiyon prosesinde mekanizma ve reaksiyon hizi
onemlidir. Kinetik analizinden kati alim hizi hesaplanabilir. Bunun formiile
edilebilmesi i¢in bir ¢ok calisma yapilmistir. Lagergren (1898) oksalik asit ve
malonik asidin odun komiirii ile adsorpsiyonunu formiile etmistir. Lagergren Esitligi
kat1 maddenin kapasitesine dayanan sivi-kat1 sistemin adsorpsiyonunu tarif eden ilk
esitliktir. Katinin adsorpsiyon kapasitesi ve ¢ozeltinin konsantrasyonuna dayanan
kinetik esitligini ayirmak igin Lagergren’in birinci dereceden esitligi Pseudo-birinci

mertebeden esitlik tanimlanmistir [47].

Daha once Lagergren’in adsorpsiyon kinetik esitligi uygulamasi Trivedi tarafindan
kalsiyum silikat kullanilarak kloroformdan seliiloz triasetat adsorpsiyonu igin
kullanilmistir. Son otuz yilda kinetik esitlik kirleticilerin adsorpsiyonunda sulu
¢ozeltilerden 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 tizere tanimlanmis esitliklerdir. Ancak Diizenlenmis-ikinci-
derece esitligi ve Elovich esitligi daha cok gazlarin kati maddeler tarafindan

adsorpsiyonunda kullanilmaktadir [47].

1.1.9.1. Pseudo Birinci Derece Esitligi

Sivi-kat1 adsorpsiyon sistemlerinde katinin adsorplama kapasitesi esas alan,

Lagergren tarafindan onerilmis esitliktir.

dgt/dt=ki(ge—qt) 1.7

Denklem, t=0,t=t, qt = 0 ve qe = qt sinir degerleri i¢in integre edildiginde:

In (ge—qt) = In ge — kyt (1.8)
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seklini alir.

Bu denklemde:

t : Zaman (dakika)

ki : Pseudo birinci derece kinetik sabiti (dak™)

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

qt : Herhangi bir t anindaki adsorplanan madde miktar1 (mg/g)

Grafik In(ge—qt) ye kars1 t degerleri alinarak ¢izilmekte ve k; ile qe degerleri elde
edilmektedir [47].

1.1.9.2. Pseudo Ikinci Derece Esitligi

Pseudo-ikinci-derece esitligi, kati fazin adsorplama Kkapasitesini 6lgmek igin
kullanilmaktadir ve bir hiz kontrol adimi olarak kemisorpsiyon mekanizmasini

tanimlamaktadir.
dqt/dt = k,.(ge —qt)? (1.9)

t : Zaman (dak.)
ko : Pseudo ikinci 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 siur degerleri i¢in integre edildiginde:
qt = t/(1/k,qe’+t/qe) (1.10)
Denklem dogrusallastirilirsa:

t/qt=(1/k.qe?)+(1/qge).t (1.11)

seklini alir [47].
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1.1.10. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR matematiksel Fourier doniisiimii yontemi ile 15181n infrared yogunluguna kars1
dalga sayisin1 6lgen bir kimyasal analitik yontemdir. Elektromanyetik 151k dizisinin
kizil tesi bolgesi 14000 cm™ ile 10 cm™ arasindadir ve yakin dalga boylu kizil 6tesi
(NIR; 4000-14000 cm™), orta dalga boylu kizil étesi (MIR; 400-4000 cm™) ve uzak
dalga boylu kizil 6tesi (FIR; 4-400 cm™) olmak iizere {i¢ ana bdlgeden olusmaktadur.
MIR boélgesindeki bantlar ile hiicre duvari bilesenleri, proteinler ve niikleik asitler
gibi bakteri hiicrelerinin toplam bilesenleri belirlenebilir ve tekrarlanabilir
biyokimyasal parmak izlerini olusturan organik bilesenlerin tanimlanmasini saglar.
Bir organik maddenin 151k dizisinde 3600-1200 cm™ araligina, fonksiyonel gruplar
bolgesi denir. Ikinci bdlge parmak izi bélgesi olarak tamimlanan 1200-700 cm™
bolgesidir. Bu bolge, 6zellikle molekiildeki kiigiik yapisal ve bilesim degisikliklerini
incelemekte kullanilir. Molekiiliin yapisinda ve bilesiminde meydana gelen kiiciik
degisiklikler, bu bolgedeki absorpsiyon piklerinin biiylik dl¢lide yer degistirmesine
neden olur. Bundan dolayi, bu bolgede iki 151k dizisinin g¢akismasi, bu iki 151k
dizisinin aynt maddeye ait olduguna bir isarettir. Tek baglarin ¢ok biiyiik bir kismi
bu bolge veya aralikta absorpsiyon bantlari verir. Bolgenin oldukg¢a dar olmasi
nedeniyle, bu boélgedeki titresim frekanslari, enerjilerinin birbirine ¢ok yakin olmasi
sebebiyle birbirlerini ¢ok etkiler. Bu nedenle, maddelerin 151k dizilerinde goriilen
absorpsiyon bantlari kompozit bantlardir, yani sadece bir bag frekansindan ileri gelen
saf bir absorpsiyon bandi degildir. Bu bolge 1s1k dizisinin en karmasik kismidir ve
ancak diger bolgelerden elde edilen bilgiler de dikkate alinarak bir sonuca varilabilir.
Ayrica madde miktarlariyla orantili olarak kizil Gtesi 1s1k dizisindeki bantlarin

yogunlugu degismekte ve bu 6zellikten kantitatif analizde yararlanilmaktadir [51].
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Cizelge 1.2. FTIR Kiitiiphanesi [52]

Gruplar Frekans arahg (cm™)
A. Alkil
C-H (stretching) 2853-2962
isopropil, -CH(CH2)2 1380-1385
1365-1370
tert-biitil, -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
C=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
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1.1.11. Zeta Potansiyeli

Zeta potansiyel partikiillerin yilizey yiiklerinin olusturdugu potansiyelin dolayl
olarak ol¢timiidiir [53]. Baska bir ifade ile partikiiller arasindaki itme veya ¢ekme
degeri Sl¢iimiidiir. Olgiimii ve tanimu ¢ift iyon tabakasi teorinse gore yapilir. Bu
teoriye gore, negatif yiiklii partikiillerin etrafinda iki ayr1 bdlge bulunur, bunlardan
birincisi Stern Tabakasi olarak bilinir ve partikiil ylizeyine ¢ok yakin bir sekilde
sinirlanmis  yiiksek derisimde zit (pozitif) iyonlardan olusur. Stern Tabakasi ve

dagilimli tabaka arasindaki iyon dagilimi ortamda potansiyel ylikler ©nem

kazanmaktadir [53].

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 yiizeyin elektriksel yiikiinii gosterir)
veya sifir olabilir. Zeta potansiyel degeri ¢dzeltinin pH’sina, ortamdaki iyonlara

(elektrolitlere) ve ¢dzeltinin cinsine, iyon konsantrasyonuna baglidir [54].

&
Negatif yiiklii -
parcacik - -
Adsorbe edilen "
arka katman *
Dagimik katman * .
Kayma diizlemi I———- > -
KUTLE
- - SOLUSYONU
L
KUTLE =
SOLUSYONU e
L4
Zeta Potansiyeli (mV) ’/—‘

Sekil 1.9. Zeta potansiyeli [54]

28



1.1.12. Bakteriyel Identifikasyon

Mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda ve tanimlanmasinda kullanilan klasik
tekniklerin sinirli olmasindan dolayi, mikrobiyal ¢esitlilik ve mikroorganizmalarin
ekosistemdeki rolii ile ilgili bilgilerimiz olduk¢a azdir. Mikroorganizmalar birbirine
benzerliklerinden dolayi, morfolojik yapilarina gore siniflandirma yapmak zordur.
Metabolik ve biyokimyasal Ozelliklere dayanan simiflandirmada karsilasilan en
bliyiik problem ise; mikroorganizmalarin birebir kendi dogal ortamlarini yansitan
kiltir ortamlarinda yetistirilememesidir. Bu nedenle mikrobiyal cesitliligi ve
mikroorganizmalarin ekosistemdeki roliinii daha iyi anlayabilmek i¢in, tamamlayici
mikrobiyolojik yaklagimlara ihtiya¢ vardir. Mikrobiyal cesitliligi ve dagilimi
belirleme ¢alismalarinda, 16S rRNA gibi molekiiler isaretlerin kullanilmasi ile
molekiiler mikrobiyal ekoloji olarak tanimlanan yeni bir disiplin ortaya ¢ikmistir.
Termal su kaynaklari, sediment yapilar ve deniz suyu gibi farkli habitatlardan alinan
numunelerde, molekiiler tekniklerin temelini olusturan yontemlerle yapilan
calismalar sonucunda, mikrobiyal cesitliligin bildigimizden ¢ok fazla oldugu ve

klasik tanimlama tekniklerinin ne kadar yetersiz kaldigi anlagilmistir [55].

1.1.12.1. Geleneksel Teknikler

Saf kiiltiirlerin izolasyonu, morfolojik, metabolik ve biyokimyasal temellere dayanan
geleneksel mikrobiyolojik teknikler, mikrobiyal cesitlilik ile ilgili genis bilgi
vermektedir. Ancak bu teknikler, mikroorganizmalarin ekosistemdeki roliinii
algilamaya yonelik c¢aligmalarda tek basma yetersiz kalmaktadir. Ciinkii bu
yontemlerin cogu ya mikrobiyal aktiviteyi dolayli yollardan 6lgen yontemlerdir ya da
ex-situ tekniklerdir. Bu tekniklerle mikroorganizma grubu kendi yasam ortami
disinda teshis edilmektedir. Ayrica, klasik yoOntemlerde saf Kkiiltiir elde etme
asamasinda, mikroorganizmalarin yasam ortamlar1 tam olarak temsil edilemedigi

i¢in, ortamda istenmeyen baska tiirler olusabilmektedir [56].

Ekosistemdeki bakteriyel ¢esitliligin fazlalig1 géz onilinde bulunduruldugunda, klasik

yontemlerle tespit edilen prokaryotik tiirlerin sayis1 oldukca azdir ve bakteriyel
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cesitlilige ait resmin tamamini tespit etmek oldukg¢a zordur. Simdiye kadar yaklasik
7000 bakteri tiirii tespit edilmistir. Fakat molekiiler ve ekolojik tahminler bu saymin
kat kat fazla oldugu goriisiindedir [56,57]. Bununla birlikte, mikroorganizma
cesitliliginin ve dagilimimin belirlenmesinde, molekiiler tekniklerin kullanilmasi
kiiltiirden bagimsiz ve genis aralikta mikroorganizma tiiriiniin tanimlanmasina olanak
saglamaktadir. Bu nedenle son yillarda aritma sistemlerinde hem aritma verimini
degerlendirmek hem de mikroorganizma gruplarindaki degisimi izleyebilmek ig¢in

molekiiler teknikler kullanilmaya baslanmistir [58].

1.1.12.2. Molekiiler Teknikler

Tiim bakterilerde ortak genler bulunmasi bilinen bir gergektir ve bu genlerin baz
dizilerinde tiirden tiire degisen kisimlar bulunur. 16S rRNA molekiilii yasayan tiim
canlilarda bulunmaktadir ve evrim siireci boyunca korunmustur. Bu o6zellik
organizmalarin karsilastirilmasina, hatta ayni tiirdeki farklilasmalarin tespitine imkan
vermektedir. Dahasi gen dizilimi ile ilave istatistiki olarak ilgili verilerin elde

edilmesi miimkiin olabilmektedir [55].

RNA genleri molekiiler teknikler kullanilarak yapilan arastirmalarda en ¢ok tercih
edilen genlerdir. Bununla birlikte, pek ¢ok mikroorganizmanin 16S rRNA geninin
dizi analizi bilgilerini iceren ve giinden giline genisleyen bir veri bankasinin
bulunmasi da bu geni hedef alan molekiiler tekniklerin kullanim alaninin artmasini

saglamistir [59].

30



Cizelge 1.3. Mikrobiyal c¢esitliligi belirlemede kullanilan teknikler ve kiyaslamalar

[55]

Teknik Avantajlari Kisitlamalari Kullanim Ornekleri
Cogaltilmis rRNA Kiiltiirden bagimsiz DNA ekstraksiyonu ve  Aktif camurda
kesim analizi Genis bir araliktaki polimeraz zincir mikrobiyal gesitliligin

mikroorganizmalar igin  reaksiyonu (PZR) belirlenmesi

uygun bir analiz saptamalar1

yontemidir. Sayisal degildir.
Denatiirleyici Kiiltiirden bagimsiz DNA ekstraksiyonu ve  Mikrobiyal komiinite
kademeli jel Genis bir araliktaki PZR saptamalari kompozisyonu

elektroforezi (DGGE)

Ucgtan kesilmis parca
uzunlugu polimorfizmi
(t-RFLP)

Floresan in situ
hibridizasyon (FISH)

mikroorganizmalar i¢in
uygun bir analiz
yontemidir.

rRNA gen dizilimi
heterojenliginin
kullanimi

Kiiltiirden bagimsiz
Genigs bir araliktaki
mikroorganizmalar igin
uygun bir analiz
yontemidir.

Sayisal

Kiiltiir edilemeyenleri
de igeren mikrobiyal
hiicrelerin dogrudan
gorsel olarak ayirt
edilmesi

Sayisal degildir

Kisa hedef
dizilemelerinden dolay1
6zgiinliik sorunu

DNA ekstraksiyonu ve
PZR saptamalar1

Inaktif hiicreler tespit
edilemeyebilir.

Populasyon degisimi

Seliiloz fabrikasi
atiksuyunda
mikrobiyal komiinite
kompozisyonu

Evsel atik suyunda
bakteriyel komiinite
kompozisyonu
mikrobiyal komiinite
yapisinin yerinde
analizi

1.1.12.3. Yag Asidi Metil Ester (FAME) Analizi

[Ik defa 1980°li yillarda MIDI firmasi tarafindan ABD’de gelistirilerek hizmete
sunulan bilgisayar kontrollii bir gaz kromatografi sistemi yardimi ile kiiltiire
aliabilen her tirli mikroorganizmanin tamisinda kullanilabilen Mikrobiyal Tam
USA)

Sistemi (Microbial Identification System, MIDI Sherlock Delawaore,

gelistirilmistir [60].

Yag asidi profillerindeki farkliliklar genetiksel akrabaliklarin dolayli bir gostergesi
olup; bu profiller kullanilarak mikroorganizmalarin tiir diizeyinde tanimlanmasinda
kullanilmaktadir [61]. Mikroorganizmalarda yag asitleri hiicre membranindaki

lipitlerde bulunurlar. Bu yag asitleri gram negatiflerde lipopolisakkaritlerin lipid A
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bilesigi olarak, gram pozitiflerde ise lipoteikoik asit olarak bulunur. Bakterilerin
hiicre membraninda Okaryotlardan farkli olarak kendilerine 6zgii yag asitlerine
sahiptirler. Gram pozitif bakteride yag asitleri, dall1 zincirli yapidadir. Gram negatif
bakterilerde ise diiz zincirli yapr seklindedir. Gram negatif bakteriler gram pozitif

bakterilere gore daha ¢ok sayida karbon i¢eren yag asidi igerirler [61].

24-48 saat inkiibe edilen Ornekler gerekli miktarda kiiltiirden alinir ve sodyum
hidroksit-metanol karisimi ile muamele edilir. Bu muamele ile canli hiicreler
parcalanarak yag asitlerinin serbest kalmasi saglamir (saponifikasyon). ikinci
asamada HCI-metanol karisimi ile 6rnek muamele edilir. Bu durum yag asitlerine
yiiksek sicaklikta buharlasma 6zelligi vermektedir (metilasyon). Ugiincii asamada,
olusan yag asidi metil esterlerine hekzan ve metil terbiitil eterden olusan soliisyonla
ekstrakte edilir (ekstraksiyon). Son asamada sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile ekstrakt
yikanip daha saf hale getirildikten sonra gaz kromotografisi i¢cin GLC tiiplerine
aktarilir (ytkama). Orneklerin degerlendirilmesi MIS ile yapilir. Sistem, alev
iyonizasyon dedektorii, kapiler silikon kolon, otomatik ornekleyici, entegrator,

bilgisayar ve yazicidan olusur [62].

Yag asitleri ile bakterilerin tanilanmasi sistemi ile bakteriyel organizmalar alt tiir
diizeyinde bile tanilanabilmekte ve birbirlerinden ayirt edilebilmektedir. MIS ile elde
edilen sonuclarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglarindan daha duyarli ve
cabuk, molekiiler temele dayali tami testleriyle ile %100’e yakin bir benzerlik
gosterdigi ve bu sistemin bakteriyel organizmalarin tanisinda basariyla
kullanilabilecegi gosterilmistir. MIS sisteminin rutin ¢alismalar icin klasik
yontemlerden pahali olsa da 6zellikle zaman acisindan ¢ok uygun bir tan1 yontemi
oldugu diistiniilmektedir [65]. Ayrica orneklerin hazirlanmasi yaklagik 1 saat
stirmekte ve ayni giin igerisinde sonug¢ alinabilmektedir [64]. Ancak yag asidi
analizinin enstriimantasyonu diger analizlere nazaran maliyetli ve komplekstir ve

Kimi zaman dogru sonug vermeyebilir [63,64].
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Bakteriyel Saponifikasyon, Ekstraksiyon GC Analizi: Pik adlan ve profil Bakteri
Kiltir Metilasyon . tabamnda ver karstlastirma identifikasvonu

Sekil 1.10. FAME Analizi [65]

1.1.12.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Belirli bir niikleik asit dizisinin in vitro sartlarda, enzimatik olarak ¢ogaltilmasi
islemi olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ilk kez 1983 yilinda Kary Mullis
tarafindan tanimlanmistir. Molekiiler yontemlerden en genis kullanim alanina sahip
olan bu yontem tek bir niikleik asidi bile gdsterebilecek kadar giiclii bir ¢cogaltma
yontemidir. Ozgiil primerler kullamlarak hedef DNA’nin ¢ogaltilmasi esasina
dayanmaktadir. PZR i¢in, belirlenen niikleik asit kisminin her bir zincirinin 3' ucuna
tutunacak ve 5' yoniinde uzayacak iki kisa niikleotid dizisi (primer), uzamayi
saglayacak olan DNA polimeraz enzimi, yeni zincirlerin yapisinda yer alacak
oligontikleotidler ve reaksiyon i¢in gerekli tuzu iceren tampon soliisyonlara ihtiyag

vardir [66].

PZR ile bir hedef DNA par¢asinin milyonlarcasinin ¢ogaltimi miimkiin olmaktadir.
Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz
dizilerine tamamlayici olan, 18-20 baz uzunlugunda bir ¢ift sentetik oligoniikleotid
primer kullanilarak, bu iki primer ile smirlandirilan bdlgenin enzimatik olarak
sentezlenmesine dayanir. PZR’nin en onemli 6zelligi ¢cok az miktarda DNA ile

caligmaya olanak saglamasidir [67].
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Sekil 1.11. PZR dongiisii [66]

1.1.12.5. 16S rRNA Dizi Analizi

Ribozomal RNA’lar, miikkemmel evrimsel kronometreler olmalarini saglayan cesitli
ozelliklere sahiptirler. Ribozomal RNA’lar oldukca biiyiik, islevsel olarak sabit,
evrensel olarak yaygin molekiiller olup, tiim hiicrelerde niikleotid dizisinin
korundugu ¢ok sayida bolge igerirler. Prokaryotlarda biiytikliikleri; 5S, 16S ve 23S
olan 3 c¢esit ribozomal RNA molekiilii vardir [68]. Son yillarda bakterilerin
molekiiler yontemlerle identifikasyonunda hedef olarak segilen o6nemli gen
bolgelerinden biri 16S rRNA genidir. 16S rRNA gen dizisi, tiim canlilarda yiiksek
derecede korunmusluk gostermektedir. Genomda bu rRNA bolgesi hem bakteriye
0zgii ¢ok 1yl saklanmig dizileri icermekte, hem de tiire gore degisken olan dizileri
barmmdirmaktadir. Bu degisken diziler genellikle arastirmacilar tarafindan heterojen
fenotipe sahip veya konvensiyonel bakteriyolojik testlerle kiiltiirii zor olan
bakterilerin PZR ile tanisi igin primer bolgelerinin tasarlanmasinda kullanilmaktadir
[68]. Bu degisken dizilerin PZR ile g¢ogaltilmasi sayesinde tiir tayini miimkiin
olabilmektedir. 16S rRNA’y1 kodlayan gen dizisinin 6zellikle bakteriler arasindaki
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akrabalik iligkilerinin ¢ikarilmasinda kullanimi yayginlasmistir. Bu evrensel
molekiiliin tasidig1 niikleotid dizileri, filogenetik gruplar arasinda gosterdigi
benzerliklere gore, evrimsel yakinligin yorumlanmasinda etkin rol oynamaktadir.
Giliniimiizde bilinmeyen bir bakterinin cins hatta tiir seviyesine kadar

tanimlanabilmesi 16S rRNA geni yardimiyla miimkiin olabilmektedir [68].

16S rRNA dizisi bakteriler arasindaki filogenetik iligskiyi a¢iklamada kullanilan giiclii
bir aragtir. rRNA’larin filogenetik bir ara¢ olarak kullanimima 1970’lerde Ilinois
Universitesi’nden Carl Woese onciiliik etmistir ve bu ydntem giiniimiizde tiim
biyolojide yaygin olarak kullanilmaktadir [69]. Sayilan avantajlarinin yani sira bu
metodun bazi dezavantajlart da bulunmaktadir. Yontem zaman alici ve emek
gerektirir. DNA ekstraksiyonu esnasinda sert ve kat1 6rneklerle calisirken problem
yaratabilir. Tim mikroorganizmalarin belirlenebilmesi i¢in taranmasi gereken klon

sayis1 bilyiikk olmalidir. Son olarak da kantitatif bir sonug vermez [70].

Sekans analizi, etken DNA’nin belirli bir bolgesinin niikleotid dizilerinin
saptanmasinda gelistirilen bir tekniktir. DNA dizi analizi, bir ucu ayni olan ve bir
niikleotid farki ile uzunluklar1 degisen oligoniikleotidleri ayirabilme teknigine
dayanir [71]. Bir oligoniikleotidi dizilemek i¢in iki farkli yontem gelistirilmistir.
Sanger ve arkadaslarinin [72] gelistirdikleri yontemde, DNA niikleotid dizisinin
belirlenmesi i¢in enzimatik teknikler ve sentezin 2,3-dideoksiniikleotidtrifosfatlar
(ddNTP) kullanilarak belli bazlarda sonlandirilmasi prensibine dayanir. Buna karsilik
Maxam ve Gilbert [73] ise kimyasal bir yontem gelistirmislerdir. Bu teknikte
kullanilan kimyasal maddeler oldukga toksik maddelerdir. Ayirim giicii yliksek, fakat
uygulama kolayligi olmayan ve degerlendirme asamasi son derece uzun bir
yontemdir. DNA dizi analizi ile bircok organizmanin genlerinin yapist ve

organizasyonu hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir [71].
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Sekil 1.12. Bakterilerin 16S rRNA sekansina dayali molekiiler identifikasyonu [72]

1.2. Calismanin Amaci

Bu tezin amaci daha Once laboratuvarimizca yapilan calismalar sonucu [74,75]
Kirikkale-Kizilirmak’tan izole edilen nikel, kobalt ve kalay direngli bakterilerin
molekiiler teknikler kullanilarak tanimlanmasi ve biyosorpsiyon kapasitelerinin
belirlenmesidir. Nikel, kobalt ve kalaya direng gosteren suslar 16S rRNA ve yag
asidi analizleri (FAME) kullanilarak tanimlamalar1 yapilmis, biyosorpsiyon yetenegi
gosteren suslarin bu yetenekleri izoterm, kinetik, FTIR ve zeta potansiyel dl¢iimii

calismalar1 yapilarak degerlendirilmistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan besiyerleri

2.1.1.1. Nutrient Agar

Stok kiiltiirlerin saklanmasinda, koloni olusturan birim ve elektron mikroskobundan

goriinti  almak i¢in kullanmilmistir. Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri

kullanilmadan énce 121°C’de 1 atm basing altinda otoklavda steril edilmistir.

Bilesimi /L
Pepton 5.09g/L
Et 6ziitii 5.0 g/L
Maya oziitii 1.0gL
Agar 12.0 g/L

2.1.1.2. Nutrient Broth

Izole edilen bakterilerin biiyiime egrisi, yag asidi analizi, koloni olusturan birim,
DNA izolasyonu ve biyosorpsiyon ¢aligmalarinda kullanilmigtir. Gerekli miktarda
hazirlanan besiyeri kullanilmadan 6nce 121 C’de 1 atm basing altinda otoklavda

steril edilmistir.

Bilesimi a/L
Pepton 509g/L
Et 6ziitii 3.0g/L
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2.1.1.3. Trypticase Soy Broth Agar

izole edilen bakteriler yag asidi analizi ile tanimlanmasi icin kullanilmistir. Gerekli

miktarda hazirlanan besiyeri 121°C’de 1 atm basing altinda otoklavda steril

edilmistir.

Bilesimi a/L
Trypticase Soy Broth 30.0 g/L
Agar 15.0 g/L

2.1.1.4. Plate Count Agar

Bakteri sayiminda kullanilan inhibitér veya indikatér icermeyen genel kati
besiyeridir. Koloni olusturan birim (Kob) saymmi ig¢in alinan 6rneklerin
inkiibasyonunda kullanilmigtir. Gerekli miktarda besiyeri 121°C’de 1 atm basing

altinda otoklavda steril edilmistir.

Bilesimi /L
Tripton 5.009/L
Maya 6ziitii 259/L
Glukoz 1.09g/L
Agar 12.0 g/L

2.1.2. Kullanmilan Kimyasal ve Tamponlar

Kullanilan kimyasallar Merck ve Sigma firmalarindan temin edilmistir.
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2.1.2.1. Agir Metal Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

2.1.2.1.1. 0.5 M Nikel Siilfat Cozeltisi (NiSO,7H,0)

3.286 g NiSO47H,0 tartilarak 25 mL distile suda ¢6ziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti 0.2

um’luk filtre ile steril edilmistir.

2.1.2.1.2. 0.5 M Kobalt Nitrat Cozeltisi (CONO36H,0)

3.638 g CoNO36H,0 tartilarak 25 mL distile suda ¢oziilmistiir. Hazirlanan ¢ozelti

0.2 um’luk filtre ile steril edilmistir.

2.1.2.1.3. 0.5 M Kalay Kloriir Cozeltisi (SnCl,2H,0)

2.831 g SnCl,2H,0 tartilarak 25 mL distile suda ¢ozilmistiir. Hazirlanan ¢6zelti 0.2

um’luk filtre ile steril edilmistir.

2.1.2.2. Kullamilan Tampon Cozeltiler

2.1.2.2.1. Kromozomal DNA izolasyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler

2.1.2.2.1.1. TrissEDTA Tamponu (250 mL )

Toplam hacim 250 mL olacak sekilde distile suyla tamamlanmistir (pH 8.0).

Bilesimi a/L
Tris 0.3g
EDTA 0.008 ¢
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2.1.2.2.1.2. %10’luk SDS Tamponu (100 mL)

10 g SDS tartilarak 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir.

2.1.2.2.1.3. Proteinaz-K’nin Hazirlanmasi (10 mL)

0.0384 g CaCl,2H,0 tartilarak 5 mL gliserol ve 100 uL 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 ¢oziilmiistir ve 10 g CTAB yavasca
soliisyona eklenerek 65°C ye kadar 1sitilmistir. Son hacim 100 mL oluncaya kadar

distile su ile tamamlanmistir.

2.1.2.2.1.6. Kloroform/izoamil Alkol Tamponu (100 mL)

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

2.1.2.2.1.7. Kloroform/izoamil, 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 %100’1iik 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

Toplam hacim 1000 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanmustir.

Bilesimi a/L

Tris 242 ¢
Na,EDTA2H,0 37.2¢
Glasiyel Asetikasit 57.1 mL
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2.1.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Primerler ve Ozellikleri

Cizelge 2.1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primerler ve 6zellikleri

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

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  Obakteriyel, diiz 48
Frank ve dig, [76]
1492R ACCTTGTTACGACTT Universal, ters 43

2.1.2.4. Yag Asit Analizi Calisma Soliisyonlar1 ve Hazirlanisi

2.1.2.4.1. Soliisyon I

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

sollisyon hazirlanmstir.

2.1.2.4.2. Soliisyon 11

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

hazirlanmustir.

2.1.2.4.3. Soliisyon 111

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

hazirlanmuistir.
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2.1.2.4.4. Soliisyon IV

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

hazirlanmstir.

2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Alam

Tiirkiye topraklarindan dogarak yine Tiirkiye topraklarindan denize dokiilen en uzun
akarsudur. Adin1 akarsu yataginin tabaninda bulunan 3. zaman ortalarinda ¢ékelmis
kirmizi renkteki kumlu-killi tortudan alir. Uzunlugu 1355 km’dir. Nehir, Ic
Anadolu’nun en dogusundaki Sivas ilinde Kizildag’in gliney yamaclarindan yaklagik
39.8° kuzey 38.8° dogu noktasindan dogar, ilk dnce bat1 ve giiney batiya 38.7° kuzey
34.8° doguya kadar akar, daha sonra yay seklinde bicimlenir. Ilkin batiya, daha
sonra kuzeydogudaki Tuz Goli’nii gegerek kuzeybatiya akar. Daha sonra kuzey ve
kuzeydoguya yonelir. Burada Delice Irmagi ile e 40.47° dogu 34.14° bat1 noktasinda
birlesir. Sonra zigzaglar ¢izerek kuzeybatiya akar. 41.10° dogu 34.42° batida Devrez
Nehri ile birlikte akar ve kuzeydoguya dogru doner. Sonucta Karadeniz'e 41.72°
kuzey 35.95° dogu noktasinda bosalir. Sirasiyla Sivas, Kayseri, Nevsehir, Kirsehir,
Kirikkale, Ankara, Cankir1, Corum ve Samsun illerinden gecerken ¢ok sayida dere ve

cayin sularini toplayarak Bafra Burnu'ndan Karadeniz'e ulasir [77].

Kizilirmak Nehri Tiirkiye’nin en uzun akarsuyu oldugundan iilkemiz acisindan ¢ok
onemli bir su kaynagidir. Ozellikle gectigi illerde veya yakin illerde hem igme suyu,
hem sulama hem de enerji liretimi agisindan hayati dneme sahiptir. Giiniimiizde
kuraklik ve kiiresel 1sinma tehlikesinin gozle goriiliir derecede arttig1 diisiiniiliirse su

kaynaklarmin kullanim, isletilmesi gibi konular 6n plana ¢ikmustir [77].
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2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Kirikkale-Kizilirmak tizerinde endiistriyel kuruluslara yakin olarak belirlenen ve

Cizelge 2.1°de gosterilen 12 istasyondan Eyliil 2012°de su drnekleri toplanmustir.

Cizelge 2.2. Orneklerin alindig1 bélgeler ve koordinatlar:

Bolge No Bolge Ad1 Bolge Koordinatlari
1 Kesikkoprii Baraji 39°22°16.39’ °K,33°26°49.26 ' 'D, 890 m
2 Kesikkoprii Baraji Su Tutma Bendi 39°23'43.98 ' 'K, 33°25'38.24 ' 'D, 833 m
3 Erdemli Mah. - Sarimusalli Mevkii 39°26'03.30 'K, 33°24'08.43 ' 'D, 781 m
4 Akkosan Merkez Mevkii 39°28'39.46 ' 'K, 33°2426.73 ' 'D, 740 m
5 Egribiik - Akkosan Y. Mevkii 39°31'09.87 'K, 33°24'39.32''D, 738 m
6 Bucakyaz1 - Sazbucagi Mevkii 39°34'34.39 'K, 33°26'11.61 ''D, 763 m
7 Sulubiik - Kiyibagi Mevkii 39°37'02.34 'K, 33°26'38.26 ''D, 773 m
8 Kapulukaya Baraji1 Girisi 39°39'53.04 ' 'K, 33°28'55.46 ' 'D, 852 m
9 Kapulukaya Baraj1 Su Tutma Bendi 39°43'59.01 'K, 33°2825.63''D, 737 m
10 Asagiyazi Kum Ocag1 Mevkii 39°48'38.97 'K, 33°29'14.57 ''D, 684 m
11 Mezbahane - MKE Tesisleri Mevkii 39°50'28.41 ' 'K, 33°28'02.13 ' 'D, 686 m
12 Irmak Mevkii - Kizilirmak 1l Smir1 Cikis1  39°57'22.98 ' 'K, 33°25'04.35''D, 679 m
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Sekil 2.1. Orneklerin toplandig1 bdlgelerin uydu fotografi [78]

2.2.3. Nikel, Kobalt ve Kalay Direncli Bakterilerin izolasyonu ve Kodlanmasi

Ni, Co ve Sn agir metallerini tolere eden suglarin se¢imi i¢in agir metal i¢eren ortam
kullanilmistir. 12 bolgeden alinan su 6rneklerinden Ni, Co ve Sn direngli suslari
secmek icin literatiirde belirtilen konsantrasyonlarda ayri ayrt NiSO4, CoNOj3 ve
SnCl; agir metalleri igeren nutrient agar ortamlart hazirlanmistir. Bu ortamlara her
bolgeden alinan su drnekleri seyreltme yapilarak ekilmistir. Sirastyla 30°C, 37°C ve
30°C’de 48 saat inkiibe edilen 6rneklerden tireme olan Ni, Co ve Sn direngli farkli

koloniler segilerek saflagtirma islemi yapilmistir.
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2.2.4. izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Saptanmasi

Ni, Co ve Sn direngli saf kiiltiirlerin her biri ayr1 ayr1 direngli oldugu metali iceren ve
icermeyen ortamlarda gerekli iireme sicakliginda 24-48 saat inkiibe edildikten sonra
PBS ile fiksasyonu yapilarak elektron mikroskobunda altinda incelenereck metal
iceren ve icermeyen ortamlardaki morfolojik 0Ozellikleri incelenerek kiyaslama

yapilmustir.

2.2.5. Maksimum Tolere Edilebilen Metal Konsantrasyon (MTK) Degerlerinin

Belirlenmesi

Ni, Co ve Sn agir metallerine direngli suslarin MTK degerleri, nutrient agar ortamina
giderek artan konsantrasyonlarda Ni i¢in NiSO4, Co i¢in CoONO3 ve Sn igin SnCl,
eklenerek saptanmistir. Gerekli sicakliklarda inkiibe edilmistir ve iireme olan
petrilerdeki kiiltiirler daha yiiksek konsantrasyondaki ayr1 ayri Ni, Co ve Sn metalleri
bulunan ortamlara ekilmistir. Bu islem lireme goriilmeyinceye kadar tekrarlanmistir.

Uremenin goriildiigii en yiiksek konsantrasyon MTK degeri olarak belirlenmistir.

2.2.6. Bakteri Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

MTK degerleri belirlenen Ni, Co ve Sn metallerinin bulundugu NB ortaminda,
kiiltiirlerden 100 pL 6rnek alinarak, 100 mL NB icinde inokiile edilmistir. Bu islem
belirlenen konsantrasyonlarda Ni, Co ve Sn metallerinin bulundugu NB ortamlari
icin de tekrarlanmistir. Ni ve Sn iceren kiiltiirler 30°C ve Co igeren kiiltlir ise
37°C’de calkalamali olarak inkiibe edilmistir ve 0. saatten itibaren, ODgoo nm’de, her

iki saatte bir spektrofotometre ile 6l¢iim degerleri alinarak iireme egrisi ¢ikarilmstir.

2.2.7. Koloni Olusturan Birim Sayimi

Bir gecelik kiiltiirlerden 100 pL alinip her bir sus i¢in ilgili metali iceren ve

icermeyen sivi ortamlara ekim yapilip ekim yapilan ortamlardan her 2 saatte bir 1
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mL Ornek alinip seyreltme yapildi. Seyreltilmis 6rnekler plate count agarlara ekilip

bir giin beklenerek koloni olusumu gézlemlendi ve sayildi.

2.2.8. FAME Analizi

Secilen Nill, Coll ve Snll suslarinin tiim yag asit analizleri i¢in gerekli olan tiim
kimyasallar ve uygulama prosediirleri Sherlock tarafindan tarif edilen metoda gore

gerceklestirilmistir [79].

Omnekler nutrient agara dort bolgeden olusan ¢izgi ekim yapilmis 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra iigiincii bdlgede gelisen hiicrelerden steril
cam tiiplere 6ze ile 40 mg tartilmistir. ilk basamakta saponifikasyonla hiicresel
lipitlerin pargalanip, yag asitlerinin serbest kalmasi saglanmistir. Bunun igin 40 mg
ornek bulunan tiiplerin {izerine Soliisyon I’den 1 mL ilave edilmis ve 5-10 saniye
vortekslenmigtir. 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 saglanmus, serbest yag asitlerine ester
baglariyla metil eklenmis ve yag asit metil esterler elde edilmistir. Bunun iginse
100°C’lik su banyosundan ¢ikarilan tiiplere Soliisyon II’den 2 mL ilave edilmis ve 5-
10 saniye vortekslenmis ve 80°C’lik su banyosunda 10 dakika tutulmustur. Ugiincii
basamak olan saflastirma basamaginda sogutulan tiiplerin iizerine Soliisyon III’den
1.25 mL ilave edilmis ve 10 dakika karistiricida ¢alkalanmistir. Bu basamak sonunda
tiiplerde altta asidik, tistte organik sivi faz olmak tizere iki faz goézlenmistir.
Tiiplerdeki asidik faz pastor pipeti ile uzaklastirilmis, yag asit metil esterler asidik
fazdan ayrisarak organik faz bdlgesinde toplanmis ve organik faz muhafaza
edilmistir. Son basamakta ise tiiplerin iizerine Soliisyon IV’den 3 mL ilave edilmis
ve 5 dakika karistiricida ¢alkalanmistir. Boylece serbest yag asit metil esterlerinin saf
olarak elde edilmesi saglanmistir. Tiiplerde gozlenen iist faz pastor pipeti ile 2 mL

viellere alinmustir.

Orneklerin yag asidi analizi gaz kromotografisi (Agilent 6890N GC, USA) ile

gerceklestirilmistir. Gaz kromotografisinin calisma prensipleri verilmistir. Yag
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asitleri metil esterlerinin kromatogramlar1 ve toplam yag asitleri miktarlari, analiz
edilen Orneklerin kromatogramindaki pikleri, standarttaki biitlin yag asitlerinin

alikonma zamanlar1 teshis edilmistir.

2.2.9. Kromozomal DNA izolasyonu ve DNA Miktar Tayini

Izole edilen Ni, Co ve Sn direncli bakterilerin kromozomal DNA izolasyonu Cutting
ve Horn tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir [80]. 15 mL’lik kiiltir 5000
rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant atilmistir. Pellet {izerine 5.7 uL TE
tampon eklenmistir ve karigtiritlmistir. 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 puL. 5 M NacCl eklenerek karigtirtlmistir. 800 pL. CTAB/NaCl tamponu karigimin
tizerine eklenmis ve 10 dakika 65°C’de tekrar inkiibe edilmistir. Ayni hacimde
kloroform/ izoamil alkol soliisyonu eklenerek 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Siipernatant yeni tliplere alinarak esit hacimde fenol/kloroform/izoamil
alkol tamponu eklenerek 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Pellet tizerine
0,6 hacim izopropanol eklenmis ve karistirilip 10 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatant atilarak pellet ilizerine 5 mL %70’lik etanol eklenmis ve 10 dakika
13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Son olarak etanol uzaklastirilmis ve pellet {izerine

200 pL TE tamponu eklenmis ve -20°C’de saklanmustir.

2.2.10. Kromozomal DNA Amplifikasyonu

16S rRNA oOrneklerini amplifiye etmek icin standart 16S rRNA gen sekansina
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primer cifti, 27F
primer: 5’- CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3* [76];
ve 1492 R primer: 5’-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-
3’ [76] kullanilacaktir. PZR amplifikasyonunda toplam hacmi 100 pL. PZR karigimi1
icin 10 pL kromozomal DNA (100 ng), 5 uL. 16S Forward Primer (20 pmol), 5 puL
16S Reverse Primer (20 pmol), 4 uL. 5 mM 4 dNTP karigimi, 4 uL 50 mM MgCly, 10
pL 10x Taq Buffer (Taqg DNA polymerase igeren), 61.5 uL steril distile su, 0.5 pL
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(2.5U) Taq DNA polymerase karistirilip santrifiijlenecektir. Thermal cycler da 30
dongii ile cogaltilan ornekler sekans analizi yapilana kadar -20°C’de saklanacaktir

[94].

PZR protokoliinlin optimizasyonu icin ¢esitli denemeler yapilmistir. Bu denemeler
sonucunda optimum protokol tespit edilmis olup tim Ornekler spesifik primerler
kullanilarak bu protokole gore PZR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Son hacim
steril distile su (niikleaz icermeyen su) ile 50 pL’ye tamamlanmistir. Techne TC-Plus
marka otomatik termocycler PZR amplifikasyonu amaciyla kullanilmistir. Dongtiler;
94°C’de 5 dakika denatiirasyon, 30 dongii seklinde 94°C’de 1 dakika, 55°C’de 1
dakika baglanma basamagi, 72°C’de 1 dakika uzama ve bu dongiileri takiben
72°C’de 5 dakikalik bir inkiibasyon siiresinin tamamlanmasiyla ger¢eklestirilmistir

[81].

2.2.11. PZR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

%0.7’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 0.35 g agaroz tartilip 50 mL 1x TBE tamponu ile
¢oziildiikten sonra mikrodalga firinda isitilarak eritilmistir. Jel yatagina 6nceden
tarak yerlestirilmis ve yatak su terazisi ile dengeye getirilmistir. Cozelti yaklasik 45-
50°C’ye kadar sogutulmus ve jel yatagina dokiilmiistiir. Jel tamamen polimerize
olduktan sonra tarak dikkatlice alinmig, jel yatagi Orneklerin yiirliyecegi iginde
tampon c¢ozeltinin bulundugu elektroforez tankina aparat yerlestirilmistir. Her bir
ornekten 8 pL alinarak 2 uLL 6X Bromphenol Blue ile boyanmistir. DNA 6rnekleri
mikropipet yardimiyla kuyucuklara yiiklenmistir. Orneklerin molekiiler agirliklarini
belirlemek amaciyla kuyucuklardan birine 3 pL marker DNA O'RangeRuler™ 100
bp DNA Ladder yiiklenmistir. Aparata jelin iizerini kaplayacak kadar yiiriitme
tamponu eklenmistir. 80 V/cm? voltaj ve 40 mA amper uygulanarak yaklasik 45

dakikada yiiriitme islemi tamamlanmustir.
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2.2.12. DNA’min Etidyum Bromiir ile Boyanmasi

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

belirlemek i¢in taranmuistir.

2.2.13. DNA Sekans Analizi

Izole edilen Nill, Coll ve Snll suslarinin 16S rRNA gen sekanslar1 yapilacaktir.
Saflastirilmis PZR iiriinleri, DNA sekans analizi icin Gazi Universitesi Molekiiler
Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne (Ankara, Tirkiye) gonderilmistir.
Gelen niikleotid dizilerinin, ¢ift yonli dizi analizi ile 16S rRNA sekanslarinin NCBI

Gen Bankasi sonuclarina gore % benzerlikleri bulunmustur.

2.2.14. Filogenetik Soy Agaclarinin Olusturulmasi

Izole edilen agir metal direngli bakterilerin 16S rRNA gen sekans dizileri Clustal
Multiple Alignment Program (ClustalW 2.0) kullanilarak dizinler olusturulmustur.
Filogenetik agaglari, Mega 5.2 programinda komsu baglanti (neighbour- joining)

metodu ile ¢izilmistir.

2.2.15. Biyosorpsiyon Kapasitelerinin Degerlendirilmesi

Her bir sus i¢in belirlenen MTK degerleri kadar metal igceren, Nil 1 kodlu sus i¢in 16,
Coll kodlu sus i¢in 20, Snll kodlu sus i¢in 21 tane sivi besiyeri hazirlanmistir.
Besiyerlerine bir gecelik kiiltiirlerden 100 pL konuldu ve 30°C ve 37°C sicakliklarda

calkalamali etiivde tiremeye birakilmistir. Sirastyla her iki saatte bir besiyerlerinden
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birisi alinip 20 dakika, 5000 rpm’de santrifiij edilip slipernatant ayr1 bir tiipe alinarak
besiyeri ortamindan bakteri uzaklastirilmistir. Besiyeri ortaminda kalan agir metal
miktar1 atomik absorbsiyon spektrofotometresi ile Ol¢iilerek bakterinin duragan faza

kadar ki biyosorpsiyon yetenegi degerlendirilmistir [47].

2.2.16. izolatlarin Elektron Mikroskop Analizleri

Biyosorpsiyon kapastesi gosteren Sn direngli saf kiltiiriin, kalay igeren ve
icermeyen ortamlarda gerekli iireme sicakliginda 24-48 saat inkiibe edildikten sonra
paraformaldehit ile fiksasyonu yapilarak 6rnekten bir miktar numune tutucu iizerine
konularak altin kaplama yapilmistir. Kaplama isleminden sonra elektron mikroskobu

analizleri yapilmistir.

2.2.17. izoterm Calismalar

Biyosorpsiyon izotermleri sabit sicaklikta ve dengede metal konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak metal biyosorpsiyonunu tanimlar. Bu ¢alismada izoterm esitlikleri
metal biyosorpsiyonu i¢in uygulanmis ve biyosorpsiyon i¢in en iyi uyumu hangi
denklemin sagladig1 tespit edilmeye ¢alisilmistir. Icerisinde 10, 20, 30, 40, 50, ve 60
ppm’lik konsantrasyonlarda metal igeren 25 mL’lik 6 adet flaska, kurutulan
bakteriler, her bir flask i¢in 25 mg olacak sekilde eklenmistir. 120 dakika sonra
flasklardan ornekler alinmigtir. 20 dakika, 5000 rpm’de santrifiij edildikten sonra
siipernatant ayr1 bir tiipe alinarak besiyeri ortamindan bakteri uzaklastirilmistir.
Besiyeri ortaminda kalan agir metal miktari atomik absorbsiyon spektrofotometresi

ile 6l¢iilmiis ve izoterm egrileri ¢izilmistir [48].

2.2.18. Adsorpsiyon Kinetigi Calismalar

Kinetik parametreleri hesaplanirken Pseudo birinci derece esitligi ve Pseudo ikinci
derece esitligine uygunluklar arastirilmistir. Igerisinde 60 ppm kalay bulunan 25

mL’lik 10 adet flaska kurutulan bakterilerden her bir flask i¢in 25 mg olacak sekilde
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eklenmistir. 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120. dakikalarda flasklardan Ornekler
alimmustir. 20 dakika, 5000 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatant ayr1 bir tiipe
alinarak besiyeri ortamindan bakteri uzaklastirilmistir. Besiyeri ortaminda kalan agir
metal miktar1 atomik absorbsiyon spektrofotometresi ile oOlgiilmiis ve kinetik

uygunlugu arastirilmistir [47].

2.2.18. Bakterilerin FTIR Analizi ile Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi

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

degerlendirilmesi yapilmistir [51].

2.2.19. Zeta Potansiyeli Olciimii

Bir gecelik kiiltiirlerden ependorf tiipe alinan bakteriler 14500 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenir. Besiyeri ortamdan uzaklastirilir ve bakterinin tlizerine 1 mL distile su
konularak siispanse edilmistir. Bu karisimdan 100 pL cekilerek hazirlanan 5 farkl
metal konsantrasyonu igeren deney tiiplerine eklenmistir. Ornekler, oda sicakliginda,
120 rpm’de ¢alkalamali etiivde 2-5 saat birakilmistir. Siire sonunda alinan drneklerin

analizi yapildiktan sonra degerlendirilmesi yapilmistir [96].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Bakterilerin Izolasyonu

Laboratuvarimizda daha once yapilan galismalar sonucu Kirikkale-Kizilirmak’tan
nikel, kobalt ve kalay direngi gosteren suslar izole edilmis ve suslar direngli olduklari
metalleri ve izole edildikleri lokasyonu temsil edecek sekilde kodlanmustir. Nikel
direngli sus Nill, kobalt direngli sus Coll ve kalay direngli sus Snll olarak

kodlanmustir.

3.2. Ni11 Kodlu Sus

3.2.1. Ni11 Kodlu Susun FAME Analizi ile identifikasyonu

Nill kodlu susun igerdigi yag asitleri yiizde oranlar1 ile Cizelge 3.1’de ve GC
kromotogrami Sekil 3.1°de verilmistir. Nil1 kodlu susun yag asidi profilinin %16.26
Cis0 180, %16.22 oraninda Cis anteiso ve %5.42 oraninda Cigo ve igerdigi
belirlenmistir. %2.22 oraninda yag asidi ise tanimlanamamistir. Yag asidi profili
temel alinarak yapilan veri tabani analizi sonucunda Nil1l susu cins diizeyinde dahi

tespit edilememistir.
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Cizelge 3.1. Nill kodlu susa ait yag asidi profilleri (Agilent 6890N GC, USA cihazi

ciktist)
RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1.678 | 3.796E+8 | 0.026 ---- | 7.010 | SOLVENT - | <minrt
1.958 1062 | 0.025 ---- | 7.555 - | <minrt
2.054 463 | 0.036 - | 7.743 - | <minrt
2.667 354 | 0.022 -—-- | 8.936 - | <minrt
3.013 378 | 0.038 | 1.282 | 9.610 | 10:0 ISO 0.16 | ECL deviates
3.095 6651 | 0.021 - | 9.771
3.213 3254 | 0.024 | 1.232 | 10.000 | 10:0 1.33 | ECL deviates Reference -0.001
3.642 9015 | 0.026 | 1.164 | 10.607 | 11:0 ISO 3.47 | ECL deviates Reference 0.000
3.704 1285 | 0.028 | 1.155 | 10.694 | 11:0 ANTEISO 0.49 | ECL deviates - Reference -0.001
4.067 558 | 0.034 | 1.112 | 11.158 | 10:0 20H 0.21 | ECL deviates
4.318 1519 | 0.029 | 1.089 | 11.427 | 10:0 30H 0.55 | ECL deviates
4.449 9847 | 0.026 ---- | 11.567
4.595 210 | 0.028 ---- | 11.725
4.667 3703 | 0.031 | 1.059 | 11.801 | unknown 11.799 1.30 | ECL deviates
4,751 609 | 0.032 --—-- | 11.891
4.828 1159 | 0.042 ---- | 11.974
4.960 4955 | 0.031 | 1.039 | 12.093 | 11:0 1ISO 30H 1.70 | ECL deviates
5.567 837 | 0.030 | 1.007 | 12.614 | 13:01SO 0.28 | ECL deviates Reference -0.002
5.672 1921 | 0.035 | 1.002 | 12.704 | 13:0 ANTEISO 0.64 | ECL deviates Reference 0.000
6.159 687 | 0.031 | 0.982 | 13.102 | 12:0ISO 30H 0.22 | ECL deviates
6.457 9484 | 0.032 ---- | 13.318
6.654 12695 | 0.036 | 0.966 | 13.460 | 12:0 30H 4.06 | ECL deviates
6.872 2203 | 0.037 | 0.960 | 13.618 | 14:0ISO 0.70 | ECL deviates - Reference -0.003
7.015 234 | 0.021 | 0.957 | 13.721 | 14:0 ANTEISO 0.07 | ECL deviates
7.143 354 | 0.024 ---- | 13.813
7.269 589 | 0.035 | 0.950 | 13.904 | 14:1 w5c 0.19 | ECL deviates
7.399 8080 | 0.036 | 0.947 | 13.999 | 14:0 2.53 | ECL deviates - Reference -0.003
7.577 4549 | 0.039 | 0.944 | 14.114 | 13:01SO 30H 1.42 | ECL deviates
7.708 4089 | 0.039 | 0.941 | 14.198 | 13:0 20H 1.27 | ECL deviates
8.046 6384 | 0.039 | 0.935 | 14.416 | 15:1ISOF 1.98 | ECL deviates
8.207 411 | 0.026 | 0.933 | 14.520 | 15:1 ANTEISO 0.13 | ECL deviates -
8.369 52793 | 0.037 | 0.931 | 14.624 | 15:01SO 16.26 | ECL deviates Reference -0.001
8.509 52781 | 0.040 | 0.929 | 14.714 | 15:0 ANTEISO 16.22 | ECL deviates Reference -0.001
8.880 7250 | 0.036 | 0.924 | 14.953 | unknown 14.959 2.22 | ECL deviates -
8.953 890 | 0.033 | 0.923 | 15.000 | 15:0 ---- | ECL deviates
10.004 2142 | 0.038 | 0.915 | 15.627 | 16:0ISO 0.65 | ECL deviates Reference -0.002
10.253 15709 | 0.040 | 0.913 | 15.775 | 16:1 w9c 4.75 | ECL deviates
10.326 70021 | 0.040 | 0.913 | 15.819 | Sum In Feature 3 21.15 | ECL deviates - 16:1 w7c/15 iso 20H
10.628 17955 | 0.042 | 0.912 | 15.999 | 16:0 5.42 | ECL deviates - Reference -0.003
11.026 1742 | 0.052 | 0.910 | 16.229 | 15:0 20H 0.52 | ECL deviates
11.356 11813 | 0.044 | 0.909 | 16.419 | 1SO 17:1 w9c 3.56 | ECL deviates
11.501 7358 | 0.043 | 0.909 | 16.502 | 15:0 30H 2.21 | ECL deviates -
11.724 4250 | 0.044 | 0.909 | 16.630 | 17:01SO 1.28 | ECL deviates Reference -0.003
11.884 678 | 0.044 | 0.909 | 16.723 | 17:0 ANTEISO 0.20 | ECL deviates Reference -0.003
12.009 1194 | 0.044 | 0.909 | 16.795 | 17:1 w8c 0.36 | ECL deviates
13.295 394 | 0.038 | 0.910 | 17.526 | 16:0 30H 0.12 | ECL deviates
13.729 2764 | 0.047 | 0.911 | 17.772 | 18:1w9c 0.83 | ECL deviates
13.824 5220 | 0.047 | 0.911 | 17.825 | 18:1w7c 1.57 | ECL deviates
14.170 5778 | 0.042 ---- | 18.021
16.735 5918 | 0.045 ---- | 19.487
70021 ---- | Summed Feature 21.15 | 16:1 w7c/15 iso 15:0 1ISO
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Sekil 3.1. Nill kodlu susa ait GC kromotogrami (Agilent 6890N GC, USA cihazi
ciktist)

3.2.2. Nil1 Kodlu Susun DNA izolasyonu

PZR amplifikasyonu oncesi izole edilmis suslardan kromozomal DNA izolasyonu

yapilmis ve %1°lik agaroz jelde yliriitiilerek incelenmistir.

3.2.3. Nill1 Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rRNA bolgeleri PZR’da ¢ogaltildiktan sonra %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklasik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.2’de Nill kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR iriinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicak 62°C olarak belirlenmistir.
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M SCSI'CRRCCUNCESTCHCETCWHCHHC ' ColICaxc

Sekil 3.2. Farkli primer baglanma sicakliklarinda Nill kodlu susa ait PZR f{iriinleri;
Marker (M)

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi i¢in farklt MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlar1 sabit tutulmustur. Sekil 3.3’de Nill susuna ait farkli MgCl,
konsantrasyonlarindaki PZR {irlinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl; konsantrasyonu 1.5 mM olarak belirlenmistir.

N 1. 2SI 1 . Sy A 75 2emia

1500bp —>
1000bp ——>
500bp ——>

Sekil 3.3. Farkli MgCl; konsantrasyonlarinda Nil 1 susuna ait PZR iiriinleri;
Marker(M)
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3.2.4. Ni11 Kodlu Susun 16S rRNA Sekans Analizi ile identifikasyonu

Nill kodlu susun 16S rRNA sekans analiziyle elde edilen niikleotid dizileri BLAST
programi dogrultusunda yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir. Gen bankasinda
yapilan BLAST analizlerinde Nill susunun %99 oraninda Comamonas testosteroni
ile homoloji gosterdigi saptanmistir. C. testosteroni olarak tanimlanan Nill kodlu
susa ait 16S rRNA bolgesi ile gen bankasindan alman 15 bakteriye ait 16S rRNA
niikleotid dizileri MEGA 5.2 programinda yer alan Clustal W secenegi kullanilarak

hizalama yapilmistir. Hizalama sonucu filogenetik analizler ger¢eklestirilmistir.

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance Matrix) metodu kullanilmig ve bu
veriler 151ginda filogenetik aga¢ olusturulmustur. Bu c¢alisgmada veriler MEGA 5.2
programina veri olarak yiiklenerek Nill kodlu susa en yakin homoloji gosteren tiirler
arasindaki genetik varyasyon ve filogenetik iligki belirlenmigtir. Niimerik analizlerin
gerceklestirilebilmesi i¢in tlirler arasi uzaklik/yakinlik matriksinin hesaplanmasi
gerekmektedir. Bu amagla tiirler aras1 uzaklik matriksi 16S rRNA bolgelerine gore

hesaplanmistir (Cizelge 3.2)
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Cizelge 3.2. Nill kodlu sus i¢in 16S rRNA dizi verileri kullanilarak gerceklestirilen tiirlerin eslestirme

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1- Nill KJ395372
2- Comamonas testosteroni 1.121
3- Comamonas odontotermitis 1.152 0.028
4- Comamonas composti 1.127 0.033 0.038
5- Comamonas koreensis 1122 0.038 0.032 0.044
6 -Giesbergeria voronezhensis 1.140 0.045 0.045 0.048 0.055
7- Delftia tsuruhatensis 1.137 0.050 0.041 0.043 0.043 0.052
8- Comamonas denitrificans 1.178 0.048 0.047 0.055 0.049 0.066 0.069
9- Giesbergeria giesbergi 1.127 0.049 0.053 0.037 0.053 0.016 0.052 0.070
10- Comamonas terrigena 1.206 0.046 0.038 0.038 0.049 0.053 0.066 0.052 0.047
11- Giesbergeria sinusa 1.122 0.048 0.052 0.036 0.052 0.017 0.051 0.069 0.001 0.046
12- Gieshergeria kuznetsovii 1131 0.050 0.052 0.038 0.054 0.018 0.047 0.069 0.010 0.053 0.011
13- Giesbergeria anulus 1.132 0.050 0.052 0.038 0.054 0.018 0.047 0.069 0.010 0.053 0.011 0.000
14- Diaphorobacter oryzae 1.129 0.051 0.039 0.048 0.051 0.044 0.044 0.064 0.045 0.061 0.044 0.039 0.039
15- Comamonas kerstersii 1.185 0.036 0.030 0.043 0.050 0.045 0.059 0.044 0.041 0.026 0.040 0.045 0.045 0.051




16S rRNA bolgelerine gore siralanan dizilerin Mega 5.2 programinda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.4).
Olusturulan soy agacinin dogrulugunu (agacin giivenirligini) istatiksel olarak
belirlemek amaciyla 1000 tekrarli bootstrap (se¢-bagla) analizi yapilmistir. Suslarin
soy agacinda birbirlerine olan uzaklig1 evrimsel akrabaliklarini gostermektedir. Buna
gore Nill kodlu sus evrimsel agidan Comamonas testosteroni ile yakin akraba

oldugu goriilmiistiir.

o5 Comamonas ferrigena IMI 359870 (AF078772)

B0 { Comamonas kKersfersii LMG 3475 (AJ430347)
Comamonas denitrificans 123 (AF233877)
Comamonas odontofermitis Dant 3-8 (DQ453128)
Comamonas composti YY287 (AB0O75017)
Giesbergera anulus TAM 14948 (AB074527)
Giesbergena kuznetsovii D 412 (AY730907)
Delftia tsuruhatensis T7 (AB073017)
Diaphorobacter oryzae RF3 (EU342381)
Giesbergeria voronezhensis D 419 (AY780905)

a9 Giesbergena giesbergen TAM 14949 (AB074522)
{ Giesbergena sinuosa LMG 4393 (AF078754)

{ Comamonas koreensis KCTC 12005 (AF275377)
31 Comamonas testosteroni K8 0043 (M11224)

Nill (KJ395371)

19

24

£2
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Sekil 3.4. Nill kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram

(0.1; niikleotidler arasindaki farki gostermektedir.)

3.2.5. Comamonas testosteroni’nin Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

Izole edilen bakterilerin uygun kiiltiir sartlarmni belirleme amactyla MTK degerleri

belirlendikten sonra farkli pH’larda iireme egrileri ¢ikarilmistir.

C. testosteroni’nin optimum tiireme kosullarin belirlenmesi biiyiime egrileri
olusturulmus ve C. testosteroni i¢in optimum pH’nin 7 oldugu belirlenmistir (Sekil
3.5). C. testosteroni pH 7°de 38 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda nikel igeren

ortamda 25.5x10°, nikel icermeyen ortamda ise 26x10° hiicre sayisina ulastigi
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gozlemlenmistir. pH 7’de nikel varliginda, hiicre sayis1 metalsiz ortama gore %2.5

oraninda azalma gozlenmistir (Sekil 3.5). pH 7’deki hiicre sayisina bagli standart

egrileri Sekil 3.6’da verilmistir.

10 40
33
23 o
g =
w 20 f 23
15 %20
" 8 15 y
g —8—Ni iceren E 0 —8—Niigeren
= : BN igermeyen =8=Ni igermeyen
3
08 08
1} 4 8 12 16 20 24 28 32 0 4 3 12 16 20 24 28 32 36 40
Zaman (saat) zaman (saat)
@ o)
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0 4 8 12 16 20 24 28 32
zaman (saat)
©
. LI e 9 - . - . .
Sekil 3.5. C. testosteroni’nin pH 6 (a), pH 7 (b), pH 9°daki (c) iireme egrileri
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(a)

()

Sekil 3.6. C. testosteroni’nin metal i¢eren (a) ve icermeyen (b) ortamlarda hiicre

sayisina bagli standart egrileri
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3.2.6. C. testosteroni’nin Biyosorpsiyon Yeteneginin Belirlenmesi

C. testosteroni’nin tanimlanmasi yapildiktan sonra biyosorpsiyon degerleri atomik
adsorbsiyon spektrofotometresi ile incelenmistir. C. testosteroni, 17.6 ppm nikel
varliginda 32 saatlik inkiibasyon sonrasi ortamdaki nikel konsantrasyonunda

herhangi bir degisiklik olmamis ve biyosorpsiyon gostermedigi belirlenmistir.

30 20
25
= 13
—
v 20
— —
: =
=15 10 =
2 z
.H
_'E 10 ==iireme egrisi
=fi=bivosorpsiyon :
5
0 0
0 4 8 12 16 20 24 28 32
zaman (saat)

Sekil 3.7. C. testosteroni’nin nikel biyosorpsiyonu

3.3. Col1 Kodlu Sus

3.3.1. Col11 Kodlu Susun FAME Analizi ile Identifikasyonu

Coll kodlu susun icerdigi yag asitleri ylizde oranlan ile Cizelge 3.3’de ve GC
kromotogrami Sekil 3.8’de verilmistir. Col1 kodlu susun yag asidi profilinin %34.69
oraninda Cigg; WIC, %15.59 oraninda Cigo ve %5.18 oraninda Cipg icerdigi
belirlenmistir. %23.95 oraninda yag asidi ise tanimlanamamistir. Yag asidi profili
temel alinarak yapilan veri tabani analizi sonucunda Col1 susu cins diizeyinde dahi

tespit edilememistir.
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Cizelge 3.3. Col1 kodlu susa ait yag asidi profilleri (Agilent 6890N GC, USA cihazi

ciktist)
RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1.678 | 3.788E+8 | 0.026 7.009 | SOLVENT —— | <minrt
1.959 1064 | 0.022 7.555 —— | <minrt
2.339 353 | 0.024 - | 8.295 - | <minnt
2.667 462 | 0.034 8.934 —— | <minrt
3.096 9079 | 0.020 --—-- | 9.770
3.214 546 | 0.027 | 1.232 | 10.000 | 10:0 0.33 | ECL deviates 0.000 | Reference 0.001
3.861 436 | 0.031 | 1.134 | 10.916 | Sum In Feature 2 0.24 | ECL deviates 0.002 | 12:0 ALDE ?
4.449 11486 | 0.026 ---- | 11.567
4.598 251 | 0.030 ---- | 11727 -
4.852 10108 | 0.032 | 1.045 | 12.000 | 12:0 5.18 | ECL deviates 0.000 | Reference -0.001
5.421 895 | 0.033 | 1.014 | 12.489 | unknown 12.484 0.45 | ECL deviates 0.005
5.696 327 | 0.031 ---- | 12.725
6.268 3965 | 0.035 | 0.978 | 13.182 | 12:0 20H 1.90 | ECL deviates 0.005
6.459 9465 | 0.031 ---- | 13.319
6.655 9128 | 0.035 | 0.966 | 13.461 | 12:0 30H 4.33 | ECL deviates 0.007
7.016 280 | 0.024 ---- | 13.722 -
7.401 946 | 0.040 | 0.947 | 14.000 | 14:0 0.44 | ECL deviates 0.000 | Reference -0.002
8.141 397 | 0.033 | 0.934 | 14.477 | Sum In Feature 1 0.18 | ECL deviates -0.001 | 15:11SO 1/13:0 30H
8.879 8484 | 0.037 | 0.924 | 14.954 | unknown 14.959 3.85 | ECL deviates -0.005
8.953 657 | 0.035 | 0.923 | 15.001 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.001
9.574 1877 | 0.054 ---- | 15.372 -
9.781 5466 | 0.041 | 0.916 | 15.495 | Sum In Feature 2 2.46 | ECL deviates 0.007 | 14:0 30OH/16:11SO |
9.880 775 | 0.038 | 0.915 | 15.554 | 16:0 N alcohol 0.35 | ECL deviates 0.004
10.327 53483 | 0.043 | 0.913 | 15.820 | Sum In Feature 3 23.95 | ECL deviates -0.002 | 16:1 w7c/15 iso 20H
10.628 34870 | 0.041 | 0.912 | 16.000 | 16:0 15.59 | ECL deviates 0.000 | Reference -0.003
11.501 7376 | 0.037 | 0.909 | 16.503 | 15:0 30H 3.29 | ECL deviates 0.000
12.008 2670 | 0.046 | 0.909 | 16.794 | 17:1 w8c 1.19 | ECL deviates 0.002
12.365 1208 | 0.043 | 0.909 | 17.000 | 17:0 0.54 | ECL deviates 0.000 | Reference -0.003
13.018 2401 | 0.044 ---- | 17.369
13.301 891 | 0.037 | 0.910 | 17.529 | 16:0 30H 0.40 | ECL deviates 0.010
13.734 77638 | 0.044 | 0.911 | 17.774 | 18:1w9c 34.69 | ECL deviates 0.005
13.824 1449 | 0.041 | 0.911 | 17.825 | 18:1w7c 0.65 | ECL deviates 0.002
14.170 7990 | 0.045 ---- | 18.020 -
16.734 6841 | 0.043 ---- | 19.487
397 ---- | Summed Feature 0.18 | 15:1ISO H/13:0 13:0 30H/15:1i I/H
el ---- | 15:11S0 1/13:0
5902 ---- | Summed Feature 2.70 | 12:0 ALDE ? unknown 10.928
e ---- | 16:11S0 1/14:0 14:0 30H/16:1 1SO |
53483 ---- | Summed Feature 23.95 | 16:1 w7c/15 iso 15:0 ISO
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Sekil 3.8. Coll kodlu susa ait GC kromotogrami (Agilent 6890N GC, USA cihazi
ciktist)

3.3.2. Col1 Kodlu Susun DNA izolasyonu

PZR amplifikasyonu oncesi izole edilmis suslardan kromozomal DNA izolasyonu

yapilmis ve %1°lik agaroz jelde yliriitiilerek incelenmistir.

3.3.3. Col1 Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rRNA bolgeleri PZR’da ¢ogaltildiktan sonra %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklasik 1500 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu gorilmektedir. Sekil 3.9°da Coll kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR friinleri  goriilmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 50°C oldugu belirlenmistir.
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M S0%C §1°C $2°C $3°C S4°C 55°C 56°C 57°C 58°C 59°C 60°C 61°C 62°C

1500bp —>
1000bp ——>

500bp —>

Sekil 3.9. Farkli primer baglanma sicakliklarinda Col1 kodlu susa ait PZR f{iriinleri;
Marker (M)

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlar1 sabit tutulmustur. Sekil 3.10°da Coll susuna ait farkli MgCl;
konsantrasyonlarindaki PZR {iriinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl; konsantrasyonu 1.75mM olarak belirlenmistir.

1500 bp —>
1000bp —>

500bp —>

Sekil 3.10. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda Coll susuna ait PZR firiinleri;
Marker (M)
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3.3.4. Coll Kodlu Susun 16S rRNA Sekans Analizi ile identifikasyonu

Col1 kodlu susun 16S rRNA sekans analiziyle elde edilen niikleotid dizileri BLAST
programi dogrultusunda yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir. Gen bankasinda
yapilan BLAST analizlerinde Coll susunun %99 oraninda Staphylococcus warneri
ile homoloji gosterdigi saptanmigtir. S. warneri olarak tanimlanan Col1l kodlu susa
ait 16S rRNA bolgesi ile gen bankasindan alinan 15 bakteriye ait 16S rRNA
niikleotid dizileri MEGA 5.2 programinda yer alan Clustal W secenegi kullanilarak

hizalama yapilmistir. Hizalama sonucu filogenetik analizler gerceklesmistir.

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance Matrix) metodu kullanilmig ve bu
veriler 1518inda aga¢ olusturulmustur. Bu ¢alismada veriler MEGA 5.2 programina
veri olarak yiiklenerek Coll kodlu suslara en yakin homoloji gosteren tiirler
arasindaki genetik varyasyon ve filogenetik iligki belirlenmistir. Niimerik analizlerin
gerceklestirilebilmesi i¢in tlirler arasi uzaklik/yakinlik matriksinin hesaplanmasi
gerekmektedir. Bu amagla tiirler arasi uzaklik matriksi 16S rRNA bolgelerine gore

hesaplanmustir. (Cizelge 3.4)
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Cizelge 3.4. Coll kodlu sus i¢in 16S rRNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. Coll KJ395371
2. Staphylococcus warneri 1.011
3. Staphylococcus pasteuri 1.028 0.005
4. Staphylococcus epidermidis 1.023 0.013 0.013
5. Staphylococcus lugdunensis 1.031 0.013 0.012 0.016
6. Staphylococcus capitis MAW 1.019 0.016 0.014 0.005 0.018
7. Staphylococcus caprae 1.025 0.016 0.014 0.005 0.018 0.001
8. Staphylococcus simiae 1.018 0.017 0.019 0.015 0.018 0.016 0.016
9. Staphylococcus capitis LK 1.018 0.017 0.016 0.007 0.019 0.001 0.001 0.017
10. Staphylococcus auricularis 1.042 0.016 0.019 0.024 0.016 0.022 0.022 0.028 0.023
11. Staphylococcus saccharolyticus  1.032 0.017 0.016 0.005 0.019 0.003 0.003 0.017 0.004 0.023
12. Staphylococcus hominis 1.015 0019 0.016 0.017 0.014 0.020 0.020 0.022 0.022 0.025 0.022
13. Staphylococcus cohnii 1.038 0018 0.019 0.023 0.016 0.024 0.024 0.022 0.025 0.018 0.025 0.020
14. Staphylococcus aureus 1.020 0.019 0.019 0.016 0.022 0.015 0.015 0.005 0.015 0.029 0.016 0.025 0.024
15. Staphylococcus xylosus 1.026 0018 0.020 0.025 0.018 0.025 0.025 0.021 0.026 0.025 0.027 0.022 0.009 0.023




16S rRNA bolgelerine gore siralanan dizilerin Mega 5.2 programinda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.11).
olusturulan soy agacinin dogrulugunu (agacin giivenirligini) istatiksel olarak
belirlemek amaciyla 1000 tekrarli bootstrap (se¢-bagla) analizi yapilmistir. Suslarin
soy agacinda birbirlerine olan uzaklig1 evrimsel akrabaliklarini gostermektedir. Buna
gore Coll kodlu sus evrimsel agidan Staphylococcus warneri ile yakin akraba

oldugu goriilmiistiir.

51 Staphylococeous caprae ATCC 35538 (AB009935)
_|: Staphylococecus capitis LK (L37599)
Staphylococcus capitis MAW 8436 (AB009937)
Staphylococous saccharolyticus S1 (L37602)
Staphylococeus epidermidis Fussel (D83363)

34 — Staphylococcus simiae CCM 7213 (AY727530)
[ Staphylococeous aureus MVE-T (D83335)
— Staphylococcus lugdunensis ATCC 43809 (AB009941)

83 L Staphylococcus pasteuri ATCC 51129 (AB009944)
84 ———— Staphylococous auncularis WEK 811M (D83338)

16 Staphylococous cohnii CK27 (AB009936)

47 I: Staphylococeous xylosus KL 162 (D83374)
Staphylococeus hominis GTC 1228 (AB233326)
Staphylococcus wamen AW 25 (L37603)

Coll (KJ395373)

86

48

91

0.1

Sekil 3.11. Coll kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram

(0.1; niikleotidler arasinda ki farki géstermektedir.)

3.3.5. Staphylococcus warneri‘nin Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

Izole edilen bakterilerin uygun kiiltiir sartlarni belirleme amaciyla MTK degerleri

belirlendikten sonra farkli pH’larda iireme egrileri ¢ikarilmistir.

Staphylococcus warneri optimum tireme kosullarin belirlenmesi biiyiime egrileri
olusturulmus ve S. warneri i¢in optimum pH’nin 9 oldugu belirlenmistir (3.12). S.
warneri pH 9°da 40 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda kobalt i¢eren ortamda 20x108,

kalay icermeyen ortamda ise 35x10°® hiicre sayisina ulastigi gozlemlenmistir. pH 9’da
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kobalt varliginda, hiicre sayisi1 metalsiz ortama gore %28 oraninda artma

gozlenmistir. (Sekil 3.12). pH 7’deki hiicre sayisina bagli standart egrileri Sekil
3.13’de verilmistir.
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Sekil 3.12. S. warneri’nin pH 6 (a), pH 7 (b), pH 9’daki (¢) iireme egrileri
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Sekil 3.13. S. warneri‘ye ait kobalt iceren (a) ve icermeyen (b) ortamlardaki koloni

olusturan birim degerine bagl standart egrileri
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3.3.6. S. warneri’nin Biyosorpsiyon Yeteneginin Belirlenmesi

S. warneri’'nin tanimlanmasi yapildiktan sonra kobalt biyosorpsiyonu atomik
adsorbsiyon spektrofotometresi ile incelenmistir. S. warneri’nin 233 ppm kobalt
varliginda 40 saatlik bir inkiibasyon sonrasi ortamdaki kobalt konsantrasyonunda

herhangi bir degisiklige neden olmadigi ve biyosorpsiyon gostermedigi

belirlenmistir.
30 250
_ 25 500
=
L
w20
= 150 =
5 £
215
2 10 =
=1
. &
ﬁ

== {ireme egrisi

== bivosorpsiyon 30

0 4 3 12 16 20 24 28 32 36 40
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Sekil 3.14. S. warneri’nin kobalt biyosorpsiyonu

3.4. Sn11 Kodlu Sus

3.4.1. Sn11 Kodlu Susun FAME Analizi ile identifikasyonu

Snll kodlu susun igerdigi yag asitleri yiizde oranlar ile Cizelge 3.5’de ve GC
kromotogram: Sekil 3.15’de verilmistir. Snl11 kodlu susun yag asidi profilinin
%21.85 oraninda Cie1, %19.64 Ciga W7C ve %7.43 Cizo cyclo icerdigi
belirlenmistir. %28.82 oraninda yag asidi ise tanimlanamamistir. Yag asidi profili
temel alinarak yapilan veri taban1 analizi sonucu Snl1l kodlu sus 0.322 SI degeri ile

Pantoea agglomerans olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 3.5. Snll kodlu susa ait yag asidi profilleri (Agilent 6890N GC, USA

cihazi ¢iktisi)

RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1.678 | 3.802E+8 | 0.026 7.022 | SOLVENT —— | <minrt
1.958 1287 | 0.025 ---- | 7.567 - | <minrt
2.053 150 | 0.021 7.751 —— | <minrt
2.337 135 | 0.020 ---- | 8.303 - | <minrt
3.095 8353 | 0.021 9.777 -
3.859 1054 | 0.025 | 1.145 | 10.915 | Sum In Feature 2 0.42 | ECL deviates 12:0 ALDE ?
4.448 10733 | 0.026 ---- | 11.568
4.593 291 | 0.029 ---- | 11.724 -
4.851 7123 | 0.030 | 1.045 | 12.001 | 12:0 2.57 | ECL deviates Reference -0.003
5.692 263 | 0.029 ---- | 12.722 -
6.458 8291 | 0.033 ---- | 13.320
7.144 529 | 0.037 ---- | 13.815
7.399 13934 | 0.043 | 0.940 | 13.999 | 14:0 4,52 | ECL deviates - Reference -0.004
8.183 1534 | 0.040 | 0.926 | 14.504 | unknown 14.502 0.49 | ECL deviates
8.878 7062 | 0.037 | 0.917 | 14.952 | unknown 14.959 2.23 | ECL deviates -
9.255 744 | 0.039 ---- | 15.180
9.781 25101 | 0.041 | 0.910 | 15.493 | Sum In Feature 2 7.88 | ECL deviates 14:0 30H/16:1 1SO |
10.327 92118 | 0.043 | 0.907 | 15.819 | Sum In Feature 3 28.82 | ECL deviates - 16:1 w7c/15 iso 20H
10.629 69917 | 0.043 | 0.906 | 15.998 | 16:0 21.85 | ECL deviates - Reference -0.003
11.500 6201 | 0.041 | 0.905 | 16.499 | 15:0 30H 1.93 | ECL deviates -
12.177 23800 | 0.046 | 0.905 | 16.888 | 17:0 CYCLO 7.43 | ECL deviates Reference 0.000
12.368 507 | 0.045 | 0.905 | 16.997 | 17:0 0.16 | ECL deviates - Reference -0.002
13.826 62747 | 0.046 | 0.908 | 17.818 | 18:1w7c 19.64 | ECL deviates -
14.169 6146 | 0.042 | 0.908 | 18.011 | 18:0 1.93 | ECL deviates Reference 0.015
15.725 453 | 0.035 | 0.912 | 18.896 | 19:0 CYCLO 0.14 | ECL deviates - Reference 0.000
16.733 5789 | 0.045 ---- | 19.473
26155 ---- | Summed Feature 8.29 | 12:0 ALDE ? unknown 10.928
e ---- | 16:11S0 1/14:0 14:0 30H/16:1 1SO |
92118 ---- | Summed Feature 28.82 | 16:1w7c/15 iso 15:0 1ISO
Library Sim Index  Entry Name
TSBAS50 5.00 0.509 Enterobacter-intermedius
0.498 Enterobacter-hormaechei
0.359 Enterobacter-cloacae
0.338 Raoultella-terrigena (Klebsiella)
0.322 Pantoea-agglomerans-GC subgroup C (Enterobacter)
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Sekil 3.15. Snl1l kodlu susa ait GC kromotogrami (Agilent 6890N GC, USA cihazi
ciktist)

3.4.2. Sn11 Kodlu Susun DNA izolasyonu

PZR amplifikasyonu oOncesi izole edilmis suslardan kromozomal DNA izolasyonu

yapilmis ve %1°lik agaroz jelde yiirtitiilerek incelenmistir.

3.4.3. Sn11 Kodlu Susun PZR Optimizasyonu

16S rRNA bolgeleri PZR’da ¢ogaltildiktan sonra %1°lik agaroz jelde yiirtitilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklasik 1500 baz ciftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.16’de Snll kodlu susa ait farkli primer
baglanma sicakliklarindaki PZR iriinleri goriilmektedir. Spesifik olmayan

baglanmalarin en az oldugu sicakligin 59°C oldugu belirlenmistir.
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52°C S3'C 54°C 35°C 56°C $7°C 58°C 59°C 60°C 61°C 62%C

1500 bp ——>
1000bp —>

500bp —>

el WY ey

_—l =~ e

Sekil 3.16. Farkli primer baglanma sicakliklarinda Sn11 kodlu susa ait PZR iiriinleri;
Marker (M)

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra spesifik baglanmanin
giderilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlari denenmistir. Bu sirada diger PZR
sartlar1 sabit tutulmustur. Sekil 3.17°de Snll susuna ait farkli MgCl,
konsantrasyonlarindaki PZR {irlinleri goriilmektedir. Spesifik baglanmalarin en az

oldugu MgCl; konsantrasyonu 1.25 mM olarak belirlenmistir.

N 1.25mMm A.5mM A T75mN 2mia

1500bp ——>
1000bp ——>
500bp ——>

Sekil 3.17. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda Snll susuna ait PZR iiriinleri;
Marker (M)
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3.4.4. Sn11 Kodlu Susun 16S rRNA Sekans Analizi ile Identifikasyon

Yag asidi analizi sonuglarina desteklemek igin izole edilen bakterilerin 16S rRNA
sekans analizleri yapilmistir. Bu amagla PZR optimizasyonu ¢alismalar1 yapilmis ve
saflagtirilmis PZR fiiriinleri, DNA sekans analizi icin Gazi Universitesi Molekiiler
Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’'ne (Ankara, Tiirkiye) gonderilmistir. 16S
rRNA sekans analizi sonucunda elde edilen niikleotid dizileri, Naitonal Center of
Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusunda
yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir. Gen bankasinda yapilan BLAST analizlerine
gore Nil 1 kodlu sus %99 homoloji ile Comamonas testosteroni, Col1 kodlu sus %99
homoloji ile Staphylococcus warneri ve Snl1l kodlu sus %98 homoloji ile Pantoea
agglomerans olarak tanimlanmistir. P. agglomerans olarak tanimlanan Snl1l kodlu
susa ait 16S rRNA bolgesi ile gen bankasindan alinan 15 bakteriye ait 16S rRNA
niikletotit diziler MEGA 5.2 programinda yer alan Clustal W secenegi kullanilarak

hizalama yapilmistir. Hizalama sonucu filogenetik analizler ger¢ceklesmistir.

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance Matrix) metodu kullanilmis ve bu
veriler 15181inda aga¢ olusturulmustur. Bu ¢alismada veriler MEGA 5.2 programina
veri olarak yiiklenerek Snll kodlu suslara en yakin homoloji gdsteren tiirler
arasindaki genetik varyasyon ve filogenetik iliski belirlenmistir. Niimerik analizlerin
gerceklestirilebilmesi i¢in tiirler arasi uzaklik/yakinlik matriksinin hesaplanmasi
gerekmektedir. Bu amagla tiirler aras1 uzaklik matriksi 16S rRNA bolgelerine gére

hesaplanmustir (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6. Sn1l kodlu sus i¢in 16S rRNA dizi verileri kullanilarak ger¢eklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

Tirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1. Sn11 KJ395361
2. Pantoea agglomerans DSM 3493 1.107
3. Pantoea ananatis 1846 1.127 0.012
4. Pantoea stewartii ATCC 8199 1121 0.021 0.018
5. Erwinia tasmaniensis Et1/99 1.107 0.026 0.037 0.030
6. Citrobacter gillenii CDC 4693-86 1.121 0.031 0.033 0.034 0.027
7. Enterobacter kobei CIP 105566 1.121 0.029 0.033 0.027 0.029 0.014
8. Buttiauxxella noackiae NSW 11 1.124 0.030 0.036 0.034 0.020 0.025 0.017
9. Erwinia amylovora DSM 30165 1.114 0.033 0.037 0.029 0.011 0.030 0.035 0.029
10. Pantoea dispersa LMG2603 1.121 0.030 0.024 0.020 0.023 0.032 0.032 0.034 0.023
11. Klebsiella oxytoca ATCC 13182 1.135 0.034 0.028 0.027 0.034 0.026 0.017 0.025 0.036 0.029
12.Buttiauxxella warmboldiae NSW326  1.121 0.032 0.037 0.036 0.022 0.017 0.018 0.002 0.030 0.036 0.027
13. Kluyvera intermedia 256 1.117 0.036 0.029 0.029 0.030 0.014 0.016 0.018 0.035 0.022 0.017 0.020
14. Escherichia vulneris ATCC 33821 1,127 0.029 0.026 0.029 0.030 0.023 0.017 0.024 0.037 0.025 0.019 0.025 0.020
15. Citrobacter youngae GTC 1314 1.135 0.036 0.037 0.035 0.029 0.022 0.020 0.021 0.027 0.029 0.025 0.023 0.027 0.028




16S rRNA bolgelerine gore siralanan dizilerin Mega 5.2 programinda uzaklik
matriksine dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.18).
olusturulan soy agacinin dogrulugunu (agacin giivenirligini) istatiksel olarak
belirlemek amaciyla 1000 tekrarli bootstrap (se¢-bagla) analizi yapilmistir. Suslarin
soy agacinda birbirlerine olan uzaklig1 evrimsel akrabaliklarint gostermektedir. Buna
gore Snll kodlu sus evrimsel agidan Pantoea agglomerans ile yakin akraba oldugu

goriilmiistiir.

_\: Kiebsiella oxytoca ATCC 13182 (AF129440)
¥ Escherichia vulneris ATCC 33821 (AF330476)
4 e Ensterobacter kobei CIP 103566 (AJ50830])

r— Citrobacter gillenii CDC 4693-86 (AF025367)
13— Khyvera intermedia 256 (AF310217)
Citrobacter youngae GTC 1314 (4B27374])
#® » Buttiauxella noackioe NSW 11 (4J233405)
—';: Burtiauxella warmboldiae NSW 326 (4J233406)
Pantoea dispersa LMG2603 (DQ304305)
Pantoea stewartii subsp. stewartii ATCC 8199 (US0208)
Ty Pantoea agglomerans DSM 3493 ( AJ233423)
_‘-‘5: Pantoea ananatis 1846 (US0196)
— Erwiria tasmaniensis Et1/99 (AM055716)
& L Erwinia amylovora DSM 30165 (4J233410)
Snll (KJ395361)

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

(0.1; niikleotidler arasinda ki farki gdstermektedir.)

3.4.5. Pantoea agglomerans‘m Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

Izole edilen bakterilerin uygun kiiltiir sartlarini belirleme amaciyla MTK degerleri

belirlendikten sonra farkli pH’larda tireme egrileri ¢ikarilmigtir.
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P. agglomerans optimum iireme kosullarin belirlenmesi biliyiime egrileri
olusturulmus ve P. agglomerans in optimum pH’nin 7 oldugu belirlenmistir (Sekil
3.19). P. agglomerans pH 7°de 44 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda kalay igeren
ortamda 21x10% kalay icermeyen ortamda ise 20x10® hiicre sayisina ulastif
gozlemlenmistir. pH 7°de kalay varliginda, hiicre sayist metalsiz ortama gore %5

oraninda artma gozlenmistir. (Sekil 3.19). pH 7’deki hiicre sayisina bagli standart
egrileri Sekil 3.20°da verilmistir.
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Sekil 3.19. P. agglomerans ‘in pH 5 (a), pH 7 (b), pH 9’daki (c) iireme egrileri
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Sekil 3.20. P. agglomerans’a ait kalay igeren (a) ve igermeyen (b) ortamlarda ki

koloni olusturan birim degerine bagl standart egrileri

3.4.6. P. agglomerans’m Biyosorpsiyon Yeteneginin Belirlenmesi

Suslarin tanimlamalar1 yapildiktan sonra kalay biyosorpsiyonu atomik adsorbsiyon

spektrofotometresi ile incelenmistir. P. agglomerans 59.35 ppm kalay varliginda 20

saatlik inkiibasyon sonucu ortamdaki kalayin tamamini biyosorbe etmistir. (Sekil

3.21).

b
=

hiicre sayis1 x108

=@ iireme egrisi

={= biyosorpsiyon

zaman (saat)

Sekil 3.21. P. agglomerans’in kalay biyosorpsiyonu
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3.4.7. P. agglomerans’in SEM Gériintiileri

Agir metallerin bakteri morfoloji {lizerine etkisini gézlemlemek amaciyla direncli
suglar taramali elektron mikroskobunda incelenmistir. P. agglomerans’in metal
igeren ortamda boyutlar1 521 nm x 1.45um iken metal igermeyen ortamda boyutlari

605 nm x 1.38 um oldugu gozlemlenmistir. (Sekil 3.22).

Sekil 3.22. P. agglomerans’a ait kalay iceren (a) ve icermeyen (b) ortamlarda ki SEM
goriintiileri (X 10.000)

3.4.8. P. agglomerans’a ait Kesikli izoterm Egrilerinin Degerlendirilmesi

Biyosorpsiyon yetenegi belirlenen P.agglomerans’in izoterm egrilerinin belirlenmesi

icin atomik adsorbsiyon spektrofotometresinde incelenmistir.
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Sekil 3.23. P. agglomerans susuna ait Freundlich (a) ve Langmuir izoterm (b)

grafikleri

Elde edilen izoterm sabitleri Cizelge 3.7’de verilmistir. P.agglomerans’in kalay
tizerinde Langmuir ve Freundlich izotermlerine uygunluk durumu korelasyon

katsayist (R?) ile bulunmustur.

Cizelge 3.7. Izoterm sabitleri

P. agglomerans Langmuir izotermi Freundlich izotermi
a b R n Kf R
43,1 0,5 0.8903 1,47 15,29 0.9625

Elde edilen izoterm sabitleri dikkate alindiginda Freundlich izotermi daha biiyiik R
degerine sahiptir. Langmuir izoterminin R? degeri 0.8903 oldugundan Freundlich
izotermine uygun oldugu tespit edilmistir. Freundlich izotermine goére hiicre
yiizeyinde baglanmalarin her noktada ayni olmadigi, heterojen olarak dagilim

gosterdigi belirlenmistir.
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3.4.9. P. agglomerans’a ait Kesikli Kinetik Calismasi

Kalay i¢in Sekil 3.24’teki biyosorpsiyon kapasitesinin zaman ile degisim grafigine
bakildiginda biyosorpsiyonunu 45 dakikada tamamlanmis, bu zaman igerisinde
biyosorpsiyon kapasitesinin %93’ gergeklesmistir. Deneysel olarak elde edilen
Ozgiil tutulma (qe) 56 mg kalay/g biyomas olarak elde edilmistir.

Biyosorpsiyon kinetigini belirlemek i¢in ¢izilen pseudo 1. derece ve pseudo 2. derece
reaksiyon kinetigi grafikleri Sekil 3.25’de verilmistir. Bu sekillerdeki grafigin
regrasyon katsayisina bakildiginda pseudo birinci derece icin R? degeri 0.54, pseudo
ikinci derece icin R? degeri 1 olarak elde edilmistir. Biyosorpsiyon kinetigini pseudo
2. derece reaksiyon kinetigi 1. derece kinetige gore korelasyon katsayilarina

bakildiginda daha yiiksek giivenilirlikte agiklayabilmektedir.

Sekil 3.25°de da goriildiigii gibi her iki adsorban i¢in elde edilen denklemlerin R?
degeri birbirinden oldukca farkli olmakla birlikte pseudo birinci derece kinetik
denklem kullanilarak hesaplanan birim adsorban basina uzaklastirilan kalay iyonu
miktar1 deneysel yoldan bulunan kalay iyonu miktariyla uyum iginde de degildir.
Adsorpsiyon kinetigini aydinlatabilmek i¢in kinetik veriler pseudo ikinci derece
kinetik modele uygulanmistir. Pseudo ikinci derece kinetik modelinde R* degeri
yiiksek ¢iktigindan dolay1 ve deneysel olarak elde edilen 6zgiil tutulmayada oldukca
yakin bir gh sabiti ¢iktig1 i¢in pseudo ikinci derece kinetik modeline uygun oldugu
tespit edilmistir. Bu durumda hiicre ile kalay arasinda kimyasal bir etkilesim s6z

konusu oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.24. Kalay metali igin kesikli kinetik c¢alismasinda biyosorpsiyon

kapasitesinin zaman ile degisimi
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Sekil 3.25.  P. agglomerans yiizeyinde kalay adsorpsiyonunun pseudo birinci (a)

ve pseudo ikinci derece (b) reaksiyon kinetigi

Cizelge 3.8. P. agglomerans igin pseudo birinci ve ikinci derece kinetik model

sabitleri
P. agglomerans Pseudo birinci derece Pseudo ikinci derece
Oden On kl R2 Oden On kz Rz
56 24 0.0085 0.5445 56 55.86 0.29 1

3.4.10. P. agglomerans’ in FTIR Analizi Degerlendirilmesi

P. agglomerans’in kalay biyosorpsiyonu yetenegi belirlendikten sonra hiicre
yiizeyindeki kalayr baglayan fonksiyonel gruplari belirlemek igcin FTIR analizi
yapilmustir. Sekil 3.26°ya bakildiginda bakterinin hiicre ylizeyinde bulunan ve kalay1
baglayan fonksiyonel gruplar FTIR spektrumundaki degisimler belirlenmistir.
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Sekil 3.26. P. agglomerans susunun kalay i¢eren (a) ve igermeyen (b) ortamda

FTIR analizi sonuglari
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Cizelge 3.9. P. agglomerans’a ait FTIR sonuglari

Frekans (cm™) Frekans (cm™) Fonksiyonel Grup
Yiiksiiz bakteri Sn yiikli bakteri
3275 3277 O-H (alkol, fenol) Gerilme
2957 2924 C-H (alkil) Gerilme
2924 2874 C-H (alkil) Gerilme
1636 1633 O-H (alkol, fenol) Gerilme
1539 1537 C=C (alkinil) Gerilme
1454 1466 C=C (alkinil) Gerilme
1395 1394 C(CHj)s (tert-Butyl) Egilme
1232 1230 C-O-C Gerilme
1057 1055 C-0O-C Gerilme
916 862 R,C=CH, Egilme

2957 cm-' ve 2924 cm® de alkil gruplarindan ortaya ¢ikan sinyaller
biyosorpsiyondan sonra smrasiyla 2924 cm™ ve 2874 cma kaymustir
Biyosorpsiyondan énce 1454 cm™de goziiken karboksilat (-COO-) bandi ise
biyosorpsiyondan sonra 1466 cm™ civarma kaymistir. 916 cm™ deki R,C=CH,
egilme bandi ise 862 cm™ e kaymistir. Bu gruplar metal baglamada en etkin gruplar

olarak belirlenmistir.

FTIR analizlerinden anlasilacagi gibi; metal biyosorpsiyonunun mekanizmasinin,
biyosorbentin yapisindaki bulunan fonksiyonel gruplar ve metal iyonlar: arasindaki
kompleks olusumu ve iyonik etkilesim gibi mekanizmalara bagh oldugu gériilmiistiir
[82].
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3.4.11. P. agglomerans’in Zeta Potansiyelinin Degerlendirilmesi

P. agglomerans’in farkli konsantrasyonlarda kalay iceren ortamlarda hiicre
yiizeyinde meydana gelen degisimler zeta potansiyometre ile incelenmistir (Sekil
3.27). 20 ppm konsantrasyona kadar stabilitesini koruyamadig: fakat daha yiiksek
konsantrasyonlarda stabilitesini 50 ppm’e kadar korudugu daha sonra azaldigi
belirlenmistir. 25 mV {stiindeki ylizey yiikiinde etraftaki partikiiller daginik halde,

25 mV altinda kalan konsantrasyonlar ise partikiillerin topak olusturdugu

belirlenmistir.
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Sekil 3.27. P. agglomerans’in kalay konsantrasyonuna bagli zeta potansiyeli degisim

grafigi
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4. TARTISMA SONUC

Kizilirmak tizerinden 12 bolgeden toplanan su orneklerinden Ni, Co ve Sn direngli
bakteriler molekiiler metodlar kullanilarak tanimlanmis ve biyosorpsiyon ozellikleri
aragtirtlmistir. Daha Onceden yapilan ¢alismalarda Ni, Co ve Sn direngli bakteriler
biyokimyasal testler kullanilarak tanimlanmistir [74,75]. Orman [75] ¢alismasinda
Snll kodlu susun tanimlanmasini biyokimyasal yontemler yardimiyla yapmistir.
Sn11 kodlu sus gram negatif basil oldugunu tanimlamistir. Koghan [74] ise Nill
kodlu susun gram negatif kok, Coll kodlu susu ise gram pozitif kok olarak
tanimlamigtir. Orman [75] yapmis oldugu c¢alismada Snll kodlu susun MTK
degerini 59.35 ppm olarak bulmus, Koghan [74] ise Nill ve Coll kodlu suslarin
sirastyla MTK degerlerini 233 ppm ve 17.6 ppm olarak belirlemislerdir.

Onceki galigmalarda yapilan biyokimyasal testler tiir diizeyinde bir tanmimlama igin
yeterli olmadigindan [74,75], molekiiler yontemler tercih edilmektedir. Bu ¢alismada
biyokimyasal testlere ek olarak 16S rRNA sekans analizi ve yag asidi metil ester
(FAME) analizi gibi molekiiler yontemlerle agir metal direngli bakterilerin
karakterizasyonu yapilmistir. Bu tez kapsaminda yapilan FAME analizleri sonucunda
Nill kodlu susun Cis iS0, Cis anteiso, Cigo yag asitlerini sirasiyla %16.26,
%16.22, %5.42 oranlarinda icerdigi belirlenmistir. Bu profil kapsaminda Nill
susuna cins diizeyinde dahi karsilik gelen bakteri tespit edilememistir. Coll kodlu
susun Cig1 WIC, Cig0, V€ Ci20 yag asitlerini sirastyla %34.69, 9%15.59 ve %5.18
oranlarinda igerdigi belirlenmistir. Bu profil kapsaminda Coll susuna cins
diizeyinde dahi karsilik gelen bakteri tespit edilememistir. Snl11 kodlu susun Cie:1,
Cig1 W7c, ve Ci7o cyclo yag asitlerini sirasiyla %21.85, %19.64 ve %7.43
oranlarinda igerdigi belirlenmistir. Bu profil kapsaminda Snll kodlu sus 0.322 SI
degeri ile Pantoea agglomerans olarak tanimlanmistir. Vreelad ve arkadaslarinin
[85], yaptiklari ¢alismada, ¢ok eski tuz kristalinden izole edilen bir “Permian” bakteri
ile bu izolatlarin modern akrabalar1 arasindaki iliskiyi arastirmislardir. Yag asit
profillerine gore bu organizmalar1 karsilastirdiklarinda bu yaklasimin tiir diizeyinde
ayrim yapamadigl, ancak cins diizeyinde farkliliklar1 ortaya koyabildigi sonucuna

varmiglardir. Bakterilerin igerdikleri yag asidi kompozisyonu bulunduklari ortama ve
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sicakliga gore degisebilmektedir. Bu sebeple tanimlamalar 16S rRNA sekans analizi
ile tamamlanmistir. 16S rRNA bdlgesinin tiim bakterilerde bulunmasi, evrim
siiresince korunmus olmasi, uygun biiyiiklilkte olmasi ve zengin veri tabaninin
olmasi tiir diizeyinde tanimlama ig¢in sekanslamada en uygun bdlge olmasim
saglamaktadir [86]. 16S rRNA sekans analizi i¢in izolatlarin genomik DNA’lar1 izole
edilmistir. izole edilen genomik DNA’lar {iniversal primerler kullanilarak PZR ile
cogaltilmistir. PZR {iriinlerinde spesifik olmayan baglanmalarin en aza indirgenmesi
amaciyla annealing sicakligi ve tuz konsantrasyonu optimizasyonu yapilmistir.
Optimizasyon g¢aligmalar1 sonucunda Nill kodlu sus i¢in annealing sicakligi 62°C,
tuz konsantrasyonu 1.5 mM, Coll kodlu sus i¢in annealing sicakligi 50°C, tuz
konsantrasyonu 1.75 mM ve Snll kodlu sus i¢in annealing sicakligi 59°C tuz
konsantrasyonu 1.25 mM olarak belirlenmistir. Optimum kosullarda PZR
uygulanarak elde edilen PZR iirlinlerinin sekans analizi gergeklestirilmistir. Yapilan
16S rRNA sekans analizleri sonucu Nill kodlu sus %99 homoloji ile Comamonas
testosteroni, Coll kodlu sus %99 homoloji ile Staphylococcus warneri, Sn1l kodlu

sus ise %99 homoloji ile Pantoea agglomerans olarak tanimlanmustir.

Suslarin evrimsel akrabaliklarint daha iyi degerlendirmek amaciyla MEGA 5.2
programi kullanilarak uzaklik matriksine bagli 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 uzaklik
matrikslerine gore Nill kodlu sus Comamonas testosteroni, , Coll kodlu sus
Staphylococcus warneri, , Snll kodlu sus Pantoea agglomerans, olarak tespit
edilmistir. Yaptigimiz molekiiler tanimlamalar sonucunda FAME analizi diisiik SI
degerleri verirken 16S rRNA analizlerinden alinan sonuglar yiliksek homoloji
gosterdigi belirlenmistir. FAME ve 16S rRNA analiz sonuglar1 kiyaslandiginda Snll
kodlu susun sekans analizi ile bire bir uyum gosterdigi belirlenmistir. Mirik ve
arkadaslarinin [87] yapmis oldugu calismada Dogu Akdeniz bolgesinden bakteri
izolasyonu yapmis ve bakterilerin tanimlanmasi i¢in geleneksel ve yag asidi analizi
yontemini kullanmistir. Geleneksel yontemle 170 bakteri susu tespit edilmistir.
Secilen 19 bakterilerin yag asidi analizi yontemi ile tanimlanmasinda %37 ve %76

arasinda degisen bir benzerlik indeksi tespit edilmistir. Suslarin yag asidi analizi ile
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cins diizeyinde tanimlamanin yarali olacagini ancak tiir belirlenmesinde bu yontemin
bir yarar saglamayacagini belirtmislerdir. Ovcharenko ve arkadaglarinin [88] yapmis
oldugu filogenetik caligmalar ise Serratia nematodiphila ve Serratia marcescens’i
yakin tiir olarak tespit etmistir ve yapmis oldugumuz filogenetik ¢alismalarla

uyumluluk gdstermektedir.

Tez calismasinda molekiiler yontemlerle belirlenen bakterilerin farkli pH’larda
optimum iireme kosullar1 belirlenmistir. Nill kodlu sus i¢in pH 6’da yapilan 30
saatlik inkiibasyon sonunda nikel iceren ortamda iireme olmadigi, nikel igermeyen
ortamda ise 24x10° hiicre sayisina ulastigr belirlenmistir. Nill kodlu sus i¢in pH
7°de yapilan 38 saatlik inkiibasyon sonunda nikel igeren ortamda 25.5x10° nikel
icermeyen ortamda ise 26x10® hiicre sayisina ulastizi gozlemlenmistir. Nill kodlu
susun koloni olusturan birim sayisinin nikel varliginda %2 oraninda diisiik oldugu
belirlenmistir. Nill kodlu sus i¢in pH 9’da yapilan 32 saatlik inkiibasyon sonunda
nikel iceren ortamda 12x10%, nikel icermeyen ortamda ise 23x10° hiicre say1sina
ulastigi gozlemlenmistir. Nill kodlu susun koloni olusturan birim sayisinin nikel

varliginda %47.8 oranda diisiik oldugu belirlenmistir.

Col11l kodlu sus i¢in pH 6’da yapilan 48 saatlik inkiibasyon sonunda kobalt igeren
ortamda 25x10° kobalt icermeyen ortamda ise 24x10° hiicre sayisma ulastig:
gozlemlenmistir. Coll kodlu susun koloni olusturan birim sayisinin kobalt
varliginda %4 oraninda artis oldugu belirlenmistir. Coll kodlu sus i¢in pH 7°de
yapilan 42 saatlik inkiibasyon sonunda kobalt iceren ortamda 27x10° kobalt
icermeyen ortamda ise 26x10® hiicre sayisina ulastigi gézlemlenmistir. Coll kodlu
susun koloni olusturan birim sayisinin kobalt varliginda %3.7 oraninda artis oldugu
belirlenmistir. Coll kodlu sus i¢in pH 9’da yapilan 40 saatlik inkiibasyon sonunda
kobalt igeren ortamda 35x10° kobalt icermeyen ortamda ise 26x10® hiicre sayisina
ulastigi gozlemlenmistir. Coll kodlu susun koloni olusturan birim sayisinin kobalt

varhiginda %25.7 oranda artis oldugu belirlenmistir.

Snl1l kodlu sus i¢in pH 5’de yapilan 44 saatlik inkiibasyon sonunda kalay igeren ve
icermeyen ortamda 30x10® hiicre sayisina ulastig1 gdzlemlenmistir. Koloni olusturan

birim sayisinda degisiklik belirlenmemistir. Sn11 kodlu sus i¢in pH 7°de yapilan 44
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saatlik inkiibasyon sonunda kalay i¢eren ortamda 21x10° kalay icermeyen ortamda
ise 20x10° hiicre sayisma ulastifi gozlemlenmistir. Sn1l kodlu susun koloni
olusturan birim sayisinda kalay varliginda %4.7 oranda artis oldugu belirlenmistir.
Snll kodlu sus i¢in pH 9’da yapilan 30 saatlik inkiibasyon sonunda kalay igeren
ortamda 26.4x10°, kalay icermeyen ortamda ise 28.5x10° hiicre sayisina ulastigi
gozlemlenmistir. Sn11 kodlu susun koloni olusturan birim sayisinin kalay varliginda

%8 oraninda diistik oldugu belirlenmistir.

Jackson ve arkadaglarinin [83] yaptig1 bir ¢calismada Plankenburg nehrindeki metal
konsantrasyonlarint Al i¢in 11.56 ppm, Ni i¢in 0.17 ppm, Fe i¢in 12.2 ppm oldugunu
tespit etmislerdir. Olas1 metal dayanikliligina sahip mikroorganizmalar Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., Delftia tsuruhatensis A90 , Kocuria kristinae 6J-5b, Comamonas
testosteroni  WDL7, Stenotrophomonas maltophilia 776, Staphylococcus sp.
MOLA:313, Micrococcus sp. TPR14, Sphingomonas sp. 8b-1 ve Microbacterium sp.
PAO-12. olarak tanimlamislardir. Bu c¢alismada izole edilen Ni direngli C.
testosteroni susu igin belirlenen 395 ppm olan MTK degerinin diger ¢alismalar ile
karsilastirildiginda yiiksek oldugu dikkat ¢ekicidir. Xia-Fang [84] ve arkadaslarinin
yaptigi calismada Cd direngli bakterilerinin MTK degeri 2000 ppm olarak

belirlemislerdir.

Tanimlanan suslarin biyosorpsiyon yetenekleri incelendiginde S. warneri ve C.
testosteroni suslarmin biyosorpsiyon yetenekleri olmadiklart belirlenmigtir P.
agglomerans 59.35 ppm kalay iceren ortamda 20 saatlik bir inkiibasyon sonucunda
%100 oraninda kalay1 biyosorbe ettigi belirlenmistir. P. agglomerans susunun metal
iceren ortamdaki inkiibasyonlari sonrasinda SEM gériintii analizleri sonucu boyutlari
incelenmis ve P. agglomerans’mn kalay varliginda hiicre boyutlarinin ortalama
1.38x605 nm’den 1.45x521 nm’ye yiikseldigi gozlemlenmistir. Hiicre boyutlarindaki
gozlemledigimiz bu artislar elde edilen biyosorpsiyon verilerini desteklemektedir.
Ozdemir ve arkadaslarinin [89] Cd, Cu, Mn, Ni ve Zn biyosorpsiyonunda Pantoea
tiirlerinin etkisini gdstermistir. Surija ve arkadaslar1 [90] Enterobacter cloacae’nin
Hg*™, Cr**, Cd*?, Pb* ve Cu*? i¢in metal giderim kapasitesinin sirasiyla %46, %54,
%57, %66 ve %74 oranlarinda oldugu belirlenmistir. Hosaain ve arkadaslarmin [91]

yaptig1 ¢alismada Bacillus subtilis’in kursun tizerinde %87’ye kadar biyosorpsiyon
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kapasitesi oldugu belirlenmistir. Yaptigimiz ¢alismalarda Ni, Sn ve Co
biyosorpsiyonunda Staphylococcus, Comamonas ve Pantoea tiirlerinin de etkili

olabilecegini gostermistir.

P. agglomerans susunun Langmuir ve Freundlich ¢alismalar1 yapilmistir. Freundlich
izoterminin R? degeri Langmuir izoterminden daha biiyiik oldugu i¢in Freundlich
izotermine uygun oldugu tespit edilmistir. Freundlich izoterminde adsorpsiyon
yogunlugunun (n) 1-10 araliginda olmasi biyosorpsiyonun verimli oldugunu ifade
etmektedir. Deney sonuglarinda da adsorpsiyon yogunlugu (n) 1.47 olarak tespit
edilmistir. Cirik ve arkadaslart [92] Spirulina platensis ile yaptiklart izoterm
caligmasini Langmuir ve Freundlich izotermlerine uygulamislardir. Elde ettikleri
sonuglara gore Co™ iyonu adsorbsiyonu, Freundlich izotermine uygun oldugunu
belirlemislerdir. Peter [93] Zn giderim ¢alismasinda elde ettigi verilere gére en uygun

izotermin Freundlich izotermi oldugunu gostermistir.

Kesikli kinetik ¢alismasinda P. agglomerans susunun pseudo birinci ve ikinci derece
uygunluk durumu incelenmistir ve R? degerleri karsilastirildiginda pseudo ikinci
derece reaksiyon kinetigi ile daha iyi ifade edildigi tespit edilmistir. Kalay ile hiicre
arasinda kimyasal etkilesim oldugu goriilmistiir. Sencam [48] aktif camurlar ile
yaptig1 kinetik calismasinda pseudo ikinci derece reaksiyon kinetigini daha uygun
oldugu tespit etmistir. Kili¢ [46] yine aktif camurlar yaptig1 ¢aligmada pseudo ikinci

derece reaksiyon kinetigini uygun oldugunu tespit etmistir.

Yapilan biyosorpsiyon ¢aligmast sonucu P. agglomerans’in kalayr ortamdan
tamamen uzaklastirmasi tizerine FTIR analizi yapilmis ve bakterinin hiicre ylizeyinde
bulunan fonksiyonel gruplardaki farkliliklar belirlenmistir. 2957 cm™ ve 2924 cm™
de alkil gruplarindan ortaya ¢ikan sinyaller biyosorpsiyondan sonra sirasiyla 2924
cm™ ve 2874 cm™ a kaymistir. Amid 1 band: ise biyosorpsiyondan sonra 1636 cm’
“dan 1633 cm™’a kaymustir. Amid II bandi ise saf haldeki biyosorbentte 1539 cm’
Yde goriiliirken agir metallerin biyosorpsiyonundan sonra ise bu bant 1537 cm™
bandina kaymustir. Biyosorpsiyondan dnce 1454 cm™ de goziiken karboksilat (-COO-
) bandi ise biyosorpsiyondan sonra 1453 cm™ civarina kaymustir. 1057 cm™ deki

siilfoksit band1 ise 1055 cm™e kaymistir. Metal iyonlarinin biyosorpsiyonu
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¢ozeltinin fizikokimyasal kosullar1 ile mikrobiyal kiitlede biiyiik 6l¢iide mevcut olan
Xing Wei ve arkadaslar1 [94] Bacillus suptilis ile yaptiklart Cd biyosorpsiyonu
calismasinda 1395 cm™ de gorlilen karboksilat bantlarinin Cd biyosorpsiyonundan
sonra 1388 cm™ e, 1075 cm™deki siilfoksit bandlariminda 1070 cm™’e kaydigi
gozlenmistir. Dhankhar ve arkadaslart [95] S. cerevisiae ile yaptiklari uranyum
giderim ¢alismasinda 1405.9 cm ™ bandinin uranyum biyosorpsiyonundan sonra 1377

cm?e kaydigini tespit etmislerdir.

P. agglomerans susunun belli bir konsantrasyon degerinden sonra elektriksel ¢ift
tabakanin bastirilmasiyla, bakterinin zeta potansiyeli mutlak degerce azalmaktadir.
20 ppm konsantrasyona kadar stabilitesini koruyamadigi fakat daha yiiksek
konsantrasyonlarda stabilitesini korudugu, 60 ppm konsantrasyonda ise stabilitesini
tekrar  kaybettigi  belirlenmistir. Bu  veriler biyosorpsiyon grafigi ile
karsilastirildiginda, grafikte adsorpsiyon ve desorpsiyon olaylar1 ile zeta
potansiyometre sonuglart tutarlilik gostermektedir. Marsalek [96] yapmis oldugu
calismada zeta potansiyelinin adsorbsiyon izotermleri ile ilgili oldugunu sonucuna
ulagsmustir. Jittawuttipoka ve arkadaslar1 [97] Synechocystis ile yaptiklar1 ¢alismada
zeta potansiyeli incelemislerdir ve aldiklar1 sonuglart zeta potansiyeli ile
desteklemislerdir. Klodzinska ve arkadaslar1 [98] Staphylococcus aereus ve E. coli
ile yaptiklar1 ¢aligmada bakteri kiiltiiriiniin kiimelenme yapmasi sonucu zeta
potansiyeli degisimlerini incelemisler ve zeta potansiyelinin daha diisiik oldugunu

gozlemlemislerdir.

Bu tez calismasinda nikel, kobalt ve kalay direngli suslarin degisik pH’lardaki
optimum iireme kosullar1 belirlenmis, molekiiler teknikler kullanilarak tanimlamalari
yapilmis ve biyosorpsiyon yetenekleri belirlenmistir. Mikrobiyal tanimlamada elde
edilen veriler sonucunda FAME analizi sonuglarinin diisiik SI degerlerinden dolay:
giivenirliliginin diisiik oldugu belirlenmistir. Bu nedenle 16S rRNA sekans analizleri
yapilmistir. Analizler sonucunda sonucu Sn1l kodlu sus P. agglomerans, Nill kodlu
sus C. testosteroni, Coll kodlu sus ise S. warneri olarak tanimlanmstir.
Biyosorpsiyon yeteneklerini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalar sonucu P.

agglomerans’in 60 ppm’lik kalayr 20 saat sonunda %100 oraninda kalay
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biyosorpsiyonu yaptigi, diger suslarin ise biyosorpsiyon yeteneginin olmadigi
gozlenmistir. Tiim bu veriler 1s1ginda P. agglomerans yiiksek konsantrasyonda kalay1
tolere edebilmis ve kalay biyosorpsiyon yetenegi dikkate alindiginda adsorpsiyon

kinetigi ve biyoremediasyon c¢aligmalari i¢in potansiyel oldugu diisiiniilmektedir.
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